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Vorwort.

Besonders fiir klinische Zwecke im weitesten Sinne,
aber auch fir die Ziele der experimentellen Pathologie
erweist es sich als immer wichtiger, chemische Bestim-
mungen mit moglichst kleinen Substanzmengen auszu-
tiihren. Ganz abgesehen davon, daBl es infolge der
Teuerung, besonders auch der wissenschaftlichen Apparate
und Chemikalien dringend ndtig ist, sich in allem auf
das notwendigste Mafl zu beschrinken, sind die Mikro-
bestimmungen auch darum von grofiter Wichtigkeit, weil
sie uns erlauben, besonders im Blute Bestimmungen
auszufiihren, die unter anderen Verhiltnissen unméglich
wiren. Wo man frither einen Aderlall von 100 cem und
mehr brauchte, kommt man heute mit dem Inhalt einer
kleinen Spritze, in einzelnen Fiillen mit einigen Tropfen
Blut, die man aus der Fingerbeere entnimmt, aus. Hier-
durch ist es moglich geworden, dal man sogar in kurzen
Intervallen quantitative Reihenuntersuchungen anstellen
kann.

Die Menge des zu einer Mikrobestimmung notwendigen
Materials ist abhiingig von der Leistungstiihigkeit der
Methode. Wihrend einzelne Verfahren mit einigen Tropfen
Blut durchaus genaue Resultate geben, sind fiir andere
immerhin 2—25 cem erforderlich. Nur solche Mikrobestim-
mungen haben Wert, deren Ergebnisse denen der iiblichen
Makrobestimmungen durchaus gleichwertig sind: eine
Reduktion des Materials, welche man mit ungewissen
Resultaten erkauft, ist absolut unzuliissig. Nur die
genauesten Ergebnisse haben fiir die klinische und experi-
mentell-pathologische Forschung Interesse.

Dieses kleine Biichlein macht keinen Anspruch auf Voll-
standigkeit. Es enthiilt die mirbekannten ,, Mikromethoden®,
welche sich mir in mehrjihriger Anwendung im klinisch-
chemischen Laboratorium bewiihrt haben und die ich in
meinen Kursen lehre. Sie sind mit den Mitteln eines
klinisch-chemischen Laboratoriums ohne weiteres aus-
zufithren: besonders schwierige Apparaturen habe ich
vermieden. Ich habe teils Methoden von anderen iiber-
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nommen, hiiufig diese modifiziert, teils sie selbst ausgear-
beitet. Auf grofie Auswahl der Methoden habe ich keinen
Wert gelegt; mein Ziel war, ein praktisches Biichlein zu
schaffen, und dem einigermafien Vorgebildeten fiir jeden
bisher moglichen Zweck eine, hiichstens zwei brauchbare
Methoden so darzustellen, dafi ein direktes Arbeiten da-
nach ohne Schwierigkeit moglich ist.

Den Fachgenossen wiire ich fiir Anregungen, den Kreis
der Untersuchungen auf noch andere Stoffe auszudehnen,
zu Dank verpflichtet. Fiir manche Bestimmungen existie-
ren Mikromethoden bisher nicht. Ich hoffe, dali es mir
spiiter moglich sein wird, neue Methoden zuzufiigen und
der Vollstiindigkeit, die ich jetzt nicht erreichen kann,
ndher zu kommen.

Berlin, im Juni 1921.

Pincussen.

Vorwort zur 3. Auflage.

In weit hoherem Mafie, als es in der zweiten Auflage
der Fall war, habe ich bei dieser Ergiinzungen anbringen
kionnen, welche, wie ich hoffe, die Brauchbarkeit des
Biichleins erhohen werden. Eine ganze Anzahl von
Methoden sind neu dazugekommen, meist solche, die
ich selbst ausgearbeitet habe und die anderweitig noch
nicht veroffentlicht sind. Von Methoden anderer Autoren
nenne ich die Bestimmung des Aminostickstoffs nach
Folin, die des Blutzuckers nach Hagedorn und Jensen,
die des Natriums und Magnesiums im Blute aus dem
Spiroschen Institut, die sehr zweckmiiliige Vereinfachung
der Barcroftschen Gasanalyse nach Verzir.

Es scheint mir, dafi neuerdings die Analyse des Harns
gegeniiber der des Blutes stark vernachlissigt wird, ob-
gleich hier noch sehr viele wichtige Probleme der Auf-
klirung harren. Ich habe aus diesem Grunde eine
Reihe von Mikromethoden zur Bestimmung der anorga-
nischen Harnkomponenten aufgenommen und hoffe da-
mit manchem einen Dienst erwiesen zu haben.

Berlin, im Mirz 1925.

Pincussen.
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Allgemeine Regeln.

Fiir mikrochemische Arbeiten gelten im allgemeinen
dieselben Regeln wie fiir chemisches Arbeiten tiberhaupt.
Bei den geringen Substanzmengen, welche fiir die Aus-
fithrung quantitativer Mikroanalysen — nur solche
werden in den nachfolgenden Blittern beschrieben —,
angewandt werden, kommt es ganz besonders auf exak-
tes Arbeiten an. Es ist klar, dal bei Analysen mit
kleinen Mengen die Fehlerquellen eine ganz andere Rolle
spielen miissen als bei Verwendung grifierer Quantititen.
Diese Fehlerquellen nach Moglichkeit zu reduzieren, ist
eine Hauptaufgabe des mikrochemischen Arbeiters.

Fehler konnen, ohne daB den Arbeiter eine Schuld
dabei trifft, schon verursacht sein durch ungeeignete
Apparatur sowie durch die angewandten Reagentien. Uber
spezielle, fiir mikrochemische Analytik erforderliche Appa-
rate wird unten ausfiihrlich gesprochen werden. Hier
moge vor allem darauf aufmerksam gemacht sein, daB
gewohnliches Natronglas nur fiir kalte Fliissigkeiten be-
nutzt werden soll, dafi zum Kochen aber ausschliefilich
Jenaer Glas, das fiir bestimmte Zwecke noch besser
durch Quarz zu ersetzen ist, angewendet wird. Mitunter
kann Kork, ofter Kautschuk, besonders alter, sowohl bei
Anwendung als Stopfen als auch von Schliiuchen zu
Fehlern AnlaB geben. Reinere Resultate erhiilt man
sicher bei Anwendung nur gliserner Verbindungen und
Apparaturen. Bei Vereinigung zweier Rohre durch Kaut-
schukschlauch achte man auf ein Zusammenstofien
dieser: Glas an Glas. Zum Filtrieren werden vielfach
mit Vorteil statt der gewdhnlichen Filter die Jenaer
Filtergeriite (Schott & Gen) mit eingeschmolzener Filter-
platte verwendet, die trotz des ziemlich hohen Preises
infolge ihrer bequemen Handhabung, guten und exakten
Arbeitens und langer Verwendbarkeit mannigfache Vor-
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teile bieten. Die Ausmessungen siimtlicher fiir die Mikro-
methodik bestimmten Apparate sollen so klein sein, wie
es sich mit dem bestimmten Zwecke vereinigen lifit, um
nicht das Arbeiten mit den méglichst geringen Substanz-
mengen zu erschweren. Von Reagentien sind stets die
allerreinsten erhiiltlichen zu wiihlen, wie die reinsten
Merckschen Reagentien und die Priiparate von Kahl-
baum pro analysi. Auch diese reinsten Reagentien
enthalten hiiufig Beimengungen, die geeignet sind, die
erhaltenen Resultate zu filschen. So gibt es beispiels-
weise im Handel keine Schwefelsiiure, die absolut
ammoniakfrei wiire. In solchen Fillen ist es nicht
zweckmilig, eine noch weitere Reinigung anzustreben:
man arbeitet mit den nicht ganz reinen Reagentien, be-
stimmt aber vor der Ingebrauchnahme die Grifie des
betreffenden Fehlers, welcher dann in alle Berech-
nungen eingesetzt wird. Solche Bestimmungen sind
jedesmal zu wiederholen, wenn man eine neue Packung
der Substanz anbricht. Wihrend des Gebrauches ist da-
fur Sorge zu tragen, dafi eine Veriinderung nicht ein-
tritt. Die fiir die Mikromethodik bestimmten Reagentien
sind demnach in gut verschlossenen Flaschen aufzuheben:
unter besonderen Umstiinden kann man das Eindringen
schidigender Substanzen durch besondere Mafinahmen
hintenanhalten: beispielsweise die Flasche mit der fiir
die Mikrokjeldahlmethodik bestimmten Schwefelsiiure mit
einem Verschlufi in der Art einer mit Schwefelsiure ge-
fiillten Gaswaschflasche zur Zuriickhaltung des Ammo-
niaks versehen. Den Riumen, in welchen Analysen aus-
gefiithrt werden, sind solche Dimpfe und Gase, welche
die Reaktion beeinflussen kinnen, selbstverstiindlich fern-
zuhalten; die Ausfiihrung einer Mikrokjeldahldestillation
in einem Raum mit Ammoniakdimpfen fiihrt naturgemiif
zu den schwersten Fehlern.

Von allgemeinen gebrauchten Apparaten ist zuniichst
eine Luftpumpe zu erwiihnen, die sowohl bei der Destil-
lation wie auch beim Absaugen schiidlicher Dimpfe (S. 45)
gebraucht wird. Fir die in Frage kommenden Zwecke
eignet sich am besten die einfache Wasserstrahlpumpe,
die an jede Leitung mit nicht zu geringem Druck an-
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geschlossen werden kann. Fiir viele Verfahren ist das
Vorhandensein einerZentrifuge sehrerwiinscht. Jegrofier
ihre Umdrehungszahl, desto schneller das Arbeiten; es
kommen daher nur mechanisch betriebene (elektrisch
oder Wasser) Zentrifugen in Betracht. Es sei auf das
sehr genaue Auswiegen der Zentrifugenbecher mit Inhalt
hingewiesen: nur wenn die gegeniiberliegenden Behiilter
im Gewichte vollstiindig gleich sind, kann die Abschleu-
derung in erwiinschter scharfer Weise erfolgen. Es sind
daher stets vor jedem Zentrifugieren die Becher mit In-
halt gegeneinander auszutarieren. Fiir manche Bestim-
mungen, besonders die des Natriums, miissen die Zentri-
fugengliser aus Jenaer Glas hergestellt sein; auch da,
wo die Zentrifugengliser mit Inhalt grifierer Erhitzung
ausgesetzt werden (vgl. z. B. S. 77), ist dieses Material
zu wihlen.

Messen und Wiigen.

Besondere Aufmerksamkeit erfordert das Messen und
Wiigen. Bei den biochemischen Untersuchungsmethoden,
die hier geschildert werden, ist eine Mikrowage im
eigentlichen Sinne nicht erforderlich. Simtliche Wigungen,
die hier in Betracht kommen, kinnen mit einer empfind-
lichen chemischen Analysenwage ausgefiithrt werden. Bei
Herstellung von Reagentienlisungen, insbesondere bei
der Bereitung von Testlosungen sind, um die Wiigefehler
moglichst zu reduzieren, als Ausgangsmaterial nicht zu
kleine Quantititen zu wihlen und die erforderliche Kon-
zentration lieber durch Verdiinnung herzustellen. Fiir das
System der Mikroanalyse des Blutes nach Bang geniigt im
Notfalle ebenfalls jede Analysenwage; es ist jedoch dann
erforderlich, dali die notwendigen Gewichte sofort zur
Hand sind, da diese Wiigungen aufierordentlich schnell
ausgefithrt werden miissen. Diese Notwendigkeit der
sehr schnellen Wiigung, die dadurch bedingt ist, daf
das in kleinen Loschpapierbliittchen aufgesaugte Blut
durch Wasserverdunstung sehr bald an Gewicht ver-
liert, hat zur Anwendung von sehr schnell arbeitenden
Torsionswagen gefiihrt.
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Von diesen haben sich besonders gut die von Hart-
mann und Braun (Frankfurt a. M.) fiir verschiedene Me8-
bereiche konstruierten bewihrt (s. Abb. 1). Bei dem gewihn-
lichen und Tfiir die meisten Zwecke geeigneten Modell
betrigt der Mefibereich der Skala 1 g, der in Unterab-
teilungen von 2mg eingeteilt ist, so daB eine Ablesung
von 1 mg noch moglich ist. Andere Einteilungen, die ein
geringeres Mefibereich mit dementsprechenden kleineren

: [ntervallen umfassen, sind
fiirdie gewéhnlichen Zwecke
der biologischen Mikrome-
thodik unnotig, da eine Wii-
gung auf 1 mg Genaunigkeit
geniigt. Die Einstellung der
Wage wird zuerst durch die
Stellschraube des Fufies so
vorgenommen, dafl das Lot
senkrecht hiingt. Seitlich
ragt ein kleiner Hebel(Wage-
balken) a heraus, der mit
einem Hiikchen armiert ist.
Im allgemeinen wird die
Wage mit dem Hikehen
zusammen so ausbalanciert
sein, daB bei dieser Be-
lastung die Wage gerade
auf dem Nullpunkt steht
(Ablesung siehe unten). Es
spielt jedoch keine Rolle,
wenn dies nicht der Fall
ist: dann ist bei absoluten Wigungen vorher der Null-
punkt zu bestimmen, bei relativen Wigungen, wie
sie zur Bangschen Methodik ausschliefilich angewandt
werden, ist auch dies nicht erforderlich. Bei der
Bangschen Methodik handelt es sich darum, dafi man
Loschpapierstiickchen bestimmter Grifle zuniéichst leer
und dann nach Einsaugung einiger Bluttropfchen wiegt.
Damit man die Plittchen an dem Hiikchen des Wage-
balkens aufhingen Lkann, durchlocht man sie an der
einen Schmalseite mit einem scharfen Locher, am ein-

Abh. 1.
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fachsten mit der einen Lochstanze eines fiir die Lochung
von Briefen {iblichen Apparates. FEs ist wichtig, daf
das Loch scharf ausgestanzt ist. Man hiingt nun an
diesem Loch das Pliittchen auf, lést die Arretierung
der Wage, indem man den Hebel t zur Mitte
hin driickt und bewegt den Hebel d so lange,
bis der Zeiger b genau auf der Nullinie
steht: um parallaktische Verschiebungen zu
vermeiden, ist hinter der ganzen Skala ein
Spiegel angebracht. Man visiert von vorn
und sorgt dafiir, dal die Schneide b mit
der Nullinie und dem Spiegelbild scharf zu-
sammentillt. Der Zeiger ¢ gibt dann sofort
das Gewicht an. Auch hier muf genau
visiert werden, so dafl sich Zeiger und
Spiegelbild decken. Nach Feststellung des
Gewichtes wird zuniichst die Wage durch
Umlegen des Arretierhebels f festgestellt
und erst dann das Bliittchen vom Wage-
balken abgenommen. Die Wigung des mit
Blut beschickten Bliittchens erfolgt in ganz
gleicher Weise: bei einiger Ubung ist eine
Wigung ohne Schwierigkeit in einigen Se-
kunden auszufiihren.

Die Wage it sich auch fiir andere Wii-
gungen kleiner Substanzmengen benuizen. —
Handelt es sich um solche Kérper, die man
nicht einfach wie Papierbliittchen anhiingen
kann, so konnen kleine Schiilchen oder
Tiegelchen benutzt werden, welche an den
Haken angehiingt werden, und in welche
die zu wiegende Substanz hineingetan wird. v
Uber Ersatz der Wigung dureh Mes- =
sung s. S. 66.

Besondere Wichtigkeit kommt den messenden Me-
thoden zu. Es gelten hier im wesentlichen die gleichen
Vorschriften wie bei den F-r'Iﬂlu'ﬂhestimmungsmethuden:
es ist auf grofite Genauigkeit der Mefigefiile Gewicht
zu legen. Die verwendeten Pipetten priife man vorher
genau, wenn notig durch Auskalibrieren mit Quecksilber;
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vor allem verwende man fiir die gleichen Zwecke stets
die gleichen Pipetten, stelle insbesondere fest, ob die
Pipetten auf Abstreichen oder auf Ausblasen geeicht
sind und vergesse nie, dieselbe Pipette stets in der
gleichen Weise zu verwenden. Wenn irgend moglich,
arbeite man nur mit Vollpipetten, die meist allein ge-
niigende Genauigkeit gewiihrleisten. Wenn anomale
MafBe gebraucht werden (z. B. bei der Bang'schen Zucker-
bestimmung Pipetten von 6,5 cem Inhalt), so lasse man
sie besonders anfertigen. Das gleiche wie fiir die Pi-
petten gilt fiir die Biiretten. Fiir manche Zwecke der
Mikroanalyse geniigen gewohnliche, in 1/,, ecm geteilte
Biiretten; fir spemelle Zwecke sind ’ﬂ]kluburetten
erforderlich, die in !/,,, cem eingeteilt sind. Wihrend
bei den gewdhnlichen Biiretten unter Umstiinden ein
Klemmverschlufi geniigt, miissen diese Mikrobiiretten un-
bedingt mit einem Glashahn versehen sein. Die Tropfen-
grofe muf eine so geringe sein, dafi ein Tropfen
ungefiihr 2 Teilstrichen der Biirette entspricht. Da eine
Fiillung dieser Apparate, die naturgemil ein sehr enges
Rohr haben, in direkter Weise mit Schwierigkeit ver-
kniipft ist, sind diese Biiretten so konstruiert, dafl ein am
unteren Teil abgehendes kommunizierendes Rohr, das
durch einen Glashahn gegen die Biirette abgeschlossen
werden kann, an seinem oberen Ende in einem Vorrats-
gefifl endigt, welches imstande ist, so viel Fliissigkeit
aufzunehmen, dafl man die Biirette daraus 8 —10mal
auffilllen kann (s. Abb. 2). Das Rohr sei nicht zu eng,
ebenso sei der Hals des Reservoirs weit genug, um
die Losung bequem eingiefien zu konnen, ohne daf
sich schwer entfernbare Luftblasen zwischen die Fliissig-
keit setzen. Uber die Ausfiihrung der Malanalyse wird
bei der Beschreibung der speziellen Methoden gesprochen
werden.

Auf die Herstellung der Mafifliissigkeiten ist
grifite Sorgfalt zu verwenden. Besonders ist zu be-
achten, dall eine grofie Zahl von Titrierlosungen, be-
sonders sehr geringer Konzentration, sich schlecht hilt
und bald ihren Titer indert. Das gilt in erster Linie
von der Jodlosung und der Natriumthiosulfatlosung, die
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jedesmal frisch aus hoher konzentrierten Losungen, die
selbstverstiindlich auch nachkontrolliert werden miissen,
zu bereiten sind. Man hiilt sich zweckmiifiig ', Nor-
mallésungen, die man entweder fertig bezieht oder selbst
nach den Regeln der MaBanalyse herstellt, und bereitet
aus ihnen die fiir den betreffenden Tag erforderlichen
Mengen der gebrauchten Losung. Wo der Transport
fertiger Losungen schwierig und teuer ist, kann man
auch von fabrikmiilig hergestellten, in Ampullen einge-
schmolzenen Salzen bzw. konzentrierten Lisungen aus-
gehen (Fixanal oder édhnliche Priiparate), die nach An-
weisung aufgelost, ohne Wigung u. dgl. '/,, Normal-
losungen ergeben. Zur Herstellung einer '/,,, Normal-
thiosulfatlosung pipettiert man in ein genaues 50 ccm
Melikolbchen mit Glasstopfen mit einer genauen Pipette
5 cem der '/, Normalthiosulfatlésung, fiilllt mit destil-
liertem Wasser von 15° bis zur Marke auf und mischt
nach Aufsetzen des Stopfens gut durch. Zweckmifig ist
es stets, die so hergestellten schwachen Lisungen auf
ihre Richtigkeit mit bekannten Lisungen zu vergleichen.
Losungen von Siduren, Laugen, auch von Silbernitrat, wenn
in dunkler Flasche gegen Licht geschiitzt aufbewahrt,
halten sich auch in geringen Konzentrationen.

Am besten verwendet man ganz trockene Pipetten
bzw. Biiretten. Noch etwas feuchte sind mit der be-
treffenden Losung, die man mit ihnen abmessen will,
wiederholt so durchzuspiilen, dall man bei Pipetten et-
was der Losung in ein sauberes trockenes Reagensglas
einfiillt, die LOsung in die Pipette hochzieht, durchspiilt
und auslaufen lifit. In ein anderes trockenes Reagens-
glas gibt man wieder etwas frische Liésung und ver-
fihrt ebenso und wiederholt diese Prodezur am besten
noch ein drittes Mal. Bei Biiretten verfiihrt man sinn-
gemil. Die zum Ausspiillen benutzten Losungen sind
natiirlich fortzugiefien. Man hiite sich insbesondere, mit
Pipetten in Originalflaschen mit Normallosungen herein-
zugehen, da hierdurch die Konzentration beeinflufit und
die Losung fir genaue Versuche unverwendbar wird.
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Kolorimetrische Methoden.

Besondere Wichtigkeit haben filrdie Mikrobestimmungen
die kolorimetrischen Methoden erlangt. Ich empfehle
sie jedoch nur in solchen Fillen, in denen es mit den
mafianalytischen Methoden nicht gelingt, geniigend scharfe
Ausschlige zu erhalten. In allen Filllen, wo die sehr
empfindliche MafBlanalyse, besonders die jodometrische
Bestimmung, scharfe Umschliige ergibt, ist diese der
kolorimetrischen Bestimmungsmethode vorzuziehen, vor
allem deshalb, weil sie frei von subjektiven Fehlern ist,
und ohne Schaden fiir die Genauigkeit z. B. die laufen-
den Bestimmungen einer Versuchsreihe auch von verschie-
denen gut eingearbeiteten Personen ohne weiteres aus-
gefithrt werden konnen. _

Bei der kolorimetrischen Methode zeigen sich fiir die
Augen verschiedener Personen deutliche Differenzen, da
der Begriff gleicher Farbenintensitit, auf den es bei der
Kolorimetrie ankommt, individuell verschieden ist. Dem-
nach wird die Titration von mehreren Personen ohne
weiteres ganz gleichmiifiig ausgefiihrt: bei der kolori-
metrischen Bestimmung dagegen zeigen verschiedene
Individuen typische Differenzen der Ablesung, die zwar
immer konstant bleiben und die Resultate durchaus ein-
wandfrei erscheinen lassen, wenn die Ablesung immer
von derselben Person erfolgt, bei Wechsel des Beobach-
ters aber zu erheblichen Fehlern fiihren kdnnen.

Simtliche Kolorimeter bestimmen die Konzentration
einer gefirbten Losung mit Hilfe der bekannten Konzen-
tration einer gleichgefirbten Lisung aus dem Verhiilt-
nis der Schichtdicken dieser beiden Lisungen, wenn beide
dem beobachtenden Auge gleich hell erscheinen. Es
besteht fiir diesen Fall das einfache Gesetz, dafi die
Schichtdicken umgekehrt proportional den Konzentra-
tionen sind: ist ¢ die Konzentration der zu bestimmen-
den Losung, ¢, die Konzentration einer Lésung bekann-
ten Gehaltes und sind s und s, die Schichtdicken der
Losungen, wenn die Farbtiefen beider dem Auge gleich
erscheinen, so gilt das Verhiiltnis

Bl =R



Bekannt sind in dieser Proportion die beiden Schicht-
dicken, die man an jedem Kolorimeter durch eine ent-
sprechende Vorrichtung ermitteln kann und die Konzen-
tration der bekannten Vergleichslosung, so dafi wir mit
Hilfe der kolorimetrischen Ablesung
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bestimmen koénnen.

Das einfachste der fiir die Mikroanalyse brauchbaren
Kolorimeter ist das nach Dubosq, das in verschiedenen,
z. T. vorziiglichen Ausfiihrungen verwendet

wird und das auch als einfachstes in der = A
Konstruktion im Prinzip beschrieben werden s
soll (s. Abb. 3). In zwei Glastrige T und T,, Y
die unten einen glatten, glisernen Boden ¥
haben, werden die zu vergleichenden ge- Pl

firbten Fliissigkeiten eingefiillt.  Durch %ﬂ;
mehr oder weniger tiefes Eintauchen von /

Glasprismen kann man die Schichtdicke, - !
durch eine Skala kontrolliert, variieren. g 27,
Durch ein optisches M wird das Licht ﬂ ﬂ
durch die Troge T und T, in die Prismen ;- »
P und P, geworfen, von denen es durch -
ein Linsensystem in das Auge gelangt — :
ist es moglich, die Firbungen der beiden [Ij
Troge nebeneinander als Hilften eines * o
Kreises zu beobachten. Nachdem man  Abb- 3.
die Kontrollosung auf eine gewisse Schichtdicke, z. B. 40
mm eingestellt hat, variiert man durch mehr oder
minder tiefes Eintauchen des anderen Prismas die
Schichtdicke der Versuchsfliissigkeit so lange, bis dem
Auge die beiden Hilften des Kreises gleich stark
gefirbt erscheinen. Man darf sich mit einer Ablesung
nicht begniigen, sondern muB eine ganze Anzahl
machen, deren Mittel man dann nimmt. Zweckmiiliig ist
es hierbei, das eine Mal wvon geringerer zu hoherer
Farbung, das andere Mal von héherer zu geringerer
Firbung vorzugehen. Die Berechnung ergibt sich aus
dem oben Gesagten.
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Von den vielen Kolorimeterkonstruktionen sei, als fiir
alle Zwecke geeignet, noch das Chromophotometer
von Plesch genannt. Bei diesem Apparat ist die op-
tische Einrichtung dadurch veriindert, dafl ein Lummer-
Brodhunscher Wiirfel verwandt ist, so dafl man im Ge-
sichtsfeld die beiden zu vergleichenden Firbungen nicht
nebeneinander sieht, sondern so, dafi das Bild der einen
Liosung als eine Ellipse erscheint, um die das Bild der
anderen Losung streifenformig herumliegt.

Wiihrend beim Dubosqschen Apparat beide Schicht-
dicken veriindert werden konnen, besitzen andere Instru-
mente, z. B. das Chromophotometer nur eine veriinderliche
Schichtdicke, wiithrend die andere Losung in einen Trog
bekannter und unverinderlicher Tiefe eingefiillt wird.
Die Berechnung ist naturgemifl die gleiche: fiir den
praktischen Zweck ist es erwiinscht, dafl man eine Reihe
von Trogen mit verschiedener Schichtdicke besitzt, da
die Ablesung bei einer gewissen Farbtiefe am giinstig-
sten ist: manche Fiirbungen sind in zu diinner Schicht
{iberhaupt nicht zu vergleichen.

Ein fiir einige Spezialzwecke geignetes kleines und
wohlfeileres Instrument ist das Kolorimetervon Auten-
rieth. Das Autenriethsche Kolorimeter besitzt fiir die
eine Versuchsfliissigkeit einen Trog, also unverinder-
liche Schichtdicke; die Veriinderung der Schichtdicke der
anderen Losung erfolgt dadurch, daf man einen Keil,
der mit der betreffenden Losung gefiillt wird, vor einem
Sehsechlitz hin und her bewegen kann, bis die Tiefe
der Fiirbung gerade der durch einen daneben gelegenen
Schlitz beobachteten Tiefe der Firbung der anderen
Losung entspricht. Eine gewisse Schwierigkeit ist bel
diesem Apparat dadurch gegeben, dali die Ausmes-
sungen des Troges wie des Keils nicht ganz exakte
sind. Im allgemeinen wird die Stellung des Keils durch
eine in 100 Teile geteilte Skala gegeben. Es ist aber
darauf zu achten, daf die Einstellung Null der Skala
der grofiten Schichtdicke des Keiles, die Einstellung
100 der geringsten Schichtdicke, also praktisch der
Farblosigkeit entspricht. Dementsprechend mull man die
erhaltenen Resultate der Skalenablesung von 100 ab-
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ziehen, um sie als Werte in die obengenannte Gleichung
einsetzen zu konnen. Andererseits mufi man den Appa-
rat zuniichst eichen und feststellen, welche Skalenablesung
vorliegt, wenn man in den Trog und in den Keil eine
gleich intensiv gefiirbte Fliissigkeit einfiillt. Dieser ,Null-
punkt® ist zuerst zu bestimmen und sein Wert bei Ab-
lesungen mit verschieden gefiirbten Fliissigkeiten in An-
satz zu bringen. Fiir verschiedene Zwecke werden zu
dem Authenriethschen Apparat mit Farblosungen gefiillte
Keile geliefert, die fiir bestimmte Verfahren genau an-
gepalit sind. Fiir diese Farbkeile wird eine von der
Fabrik hergestellte Eichungstabelle mitgeliefert, aus der
man fiir jede Ablesung direkt die Menge der gesuchten
Substanz ermitteln kann.

Die Handhabung der Kolorimeter erfordert gewisse
VorsichtsmaBregeln. Als Lichtquelle kann entweder Tages-
licht oder auch eine nicht zu intensive kiinstliche Licht-
quelle dienen. Besonders zweckmiiBig ist in diesem Falle
das Nernstlicht in Milchglasglocke oder auch eine gas-
gefiillte Glithlampe mit mattierter Birne. Die Lichtquelle
muf, was durch Verstellen auszuproben ist, so aufgestellt
sein, dafi bei ungefiilltem Kolorimeter oder, wenn in
die beiden Trige die gleiche Farblisung eingefiillt ist,
die beiden Teile des Gesichtsfeldes durchaus gleich er-
scheinen. Dieser Zustand muB auf jeden Fall vor der
Benutzung erreicht sein. Er ist bei jedem guten Kolori-
meter, das ausreichend optisch korrigiert ist, zu erzielen.
Natiirlich mufi das optische System peinlich sauber ge-
halten werden. Bei fortlaufenden kolorimetrischen Ab-
lesungen ist die gleiche Lichtquelle und ihre gleiche Lage
beizubehalten. Bei manchen Apparaten, z. B. dem Dubosq-
Apparat von Schmidt & Haensch ist die Lichtquelle fest
mit dem Kolorimeter verbunden, sodaB die Einstellung
fortfillt. Die zur Kolorimetrie kommenden Farblisungen
mussen absolut klar sein: jede Triibung veriindert die Ab-
lesung. Ein Filtrieren unklarer Losungen fiihrt nur selten
zum erwinschten Ziel, in manchen Fiillen werden auch
fairbende Substanzen durch das Filter zuriickgehalten.
Bei den hier beschriebenen kolorimetrischen Methoden
werden bei richtigem Arbeiten durchweg klare Liisungen

Pincussen, Mikromethodik, 3. Aufl, pl.
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erzielt — mit Ausnahme natiirlich solcher Verfahren, bei
denen eine Triibung absichtlich erzeugt wird. Es ist also,
wenn nicht klare Losungen erhalten wurden, das beste,
den Versuch nochmals genau nach der Vorschrift zu
wiederholen.

Verschiedene Firbungen lassen sich verschieden gut
kolorimetrisch bestimmen: am besten blaue, am schlech-
testen gelbe. Oftmals wird die Ablesung durch Vor-
setzen eines farbigen Glases, z. B. einer Blauscheibe, er-
leichtert. Die exaktesten Resultate erhiilt man bei Be-
nutzung des ,Monochromators" (Schmidt & Haensch).

Die zur Bestimmung der Firbung einer Versuchslésung
erforderlichen Vergleichsliésungen bekannter Konzen-
tration konnen auf verschiedene Weise hergestellt werden:
es werden im speziellen Teil Beispiele dieser verschie-
denen Arten mitgeteilt werden. Die einfachste und kor-
rekteste Art ist die, dafli Losungen bestimmter Konzen-
tration desselben Stoffes, der bestimmt werden soll, in
ganz gleicher Weise behandelt werden wie die Versuchs-
losungen und dafi durch Vergleich der Intensitéit der in
der Versuchsldsung erzeugten Firbung mit der der Ver-
gleichslosung von bekanntem Gehalt die Konzentration
der ersteren an dem gesuchten Stoffe festgestellt wird.
In diesem Fall mufi also auch die Farbung der Ver-
gleichslosung jedesmal frisch hergestellt werden. Man
kann diese Arbeit fiir manche Zwecke umgehen, indem
man aus bekannten farbechten Substanzen eine Liésung
herstellt, welche genau dieselbe Farbe und Farbeninten-
sitiit aufweist wie eine Losung bestimmter Konzentration
des zu priiffenden Stoffes nach vorschriftsmifiiger Be-
handlung. Auf diesen Uberlegungen basieren auch die
obengenannten fertigen Keile fiir das Authenriethsche
Kolorimeter. Endlich kann man empirisch — jedesmal
frisch — aus anderen als den fiir die Analyse verwen-
deten Substanzen — eine Farblésung herstellen, die eben-
falls einer gewissen Konzentration der zu bestimmenden
Substanz nach vorschriftsmifliger Behandlung entspricht.

Als neueste Art der optischen Bestimmung kommt das
nephelometrische Verfahren in Frage, das die durch
Zusatz bestimmter Substanzen entstehenden Triibungen
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mifit und die Konzentration einer gewissen Substanz in
einer Fliissigkeit nach der Triibung dieser Substanz, ver-
glichen mit der auf gleiche Art erzeugten Triibung einer
Losung bestimmter Konzentration beurteilt.

Nephelometrie.

Wihrend fir einfache Versuche die Kolorimeter, be-
sonders wenn Versuchslésung und Vergleichslosung an-
nihernd gleich konzentriert sind, geniigen, ist fiir exakte
Untersuchungen die Anwendung besonderer Apparate,
sogenannter Nephelometer erforderlich, bei denen nicht
wie im Kolorimeter der Durchfall des Lichtes durch eine
bestimmte Schicht gemessen wird, sondern das Tyndall-
phinomen zum Mafl des Vergleiches benutzt wird. Als
fir biologische Zwecke brauchbarstes Instrument diirfte
das Kleinmannsche Nephelometer anzusehen sein. Ge-
naue nephelometrische Untersuchungen begegnen heute
noch ziemlich erheblichen Schwierigkeiten, inshesondere
ist die Herstellung einer gleichmiBigen, feinverteilten
Tribung recht schwierig, wenn man sich nicht genau
an die Vorschriften hiilt. Irgendwelche sekundiire Triib-
ungen (aus Verunreinigungen oder dgl) machen die
nephelometrische Analyse ganz unmdiglich.

Abb. 4 zeigt den Apparat von der Seite. Die Rea-
gensgliser a, und a,, welche mit den zu vergleichen-
den triiben Fliissigkeiten gefiillt werden, werden von einer
Lichtquelle, die hinter der Zeichnungsebene liegt und
die unverriickbar zum Apparat so angebracht sein muf,
dall bei gleicher Fiillung beider Reagensgliiser die Ab-
lesung an beiden Skalen (s. u) genau gleich sein muf3,
beleuchtet. Die entstehenden Tyndallkegel werden so
beobachtet, daB das Beugungslicht zuerst zwei massive
Glaszylinder b, und b, passiert: das Licht aus dem
Gefdll a, wird auf die eine Hilfte, das des Gefiilles a,
auf die andere Hilfte einer durch ein Okular beobachteten
Kreisfliche projiziert.

Die Hohen der zu beobachtenden Schichten werden
durch Metallplatten g, und g, bestimmt, die den Gefilien

1]*
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dicht anliegen und so den beleuchteten Teil scharf ab-
schneiden. Die Liinge der Schichten (in beifolgender
Zeichnung nur der Schicht g ) ist durch Verschiebung
der Metallplatten veriinderlich: sie kann an einer ange-
brachten Skala abgelesen werden.

L il

Abb.-4.

Die Handhabung und Berechnung entspricht vollstindig
den Verhiiltnissen bei den Kolorimetern. In vielleicht
noch hoherem Grade als bei diesen ist exaktestes Ar-
beiten, absolute Sauberkeit der Gefiile Bedingung. Die
Losungen miissen ganz frei von Luftblasen sein.

Endlich kommen fiir die Mikromethodik noch einige gas-
analytische Methoden in Betracht. lhre Prinzipien wer-
den zugleich mit ihrer Anwendung auf die Blutgase am
Schluf des Buches zusammenhiingend behandelt werden.
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Bestimmung der Harnbestandteile in kleinen
Mengen.

Die hier beschriebenen Methoden entsprechen zum
Teil den bisherigen fiir grofiere Mengen bestimmten, sind
jedoch so abgeiindert, dal die Ergebnisse auch bei Ver-
wendung dieser kleinen Mengen durchaus zuverliissig sind.

Bestimmung der Halogene.

1. Volhardsches Prinzip.

Benotigte Losungen: 1. '/, Normal-Silbernitratlisung,
2. /., Normal-Rhodanammoniumlésung, 3. verdiinnte Sal-
petersiure, 4. Eisenoxydammoniakalaun, gepulvert.

10 cem einer Harnverdiinnung 1:10 werden in einem
kleinen Gefill mit 1—2 cem Salpetersiure und einer
Messerspitze Alaun (4) versetzt, und aus einer in
', cem geteilten Biirette mit Glashahn im Uberschufl
Silbernitrat zugefiigt. Man gibt nun aus einer an-
deren gleichen Biirette von der Rhodanammonlésung
zu, bis gerade Rotfirbung auftritt. Aus der verbrauch-
ten Silbernitratlosung abziiglich der zum Zuriicktitrie-
ren verbrauchten Rhodanlosung ergibt sich die Menge
des gebildeten Chlorsilbers und daraus die Menge des
Chlors bzw. der Chloride.

Berechnung: 1 cem !/, Normal-Silbernitratlosung ent-
spricht 0,71 mg Chlor bzw. 1,17 mg NaCl.

Beispiel: Angewandt 1 cem Harn: es seien zugesetzt
(im Uberschuf) 10 cem Silberlésung, zum Zuriicktitrieren
bis zur Rotfirbung seien erforderlich gewesen 1,4 cem
Rhodanlésung. Es sind also 8,6 cem Ag-Losung zur
Bindung verbraucht. Die Chlormenge ergibt sich zu
8,6 -071 =6,11 mg in 1 cem Harn, bei Berechnung des
gesamten Chlors als NaCl die Menge dieses zu
8,6-1,17 = 10,06 mg NaCl in 1 cem. 100 cem enthalten
dementsprechend 0,611 g Cl oder 1,006 g NaCl.

2. Mohrsches Prinzip.

Bendtigte Reagentien 1. n/50 Silbernitratlésung:
2. Kaliumchromatlosung 10°/; 3. Natronlauge n/10.

10 cem Harn werden in einem MeBkolbehen zu 100 cem
mit n/10 Natronlauge versetzt, bis die Reaktion gegen
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Lackmuspapier gerade neutral geworden ist. Darauf
wird mit destilliertem Wasser bis zur Marke 100 auf-
gefiillt, gemischt und 10 ecem nach Zusatz von 0,5 ccm
Kalinmchromatlésung mit n/50 AgNO,- Liosung titriert,
bis schwache Rotfirbung das Ende der Reaktion an-
zeigt.

Die Berechnung ist die gleiche wie fiir die Volhard-
sche Methode. Die verbrauchten Mengen n/50 AgNO,
multipliziert mit 0,71 bzw. 1,17 geben den Cl- bzw.
NaCl-Gehalt in mg. Bei beiden Methoden ist es zweck-
miifig die Titration mdoglichst schnell zu beenden, da
die Dunkelung des Chlorsilbers am Licht die Erkennung
des Farbenumschlags erschwert.

Bestimmung der Phosphate.

Durch Zusatz von Molybdiinsiure und Reduktion der-
selben wird eine Blaufirbung erzielt, welche kolorimetrisch
mit der Firbung einer auf gleiche Weise behandelten
Phosphatlosung bekannten Gehaltes verglichen wird.

Gebrauchte Reagentien: 1. Molybdiinsiurelosung: 50 g
Ammonmolybdat werden in 1000 cem n/H,SO, unter
leichtem Erwirmen geldst und wenn notig filtriert.
2. Hydrochinonlésung: 20 g Hydrochinon werden in
Wasser geldst, auf 1000 cem aufgefiillt und 1 cem kon-
zentrierter H,SO, zugefiigt. 3. Karbonat-Sulfitldsung:
1000 cem einer 20°/,igen Losung von Natriumkarbonat
werden mit 500 cem einer 15%/,igen Liosung von Na-
triumsulfit gemischt (gut verschlossen aufbewahren).
4. Standardlosung: 4,394 g trocknes primiires Kalium-
phosphat werden in Wasser gelost und die Losung auf
1000 cem aufgefiilit. Diese LoOsung enthilt im ccm
{ mg P. Sie wird zum Gebrauch auf das 20fache ver-
diinnt, indem 5 cem im MeBkolben auf 100 aufgefillt
werden.

Anorganische Phosphate.

In MeBkolben von 25 cem bzw. Réhrchen mit einer
Marke bei 25 cem, wird einerseits 2 cem einer 10fachen
Harnverdiinnung (5 cem Harn im Mefkolben auf 50 cem
verdiinnt) andererseits 2 cem der bereits verdiinnten
Standardlosung (Gehalt dieser 2 cem 0,1 mg P) einge-



bracht. Zu beiden Proben wird 5 cem Wasser zuge-
geben und durch leichtes Schiitteln gemischt. Jetzt wird
zu jeder Probe zunichst 1 cem Molybdinsiurelosung (1)
und darauf 1 cem Hydrochinonlosung (2) zugefiigt. Man
lifit 5 Minuten stehen, fiigt, nachdem man durch leichtes
Schiitteln gut gemischt hat, zu jeder Losung 1 cem Kar-
bonat-Sulfitliésung (3) zu und fiillt mit Wasser bis zur
Marke 25 auf. Nach 5—10 Minuten wird im Kolori-
meter verglichen.

Es ist darauf zu achten, dafl der Harn mit Sediment
zur Verwendung kommi. Besteht eine Triibung durch
kristalline Ausscheidungen, so ist zur Lisung dieser leicht
zu erwirmen, wenn auch dies nicht geniigt, durch Zu-
gabe von einigen Tropfen verdiinnter Salzsiiure eventuell
ausgefallene Phosphate in Losung zu bringen. Von ander-
weitigen Tritbungen wird zweckmiifiig vorher abfiltriert.

Die Berechnung gestaltet sich in iiblicher Weise nach

S
der Formel ¢ = ¢, - -Sl— wobei ¢, 0,2 mg P bedeutet.

Beispiel: Es sei bei Farbengleichheit die Schichthihe
der Vergleichslosung 40, die der Harnlosung 48. Nach
oben genannter Formel ergibt sich dann fiir den P-Gehalt
in den angewandten 2 cem verdiinntem (— 0,2 cem ori-
40
8= 0,0833 mg P.

Zur Ermittlung in 100 cem Harn mufl diese Zahl
mit 500 multipliziert werden, so daB sich der P-Gehalt
in 100 ¢cem Harn zu 41,65 mg ergibt. Will man die
Phosphorsiure (P,0,) wissen, so ist diese Zahl mit 2,29
zu multiplizieren.

Bestimmung der gesamten Phosphate. In einem
Mikrokjedahlkolben werden 2 ¢em einer 10fachen Harn-
verdiinnung (wie oben) eingebracht und 5 Tropfen konzen-
trierte Schwefelsiiure zugefiigt. Es wird auf einem Mikro-
brenner abgedampft, bis sdmtliches Wasser verdampft
ist (es ist zweckmiifiig, um Stofien zu vermeiden, eine
Glasperle hereinzutun) und der Inhalt des Kolbehens
schwarz zu werden beginnt. Man lifit etwas abkiihlen,
gibt 0,5 ecem rauchende Salpetersiiure zu und erhitzt mit
grober werdender Flamme, bis keine bréunlichen Dimpfe

ginalem) Harn die Menge des P zu 0,1 .
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mehr entweichen, setzt dann auf die Offnung ein kleines
Trichterchen auf und erhitzt noch ungefiihr 5 Minuten
weiter. Es mull ein farbloser, geringer fliissiger Riick-
stand bleiben. Anderenfalls war die Veraschung nicht
vollkommen, man setzt nochmals Salpetersiiure zu und
verfihrt wie oben angegeben. Der klare Riickstand wird
nach Erkalten mit 20 ecem Wasser versetzt und noch-
mals kurz aufgekocht, um eventuell noch vorhandene
Salpetersiiure zu entfernen. Darauf spiilt man den ge-
samten Inhalt des Kjeldahlkilbchens in einen MefBkolben
von 100 eem und spiilt mit 30 cem Wasser nach. In ein
zweites MeBkolbehen zu 100 gibt man 2 cem der ver-
diinnten Standardlosung (0,1 mg P in 2 cem), ferner
D Tropfen konzentrierte H,SO, und gibt ebenfalls 50 cem
Wasser dazu. Nach leichtem Durchmischen wird zu bei-
den Proben zunichst 1 eem Molybdiinsiurelosung (1) und
darauf 1 cem Hydrochinonlésung (2) zugefiigt. Man lift
10 Minuten stehen und gibt dann in jedes Kolbchen
3 cem Karbonat-Sulfitlésung (3), mischt leicht und fiillt
zur Marke auf. Vergleich im Kolorimeter und Berech-
nung genau so wie bei der Bestimmung der anorgani-
schen Phosphate. Infolge der grifieren Verdiinnungen
der Losungen wihlt man mdglichst groie Schichtdicken
im Kolorimeter.

Bestimmung der Sulfate.

Prinzip: Die Sulfate werden mit Benzidinlosung aus-
gefilllt und die Schwefelsiure durch Titration mit Natron-
lauge ermittelt.

Gebrauchte Reagentien: 1. Benzidinreagens. 2 g
Benzidin werden mit ca. 5 cem Wasser zu einem Brei ver-
rieben und unter reichlichem Nachspiillen mit Wasser in
einen Mefikolben von 1000 cem iiberfiihrt. IEs werden
2,5 cem konzentrierte HCI (1,19) zugefiigt, gut geschiittelt
und zur Marke aufgefiillt. L6sung durch leichtes Er-
wiirmen beschleunigen. 2. Benzidinsulfatlosung: unge-
fihr 1 g Benzidinsulfat wird in 1 1 Wasser aufge-
schwemmt, gut geschiittelt und von ungelisten abfil-
triert. Das Filtrat wird mit der gleichen Menge Wasser
verdiinnt. 3. Konzentrierte HCl. 4. NaOH, 33°/,ig. 5. HCl
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verdiinnt (1 Teil konzentrierte -|- 4 Teile Wasser), ;. NaOH
n/o0. 7. a-Dinitrophenollisung 0,05/ ige, wiissrige Losung.
8. Phenolphthalein, 19/ ige alkoholische Lisung.

a) Bestimmung der freien Schwefelsiiure. In
ein Zentrifugenglas von ungefihr 15 cem Fassungsraum
werden 2 cem Harn hereinpipettiert und 10 cem Benzi-
dinreagens (1) unter Umriihren zugefiigt. Es wird 0.5 cem
Dinitrophenollésung (7) zugegeben und nun solange vor-
sichtig tropfenweise verdiinnte HCI (5) zugefiigt, bis
die gelbe Farbe des Dinitrophenols gerade verschwunden
ist und dann noch 05 cem. Nach 10 Minuten langem
Stehen wird der gebildete Niederschlag abzentrifugiert,
was in wenigen Minuten erreicht ist. Die {iberstehende
Fliissigkeit wird abgegossen (am besten mit Hilfe der
S. 77 beschriebenen Vorrichtung abgeblasen), an ihrer
Stelle Benzidinsulfatlosung (2) zugegeben, gemischt, wie-
der zentrifugiert, danach wieder abgegossen und das
Verfahren nochmals wiederholt. Die letzte Waschfliissig-
keit darf Kongopapier nicht bliuen, sonst muB die
Waschung mit Benzidinsulfat wiederholt werden. Man
giebt nunmehr die Fliissigkeit ab und fiigt zum Riick-
stand ungefihr 5 cem destilliertes Wasser. In einem
Wasserbad erhitzt man das Zentrifugenglas mit Inhalt
zum Kochen, fiigt 5 Tropfen Phenolphthaleinlosung (8)
hinzu und titriert hei mit n/50 NaOH aus einer Mikro-
biirette. 1 cem n/50 NaOH — 0,98 mg H,SO0,.

b) Bestimmung der gesamten Schwefelsiure
(freie -~ gebundene). Um die gebundene Schwefelsiure
aufzuspalten, werden 25 cem Harn mit 10 eem konzen-
trierter HCI (3) in einem Erlenmeyerkilbehen 15 Minuten
zum gelinden Sieden erhitzt. Man liBt etwas abkiihlen,
gibt 1 g Blutkohle dazu und erhitzt nochmals 3 Minuten
zum Sieden. Man iiberfiihrt die durch das Erhitzen stark
eingedunstete Mischung quantitativ in ein MeBkélb-
chen von 25 cem und spiilt das Kolbchen, in welchem
man erhitzt hatte, mit etwas Wasser aus, so dafi man
gerade bis zur Marke 25 auftiillt Es wird nunmehr
gut durchgemischt und durch ein Faltenfilter filtriert.
Von dem Kklaren Filtrat werden 2 cem wie oben he-
schrieben in ein Zentrifugenglas iberfithrt, 10 cem Ben-
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zidinreagens (1) unter Mischen zugefiigt und 0,5 cem
a-Dinitrophenol dazu gegeben. Die stark saure Losung
wird nun mit konzentrierter Natronlauge (4) tropfenweise
solange versetzt, bis Auftreten einer Gelbfirbung die
alkalische Reaktion anzeigt. Nunmehr wird wieder tropfen-
weise verdiinnte HCI (b) gerade bis zum Verschwinden
der Gelbfiirbung zugefiigt und weiter genau so verfahren,
wie es bei der Bestimmung der freien Schwefelsidure
beschrieben wurde. Die Titration mit n/50 NaOH ergibt
die Summe der freien und gebundenen Schwefelsiure.

Beispiel: Zur Titration der freien Schwefelsdure wur-
den verbraucht 2,9 cem n/50 NaOH. Da 1 cem NaOH
0,98 mg H,SO, entspricht, so war die in 2 ccm ent-
haltene Menge der Schwefelsiure 2,9 - 0,98 — 2,84 mg;
100 ccm enthalten also 142 mg freie H,S0,. Zur Titra-
tion der gesamten (freien - gebundenen H,SO,) wurden
verbraucht 4,5 cem NaOH, sodafl sich also die Menge
der gesamten H,SO, in 2 ccm zu 450,98 —4,41 mg
ergibt; 100 cem enthalten dementsprechend 220,5 mg
H,S0,. Die Menge der gebundenen Schwefelsiure be-
rechnet sich aus der Differenz zu 78,5 mg in 100 cem.

Bestimmung des Natriums?).

Prinzip: Nach Zerstdrung der organischen Substanz
wird das Natrium mit dem Bellschen Reagens gefillt
und das in dem Komplexsalz enthaltene Wismut mit
einer Standardlésung von Wismutsulfat verglichen, indem
in beiden Losungen Wismutsulfid ausgefillt wird. Da
in dem Komplexsalz das Wismut in einer bekannten
Beziehung zum Natrium steht, lifit sich dieses daraus
berechnen.

Gebrauchte Reagentien: 1. Bellsches Reagens
(Kalium-Caesium-Wismut-Nitrit). 30 gnatriumfreies Kalium-
nitrit (das Mercksche reinste Priparat entspricht den
Anforderungen) werden in einem Mefkolben von 100 cem
in ungefihr 60 ccm destilliertem Wasser aufgelost —
andererseits werden 3 g Wismutnitrat in wenig 2n HNO,

1) Auf Grund von Mitteilungen von Prof. Spiro, Basel.
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aufgelost und zur Nitritlosung zugegeben. Wenn sich
ein Niederschlag bilden sollte, wird vorsichtig unter Um-
schwenken verdiinnte Salpetersiiure zugegeben, bis der
Niederschlag gelist ist. In einem anderen Gefifl wird
1,6 g Caesiumnitrat mit 1 cem 2 n HNO, versetzt, ge-
lost (wenn notig wenig Wasser zufiigen) und ebenfalls
in das kolbchen hereingegeben. Es wird auf 100 eem
aufgefiillt. Die Liosung mull durchsichtig klar und gelb-
orange sein. Bildet sich ein Niederschlag, der auf Na-
triumgehalt der Reagentien zuriickzufiihren ist, so lifit
man 24 Stunden stehen und filtriert dann ab. Die Lo-
sung mubl im Eisschrank bei moglichst niedriger Tempe-
ratur (am besten bei 2 Grad) aufgehoben werden. Zweck-
miéflig ist, wenn man etwas Leuchtgas, das man durch
Passieren einer Waschflasche mit Wasser vom H,S ge-
reinigt hat (s. u), in die Flasche hereinstromen lifit,
bevor man sie verkorkt und fortstellt. 2. Azeton; 3. 509/,ige
Azetonlosung, welche mit dem Reagens gesiittigt ist.
o0 cem Azeton -+ 50 eem Wasser werden mit dem
Reagens (1) solange versetzt, bis sich ein Niederschlag
bildet: es wird vom Niederschlag abfiltriert und die er-
haltene LOsung in verschlossener Flasche aufbewahrt.
4.2 n HNO,. 5. Gummiarabikumltsung: ein Teil reinstes
Gummiarabikum wird mit 2 Teilen Wasser durch liin-
geres Stehen bei Zimmertemperatur (Vorschrift des Arznei-
buches) aufgelist und stehen gelassen, bis die Ver-
unreinigungen sich zu Boden gesetzt haben., Eine solche
Losung hélt sich im Eisschrank verhiiltnismiilig lange.
Von der klaren Losung wird 1 Teil mit Wasser auf
o0 zum Gebrauche verdiinnt. 6. Salpetersiiure, konzen-
triert, natriumfrei. 7. Schwefelwasserstoffwasser, durch
Einleiten von Schwefelwasserstoff in destilliertes Wasser
frisch zu bereiten. 8. Wismut-Standard-Liosung: 77,1 mg
bis zur Gewichtskonstanz getrocknetes Wismutsulfat wer-
den in einem 1000 ecm MeBkolben in 50 cem 2 n HNO,
aufgelost und bis zur Marke mit destilliertem Wasser
aufgefiillt. 10 cem dieser Standardlésung enthalten
0,227 g Wismut, was beim Vergleich mit d& aus dem
Harn gewonnenen Losung des Komplexsalzes 0,03 mg Na-
trium entspricht.
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1 eem Harnverdiinnung 1:10 wird in einem groBen
Jenaer Reagensglas mit 1 cem konzentrierter Salpetersiure
gelinde und vorsichtig erhitzt, bis sich braune Diimpfe
entwickeln. Man gibt noch einmal ungefihr 0,5 cem kon-
zentrierte Salpetersiiure hinzu und erhitzt wiederum bis
zur Entwicklung der Dimpfe (kurze Entziindung schadet
nichts). Man gibt zum Riickstand einige cem Wasser,
worauf sich dieser klar und farblos l6sen muf. Ist dies
nicht der Fall, so gibt man nochmals Salpetersiure hinzu
und wiederholt die Prozedur. Man fiigt nun zur klaren
Liosung ungefiihr 10 cem Wasser, dampft zuniichst die {iber-
schiissige Salpetersiiure ab und iiberfithrt die Losung
in ein 50 cem Mefikdlbchen; man spiilt mit Wasser
wiederholt nach und fiilllt endlich das Ko&lbchen mit
destilliertem Wasser auf 50 eem auf. Ungefihr 12 cem
der gemischten Losung werden nun in ein Zentrifugen-
gliischen aus Jenaer Glas gebracht und klar zentrifugiert.
10 ecem der klaren Liésung, welche also 0,2 cem Harn
entsprechen, werden in ein Jenaer Erlenmeyer-Kolbchen
von ungeféhr 30 cem eingebracht und vorsichtig abge-
dampft, sodali noch ungefiihr 1 cem Riickstand bleibt.
Nach dem Erkalten wird hierzu 6 cem Reagens zuge-
fiigt (fiir 1 mg Natrium sind ungefihr 3 cem Reagens
erforderlich). Das Reagens ist vorher gut zu kiihlen.
Zum Verschlufi des Koilbchens dient ein Gummistopfen,
durch den 2 rechtwinklig gebogene Glasrohre eingefiihrt
sind, die an ihrem dufieren Ende einen mit einer Klemme
armierten Gummischlauch tragen. Man it nun (s. Abb. 5)
unter Offnung der Klemmen einige Sekunden H,S-freies
Leuchtgas durch das Kdélhehen durchstreichen, schliefit
dann mit den Klemmen gut ab und stellt das so ver-
schlossene Kdélbehen in den Eisschrank. Bei einer Tempe-
ratur von 0—2 Grad mufi es ungefiihr 20 Stunden, bei
hiherer ungefihr 2 mal 24 Stunden zur volligen Aus-
fillung stehenbleiben.

Nach dieser Zeit mufl der gebildete gelbe Niederschlag
des Komplexsalzes 9 Cs NO2 - 6 NaNO, - 5Bi (NO,), ab-
filtriert welden, was mit Hilfe des Jenaer Glasfilters
12 G 3/5 bis 7 geschieht. Das Mikrofilter wird mit
einem Gummistopfen auf ein Absaugekolbchen aufge-
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setzt, der Niederschlag mit der Fliissigkeit auf die Filter-
fliche aufgebracht und das Filtrat nochmals benutzt,
um die Reste des Niederschlages von den Glaswiinden
des Kolbchens abzuspiillen und ebenfalls auf das Filter
herautzubringen. Ohne daffi man saugt, gibt man un-
gefihr 10 cem der vorher in Eis gekiihlten Azeton-
I6sung (3) auf das Filter herauf, und saugt jetzt schnell
ab: dieses Verfahren wird noch 2 mal wiederholt. Man
gibt nun in das Filter hintereinander 3 mal je 5 cem
eisgekiihltes Azeton (2) und saugt jedesmal langsam ab,
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Abb, 5.

bis endlich das Azeton ganz und gar verschwindet. Ge-
legentlich enthdlt der Niederschlag auBier dem Komplex-
salz noch etwas auskristallisiertes Nitrit, was aber ohne
Bedeutung fiir die Reaktion ist.

Man nimmt nun das Filter von der Pumpe ab und
setzt es auf ein MeBkdélbehen von 100 cem auf. Man
gibt in 3 Portionen im ganzen 10 cem 2 n HNO, (4) auf
die Filterfliche, wodurch das Komplexsalz in Losung
geht und diese in das MeBkolbchen hereinfiltriert. Zum
Schluff spiilt man wiederholt das Filter mit destilliertem
Wasser aus (ungefihr 15 cem in einigen Portionen) und
filllt, nachdem alles durchfiltriert ist, das MeBkolbehen
bis zur Marke 100 auf.

Mit der so gewonnenen und gut durchmischten Lisung
wird die kolorimetrische Bestimmung angestellt. Man



bringt in einen hohen Mefizylinder von 25 ecem 5 cem
der Losung ein und fiigt 5 cem destilliertes Wasser dazu.
(Sind die Natriummengen sehr gering, so kann man auch
10 ecem Losung ohne Wasserzusatz hereingeben.) In
einen zweiten gleichen MefBzylinder gibt man 10 cem
der Vergleichslosung (8), welche 0,227 mg Wismut ent-
halten, die also 0,03 mg Natrium entsprechen. In beide
MeBzylinder gibt man sodann 5 cem der bereits ver-
diinnten Gummiarabikumlésung und endlich nach Durch-
mischen in beide MeBzylinder je 10 cem frisch bereitetes
Schwefelwasserstoffwasser. Die durch das ausgefillte
Wismutsulfid, das durch das Schutzkolloid Gummiarabi-
kum in LOsung gehalten wird, erzeugten Braunfirbungen
werden im Kolorimeter miteinander verglichen.

Die Berechnung griindet sich darauf, da der Wismut-
gehalt der Testlosung so grofi ist, dafl 10 eecm davon
0,03 mg Natrium der Komplexverbindung entsprechen.

. - =
In der kolorimetrischen Formel ¢ =¢, - sl bedeutet also

¢, 0,03 mg Natrium, wihrend s, bzw. s die Schicht-
dicken der Standardlosung bzw. der Versuchsléosung be-
deuten. Aus dem so ermittelten Wert wird der Natrium-
gehalt des Harnes unter Beriicksichtigung der Verdiin-
nungsverhiiltnisse berechnet.

Beispiel: In Arbeit genommen 1 cem Harn, der schlief-
lich auf 50 ccm aufgefiilllt war. 10 cem davon, ent-
sprechend 0,2 ccm Harn, zur weiteren Analyse und Fillung
verwandt, Das aus dieser Harnmenge enthaltene Kom-
plexsalz wurde auf 100 cem aufgefiillt und hiervon der
20. Teil, 5 cem, entsprechend also 0,01 eecm Harn, zur
kolorimetrischen Analyse benutzt. Bei Farbengleichheit
sei die Schichtdicke der Vergleichslosung s, = 30, die
der Versuchslosung s=306. Es ergibt sich also der
Natriumgehalt der zur kolorimetrischen Bestimmung ver-

wandten Menge zu 0,03 mg - :if'
18
Natrium. Wie angegeben, entspricht die zu der kolorime-
trischen Analyse angewandte Fliissigkeitsmenge 0,01 cem
Harn: die Menge Natrium in 100 ecm Harn ergibt sich

Natrium, oder 0,025 mg
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also hieraus durch Multiplikation mit 10000, so daf}
der Natriumgehalt des Harnes 250 mg oder 0,250 g in
100 cem Harn betriigt.

Bestimmung des Kaliums.

Prinzip: Kalium wird mit Kobaltnitrit als Kalium-
kobaltnitritverbindung gefiillt und titrimetrisch bestimmt.

Gebrauchte Reagentien: 1. die S. 76 fiir die Kalium-
bestimmung im Blut beschriebene Kobaltnitritlosung.
2. 20 volumen-9/;ige Schwefelsiiure (20 cem  konzen-
trierte Schwefelsiiure -~ 80 cem  destilliertes Wasser).
3. 1/50 normal Oxalsiiurelosung. 4. 1/50 normal Kalium-
permanganatlosung.

Der Harn wird mit destilliertem Wasser auf das
10fache verdiinnt. Zu 2 cem der Verdiinnung werden
2 cem  des Kobaltnitritreagenses zugefiigt und  die
Mischung nach Umriihren mit einem feinen Glasstab
eine halbe Stunde lang stehengelassen. Danach wird
2—3 cem Wasser zugefiigt, mit einem feinen Glasstab
durchmischt und zentrifugiert; die klare iiberstehende
Losung wird entweder mit der S. 77 angegebenen
Vorrichtung abgehebert oder auch einfach abgegossen;
ungefidhr 10 cem Wasser zugefiigt, mit einem feinen
Glasstibchen sehr vorsichtig gemischt und wieder zen-
trifugiert, nachdem wieder abgegossen und dies so oft
wiederholt, bis die iiberstehende Lésung ganz farblos
geworden ist. Man giefit nun wiederum die wasserklare
Losung ab, fiigt 5 cem n/50 Kaliumpermanganatlésung
und 1 cem der 20°/,igen Schwefelsiiure hinzu und er-
wdrmt im kochenden Wasserbad 1'/, Minuten lang. Ist
die rote Farbe des Permanganats dann verschwunden,
so wird noch 2 cem Permanganat zugefiigt und das Er-
hitzen eine weitere halbe Minute lang fortgesetzt. Wenn
noch eine Rotung bestehen blieb, so gibt man unter
leichtem Umriihren mit einem Glasstab 2 cem n/50 Oxal-
sdurelosung zu, worauf sich die Losung volistiindig ent-
tarben mubl. Ist dies nicht der Fall, so ist noch eine
weitere gemessene Menge Oxalsiurelisung hinzuzufiigen.
Nunmehr wird aus einer Mikrobiirette mit der n/50 Per-
manganatlosung so lange titriert, bis ein rosafarbener



Ton auftritt, der mindestens 1 Minute lang bestehen
bleibt. Die Menge der im ganzen verbrauchten n/50
Permanganatléosung (vorher zugegeben -~ bei der Titra-
tion verbrauchte) minus zugegebene Oxalsiurelésung
multipliziert mit 71 ergibt die Milligramm Kalium in
100 cem Harn.

Beispiel: Angewandt 2 cem Harn 1:10; zugesetzt
5 cem n/b0 Permanganatlosung, darauf zugefiigt 2 cem
Oxalsdurelosung. Zur Titration bis zur Rotfiarbung er-
forderlich 0,55 cem Permanganat. 5,0—2,0 - 0,656 =3,55.
Diese mal 71 ergeben 252 mg — 0,252 g in 100 cem
Harn oder 0,2529/,.

Bestimmung des Kalziums.

Prinzip: Das Kalzium wird als Kalziumoxalat gefillt
und die Oxalsiiure mit Permanganatlosung titrimetrisch
bestimmt.

Gebrauchte Reagentien: 1. Ammoniumoxalatlosung
gesiittigt. 2. Ammoniaklosung 10%/,ig. 3. Essigsdure ver-
diinnt. 4. Kaliumpermanganatlosung 1/100 normal. 5. n-
Schwefelsiure.

2 cem Harn (wenn nicht klar, mit einigen Tropfen
Essigsiiure versetzt erwiirmen und dann filtrieren) wer-
den in ein Zentrifugenglas eingebracht und einige Tropfen
Ammoniaklosung zugefiigt, bis sich kein stérkerer Nie-
derschlag mehr bildet. Man gibt dann so viel Essig-
siure hinzu, bis der Niederschlag verschwunden ist und
die Lisung deutlich sauer gegen Lackmuspapier reagiert.
Unter leichtem Mischen wird nunmehr 1 cem der Oxalat-
losung (1) zugegeben und !/, Stunde stehen gelassen.
Es wird jetzt nach Zugabe von ca. 5 cem Wasser scharf
abzentrifugiert, die iiberstehende klare Losung entfernt,
unter leichtem Aufrithren wieder ungefihr 8 —10 cem
destilliertes Wasser zugefiigt, wieder zentrifugiert und
nachdem wieder abgegossen. Das wird so oft wieder-
holt (2—3 mal), bis die iiberstehende Losung wasserklar
geworden ist. Die letzte Waschfliissigkeit wird wieder
abgegossen, zum Riickstand 5 cem Normalschwefel-
siiure (5) zugegeben, und nach Umrithren mit einem
Glasstab das Zentrifugenglas in ein Wasserbad von un-



gefilthr SO Grad eingestellt. Nachdem es dessen Tempe-
ratur angenommen hat, wird es herausgenommen und
mit n/100 Kaliumpermanganat titriert, bis eine schwache
Rotfirbung 1 Minute lang bestehen bleibt.

Die verbrauchten cem Permanganat multipliziert mit
10 ergeben direkt die mg Kalzium in 100 cem Harn.

Beispiel: Angewandt 2 cem Harn, zum Titrieren ver-
braucht 1,61 cem n/100 Permanganat. 100 cem Harn
enthalten 16,1 mg Ca oder 0,0161°9/,

Bestimmung des Magnesiums.

Prinzip: In der vom Kalzium befreiten Harnlisung wird
das Magnesium mit Ammoniumphosphat ausgefillt und
der Phosphor in der erhaltenen phosphorsauren Am-
moniakmagnesia kolorimetrisch bestimmt. Hieraus wird
auf die Menge des Magnesiums geschlossen.

Gebrauchte Reagentien: 10%ige Lisung von sekun-
diren Ammoniumphosphat (NH,),HPO,. 2. Ammoniak
25%,ig. 3. Ammoniak, 109,ig; 4. Ammoniakalkohol:
20 cem Ammoniak -/~ 80 cem Alkohol 95%,ig; 5. n/10
HCI; 6. Molybdiinlosung; 7. Hydrochinonlosung; 8. Kar-
bonat-Sulfitlésung (Herstellung von 6., 7., 8. wvgl. bei
Bestimmung der Phosphate im Harn), 9. Phosphat-Stan-
dardlosung: 4,394 g trocknes Kaliumphosphat (KH, PO,)
werden in destilliertem Wasser aufgelost und die Losung
auf 1 | verdiinnt. Von dieser Stammlosung, von der
1 cem 1 mg Phosphor enthiilt, wird eine 100fache Ver-
diinnung hergestellt, indem 10 cem auf 1000 aufgefiillt
werden. Von dieser Lisung enthiilt 1 cem 0,01 mg
Phosphor, 10 eem 0,1 mg Phosphor.

Zur Bestimmung des Magnesiums mufl zuniichst das
Kalzium entfernt werden. Die beim Abzentrifugieren des
Kalziumoxalatniederschlages (S. 32) abgegossene Losung
wird in einem Zentrifugenglas mit 1 cem der Phosphat-
losung (1) und 2 cem Ammoniak (2) versetzt, mit einem
teinen Glasstab die Wandungen des Glases ziemlich
stark gerieben und danach das Zentrifugenglas iiber
Nacht stehengelassen. Es scheidet sich in dieser Zeit,
wenn durch das genannte Reiben die Bedingungen fiir
die Ausfillung giinstig gestaltet worden sind, die Ver-

Pincussen, Mikromethodik. 2. Aufl, 3



bindung des Magnesiums mit dem phosphorsauren Am-
moniak aus. Man zentrifugiert scharf ab, entfernt die
iiberstehende Fliissigkeit und wiischt den Riickstand, wie
wiederholt geschildert, 2 mal mit der 10%;igen Ammo-
niaklosung, ein drittes Mal mit der alkoholischen Am-
moniaklésung aus. Man bringt dann das Glischen in
ein siedendes Wasserbad, nachdem man die alkoholische
Losung abgegossen hat und belifit es dort so lange,
bis der Riickstand ganz trocken geworden ist. Man fiigt
nun 1 cem n/10 HCL hinzu, und ldft ungefihr 2 Stunden
bis zur vollstindigen Losung stehen, die man durch
leichtes Umriihren mit einem feinen Glasstab beschleu-
nigen kann. Man bringt nunmehr die Losung quantitativ
unter Nachspiillen mit destilliertem Wasser in ein Mef-
kilbehen von 50 cem Inhalt und fiillt zur Marke auf. Man
gibt nun in ein Koélbchen von 25 cem 10 cem dieser
(gut durchmischten) Lisung, also !/. der Gesamtmenge.
In ein zweites gleich grolies MeBikolbchen bringt man
10 cem der verdiinnten Phosphatstandardlidésung mit einem
P-Gehalt von 0,1 mg. Man gibt in beide Kélbchen je
1 cem Molybdinlésung, darauf 1 eem Hydrochinonlosung,
mischt leicht vm und lifit 5—8 Minuten stehen. Hierauf
fiigt man in jedes Kolbchen 1 cem der Karbonat-Sulfit-
I6sung, mischt, fiillt mit destilliertem Wasser zur Marke
auf, und vergleicht im Kolorimeter.

Die Berechnung des Phosphorgehaltes erfolgt nach der

: : 3 S ,
bekannten kolorimetrischen Formel ¢, — ¢, - 51-, wobei ¢,

den P-Gehalt der Standardlosung, 0,1 mg, s, die Schicht-
dicke der Standardléosung, s die Schichtdicke der Ver-
suchslosung bedeutet. Aus dem auf diese Weise er-
mittelten P-Gehalt berechnet sich der Mg-Gehalt der
Harnprobe entsprechend dem Gehalt an Mg in der phos-
phorsauren Ammoniak-Magnesia (Mg(NH,)PO,) durch Mul-
tiplikation mit 0,784. Wenn, wie bei dem hier ange-
gebenen Verfahren 2 cem Harn zur Bestimmung ange-
wandt worden waren, von denen der 5. Teil, also 0,4 cem,
zum Vergleich gebraucht wurde, berechnet sich der Mg-
Gehalt in 100 em aus der so gefundenen Zahl durch
Multiplikation mit 250.
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Beispiel: Es wurde die bei der Fillung des Kalziums
aus 2 ccm Harn resultierende Fliissigkeit weiter ver-
arbeitet und schliefilich der 5. Teil zu kolorimetrischer
Analyse verwendet. Farbengleichheit im Kolorimeter
war erreicht, als die Schichtdicke der 100fach verdiinnten
Standardlosung 55, die der Versuchslisung (!/. der ur-
spriinglichen Menge) 50 mm betrug. Die Menge des P in
den angewandten 0,4 cem Harn berechnet sich also Zll
ﬂ.l(]-;: 0,11 mg, also in 100 cem zu 0,11-250 27,5 mg.
Die Menge des Magnesiums ist, wie oben ausgefiihrt,
also 27,5 mg - 0,784 = 21 56 mg in 100 cem oder 0,021569/,.

Bestimmung von Ammoniak.

Prinzip: Freimachen des Ammoniaks aus dem Harn
durch Zusatz von Alkali, Uberdestillieren mit Luftdurch-
saugung unter gelinder Erwirmung und Auffangen des
Ammoniaks in einer titrierten Schwefelsiiurelosung. Titri-
metrische Bestimmung.

Erforderlich: 1. n/50 H.SO,; 2. n/50 NaOH, zu bereiten
aus den allgemein verwandten n/10 Losungen durch Ver-
diinnen von 100 cem auf 500 cem mit Wasser im MeB-
kolben. Die Lisungen sind unbeschriinkt haltbar, sind
jedoch vor dem Gebrauch genau zu priifen, ob sie ein-
ander entsprechen; 3. Indikator: wisserig-alkoholische
Losung von Methylrot, in saurer Liosung rot, in alka-
lischer gelb. Darstellung: 0,1 g Methylrot werden in
300 cem 907 igem Alkohol gelost und 200 cem destil-
liertes Wasser zugefiigt: 4. Gesiittigte Na,CO,-Losung.

Zur Destillation dient folgendereinfacher Apparat (Abb. 6).
Das grofie Jenaer Reagensglas A ist mit einem do ppeltdurch-
bohrten Gummistopfen armiert, durch dessen eines Loch
das bis fast auf den Boden reichende Glasrohr b ge-
steckt ist, welches oben in einen Trichter ¢ ausgeweitet
ist.  Durch die andere Offnung fithrt ein Glasrohr d,
dessen Miindung kurz unter dem Stopfen liegt. Es ist
zweimal rechtwinklig umgebogen und besitzt in der Mitte
eine kugelformige Erweiterung, um etwaige Spritzer bei
der Destillation unschiidlich zu machen. |m gleichen

i
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Sinne kann man auch ein Rohr von der Form f gebrauchen,
das Spritzer noch sicherer zuriickhilt. Als Auffange-
gefih dient ein Standgefil oder ein gleiches Jenaer
Reagensglas F, das ebenfalls mit einem doppelt durch-
bohrten Stopfen armiert ist. Durch die eine Offnung
desselben wird ein bis auf den Boden reichendes Rohr g
gesteckt, das mit dem absteigenden Schenkel des Rohres d

1

Abb. 6.

durch ein gut schlieBendes Stiick Gummischlauch Glas
an Glas verbunden ist. Durch die andere Bohrung fiihrt
ein rechtwinklig gebogenes Rohr h, an welches an der
anderen Seite ein zur Wasserluftpumpe fithrender Schlauch
aufgesetzt ist. Das Reagensglas A taucht in ein Becher-
glas oder ein Blechgefifi mit Wasser ein, das durch eine
kleine Flamme auf 45 Grad erwirmt wird.

Zur Bestimmung des Ammoniaks wird der Apparat
auseinander genommen. In das Aufnahmegefif F wer-
den 5 cem n/H0 Schwefelsiiure und 2—3 cem destilliertes
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Wasser eingefiillt. Das Reagensglas A wird mit Hilfe
einer Vollpipette mit 1 bis 2 cem Harn (je nach der
Menge des zu erwartenden Ammoniaks) beschickt. Der
Harn mufl ganz frisch sein, da in altem Harn sich
leicht Ammoniak aus anderen Substanzen bildet. Ist es
nicht miglich, ganz frischen zu verwenden, so mull derselbe
konserviert werden, was am leichtesten durch deutliche An-
sinerung mit Schwefelsiiure und Aufbewahrung in gut
verkorkten Flaschen im Eisschrank geschieht. Man fiigt
zu dem Harn im Reagensglas ca. 5 cem Wasser, ferner
einen Tropfen einer 1"/ igen alkoholischen Phenolphthal-
einlosung (um zu sehen, ob die spiiter zuzusetzende
Menge Alkali geniigt hat, um eine alkalische Reaktion
zu erzeugen), ferner einige Tropfen eines indifferenten
Korpers, der bestimmt i$t, das Schiumen der Lisung
bei der Destillation und Luftdurchsaugung zu verhindern.
Fiir diesen Zweck eignen sich einige Tropfen Capryl-
alkohol oder Oktylalkohol, ferner Terpentin (nicht rekti-
fiziertes Terpentindl), endlich — wohl am billigsten —
einige Tropfen Vaselindl (Paraffinum liquidum), die nur
den Nachteil haben, dafl die Gefiifie etwas verschmiert
werden. Man stellt den Apparat entsprechend der Skizze
zusammen, wobei man darauf achten muf}, dafi die Stopfen
gut schlielien, die Rohren fest in den Stopfen sitzen, die
Verbindung zwischen d und g fest ist und endlich die
Rohren b und g mdoglichst tief in die Fliissigkeit in den
betreffenden Gefiilen eintauchen. Man saugt nun durch
Offnen der Luftpumpe einen leichten Luftstrom durch
und erwirmt das Wasserbad auf die gewiinschte Tem-
peratur. Durch den Trichter ¢ giefit man ungefiihr 1 cem
der Natriumkarbonatlosung ein (war der Harn angesiiuert,
mehr!) und spiilt mit einigen Tropfen Wasser nach. Die Lo-
sung muss nun alkalisch, also rotgefiirbt sein. Man saugt
stiarker, darauf achtend, dafi kein Spritzen der Fliissigkeit
eintritt. Nach einer Destillationsdauer von 20 Minuten stellt
man die Pumpe ab, list die Verbindung zwischen d und g
und nimmt den Stopfen von F ab, indem man das Rohr g
mit einigen Tropfen Wasser von innen und auflen ab-
spilt. Zu der Fliissigkeit in I gibt man 2 bis 3 Tropfen
der Methylrotlosung — grofiere Mengen lassen den Um-



schlag weniger deutlich erscheinen, doch ist das indivi-
duell verschieden — und titriert aus einer gewdhnlichen in
'/,, cem geteilten Biirette oder aus einer Mikrobiirette mit
'/., n-Natronlauge bis zum scharfen Umschlag in gelb.
Hat man iibertitriert, kann nach der gewdhnlichen Regel
der MaBanalyse wieder eine bestimmte Menge n/50
Schwefelsiiure zugefiigt und dann wiederum bis zum Um-
schlag in gelb titriert werden. Zur Titration stellt man
das Gefill I' auf eine weifie Platte oder ein Stiick weifies
Papier, weil so der Umschlag deutlicher erkennbar ist.
Berechnung: 1 cem n/50 Schwefelsiure entspricht
0,34 mg Ammoniak. Wurden z. B. 5 cem n/50 Schwefel-
siure in dem Gefil I vorgelegt und wurden zur Titration
3,0 cem n/50 NaOH verbraucht, so betrigt die Menge
Ammoniak, welche aus dem Harn freigemacht und in
der Schwefelsiure aufgefangen wurde, 5,0 —35=—15-
0,34 mg NH, = 0,51 mg NH, in der zum Versuch ange-
wandten Harnmenge (1 c¢em). Die Menge in 100 cem er-
gibt sich hieraus durch entsprechende Multiplikation.
Die Methode gibt genaue Werte, welche denen mit
griofieren Mengen durchaus ebenbiirtig sind. Ohne Er-
wirmung gelingt eine vollstiindige Austreibung des Am-
moniaks nur in sehr langer Zeit; andererseits darf die
Temperatur nicht hoher als 50 Grad sein, da sonst eine
Bildung von Ammoniak aus anderen Substanzen, besonders
Harnstoff, erfolgen kann. Eine Kithlung ist nicht notwendig.

Bestimmung des Harnstoffs.

Prinzip: Harnstoff wird durch Ureasein Ammoniak iiber-
gefiihrt und das gebildete Ammoniak zusammen mit dem
priiformierten durch Titration bestimmt. Durch Zusatz eines
Phosphatgemisches wird die Ureasewirkung gefordert.

Erforderlich die fiir die Ammoniakbestimmung noti-
gen Reagentien, ferner eine Phosphatliosung: 83,5 g sekun-
déres Natriumphosphat (Na,HPO, -{-12H20)und 13,6 g pri-
miires Kaliumphosphat (KH,PO,) werden zusammen zu
1000 cem in Wasser gelist.

Ureaseferment. Zur Darstellung wird nach Jacoby
feines Sojamehl in eine grofie Porzellannutsche einge-
schiittet, deren unterer Ablauf mit einem Schlauch mit



Quetschhahn verschlossen ist. Man iibergielit das feine
Mehl mit Petrolither, den man eine Stunde darauf lifit,
it dann den Petrolither, der einen Teil des Fettes aus
dem Mehl aufgenommen hat, ab, schlielit den Quetsch-
hahn wieder, giefit neuen Ather darauf und wiederholt
diese Behandlung noch weitere vier Mal. Das auf diese
Art entfettete Sojamehl wird auf Glasplatten ausgebreitet
und tiber Nacht trocknen gelassen. Der Petroliither kann
durch Abdestillieren aus der fetthaltigen Lisung wieder-
gewonnen werden. Das entfettete getrocknete Mehl wird
mit der SHfachen Menge Wasser in einer gut schliefien-
den Flasche iibergossen und 16 bis 24 Stunden nach
gutem Umschiitteln — zweckmiiflig ist im Anfang un-
gefiihr 1stiindiges Durchschiitteln im Schiittelapparat —
im Eisschrank aufbewahrt. Die oben stehende milchige
Fliissigkeit wird durch ein gewdhnliches Filter abgegossen
oder noch besser abzentrifugiert. Man trocknet sie so-
dann in Glasschalen mit flachem Boden durch Uberleiten
von Luft bei 30—35 Grad, am besten im Faustschen
Apparat. Es bleibt eine hornartige Masse zuriick, die
abgekratzt, zu feinem Pulver verrieben und in einer gut
verschlossenen Glasstipselflasche aufbewahrt wird. Das
so gewonnene Ferment ist aufierordentlich aktiv. Noch
fermentreicher als Sojabohnenmehl ist nach Folin das
Mehl der Jackbohne (Canavalia ensiformis).

Zur Bestimmung des Harnstoffs nach der Mikro-
methode ist der Harn zu konzentriert: man verdiinnt auf das
10fache (5 cem Harn auf 50 cem im Mefikolben aufgefiillt
und gut gemischt) und nimmt von dieser Verdiinnung
1 cem entsprechend 0,1 eem Harn, Zum Zweck der
Konservierung angesiuerter Harn ist vorher ungefiihr zu
neutralisieren. Diese 1 cem verdiinnten Harnes werden
mit einer Vollpipette in das Gefifi A hineinpipettiert, dazu
1 cem Phosphatlosung und ungefiihr 0,1 g Ureasepriiparat
zugefigt und mit ungefiihr 1 cem destilliertem Wasser
verdiinnt. Da schon geringe Metallspuren die Urease-
wirkung verhindern, miissen Gefille benutzt werden,
welche von diesen (z. B. Kupfersulfat) ganz frei sind.
Waren vorher in dem Gefifi Metallverbindungen, so muf;
peinlichst mit Siure gereinigt und nachher sehr gut nach-
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gespillt werden. Man schliefit das Reagensglas mit einem
Stopfen oder einem Wattebausch und lifit die Mischung
15 Minuten in einem Wasserbad oder einem Wiirme-
schrank von 50 bis hochstens 55 Grad stehen. Nach
dieser Zeit ist der gesamte Harnstoff in Ammoniak ver-
wandelt: die Destillation erfolgt genau, wie beim Am-
moniak beschrieben worden ist, nach Alkalisierung unter
Luftdurchsaugung, doch ist es nicht nétig, die Temperatur
auf 50 Grad zu belassen: man kann ohne Schaden auf
60 Grad steigen: hdhere Temperaturen sind bei dem
Fehlen einer Kiihlung des Apparates nicht zweckmifig.
Zur Verhinderung des bei dieser Temperatur sehr starken
Schiumens gibt man einige Tropfen Oktylalkohol zu.
Als Auffangefliissigkeit werden ebenfalls 5 cem n/50
Schwefelsiiure in das Gefil F eingefiillt. Die Titration
wird ebenfalls mit Methylrot als Indikator ausgefiihrt.
Berechnung: 1 cem fiir die Absorption des Ammoniaks
verbrauchte n/50 Schwefelsiure entspricht 0,28 mg Stick-
stoff. Durch Multiplikation der Differenz zwischen vor-
gelegter Schwefelsiiure und zum Zuriicktitrieren ver-
brauchter Natronlauge mit 0,28 erhiilt man den gesamten
Ammoniakstickstoff (priiformiertes Ammoniak und Am-
moniak aus Harnstoff) aus der angewandten Harnmenge.
Die Menge des aus Harnstoff gebildeten Stickstoffs erhiilt
man, wenn man von dem mit dieser Methode gefundenen
Stickstoff die Menge des Stickstoffs des priformierten
Ammoniaks abzieht. Beispiel: Wurden d cem n/ 50 Schwe-
felsiiure vorgelegt, 3 cem Natronlauge zum Zuriick-
titrieren verbraucht, so ist die gesamte Stickstoffmenge
aus Ammoniak und Harnstoff in den angewandten 0,1 cem
Harn 2,0.0,28 — 0,56 mg N. 1 cem Harn enthielt dem-
nach 5,6 mg N, 100 cem 0,560 ¢ N aus Harnstoff und
Ammoniak. Will man den Harnstoff-Stickstoff fiir sich
haben, so mufl man von dieser Zahl den Ammoniak-N ab-
ziehen. Nimmt man die Verhiltnisse in dem fiir die
Ammoniakbestimmung gegebenen Beispiele an, so waren
hier 0,61 mg NH, bzw. 042 mg NH,-N in 1 cem Harn,
also 0,042 g NH,-N in 100 cem enthalten. Durch Sub-
tralktion erhiilt man 0,560 — 0,042 — 0,618 g reinen Harn-
stoff-N in 100 cem Harn. Da im Molekiill des Harnstoffs
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(60) 28 Teile N enthalten sind, erhilt man aus der Harn-
stoff-N-Zahl die Menge des Harnstoffes durch Multiplikation

(3l) i
mit ;q oder durch Multiplikation mit 2,143. In dem Bei-

spiele wiire also der Harnstoffgehalt 0,518 -2,143 — 1,110g
in 100 eem Harn.

Da die angewandten Reagentien, insbesondere das
Sojabohnenmehl bzw. die Urease hiufig etwas Ammoniak
enthalten, ist mit den angewandten Materialien, wie in
der Einleitung bereits angegeben, ein Vorversuch anzu-
stellen und dessen Ergebnis bei der Analysenberechnung
zu beriicksichtigen.

Bestimmung des Harnstoffs allein.

Will man nur den Harnstoff allein, nicht zugleich mit dem
Ammoniak bestimmen, so kann man aus dem zehnfach
verdiinnten Harn das Ammoniak entfernen und erhiilt
dann in der NH-freien Losung durch Behandlung mit
Urease nur das aus Harnstoff stammende Ammoniak.
Zu diesem Zweck bringt man in ein Reagensglas ca.
2 g fein gepulverten Permutit, gieBt darauf 10—15 cem
des verdiinnten Harns und schiittelt ca. 5 Minuten gut
durch, wobei das priformierte Ammoniak vollstiindig
vom Permutit absorbiert wird. Man filtriert und verfihrt
mit 1 cem Filtrat genau wie oben angegeben.

Berechnung: 1 cem verbrauchte n/50 H,SO, entspricht
0,28 mg Harnstoff-N bzw. 0,60 mg Harnstoff,. Wurden
acemn/50 HySO, vorgelegt, 3,5 cem n/50NaOH zum Zuriick-
titrieren verbraucht, so ist der Gehalt an Harnstoff-N in
0,1 cem (5,0—3,5)- 0,28 mg -— 0,42 mg, der Gehalt an Harn-
stoff 1,5-0,6 = 0,90 mg, der Prozentgehalt also 042 bzw.
0,909/,

Volumetrische Bestimmung des Harnstoffs.

Verfahren Ambard,

Die Methode beruht auf dem bekannten Prinzip der
Freisetzung von Stickstoff mit Hilfe von Bromlauge. Die
Methode ist nicht zu empfehlen. [hre Aufnahme erfolat
nur, weil trotz ihrer geringen Genauigkeit manche Unter-
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sucher, die nur Anniherungswerte brauchen, gern mit
ihr arbeiten.

Benitigte Reagentien: 1. Bromlauge nach Treadwell.
10 g Natriumhydroxyd werden in Wasser gelost,auf 125 cem
verdiinnt, zu der mit Eis gekiihlten Flasche 3 cem Brom

-
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zugegeben und gemischt. Die Losung mub in
dunkler Flasche aufbewahrt werden, mufi kalt
stehen und hilt sich auch unter diesen opfi-
malen Bedingungen nur einige Tage. 2. Natron-
lauge 10Y/,ig. 3. Alkoholische Phenolphthal-
einldosung.

Fiir die Bestimmungen dient der in Abb. ¢
dargestellte kleine Apparat. Er besteht aus
einem graduierten Rohr a, das an seinem oberen
Teil durch einen Hahn b von einem Rohr-
stiick ¢ abgeschlossen werden kann, das eine
Graduierung fiir 5 und 10 cem hat. Am unteren
Ende hat das Rohr einen etwas weiteren Teil.
Am Ende dieses wird eine Gummikappe d auf-
gesetzt, die eine Anzahl Glasperlen enthilt.
Der ganze Apparat wird in einem Stativ be-
festigt.

Nur Harne mit einem spezifischen Gewicht bis
1,005 werden unverdiinnt angewandt. Bei einem
spezifischen Gewicht von 1,005 bis 1,010 ist mit
destilliertem Wasser auf das doppelte, bei einem
spezifischen Gewicht von 1,010 bis 1,015 mit
9 Volumen Wasser, also auf das dreifache, zu
verdiinnen und so fort.

Durch wiederholtes festes Zusammendriicken
der Gummikappe d treibt man unter gleichzeitiger
Offnung des Hahnes b die Luft aus dem Rohr mog-
lichst vollstiindig heraus und verschliefit dann
durch den Hahn b die Verbindung zwischen
¢ und a. Die Kappe d mufi dann vollstiindig

zusammengedriickt (luftleer) bleiben. Man bringt mit einer
Pipette 1 cem des Harnes bzw. der Verdiinnung in das
Aufsatzstiick ¢, gibt 1 Tropfen Phenolphthalein und so
viel Natronlauge dazu, daff deutliche alkalische Realtion
besteht, gibt bis fast zur Fiillung des Teiles ¢ destilliertes
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Wasser dazu und oOffnet nun den Hahn, worauf die
Losung in den jetzt luftleeren Teil a herabfliefit. Ehe
die Flussigkeit den Hahn b vollstindig passiert hat,
wird dieser geschlossen, wieder in ¢ Wasser gegeben, b
wieder gedffnet und weiter Fliissigkeit hereingelassen, bis
a mit seinem bauchigen Teile vollstiindig gefiillt ist. Es
ist aber Sorge zu tragen, daf} keine Luftblasen mit herein-
kommen: ist dies doch der Fall, so ist durch wiederholtes
Zusammendriicken der Kappe d unter gleichzeitiger Off-
nung von b die Luft vollstiindig zu entfernen. Am Schluf;
dieser Manipulation mufi der Teil a vollstiindig mit Fliissig-
keit gefiillt sein und diese noch ein wenig iiber den Hahn b
herausreichen. Die Kappe d, welche ja nicht gefiillt ist, muf3
nach wie vor luftleer, d. h. kollabiert sein. Man bringt nun
in das Teil ¢ 10 cem Bromlauge (bis zur Marke), 6ffnet
den Hahn b und lifit die Bromlauge hereinlaufen,
ohne dall Luftblasen mitkommen. Kurz vor dem Ab-
flieBen der gesamten Menge wird b geschlossen, so daf
einige Tropfen oberhalb des Hahnes stehen, Wasser in
¢ hereingetan und wiederum gedffnet, bis der gesamte
Apparat einschlieilich der Kappe vollstiindig mit Fliissig-
keit gefiillt ist. Man mufl in ¢ so viel Wasser nach-
geben, dall dann noch etwas Wasser iiber b stehen-
bleibt. Man schliefit nun b und mischt Bromlauge und
Harnlosung durch wiederholtes Hin- und Herneigen, was
durch die in der Kappe d befindlichen Glaskugeln er-
leichtert wird. Bei Aufrechtstellung des Apparates sammelt
sich der freigemachte Stickstoff im oberen Teile an und
dringt die Wassersiiule nach unten. Man bringt nun den
ganzen Apparat bis iiber den Hahn b hinaus in ein
moglichst grolies Glasbassin, dessen Wassertemperatur
festgestellt sein mufi, nimmt unter Wasser die Kappe d
ab und stellt, nachdem der Apparat die Temperatur des
Wassers angenommen hat, was in ungefihr 3 Minuten
erreicht ist, an der Skala des Rohres a das ausgeschie-
dene Stickstoffvolumen fest.

Die Berechnung gestaltet sich sehr einfach, wenn man
die dem Apparate beigegebenen Tabellen benutzt, die sofort
die Menge des Harnstoffs unter Beriicksichtigung von
Temperatur und Luftdruck angeben. Anderenfalls muf}
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nach den bekannten Formeln reduziert werden. 1 g
Harnstoff liefert bei 0 Grad und 760 mm 372 cem N.
Zur Berechnung des Gewichts des Harnstoffs in 100 cem
Harn (p) unter Beriicksichtigung vom Barometerstand b,
Temperatur des Wasserbades t und einer Tension des
Wasserdampfes bei dieser Temperatur b’ ergibt sich

ot A9 F D D)
760 -372-a (1 -}- 0,003665 t)

wobei v das abgelesene Volumen, a die angewandte
Harnmenge, unverdiinnt 1 cem, verdiinnt 0,5 bzw. 0,33
usw. ccm bedeutet,

Die Methode ist zweifelios der anderen geschilderten
in ihrer Genauigkeit unterlegen: fiir rein klinische Versuche
wird sie jedoch in manchen Fiillen geniigen.

Es empfiehlt sich, mit einer genau hergestellten Harn-
stofflosung den Apparat im allgemeinen und jede neue
Bromlauge im besonderen zu priifen.

Pe==

Bestimmung des Gesamtstickstoffs.

Mikrokjeldahlverfahren.

Die Apparatur hierfiir ist prinzipiell die gleiche wie die
fiir die Ammoniakbestimmung beschriebene. Jedoch er-
setzt man das Gefiff A durch einen Mikrokjeldahlkolben
von ca. 7 cem Inhalt, benutzt auf jeden Fall einen
Kjeldahlaufsatz, wie im Rohr e, und schaltet vor dem
Auffangegefiift einen kurzen Kiihler ein. Die Apparatur
gewinnt dann das in beifolgender Abb. 8 angegebene
Aussehen, das ohne weiteres verstindlich ist.

Prinzip: Simtlicher Stickstoff aus Eiweili, Eiweillab-
bauprodukten und sonstigen organischen Stickstoffver-
bindungen (nicht aber von Siiureverbindungen des Stick-
stoffs, wie Salpetersiiure usw.!) wird durch Veraschen
mit konzentrierter Schwefelsiiure unter Zusatz eines
Katalysators (Cu-Salz) in Ammoniak umgewandelt, wel-
ches von der iiberschiissigen Schwefelsiure als Am-
moniumsulfat gebunden wird. Durch Zusatz einer hin-
reichenden Menge Alkali wird das Ammoniak in Frei-
heit gesetzt und in eine titrierte Schwefelsiure herein-
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destilliert.  Durch Titration wird die Menge des iiber-
gegangenen Ammoniaks und daraus die Menge des
Stickstoffs ermittelt.

Notwendige Reagentien: Konzentrierte Schwefel-
siure, maoglichst NH.-frei, Kupfersulfatlosung 10"0ig,
Natronlange, moglichst ammoniakfrei, 33 %/oig: zur Titration
diebeider Ammoniakbestimmung angegebenen Reagentien.

Der Harn wird wie bei der Harnstoffbestimmung auf
das 10fache verdiinnt. 1 cem
der verdiinnten Losung wird mit
einer Vollpipette in den Mikro-
kjeldahlkolben einpipettiert,hier-
zu 1 cem konzentrierte Schwefel-
siiure -—— am besten aus einer
Tropfflasche: 1 cem—30 Tropfen
— und 0,3 c¢em Kupfersulfat-
losung gegeben und die Misch-
ung auf tfreier Flamme so lange
erhitzt, bis die nach Ver-
brennung der Kohlenstoffpar-
tikelchen anfiinglich braune Fiir-
bung in eine hellgriine bis weif}-
liche Gbergegangen ist. Es ist
zu vermeiden, unnitig lingere
Zeit bis zum Festwerden zu er-
hitzen, da unter diesen Umstiin-
den Ammoniak entweichen kann.
Nach fertiger Veraschung lift man abkiihlen und ver-
diinnt mit 20 bis 25 cem destilliertem Wasser, wobei
die Fiarbung bliulich klar sein mufi. (Die Veraschung
kann, wenn ein Abzug nicht zur Verfiigung ist, auch in
einem offenen Raume vorgenommen werden, wenn man
dafiir sorgt, dafi die Schwefelsiiuredimpfe unschiid-
lich gemacht werden. Man kann dies erreichen, wenn
man auf den Hals des Kjeldahlkolbens einen Aufsatz
aufsetzt, dessen anderes Ende in eine Wasserflasche
mit Wasser taucht, wihrend ein zweiter Weg aus
dieser zur Luftpumpe fiihrt, so daB die Diimpfe dauernd
abgesaugt werden')[s. Abb. 9]). Fiir die Destillation wird das

1) Bezugsquelle: M. J. Goldberg & Séhne, Charlottenburg 2.

Abb. 8,
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Auffangegefill wiederum mit 5 eem n/b0 Schwefelsiure
beschickt. Nachdem der Apparat zusammengesetzt, die
Wasserkiihlung angestellt ist und alle Verbindungen auf
ihre Dichtheit gepriift sind, saugt man wie bei der Am-
moniakbestimmung einen schwachen Luftstrom durch
den Apparat, giefit sodann durch den Trichter 4 ccm
Natronlauge ein und steckt die Flamme unter dem Destil-
lierkolben an. Auf Zusatz der Lauge mufl die Fliissigkeit
im Destillierkolbeninfolge Bildung von Kupferhydroxydeine
blduliche Triibung geben; ist
dies nicht der Fall, so ist noch
etwas Lauge nachzugeben. Man
verstiirkt die Luftdurchsaugung
und regelt die Flamme so, dafj
die Flissigkeit (ein Wasserbad
wird hier nicht angewendet) in
regelmiifiigem deutlichen Sieden
bleibt: durch Ausscheidung von
Kupferoxyd tritt in der Regel
bald eine Schwarzfiirbung ein.
Man destilliert hier im ganzen
15 Minuten, in welcher Zeit simt-
liches Ammoniak iibergetrieben
ist, achtet aber darauf, daB
immer im Destillierkolben so
viel Fliissigkeit bleibt, dali das
Trichterrohr noch eintaucht.
Abb, 9. Nach Beendigung der Destil-
lation verfiihrt man genau so,
wie bei der Ammoniakbestimmung angegeben ist. Die
durch Schwefelsiiure gebundene Menge Ammoniak wird
in iiblicher Weise ermittelt; durch Multiplikation der
Differenz zwischen der angewandten Schwefelséiure und der
zum 7Zuriicktitrieren verbrauchten Natronlauge mit 0,28
erhiilt man die Gesamtmenge mg N in den angewandten
0,1 ecm Harn bzw. die Anzahl g N in 100 cem Harn.
Es muB nochmals wiederholt werden, dali regelmiliig
Leerbestimmungen auszufithren sind, bei welchen man
in der ganz gleichen Weise verfihrt wie bei den Voll-
bestimmungen, mit der einzigen Ausnahme, dali man die
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betreffende Menge Harn durch eine entsprechende Menge
destilliertes Wasser ersetzt. Alle Versuchsbedingungen
sind bei diesen Kontrollen, die mindestens so oft anzu-
stellen sind, als neue Reagentien angebrochen werden,
innezuhalten, und der hierbei ermittelte Ammoniakgehalt
der Reagentien bei der Ausrechnung in Abzug zu bringen.
Peinlich ist darauf zn achten, dafi in dem Versuchsraum
keine Ammoniakdimpfe vorhanden sind.

lech empfehle fiir simtliche Ammoniakbestimmungen
die titrimetrische Methode, da diese die zuverlissigsten
und von persinlichen Beobachtungsfehlern reinsten Re-
sultate gibt. In amerikanischen Laboratorien wird viel-
fach statt der titrimetrischen Ammoniakbestimmung die
kolorimetrische verwandt, indem durch Zugabe von
NeBlers Reagens zu der Ammoniaklosung eine Gelb-
fiarbung erzeugt wird, welche mit der einer ebenso be-
handelten Ammoniaklésung bekannten Gehaltes verglichen
wird. Das Verfahren ist folgendes:

Herstellung von NeBlers Reagens nach Folin und
Wu:150 g Jodkalium und 110 g Jod werden mit 100 cem
Wasser in eine starke Flasche von ungefihr 500 cem
eingefiillt, hierzu 150 g metallisches Quecksilber gegeben
und 7—15 Minuten stark geschiittelt, bis die dunkle Fiir-
bung einer helleren Platz macht. Die heifle Lisung wird
in fliefendem Wasser abgekiihlt und weiter geschiittelt,
bis die Farbe griinlich geworden ist. Es wird darauf
vom ungelisten Quecksilber abgegossen, mit viel destil-
liertem Wasser nachgewaschen und schlieflich auf 2 1
verdiinnt. Aus dieser Stammlosung wird das eigentliche
Reagens so hergestellt, daB 750 ccm der Stammldsung
mit ebensoviel destilliertem Wasser und 3,51 einer
10%,igen Na,CO,-freien Natronlauge gemischt werden.
Die Losung mull gut absetzen, damit sie klar wird.

Andererseits wird eine Ammoniaklosung bekannten Ge-
haltes so hergestellt, daf 4,721 g reines Ammoniumsulfat
(NH,),SO, in einem MeBkolben in Wasser welist und die
Losung auf 1000 cem aufgefiillt wird. Die gut durch-
gemischte LoOsung enthiilt 1 mg Stickstoff in 1 cem. Zur
kolorimetrischen Bestimmung iiberfithrt man quan-
titativ in ein Mefikolbchen von 50 ¢em den Inhalt des Auf-
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fangegefifles indem man dieses mit etwas Wasser nach-
wischt, in das andere MelikOlbchen je nach der er-
warteten Konzentration 1 cem der Standard-Ammoniumsul-
fatlosung oder 1 cem einer bestimmten Verdiinnung dersel-
ben. Bei den Werten der bisher betrachteten Griéfienordnung
wird es zweckmiifiig sein, 1 cem der Standardldsung oder
einer Verdiinnung 1:1 derAmmoniumsulfatlosung (entspre-
chend 0,5 mg N) anzuwenden. In beide Kdélbchen gibt
man so viel destilliertes Wasser, dafi dieselben ungefiihr
zur Hilfte gefiillt sind, fiigt dann zu jedem mit der Pi-
pette 10 cem der gebrauchsfertigen Nefilerschen Losung
zu, fiillt mit destilliertem Wasser bis zur Marke auf, mischt
gut durch und schliefit moglichst sofort die kolorime-
trische Bestimmung an. Zu diesem Zwecke bringt man
beim Dubosgschen Apparat in jeden Trog eine LOsung,
bei den von Autenrieth giefit man die dunkler erschei-
nende Losung in den Leerkeil, die weniger konzen-
trierte in den Trog. Bei den anderen Kolorimetern mit
nur einer veriinderlichen Schichtdicke verfdhrt man sinn-
gemilb.

Berechnung: War die Vergleichslosung mit einem Ge-
halt von 0,5 mg N in 1 cem in die Kuvette mit 20 mm
Schichtdicke eingefiillt, die Versuchslésung in den Trog,
und war ihre Schichtdicke bei Farbengleichheit als Mittel
aus mehreren Versuchen zu 26 mm gefunden worden,
so ergibt sich nach der im allgemeinen Teil entwickelten
Formel die Konzentration der Versuchslosung

20
=00 T 0,385 mg N
in der angewandten Harnmenge. Will man den Ammo-
niakwert ermitteln, muffi man diesen Wert naturgemif

Ly

14
mit multiplizieren.
14 !

Ich habe, wenn ich auch die kolorimetrische Methode
fiir die Ammoniakbestimmung nicht als zweckmiiflig er-
achte, die Vorschrift mitgeteilt: die Resultate sind im
iibrigen gute und mit der titrimetrischen Methode prin-
zipiell i{ibereinstimmende, falls nicht durch irgend-
welche, zum Teil unerkliirliche Nebenumstinde Tritbungen
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der Lisung auftreten, welche einen kolorimetrischen
Vergleich verbieten. Diese Fehler sind besonders hiiufig
bei den von amerikanischer Seite (besonders Folin) mit-
geteilten Verfahren, einen kolorimetrischen Vergleich direkt
in der Veraschungsfliissigkeit des Mikrokjeldahl nach
Zusatz von Nefilers Reagens auszufithren oder im Harn
nach geringer Vorbehandlung mit Tierkohle oder der-
gleichen mit Nelilerschem Reagens eine Firbung zu er-
zeugen und auf Grund dieser direkt kolorimetrisch die
Menge Ammoniak zu ermitteln (direkte Nefilerisation).
ks gelingt wohl in einzelnen Fiillen, mit diesen Ver-
fahren, welche ja aufBlerordentlich viel Zeit und Arbeit
ersparen wiirden, brauchbare Ergebnisse zu erhalten, ich
mdchte sie jedoch vor der Hand noch nicht als allgemeine
Methode empfehlen.

Bestimmung der Aminosiuren.

Prinzip: Es wird mit Naphthochinonsulfosiiure eine
Fiarbung erzeugt, welche kolorimetrisch mit einer solchen
verglichen wird, welche eine Aminosiurelésung be-
kannten Gehaltes ergibt.

Gebrauchte Reagentien: 1. Lsg. von Na-Carbonat krist.
2,0%,ig, 2. Glykokoll-Vergleichslosung, enthaltend 0,1 mg
N im cem. Hierzu werden 0,0536 ¢ Glykokoll in 100 cem
n/10 HCl gelost. 3. n/10 HCI, 4. Reagenslosung: 100 mg
Naphthochinonsulfosiure (Darstellung S. 51) werden in
20 ecem Wasser gelist. Stets frisch zu bereiten! 5. Per-
mutit, gepulvert. 6. Essigséiureazetatlosung: 100 cem
509/ ige Essigsiure werden mit 100 cem 59,iger Na-
triumazetatlosung vermischt. 7. Natriumthiosulfatlbsung,
4%/.ig.

Der Harn wird mit der gleichen Menge Wasser (bei
sehr starken Konzentrationen mit der doppelten Menge)
verdiinnt und ungefihr 10 cem dieser Verdiinnung in
einem Reagensglas mit 1-—2 g Permutit zur Entfernung
des Ammoniaks ungefihr 5 Minuten durchgeschiittelt,
absetzen gelassen und klar filtriert. Es werden nunmehr
in Rohrchen mit einer Marke bei 25 eine Probe des so
behandelten Harnes und eine Kontrollprobe angesetzt
und zwar erfolgt der Ansatz nach folgender Aufstellung.

Pincussen, Mikromethodik. 3. Aufl, 4
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Harnprobe  Kontrollprobe

Glykokollosung (2) —- 3 cem
Harnverdiinnung o ccm —
n/10 HCI Tty - -
Natriumkarbonatlosung (1) 8 4
Wasser T 4
Chinonreagens (4) 3 S Lok

Die Proben werden 18— 24 Stunden an einer dunklen
Stelle aufbewahrt. Nach dieser Zeit werden sie heraus-
genommen und in der angegebenen Reihenfolge die nach-
folgenden Reagentien zugeflgt:

Zur Harnprobe Zur Kontrollprobe

Essigsiiure-Azetatlosung (6) 1 cem 1 cem
Thiosulfatlosung (7) A B
Wasser hig 26 bis 25 ,,

Es wird gut durchgemischt und der kolorimetrische
Vergleich vorgenommen, zweckmiiiig unter Anwendung
eines Farbglases.

Die Menge des Aminostickstoffs im Harn berechnet
S] 3
e wobei ¢,
die Menge des Aminostickstoffs in der Kontrolle, (0,3 mg),
s, und s die Kolorimeterablesungen der Kontrollosung
bzw. der Harnprobe bedeuten. Diese Zahl ist noch mit
der Harnverdiinnung zu multiplizieren.

Beispiel: Es sei der Harn auf das doppelte verdinnt
gewesen, die Ablesungen am Kolorimeter seien bei Far-
bengleichheit fiir die Kontrollosung s, = 30, fiir die Ver-
suchslosung (s)= 20. Da zum Vergleich eine Glykokoll-
Iosung mit 0,3 mg N angewandt war, ergibt sich die
Konzentration in den angewandten 5 cem verdiinnten
Harnes zu {],3-33 mg — 0,45 mg Amino-N in 5 cem ver-

sich nach der bekannten Formel c¢-—¢,-

diinntem Harn. Da die Harnverdiinnung das Doppelte
betrug, ist dies der Gehalt von 2,5 cem unverdiinntem
Harn. Die Menge von Amino-N in 100 cem wird also
durch Multiplikation mit 40 ermittelt und ergibt sich dem-
nach zu 18 mg Amino-N in 100 cem des unverdiinnten
Harns.



Darstellung des J-naphthochinonsulfosauren Natriums
(nach Folin & Wu)
Zur Darstellung von ungefihr 40 g der reinen Sub-
stanz sind folgende Reagentien erforderlich:
900 cem 10%ige Schwefelsiiure,
o, Salpetersiure konzentriert
250 ,,  Salzsiiure konzentriert 1,19
150 , Natronlauge 109,ig
1000, Natriumchloridlosung 109/,ig
0,5 , . Brom
25 g Natriumnitrit
50 ,, Natriumnitrat
25 ,, Natriumsulfit (Na, SO.,)
o0 ,, Natriumbisulfit (NaH SO.)
200 .. Borax
o0 ,, B-Naphthol, resublimiert
1000 ¢em Alkohol
100 ,, Ather.

Das Verfahren gestaltet sich wie folgt.

50 g p-Naphthol werden in einen Kolben von unge-
fihr 1/,—%/, 1 eingebracht, dazu 150 eem 109 ige Na-
tronlauge gegeben und verriihrt, bis vollstiindige Liosung
erfolgt ist (ungefihr 15 Minuten). Andererseits werden
25 g Natriumnitrit in einem 2-Liter-Kolben eingebracht,
300 cem destilliertes Wasser zugefiigt und geschiittelt,
bis alles geldst ist (3—5 Minuten). Nunmehr wird die
Naphthollosung in den Kolben mit der Nitritlosung herein-
gegossen und mit ungefihr 50 cem Wasser nachge-
spiilt.

Es wird nun zur Mischung ungefiihr 400 g zerkleinertes
Eis zugefiigt und nun unter Riithren kalte, 109/ ige
Schwefelsiiure zugegeben. Diese Manipulation wird so
ausgeftithrt, dafl zuniichst 100 cem langsam so herein
gegeben werden, dali man sie an der Seitenwand des
Glases herunterlaugen liBt und dabei stark rithrt, was
ca. 2 Minuten in Anspruch nimmt, und nach vollendeter
Zugabe noch 2 Minuten weiter rithrt, Man wiederholt
die Manipulation in gleicher Weise noch 3mal, worauf
die Reaktion deutlich und dauernd gegen Kongopapier

4‘-
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sauer sein mufB. Ist dies nicht der Fall, so wird weiter
Schwefelsiiure bis zur Erreichung dieses Zustandes zuge-
fiigt. Wiihrend dieses ganzen Prozesses entsteht ein
gelber Niederschlag mit leicht griinlicher Firbung, der
sich schlieBlich so verdichtet, dal man eine halbfeste
Paste erhiilt. Man liiBt diese eine Stunde stehen, saugt
dann durch eine ziemlich grofe Nutsche (von ungefiihr
12 em Durchmesser) den Niederschlag ab und wiischt
mit %/, 1 kaltem Wasser nach.

Man bringt nun den erhaltenen Niederschlag von
Nitroso-p-Naphthol in eine grofie Porzellanschale und
streut dariiber H0 g Natriumbisulfit und 25 g Natrium-
sulfit und rithrt mit einem Glasloffel gut um, wodurch
der Niederschlag sich verfliissigt. Man filtriert sehr
schnell durch einen Buchnertrichter und eine Saugflasche,
wobei ein geringer schwarzer Riickstand bleibt, und
wiischt mit wenig Wasser nach.

Das Filtrat einschlieBlich Waschwasser iiberfiihrt man
sofort in eine dunkle weithalsige 2'/,—3 Liter-Flasche,
welche bereits 1 1 Wasser und 250 cem konzentrierte
Salzsiiure enthielt. Man lifit, mit einem Uhrglas bedeckt,
im Dunkeln 36 Stunden stehen, wobei sich ein Netzwerk
von weillen Nadeln ausscheidet. Belichtung erzeugt ge-
firbte Zersetzungsprodukte. Man filtriert durch einen
Buchnertrichter von 15 em Durchmesser ab und wischt
den Niederschlag, welcher 1-Amino- 2-Naphthol- 4-Sul-
fonsiure ist, auf der Nutsche mit 1 1 kaltem Wasser
nach.

Hierauf bringt man die Verbindung, nachdem man sie
suniichst mit einem Spatel von dem Buchnertrichter auf
ein grofes Blatt Filtrierpapier iiberfithrt hat, in einen
weithalsigen Erlenmeyerkolben von 2 | Fassungsraum,
streut H0 g Natriumnitrat dariiber, mischt in einem an-
deren Geflih 50 cem Salpetersiiure mit 175 cem Wasser
und fiigt diese Mischung noch warm dem Inhalt des
Erlenmeyerkolbens hinzu. Man litit 10 Minuten stehen,
withrend sich nitrose Diimpfe entwickeln, rithrt danach
einice Minuten gut um und libt wiederum t/, Stunde
stehen. Wenn keine Reaktion eingetreten ist, was z. B.
durch Verunreinigung des Nitrates durch Karbonat be-
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dingt sein kann, setzt man noch 1—2 cem konzentrierte
Salpetersiiure zu. Nach '/, Stunde wird der Nieder-
schlag mit Hilfe der Saugflasche und eines kleinen Buch-
nertrichters von ungefihr 10 em Durchmesser abgesaugt
und mit 500 cem 10°%,iger Kochsalzlosung nachge-
waschen. Das auf diese Weise erhaltene Natriumsalz der
1-2-4-Naphthochinonsulfosiiure mufl nun noch gereinigt
werden.

Hierzu wird der feuchte Niederschlag aus dem Buchner-
trichter in eine grofie Porzellanschale iiberfithrt, 100 g
gepulverter Borax zugegeben und nach Zufiigung von
ungefihr 230 cem Wasser die Masse mit einem Pistill
so lange verrieben, bis das ganze Chinon, abgesehen von
einigen Flocken, gelist ist. Mit der Saugpumpe wird
dann vom fiiberfliissigen Borax und dem ungelisten ge-
fiarbten Riickstand unter geringer Saugung abfiltriert und
mit ungefihr 75 eem Wasser nachgewaschen. Inzwischen
werden 425 cem 95°% iger Alkohol mit 75 cem konzen-
trierter Salzsiiure in einen Jenaer Kolben eingebracht
und der Inhalt unter der Wasserleitung gut abgekiihlt.
Andererseits wird das chinon- und boraxhaltige Filtrat
in ein Becherglas von ungefihr 21 gebracht: zu der
Salzsdure-Alkohollosung werden einige Tropfen Brom zu-
gesetzt und die nach Auflosung dieses erhaltene stroh-
gelbe Losung in das Becherglas hereingegeben und einige
Male kriiftig umgeriihrt, so daB eine gute Mischung er-
folgt. Der nach 5 Minuten langem Stehen gebildete
Chinonniederschlag wird mit der Saugflasche und einem
Buchnertrichter abfiltriert und mit ca. 400 cem der
10%/igen Kochsalzlisung nachgewaschen. Es wird nun-
mehr dieses ganze letztere Verfahren der Umkristalli-
sation in gleicher Weise wiederholt, doch wird der Chinon-
niederschlag auf der Nutsche dieses Mal nicht mit Koch-
salzlosung ausgewaschen, sondern zuerst mit ungefiihr
200 cem 95°%igem  Alkohol und darauf mit 100 cem
Ather. Die auf diese Weise getrocknete Substanz wird
in einer dunklen Flasche aufbewahrt. Als Kontrollen
der Brauchbarkeit sind folgende Proben auszufiihren:

1. Eine 19/jige Lisung des Priiparates in Wasser soll
verglichen mit einer 05 Normallésung von Kalium-



o4

bichromat bei Farbengleichheit eine Schichtdicke von
26—27 gegeniiber der des Kaliumbichromats von 20
zeigen.

2. Wenn 2 ccm einer 1%/ igen Luwng auf 25 cem ver-
diinnt werden, und dazu 1 cem 259 ige Essigsiiure und
1 cem 15°%,ige Thiosulfatlosung gesetzt werden, soll die
Liosung in wenigen Sekunden fast farblos werden.

3. Zur Probe auf Abwesenheit von Ammoniak werden
10 cem der 1%,igen Chinonlésung mit ungefihr 2—3 g
Permutit 3—4 Minuten geschiittelt. Man giefit ab und
wiischt den Permutit 4 —5 mal mit destilliertem Wasser
aus, bis die Waschfliissigkeit ganz farblos ist. Setzt
man nun zum Permutitriickstand einige Tropfen 109/ ige
Natronlauge, 5 cem Wasser und 5 cem Nefilers Reagens,
so darf keine Gelbfirbung auftreten.

Bestimmung des Zuckers (Mikro-Pavy).

Prinzip: Nach Pavy wird Kupfersalz in alkalischer
Losung durch Traubenzucker reduziert, das gebildete
Kupferoxydul in Losung gehalten. Der Endpunkt der
Reaktion ist durch die Entfirbung der blauen Kupfer-
losung gekennzeichnet.

Gebrauchte Reagentien: 1. Seignettesalzlosung, 204 g
reinstes Seignettesalz, 20,4 g reines Kaliumhydrat werden
in wenig Wasser geluqt JUO cem 359 ige Ammoniak-
losung (spezifisches Gewicht 0,88) zugegeben und das
ganze auf 1000 cem aufgefiillt. 2. Kupfersulfatlosung,
4,158 g kristallisiertes reinstes Kupfersulfat werden mit
destilliertem Wasser im Mefikolben zu 1000 cem gelbst.
3. Ammoniaklosung 35%,ig (spezifisches Gewicht 0,88).

Der fiir die Methode erforderliche Apparat (Abb. 10) be-
steht aus einem Erlenmeyerkdlbchen aus Jenaer Glas von
ungefihr 75 cem Fassungsraum A, der mit einem doppelt
durchbohrten Stopfen armiert ist. Durch dessen eine
Offnung geht das Ansatzstiick einer Mikrobiirette B,
welche eine Teilung bis 5 cem triigt, und aus dem Bassin
des Nebenrohres stets wieder aufgefiillt werden kann (die
Mikrobiirette entspricht der auch sonst von mir ange-
gebenen mit der einen Ausnahme, dall der Fassungs-
raum ein groBerer ist). Durch die andere Bohrung des
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Korkens geht ein seitliches Rohr, welches zu einem mit
Bimsteinstiickchen gefiillten U-Rohr C fithrt, die mit
Schwefelsiiure getriinkt sind. Die ganze Apparatur ist
an einem Stativ befestigt, welches aufierdem unter dem
mit einem Drahtnetz verkleideten Ring, auf welchem der
Kolben A steht, einen Mikrobrenner B

trigt. I

Zum Versuch mufi der Harn ver- N :
diinnt werden, und zwar sind Harne Al :
(eiweilihaltiger Harn istzu enteiweiien) =
mit einem spezifischen Gewicht unter v

1015 10mal, solche bis 1025 auf das
2ofache, solche mit einem noch

hoheren auf das HOfache zu ver-
diinnen, indem 35 bzw. 2,5 bzw. 1 ¢em E‘E
im Mefikolben mit Wasser auf 50
aufgefiillt wird. Nachdem der Stopfen g
mit den beiden darin montierten Teilen, :
Mikrobiiretteund U-Rohr abgenommen li
worden ist, wird verdiinnter Harn in W

das Bassin der Mikrobiirette B ein-
gefiillt, wobei die Hiihne e und f zu-
nichst geschlossenbleiben: man 6ffnet
dann e, so dafl der Harn in das
graduierte Biirettenrohr iiberfliefit,
schliefit dann e wieder und lifit durch = D
f so viel Harn fortflieBen, daB alle
Luftblasen entfernt sind: so bald das
Biirettenrohr bis zur Spitze gefiillt
ist, wird der Hahn f wieder geschlossen ' : ]
und durch Offnen von e aus dem Be-
hilter neuer Harn zugefiigt, bis zur
Marke o der Mikrobiirette. Das Bassin sowie auch der zu
ihm fithrende Schenkel muf dabeiluftblasenfrei gefiillt sein.
Man bringt nun in das Kélbchen A je 10 cem Lisung (1)
und (2), dazu 6 cem (mit einem MeBzylinder abgemessen)
Ammoniaklisung (3), gibt einige Glasperlen herein, setzt
den Stopfen fest auf und erhitzt mit dem Mikrobrenner
zum Sieden. Sobald das Sieden beginnt, stellt man die
Flamme so ein, dafl die Liosung ganz schwach kocht

Abb. 10,



und gibt nun durch Offnen des Hahnes f im langsamen
stindigen Strome (das Auslaufen der 5 cem in der
Biirette soll ungefiihr 1 Minute dauern) so lange Harn-
losung dazu, bis die anfangs blaue Lisung entfirbt ist.
Ist dies mit den ersten 5 ccm nicht erreicht, so gibt man
aus dem Reservoir durch Offnen des Hahnes e neue
Losung in das Biirettenrohr bis zur Marke o und fiihrt
damit fort, bis die Entfirbung erreicht ist.

Die Berechnung der Zuckermenge griindet sich darauf,
dafl zur vollstiindigen Reduktion der eingebrachten alka-
lischen Kupferliosung 0,005 g Traubenzucker erforderlich
sind. Die hierfiir gebrauchte Menge Harnverdiinnung
enthielt also 0,005 g Traubenzucker.

Beispiel: Der Harn sei auf das 2bfache verdiinnt
worden. Zur Entfirbung waren 6,4 cem Harnlosung er-
forderlich. Es gilt also die Gleichung 6,4 : 0,005 = 100:x.
Die Menge des in 100 cem Verdiinnung enthaltenen

0,005 - 100 i
Traubenzuckers betrug also —-'[ ;_‘;4 — (),0781 g oder

0,07819/,. Da der Harn auf das 25 verdiinnt war, ist
der Prozentgehalt 0,0781 mal 25 — 1,959,

Wie alle Reduktionsproben, bestimmt auch diese aufier
dem Zucker gewisse andere reduzierende Bestandteile:
will man diesen Fehler eliminieren, so ist aus dem auf
diese Weise ermittelten Zuckergehalt in der 24 stiindigen
Harnmenge 2 g abzuziehen.

Bestimmung des Azetons, der Azetessigsiiure und
der j-Oxybuttersiure.

Azeton (priiformiertes) wird in der Kiilte, Azeton aus
Azetessigsiiire in der Wiirme unter Siurezusatz mit Hilfe
eines Luftstromes ausgetrieben. Als Maf der Azeton-
menge dient die Jodoformbildung.

Notwendige Reagentien: 1. Oxalsiurelosung, 1Y/ig;
2. Essigsiiure, 10"/,ig; 3. Natronlauge, 15%0ig; 4. Salz-
siiure, konzentriert; 5. !/,,, n-Jodlosung; 6. '/, n-Thio-
sulfatlosung; 7. 1"/ ige Stérkeldosung.

Zur Bestimmung dient folgender Apparat: (Abb. 11).
Als Destillierkolben dient ein Fraktionierkdlbchen von ca.
125 cem Inhalt mit langem Hals, der oben einen einge-
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schliffenen Stopfen mit fast bis zum Boden reichenden,
oben zu einem Trichter erweiterten Rohr triigt, als Auf-
fanggefiil eine sogenannte Gaswaschflasche mit einge-
schliffenem Stopfen. Verbindungen mit dem zwischen-
egeschalteten Kiihler Glas an Glas. Man gibt in das
Destilliergefifi A 2 ccm Harn, 25 cem destilliertes Wasser

Abb. 11.

2 cem Oxalséiurelosung und einige Tropfen Vaselindl, in
die Vorlage 10 cem n/100 Jodlésung, 5 eem Natronlauge
und ca. 5 cem destilliertes Wasser, Infolge der Fliichtig-
keit des zu bestimmenden Kiorpers ist es besonders fiir
genauere Untersuchungen sehr zweckmiilig, eine zweite
Vorlage (Gaswaschflasche) hinter der ersten — ebenfalls
mit kurzem Gummischlauch Glas an Glas — einzuschal-
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ten. Diese wird mit 3 cem n/100 Jodlosung, 1 eem Na-
tronlauge und ca. 5 cem Wasser beschickt. Nach beende-
ter Destillation wird ihr Inhalt sofort zu dem der ersten
Vorlage zugefiigt, sodali die weitere Verarbeitung ge-
meinsam erfolgt. Ist sehr viel Azeton zu erwarten, ist die
Menge der Jodlosung (stets aus einer Biirette oder mit
einer genauen Pipette zu entnehmen!) und der Lauge zu
erhbohen. Ohne zu erwirmen, saugt man wihrend
25 Minuten einen langsamen Luftstrom durch das Sy-
stem. Dann werden die Vorlagen abgenommen und
durch neue in gleicher Weise beschickte ersetzt. In
das Destilliergefifi gibt man durch den Trichter ¢ 1 eem
Essigsiure und saugt nun 15 Minuten lang unter Er-
hitzen des Destillationsgefiiles auf freier Flamme weiter
Luft durch. Verdampftes Wasser wird durch Zugiefien
von destilliertem Wasser durch den Trichter ersetzt.
Die Vorlagen werden sofort nach ihrer Abnahme weiter
verarbeitet. Man gibt so viel konzentrierte Salzsiure
hinzu, daffi die Losung sich durch Ausscheidung von
Jod Dbréunlich firbt, was mit dem Eintreten einer
sauren Reaktion zusammenfiillt. Tritt diese Braunfir-
bung nicht auf, so war zu wenig Jodlosung vorgelegt
und die Bestimmung ist mit einer grifieren Menge
Jodlosung zu wiederholen. Man kann auch versuchen,
durch Zusatz einer weiteren Menge Jodlosung die
Analyse zu retten. Den Inhalt der Vorlage titriert
man aus einer in 1/;, cem geteilten Mikrobiirette unter
Zusatz von Stirkelosung mit n/100 Thiosulfat, bis die
Blaufiirbung gerade verschwunden und die Losung farb-
los geworden ist (Methodik vgl. auch z. B. bei N-Bestim-
mung im Blut nach Bang S. 90). Da die Reagentien jod-
bindende Stoffe enthalten konnen, ist ein Leerversuch
anzustellen in genau gleicher Weise wie der Vollversuch
mit der einen Abiinderung, dafi in den Kolben A statt
Harn nur Wasser eingefiillt wird; ein eventuell dabei er-
haltener Wert ist von dem beim Vollversuch gefundenen
in Abzug zu bringen.

Berechnung: Die Differenz zwischen der vorgelegten
Menge Jodlosung und der zum Zuriicktitrieren verbrauchten
Menge Thiosulfatlosung in Kubikzentimeter, multipliziert
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mit 0,0967, ergibt die Milligramme Azeton in der ange-
wandten Harnmenge: die Titration der ersten Vorlage des
priformierten Azetons, die der zweiten des Azetons aus
Acetessigsiiure.

Beispiel: Fiir priformiertes Azeton vorgelegt 13 ccm
Jodlosung, zum Zuriicktitrieren verbraueht 12,2 ¢em Thiosul-
fatlosung; Menge des priformierten Azetons 0,8 - 0,0967
0,0774 mg in 2 cem, in 100 eem also 3,87 mg. Fiir Azet-
essigsiiure vorgelegt 13 cem Jodlosung, zum Zuriick-
titrieren verbraueht 9 cem Thiosulfatlosung; Azeton-
menge aus Azetessigsiiure also 0,0967-4 — 0,387 mg
in 2 cem bzw, 193 mg in 100 ecem Harn.

Will man Azeton und Azetessigsiiure nicht gesondert
bestimmen, so verfiihrt man sofort, wie zur Bestimmung
des Azetons aus Azetessigsiiure angegeben, und erhilt
dann das priformierte und aus das Azetessigsiiure ge-
bildete Azeton zusammen.

Will man auch die 7-Oxybuttersiure — durch Oxyda-
tion zu Azeton — bestimmen, so muf) der Harn vorbehandelt
werden. Man gibt in ein Mefikélbchen von 50 cem ge-
nau 5 cem Harn, dazu einen Uberschufi — es darf auf
weiteren Zusatz keine Fillung mehr entstehen — von
Bleiessig (im allgemeinen geniigen 5 c¢em) und 1 eem
konz. NH;, fullt zur Marke auf, mischt, filtriert und ver-
wendet 20 eem (= 2 ¢cem Harn) zur Azetonanalyse in der
eben beschriebenen Art. Man siuert mit wenig Essigsiiure
an. Nach Austreibung des freien und des als Azetessig-
siure vorhandenen Azetons, wie vorher beschrieben, lifit
man abkiihlen, gibt in das Destillationsgefifi so viel
Wasser, dall die Menge ca. 30 cem betrigt, und 1 cem
konzentrierte Schwefelsiiure. Nach Verbindung mit den
mit Jod und Natronlauge, wie oben beschrieben, be-
schickten Vorlagen erhitzt man auf kleiner Flamme unter
Luftdurchsaugung zum Sieden und gibt durch den
Trichter ¢ in Zwischenriiumen von 5 Minuten viermal
o cem  einer 29%igen Kaliumbichromatlésung. Nach
20 Minuten ist die Destillation vollendet, und man ver-
fihrt mit Ansiiuerung und Titration in der oben be-
schriebenen Weise.

Die Berechnung des Azetons erfolgt wie geschildert.
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Zur Feststellung der Menge der f-Oxybuttersiure multi-
pliziert man die Differenz zwischen Jodlésung und Thio-
sulfat (cem) mit 0,159 und erhiilt so die Milligramm Oxy-
buttersiiure in der angewandten Harnmenge.

Bestimmung der Harnsiiure in mittleren Harnmengen,

Notwendige Reagentien: 1. Uranammonsulfatlosung:
000 g Ammonsulfat werden in ungefihr 600 cem Wasser
oelist und in einen Melikolben von 1 1 eingefiillt. Hier-
zu wird eine Losung von 5 g Uranazetat in ca. 100 cem
Wasser und 6 cem konzentrierte Essigsiiure gefiigt und
die Mischung mit Wasser auf 11 aufgefiillt; 2. Ammon-
sulfatlosung 10%/,; 3. konzentrierte Schwefelsiiure; 4. Am-
moniak, 25"/ ig; 5. Kaliumpermanganatlésung, '/., normal.

60 cem Harn werden in einem hohen Zylinder mit
15 cem Uranreagens versetzt, gut durchgemischt und
stehengelassen, bis der Niederschlag sich ziemlich gut
abgesetzt hat. Man filtriert dann die klare Lisung durch
ein trockenes Filter in ein trocknes Gefifi. In zwei grofie
Zentrifugengliser von je ca. 30 cem Fassungsraum
pipettiert man je 25 cem der klaren Liosung herein, gibt
2 cem Ammoniak dazu, verschliefit durch einen Stopfen
und lifit mindestens iiber Nacht stehen, bis das ausge-
schiedene Ammonurat sich etwas gesetzt hat. Man zen-
trifugiert dann scharf und gieBt die klare iiberstehende
Losung ab. Man setzt je 15 bis 20 cem Ammonsulfat-
losung zu und zentrifugiert wieder, so dafl der Niederschlag
von Ammonurat sich gut am Boden absetzt. Die iiber-
stehende Flissigkeit wird wieder abgegossen, und nun-
mehr im Riickstand die Bestimmung vorgenommen. Man
gibt zu diesem 15 cem Wasser und 3 cem konzentrierte
Schwefelsiiure, wobei die Fliissigkeit sich auf 60—70 Grad
erwirmt. Man titriert sofort mit '/, Normal-Permanga-
natlésung unter hiiufigem Umrithren mit einem diinnen
Glasstiibchen, bis die gesamte Harnsiiure oxydiert ist,
was dadurch erkennbar wird, dafl der niichste einfallende
Tropfen Permanganat der Fliissigkeit eine rosa Fiirbung er-
teilt. Verschwindet diese innerhalb 10 Sekunden, so ist
noch ein Tropfen nachzugeben, bis die Farbe 10 Sekunden
lang bestehen bleibt. In beiden Proben mufi das Resultat
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das gleiche sein und hdéchstens um einen Teilstrich
differieren.

Berechnung: Die Anzahl verbrauchter Kubikzentimeter
Permanganatlosung multipliziert mit 1,5 ergibt die An-
zahl Milligramm Harnséure in den angewandten 25 cem
Losung bzw. 20 cem Harn.  Durch Multiplikation mit 5
wird die Harnsiiuremenge in 100 cem Harn erhalten: dieser
Zahl sind noch 3 mg Harnsiiure zuzufiigen, da diese in
Wasser etwas loslich ist.

Beispiel:Verbraucht seien im Durchschnitt der 2 Proben
3,0 cem n/H0 Permanganatlosung. Die Harnsiéiure in 100 cem
betrigt demnach 3,0-1,5-5 = 225 mg -+ 3 mg — 25,5 mg.

Bestimmung des Kreatinins und Kreatins.

Die durch Zugabe einer alkalischen Pikratlosung er-
zeugte Rotfirbung wird mit der Fiirbung einer Bichromat-
losung, deren Farbtiefe bekannt ist und einer bekannten
Kreatininmenge entspricht, verglichen!).

Erforderliche Reagentien: 1. Pikrinsiiureldsung 1,2/,
(gesiittigt), 2. Natronlauge, 10"/ ig, 3. '/, Normal - Kalium-
bichromatlosung (25,54 g Kaliumbichromat werden auf
11 gelist).

Zur Kreatininbestimmung konnen siimtliche Harne
verwandt werden. Bei Gegenwart von Azeton und Azet-
essigsiure ist der Harn zuniichst zur Entfernung dieser
Korper kurz aufzukochen.

1 eem Harn wird in einen 50 cem  MeBkolben
pipettiert, mit 1,5 cem Pikrinsdurelosung und 0,5 cem
Natronlauge versetzt, umgeschiittelt, 5 Minuten stehen-
gelassen, auf 50 cem mit Wasser aufgefiillt und durch-
gemischt. Die so erhaltene Firbung wird in irgendeinem
Kolorimeter mit der Bichromatlésung verglichen, welche
sehr anniihernd einem Gehalt von 1 mg Kreatinin in
20 cem entspricht.  Wird gleiche Farbtiefe bei gleicher
Schichtdicke der Versuchs- und Vergleichslosung erreicht,
so enthalten auch die 50 cem der Vergleichslisung bzw.
der 1 cem in dieser enthaltene Harn 1 mg Kreatinin.

") Der Vergleich mit einer Standard-Kreatininlésung (wie fiir Blut
beschrieben) seheint mir fiir Harn keinen Vorteil zu bieten.



Ist bei gleicher Farbtiefe die Schichtdicke verschieden,
so ist der Kreatiningehalt in

Schichtdicke der Bichromatlésung
Schichtdicke der Versuchslosung

Beispiel: Die Schichtdicke der Bichromatlosung sei
20 mm, die der Versuchslosung 25 mm; der untersuchte

1 ecem Harn =

&

20
Harn enthiilt also 2'_&-1 mg — 0,8 mg im cem, 08 g

Kreatinin im Liter.

Zur Bestimmung des Gesamtkreatinins, d. h. des pri-
formierten Kreatinins (s. oben) und des Kreatins, muf}
letzteres in Kreatinin iibergefithrt werden. Dies geschieht
durch Erwiirmen von 10 cem Harn -5 eem n-HCl wihrend
3 Stunden im Wasserbad von 80° Nach dieser Zeit wird die
Liosung quantitativ in ein Kdlbchen von 20 cem iberge-
spillt, mit n-NaOH neutralisiert und mit Wasser bis
zur Marke aufgefiillt. Von dieser Losung werden 2 ccm
(entsprechend 1 cem Harn) zur Analyse verwendet, die
genau ausgefithrt wird, wie fiir das Kreatinin beschrieben.
Die Berechnung gestaltet sich entsprechend. Die Diffe-
renz zwischen dem Werte fiir das Gesamtkreatinin und
dem des priformierten ergibt die Menge des Kreatins,
als Kreatinin berechnet. Will man sie als Kreatin aus-
driicken, so muf die erhaltene Zahl mit 1,27 multipliziert
werden,

Mikromethodik des Blutes.

Bei den Methoden zur Bestimmung der Blutbestand-
teile muB man unterscheiden zwischen Mikromethoden
im engeren Sinne und solchen, bei welchen zwar nur
verhiltnismiiig geringe Mengen Blut erforderlich sind
— besonders im Vergleich mit den frither benditigten —,
die immerhin aber einige Kubikzentimeter erfordern. Die in
diesen Fiillen notigen Blutmengen entnimmt man am besten
in iiblicher Weise aus der Armvene mit Hilfe einer Straub-
schen Kaniile oder noch besser mit einer Spritze. Will
man die Bestimmung im Serum vornehmen, so0 lifit man
das Blut sofort in ein steriles Zentrifugenglas einfliefien,
lifit gerinnen und zentrifugiert daraul. Das Absetzen
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des Blutkuchens vor dem Zentrifugieren wird beschleunigt,
wenn man das Glas mit dem Blut fiir ungefihr '/, Stunde
in den Brutschrank stellt.

Soll die Bestimmung im Vollblut oder im Plasma aus-
gefithrt werden, so mufi in der Regel, besonders wenn
man die weitere Bearbeitung nicht sofort anschliefit, ein ge-
rinnungshemmender Stoff zugefiigt werden. Das sonst fiir
diese Zwecke am besten geeignete Hirudin ist teuer. Man
verwendet dementsprechend im wesentlichen die kalkfiillen-
den Substanzen. Am besten fiir die meisten Zwecke eignet
sich Kaliumoxalat. Man pulvert es ganz fein und gibt in das
absolut trockne Gefi, welches das Blut aufnehmen soll,
20 mg Kaliumoxalat auf 10 cem Blut. Da grofiere Mengen
unter Umstinden schiidlich, kleinere ungeniigend zur
Gerinnungshemmung sind, ist die Blutmenge genau ab-
zumessen: man entnimmt entweder mit einer graduierten
Spritze und spritzt aus dieser schnell das Blut in das
oxalathaltende Gefiifi hinein, oder, wenn man direkt in
dieses Glas aus der Ader einlliefen lifit, markiert man
am Gefill die entsprechende Hiohe. Nachdem das Blut
zum Kaliumoxalat zugetan ist, schiittelt man wiederholt
gut um, bis eine vollstindige Mischung stattgefunden hat.
Die Methode ist durchaus zuverlissig und hat aufierdem
den grofien Vorteil, dai das Blutvolumen nicht veriindert
wird, also Umrechnungen irgendwelcher Art erspart wer-
den. Fur manche Fille empfiehit sich eine Ungerinnbar-
machung durch Zusatz von Natriumzitrat, Man stellt sich
eine 5"/ ige Zitratlosung her und gibt in das Auffangegefif
1 cem auf 9 cem aufzunehmendes Blut. Gute Mischung
ist auch hier erforderlich. Notig ist natiirlich, dafl das
Mischungsverhiltnis ganz strikt innegehalten wird, da
dieses zum Schluf fiir die Berechnung nétig ist. Endlich
kann man auch (vgl. z. B. S. 83) das Blut ohne Zusatz
aus der Spritze sofort in ein griéBeres Volumen destil-
liertes Wasser iiberfithren, wobei unter Himolyse das
verdiinnte Blut fliissig bleibt.

Zu bemerken ist, dafl unter Umstinden das Stauungs-
blut eine etwas andere Zusammensetzung hat als das
Blut der peripheren Kapillaren. Das Blut soll stets vom
nichternen Patienten entnommen werden,
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Die wahre Mikromethodik, d. h. das Verfahren, welches
die Venenpunktion umgeht und nur mit einigen Tropfen
Kapillarblut arbeitet, ist im wesentlichen durch den kiirz-
lichverstorbenen physiologischen Chemiker Ivar Bang aus-
gearbeitet worden. Es besteht darin, dafl einige Tropfen
Blut, welche der Fingerbeere oder dem Ohrlédppehen ent-
nommen werden, auf einem Bliittchen saugenden Papieres
aufgenommen werden; aus diesem Blittchen werden die
zu bestimmenden Bestandteile durch geeignete Lisungs-
mittel herausgeldst und in der so erhaltenen LOsung die
Analyse ausgefiihrt. Diese Loschpapierblitichen miissen
verschiedene Bedingungen erfiillen: sie miissen scharf
geschnitten sein, damit keine kleinen Fasern bei der
Behandlung sich loslosen und so das Gewicht verindern
kionnen. Sie miissen eine geniigende Saugfiihigkeit be-
sitzen, um einige Tropfen schnell vollstiindig aufzunehmen,
und sie miissen endlich frei sein von solchen Substan-
zen, die im Blut bestimmt werden sollen. Durch die
Handlungen konnen fertig priiparierte Bliittchen in ge-
eigneter Grofe (16 >< 26 mm) bezogen werden. Man kann sie
selbst herstellen, indem man weilles, gut saugendes, star-
kes Loschpapier in passender Grifle schneidet, die Stiick-
chen zur Entfernung von eiweilihaltigen und kohlen-
hydratihnlichen Substanzen mehrere Male mitganzschwach
angesiiuertem Wasser und darauf mit reinem Wasser
ein- bis zweimal auskocht und dann an der Luft auf
sauberem Papier zum Trocknen ausbreitet. Fiir Fettbe-
stimmungen ist eine Extraktion mit siedendem Ather oder
Petroliither und Alkohol erforderlich. Die Wiigung der
Bliittchen vor und nach der Beschickung mit Blut er-
folgt auf der Mikrowage (s. S. 10). Es ist darauf zu
achten, dafi die Lochstanzung, welche zum Anhiingen
an das Hikchen der Torsionswage erforderlich ist, ganz
scharf ist. Uber Abmessung von Blut zur Mikro-
bestimmung siehe S. 66.u. a. a. O.

Das Blut kann aus der Fingerbeere oder dem Ohr-
lippchen entnommen werden. Die betreffende Stelle wird,
wenn notig, mit Wasser und Seife, stets aber mit Alkohol
und etwas Ather gereinigt: zweckmiiflig ist eine leichte
Hyperiimisierung durch Abreiben mit einem mit Xylol ge-



triinkten Wattebausch. Bei Tieren entnimmt man das Blut
auf die allgemein iibliche Weise, z. B. bei Kaninchen aus
der Ohrvene, nachdem man die Haare etwas abgerupft hat.

Der Einstich erfolgt in die gereinigte Hautstelle am
besten mit Hilfe des Frankeschen Schneppers, den man
so tief einstellt, dafl er durch die Haut durchdringt. Den
ersten entstehenden Tropfen wischt man mit Watte scharf
ab und nimmt die Blutentnahme nun so vor, dal man
erst einen grofien Tropfen sich ausbilden lifit und dann
zur Aufsaugung das Blittchen an die Peripherie des
Tropfens heranbringt. Man wiederholt dieses, nachdem
sich ein weiterer Tropfen ausgebildet hat, sorgt aber da-
fiir, dati man diesen mit einem noch nicht getriinkten
Teile des Loschpapiers aufnimmt. Man wiederholt diese
Manipulation im allgemeinen 3—4mal, bis der untere
Teil des Bliittchens, bis ungefiihr zumn ausgestanzten Loch,
mit Blut durchtriinkt ist; es diirfen jedoch erhebliche
Mengen nicht aut der blutdurchsaugten Oberfliche stehen,
da die Bildung dickerer Schichten die spiitere Extraktion
mit dem Loisungsmittel erschwert oder ganz unmdoglich
macht. Wiihrend die Wiigung der leeren Bliittchen, die
man zweckmiiflig auf ein kleines Gestell aufreiht, das
man sich durch Aufstecken von Stecknadeln mit etwas
untergelegtem Kork in irgendein senkrecht stehendes
Brett herstellt, liingere Zeit vor der Abnahme, am
besten gleich in einer grifieren Serie erfolgen kann,
mull die Wigung der mit Blut beschickten Bliittchen
sehr schnell vorgenommen werden, da sonst infolge
Wasserverdunstung falsche Resultate gewonnen werden.
Aus demselben Grunde ist es auch nitig, dafi die Blut-
aufsaugung mdoglichst schnell geschieht. Sollten die
Tropfen zu langsam heraustreten, so kann entweder der
Einstich nicht geniigend sein; man macht in diesem
Falle daneben einen zweiten, etwas tieferen Einstich oder
aber — besonders wenn der Blutaustritt nachlifit —
handelt es sich um Gerinnung bzw. Verstopfung; man
wird durch kurzes, wiederholtes scharfes Abwischen mit
einem Wattebausch, wodurch auierdem eine Hyperiimie
erzeugt wird, in den meisten Fiillen ein reichlicheres
Flieien erzielen. Keinesfalls darf man die betreffende

Pincussen, Mikromethodik. 3. Aufl. 5]
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Stelle driicken oder quetschen, um den Eintritt von Ge-
webssaft zu vermeiden. Bei diesen Mikromethoden miissen
in jedem Falle mindestens zwei Parallelbestimmungen
ausgeliihrt werden. Ferner ist, mindestens an jedem
Tage einmal, eine Leerbestimmung unter Verwendung
eines unbeschickten Bliittchens erforderlich.

Bangsche Methodik mit Abmessen des Blutes.

Man kann die Kosten der Anschaffung einer Wage fiir
die Mikrobestimmung umgehen, wenn man bei sonst ganz
gleichem Verfahren die Abwigung des Blutes durch eine
Messung ersetzt. Zu diesem Zweck sind genau kalibrierte,
in cmm geteilte Pipetten notwendig, die 0,1 cem fassen. Die
Kalibrierung erfolgt am einfachsten durch Aufziehen von
Quecksilber bis zur Marke und Abwiegen des aus der
Pipette (nach Abwischen alles aufien anhaftenden Queck-
silbers) wieder herausgeblasenen Quecksilbers auf einer
genauen analytischen Wage. Das Gewicht dieses Queck-
silbers dividiert durch dessen spezifisches Gewicht (13,56)
gibt den Inhalt der Pipette in Kubikzentimeter Wasser und
ungefiihr auch Blut an. Man kann auch die Eichung in ge-
niigend genauer Weise so vornehmen, dafi man, wie bei der
iiblichen Bangschen Bestimmung, ein Blitichen abwiegt, in
die Pipette bis zur Marke Blut aufsaugt, dieses nach
Abwischen aufBlen anhaftenden Blutes auf das Blittchen
heraufblist und das Bliittchen schnell wieder wiegt. Das
Gewicht gibt direkt den Inhalt an. Man verfihrt bei
dieser Eichung genau so, wie unten fiir die Anstellung
der Versuche beschrieben. Am besten ist es, wenn die
Pipette genau 0,1 cem bzw. 0,1 g Blut faBt und man sie voll-
stiindig mit Blut fiillt, da dadurch die Rechnung erheb-
lich vereinfacht wird. Wenn man nicht geniigend Blut
bekommt, kann man sich natiirlich auch mit einer ge-
ringeren, genau abgelesenen Menge begniigen. Wichtig
ist es, dafl man dieselben Pipetten fiir alle Versuche ver-
wendet, da in diesem Falle auch bei kleinen Eichungs-
fehlern die Werte gut vergleichbar sind.

Zur Blutentnahme verfiihrt man folgendermafien. In
die gereinigte Haut macht man in iblicher Weise einen
Einstich mit dem Frankeschen Schnepper. Da die Ab-
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nahme mit der Pipette auf einmal erfolgen muB, ist eine
etwas griofiere Blutmenge erforderlich. Hierzu muff eine
Gerinnung des Blutes verhindert werden, was man
durch schnelles Arbeiten ohne Schwierigkeit erreicht.
Ist eine geniigend grofie Menge Blut ausgetreten,
so fihrt man die Pipette in den Blatstropfen herein und
saugt bis zur Marke Blut auf: entweder mit dem Mund
oder mit einer kleinen Rekordspritze, deren Ansatz durch
einen kurzen Schlauch mit dem oberen Ende der Pipette
verbunden ist. Nach regelrechter Fiillung nimmt man
die Pipette aus dem Blutstropfen heraus und wischt aufien
anhaftendes Blut sorgfiiltic weg. Man beschickt nun das
Blittchen mit dem Blut, indem man dieses tropfenweise
so aufsaugen ldfit, dafl es moglichst sich auf die Ober-
flaiche des Blittchens verteilt. Die letzten Reste muf
man — selbstverstindlich Pipetten, die bis zum Ende
geeicht sind, vorausgesetzt — durch Ausblasen heraus-
bringen und zum Schluff das an der Spitze noch haf-
tende Blut auf dem Blittchen abstreichen. Auf diese
Weise gelingt es, das Blut quantitativ — mit Ausnahme
eines konstanten, an den Wandungen haftenden Restes —
auf das Blittchen zu iiberfithren. Die weitere Verarbeitung
geschieht wie bei den gewogenen Bliittchen.

Vor jedem Versuch miissen die Pipetten rein und
trocken sein: die Reinigung erfolgt zuniichst mit kaltem
Wasser, darauf mit Alkohol, endlich mit Ather: nachdem
man diesen herausgeblasen hat, entfernt man die Reste
durch kurzes Durchziehen durch eine Flamme.

Bestimmung des Wassergehaltes.

Die im allgemeinen sehr schwierige Bestimmung des
Wassergehaltes wird durch Anwendung des Bangschen
Prinzips der Aufsaugung des Blutes auf Loschpapier-
bldttchen erheblich erleichtert, Die Wiigung mit der
Torsionswage ist jedoch fiir diese Fiille ungeeignet: man
mub die analytische Wage benutzen.,

Ein passendes, ungefiihr doppelt so groBes Blittchen als
tiir die gewdhnlichen Bestimmungen nach Bang verwendet
wird, wird in ein Wigeglischen iiberfiihrt, mit diesem, aber
nicht aufgesetzten, sondern danebengelegten Deckel eine

5_1‘
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Stunde bei 100 Grad im Trockenschrank getrocknet, der
Deckel aufgesetzt, das Wiigeglischen in einen Exsikkator
gebracht und nach vollstindigem Erkalten auf einer analy-
tischen Wage gewogen. Man stellt das Wiigegliischen dann
geschlossen zur Hand, bereitet alles fiir die Blutentnahme
vor, und wenn das Blut so reichlich austritt, dafi die
nitige Menge in kiirzester Zeit aufgesaugt werden kann,
bringt man das Blittchen aus dem kurz gebtffneten Wiige-
gliischen mit Hilfe einer Pinzette an die Bluttropfen heran,
saugt auf, iberfithrt das vollgesaugte Blittchen schnell
in das Wiigegliischen und setzt den Deckel wieder auf.
Bei der Blutentnahme ist besonders darauf zu achten,
dall keine dicke Blutschicht entsteht, sondern dafi das
Blut in gleichmiifiiger, moglichst diinner Schicht einge-
saugt wird. Man wiigt Wiigeglischen und Bliittchen,
notiert das Gewicht und bringt das Wiigeglischen wieder
in den Trockenschrank. Nachdem man den Deckel ab-
genommen hat, trocknet man eine Stunde lang, iiber-
fithrt wieder in den Exsikkator und wigt wieder. Man
bringt Wigeglischen mit Inhalt nochmals in den Trocken-
schrank herein, trocknet wie oben nochmals eine Stunde
lang und fiihrt wiederum nach Erkalten die Wiigung aus.
Stimmte dieses Gewicht mit dem nach einmaligem Trocknen
erhaltenen {iberein, so kann man in einfacher Weise
nunmehr den Wassergehalt aus der Differenz der beiden
Wigungen feststellen. Fand noch eine Gewichtsabnahme
statt, so ist Trocknung und Wiigung nochmals zu wieder-
holen, bis das Gewicht konstant geworden ist.

In dieser Weise ausgefiihrt, sind die Resultate des
Verfahrens zuverlissige: es wird nochmals auf eine
moglichst diinne Aufsaugung des Blutes hingewiesen.

Bestimmung der Chloride nach Bang.

Prinzip: Die Chloride werden durch Alkohol aus dem
Blute extrahiert; in der alkoholischen Lidsung wird das
Chlor mit Silbernitratlosung unter Verwendung von Ka-
liumchromat als Indikator bestimmt.

Erforderliche Reagentien: 1. 92"/ iger Alkohol (genau!l);
2. Y,,, Normal-Silbernitratlosung; 3. 7"/ige Lisung von
Kaliumchromat.
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Blutentnahme und Wiigung der Blittchen erfolgt in der
S. 64—066 beschriebenen Weise.

Die Bliittchen werden noch feucht in trockene Reagens-
gliiser iiberfiihrt und sofort mit 92"/ igem Alkohol iiber-
cossen, so dafy dieser ungefihr '/, em iiber dem obersten
Rand der Bliittchen steht. Man verschliefie die Glaschen
mit Stopfen und lifit mindestens 5 Stunden extrahieren
— war das Blut schon ganz angetrocknet, was in der
Regel bei lingerem als Sminutigem Stehen nach der Ent-
nahme eintritt,so ist eine Extraktion von mindestens 24 Stun-
den erforderlich. Man gief3t dann die Extraktionsfliissigkeit
in ein kleines Wiigegliischen oder Erlenmeyerkolbehen tiber,
gibt zum Nachwaschen in das Reagensglas noch ca.5—06 cem
Alkohol und vereinigt diesen nach 1 stiindigem Stehen
mit der iibrigen Losung. Man gibt hierzu nun einen
kleinen Tropfen des Indikators — grifiere Mengen Indikator
sind zu vermeiden, da der Umschlag ungenauer wird —
und titriert nun aus einer Mikrobiirette mit der Silber-
nitratlosung unter stiindigem Riithren mit einem diinnen
(Glasstiibchen, bis der Umschlag von gelb in hellbraun er-
folgt. Zur besseren Erkennung des Umschlages stellt man
das Glischen auf eine weilie Platte. Wichtig ist gute Be-
leuchtung, am besten Tageslicht oder Gasgliihlicht. Bei
gelblichem Licht ist der Umschlagpunkt nicht zu er-
kennen.

Die Bestimmung lifit sich auch nach der Volhardschen
Methode durchfiithren, indem man die Blutlésung mit einem
Uberschuf von 1/, , Silbernitratlisung versetzt, nachdem
man sie vorher mit einem Tropfen Salpetersiiure ange-
siuert und einen Tropfen einer kaltgesiittigten Lisung
von Eisenammoniakalaun zugegeben hat, und das iiber-
schiissige Silber mit n/100 Rhodanammoniumlésung zuriick-
titriert, bis eine Rotfirbung auftritt. Die Ergebnisse sind
ganz gleichwertig, die Bestimmung ist etwas komplizierter,
da man zwei Normallésungen braucht, die natiirlich auf-
einander eingestellt sein miissen; andererseits wird der
Umschlag von farblos nach rot von manchen Augen
besser wahrgenommen als der von gelb nach hellbraun.

Die Berechnung ist begriindet auf der bekannten Tat-
sache, dafi 1 ¢cem n/100 Silbernitratlosung 0,355 mg Chlor
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bzw. 0,685 mg NaCl entspricht. Man braucht also nur
die verbrauchten Kubikzentimeter der Silberlosung mit
diesen Zahlen zu multiplizieren, um die Anzahl Milligramm C|
bzw. NaCl in der angewandten Blutmenge zu erhalten.
Wurde die Volhardsche Titrationsmethode angewandt,
so ist die Menge verbrauchten Silbernitrats aus der zu-
nichst zugegebenen Menge abziiglich der verbrauchten
Kubikzentimeter Rhodanlosung zu berechnen.
Beispiel: Gewicht des abgewogenen Blutes 110 mg.
Zur Titration verbraucht 1,15 cem Silbernitratlésung.
Gehalt der Losung an Cl 1,15.0,355— 0408 mg, in
100 mg 0,371, in 100 g Blut 0,371 g Cl. Wird alles
Chlor als NaCl berechnet, so ergibt sich der NaCl-Gehalt
in der angewandten Blutmenge zu 0,585 - 1,15 = 0,673 mg,
der NaCl-Gehalt in 100 mg Blut zu 0,612 mg, der NaCl-
Gehalt in 100 g Blut also zu 0,612 g bzw. zu 0,6129/,.

Bestimmung der Chloride.

Prinzip: Nach Zusatz von Salpetersiure und Silber-
nitratlosung wird das Blut mit Hilfe von Permanganat
verascht und in der erhaltenen Asche das iiberschiissige
Silber durch Rhodanammonlésung zuriicktitriert.

Erforderliche Reagentien: 1.1/,,, N-Silbernitratlosung:;
2. '/100 N-Rhodanammonlésung; 3. verdiinnte Salpeter-
siiure frei von salpetriger Siure, Cl frei; 4. Kalium-
permanganatlosung, ungefiihr normal; 5. Eisenoxyd-
ammoniakalaun, fein gepulvert; 6. reiner Traubenzucker,
fein gepulvert (genau auf Cl-Freiheit zu priifen).

Mit einer in Kubikmillimeter geteilten, 0,2 cem fas-
senden Pipette nimmt man, wie S. 67 beschrieben, Blut aus
der Fingerbeere bzw. Serum, wischt das auien anhaftende
Blut ab und blist den Inhalt in ein kleines, ca. 25 cem
fassendes Kdlbchen aus Jenaer Glas hinein. Man wiischt
die Pipette wiederholt in doppelt destilliertem Cl-freiem
Wasser aus, welches man in Menge von ca. 2—3 cem in
einem Reagensglas bereit hat und gibt dieses Wasser eben-
falls in das Kolbchen hinein. Man gibt dazu 3— 4 cem ver-
diinnte Salpetersiure, dann aus einer genauen Biirette b cem
Silbernitratlosung und 1—2 Tropfen Permanganatlosung.
Mit kleiner Flamme wird zum Sieden erhitzt und 5 Minuten
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bei gelindem Sieden erhalten. Sobald infolge des Ver-
brauchs des Permanganats zur Oxydation die rote Farbe
der Losung verschwunden ist, wird tropfenweise von
neuem Permanganat zugegeben und dies so oft wieder-
holt, bis die rote bzw. rosa Farbe bestehen bleibt. Nach
Ablauf von 5 Minuten wird die Flamme entfernt und
der wenig abgekiihlten Losung zur Reduktion des iiber-
schiissigen Permanganats eine Messerspitze Trauben-
zucker zugefiigt, wodurch die Lisung vollkommen ent-
firbt wird. Weiteres Kochen ist unbedingt zu vermeiden.
Das ausgeschiedene Chlorsilber ist zu kleinen Komplexen
zusammengeballt. Nach dem Erkalten wird eine Messer-
spitze Eisenalaun zugegeben und in iiblicher Weise, bis zum
Erscheinen einer rosa Firbung, mit Rhodanammon titriert.

Zur Berechnung wird die zum Zuriicktitrieren ver-
brauchte Menge Rhodanammonlisung von der der zu-
erst zugefiigten Silberlosung abgezogen und die Diffe-
renz mit 0,355 bzw. 0,585 multipliziert, je nachdem ob
man die in der angewandten Menge vorhandenen Milli-
gramm Cl oder NaCl erhalten will.

Beispiel: Angewandte Blutmenge 0,2 cem, zugegeben
Silbernitratlosung 5 cem, zum Zuriicktitrieren 2,6 cem,
verbrauchtes Silbernitrat also 2,4 cem. Gehalt an Chlor
0,355-2,4=—=0.852mg Cl in 0,2 ccm bzw. 0,426 gin 100 ccm
Blut. Gehalt an NaCl (wobei alle Chloride als NaCl an-
genommen werden) 0,585 multipliziert mit 2 4-—1,404 mg
in 0,2cem bzw. 0,702 g in 100 cem oder 0,7020/,.

Die Menge der Chloride im normalen Blut, als NaCl
berechnet, betrigt ungefihr 650 mg 9/,

Bestimmung der Phosphate.

Eine Mikrobestimmung der verschiedenen Fraktio-
nen des Phosphors im Blutserum, und zwar einerseits
des im wesentlichen anorganischen Phosphors und
andererseits des Lipoidphosphors, dem kleine Mengen
Protein- bzw. Nuklein-Phosphor beigemengt sind, Iift sich
nach dem Prinzip von Greenwald durch Fillung des Biutes
mit einer essigsiurehaltigen Pikrinsiiurelosung bewirken,
in welcher der erstere Teil loslich ist, withrend der Lipoid-
phosphor in den Niederschlag geht. Die beiden Fraktionen
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werden nach Trennung verascht und in den so erhaltenen
klaren Losungen mit Hilfe eines Molybdiin-Strychnin-Re-
agens eine Triibung erzeugt, welche mit einer Triibung einer
bekannten Menge Phosphor, nach dem gleichen Ver-
fahren hergestellt, kolorimetrisch oder besser nephelo-
metrisch verglichen wird.

Erforderliche Reagentien: 1. In einer Liosung von
I Teil konzentrierter Essigsiure auf 99 Teile Wasser
wird 1 Teil Pikrinséiure unter leichtem Erwiirmen gelost
und die LOsung gut durchgemischt; 2. konzentrierte
Schwefelsiiure; 3. rauchende Salpetersiure; 4. ver-
diinnte Salpetersiiure (1 Teil konzentrierte Salpetersiiure
- 2 Teile Wasser); 5. Molybdiinsiure-Strychnin-Reagens
(Modifikation von Kleinmann): 30,4 g ammoniakfreie Mo-
lybdinsiure (MoO,) und 9,6 g kristallwasserfreies Na,CO,
werden mit ungefihr 200 cem Wasser so lange gekocht,
bis sich die Molybdinsiure bis auf einige kleine Flocken
(meistens Verunreinigungen) gelost hat. Man filtriert,
gibt der noch warmen Liosung 160 eem konzentrierte
Salzsiure (spez. Gew. 1,19) zu und liBit erkalten. An-
dererseits wird eine Losung von 1,6 g reinem Strychnin-
sulfat in ca. 100 cem Wasser bei 90 Grad hergestellt
und diese nach Erkalten zu der Molybdinsiiurelosung
gegeben. Man fiillt die Mischung auf 1000 cem auf
und bewahrt in dunkler Flasche auf. 6. l—‘lmsphm-
siure-Standardlosung: 3029 mg Na,HPO,--12H,0
werden in Wasser gelost, die Losung auf ]UUU Lc,m auf-
gefiillt. Zur Herstellung der gebrauchsfertigen Lisung
wird diese Stammlosung auf das 10fache verdiinnt, es
werden also 100 cem auf 1000 ¢em im MeBkolben ver-
diinnt. Diese Losung enthilt in 5 cem 0,03 mg P,0..

In prinzipieller Anlehnung an das Greenw aldsche
Verfahren wird 1 cem Serum, das durchaus himo-
globinfrei sein mufi, in einem Zentrifugenglas mit 8 cem
der Pikrinsiurelésung (1) versetzt und mit einem Glas-
stab gut durchgemischt. Man zentrifugiert in einer schnell-
laufenden Zentrifuge scharf ab und giefit die iiberstehende
Fliissigkeit, welche den anorganischen Phosphor enthiilt,
in einen Mikrokjeldahlkolben vollstiindig ab. Man dampft
bis zum Volumen von ungefiihr 1 cem ab, gibt nach Ab-
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kithlen 1 c¢em konzentrierter Schwefelsiiure hinzu und
erhitzt weiter, bis alle Pikrinsiure entfernt ist. Zum
Schlusse fiigt man einige Tropfen konzentrierte Sal-
petersiiure hinzu und erhitzt nochmals. Die Pikrinsiure
mull vollstiindig entfernt sein, auch die vielleicht an
den Wandungen haftende, was durch kurzes Erhitzen
des Kolbenhalses leicht erreicht wird. Nach Abkiihlen
figt man ca. 10 cem Wasser hinzu. Ist die Fliissigkeit
nicht vollig farblos, so kann die vorhandene gelbliche
Firbung entweder durch Stickoxyd bedingt sein oder
eine nicht villige Veraschung anzeigen. Durch Er-
widrmen mubl in ersterem Falle die Fiirbung verschwinden
und man kann die LoOsung weiter verarbeiten. Im
anderen Falle mufi eingedampft und die Veraschung
durch Zusatz neuer Salpetersiiure zu Ende gefiihrt
werden. Nach Beendigung der Veraschung und Ab-
kithlung iibertriigt man den Inhalt des Kolbchens
unter wiederholtem Nachspiilen mit destilliertem Wasser
in ein Meblikolbchen von 50 cem, gibt als Indikator
2 Tropfen p-Nitrophenol (s. S. 162) zu, neutralisiert mit
ungefihr 109/ iger Natronlauge, bis eine schwache
Gelbfirbung entstanden ist, und fiillt auf 50 cem
auf. Von dieser Mischung bringt man —- je nach
dem erwarteten P-Gehalt — 15—25 cem in ein Mef-
kdlbchen von 50 cem, gibt 5 cem verdiinnte Salpeter-
siure (4) hinzu und so viel Wasser, daB das Vo-
lumen 40—45 cem betriigt und stellt zur Seite. Zum
Riickstand im Zentrifugenglas, der den Lipoid-Phos-
phor enthiilt, werden 2 cem konzentrierter Schwefelsiure
zugegeben; nach einigem Stehen entsteht eine gleich-
formige Mischung. Man gibt diese in einen anderen Mikro-
kjeldahlkolben, spiilt mit moglichst wenig konzentrierter
Salpetersiiure nach und nimmt die Veraschung wie bei
der anderen Probe vor. Diese erfolgt naturgemiify erheb-
lich schwerer als die der Fliissigkeit. Man gibt in das
Kolbchen von Zeit zu Zeit einige Tropfen konzen-
trierter Salpetersiiure zu, gelegentlich auch einige
Tropfen konzentrierter Schwefelsiiure, bis das Farblos-
werden der Mischung die villige Veraschung des zu-
nichst schwarz werdenden Gemisches anzeigt. Hiernach
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liBt man erkalten und {berfithrt die Fliissigkeit unter
Beachtung der oben angegebenen Mafiregeln in ein 50 cem
Kolbehen, neutralisiert und verwendet 15—25 c¢em der zur
Marke aufgefiillten Losung zur Analyse. Man gibt auch hier
5 cem verdiinnte Salpetersiure und Wasser bis zum Vo-
lumen von ungefiihr 45 cem hinzu und stellt ebenfalls bei-
seite. Andererseits bereitet man in einem 50 cem Kolbehen
eine Mischung aus 5 ccm der verdiinnten P,0.-Lésung mit
einem Gehalt an 0,03 mg P,0. in dieser Menge, fiigt eben-
falls 5 eem verdiinnte Salpeterbdure zu und verdiinnt
gleichfalls bis zu ungefihr 45 eem. Man setzt nun zu
den 3 Mefikolben, deren Inhalt vorher gut durchzu-
mischen ist, je 2 eem des Molybdén-Strychnin-Reagens,
das, wenn nicht ganz klar, vorher filtriert werden muf,
fiillt bis zur Marke auf und liBt 20 Minuten stehen.
Der Vergleich erfolgt am besten im Nephelometer, bei
dessen Benutzung auch ziemlich weit auseinanderlie-
gende Differenzen richtig angegeben werden. Man kann
die Ablesung aber auch im Kolorimeter vornehmen; die
Werte werden aber hier nur dann Anspruch auf Genauig-
keit machen kinnen, wenn sie nicht zu weit von denen
der Testlosung differieren. In diesem Falle wiire es
also zweckmiiBig, sich zu gleicher Zeit mehrere Test-
l6sungen auf die gleiche Art, nur mit wechselnden
Mengen der Phosphorsiurelosung, herzustellen und die
passendste zum Vergleiche zu wiihlen.

Beispiel: Es seien 1 cem Serum in Arbeit genommen.
Sowohl die siiurelisliche Fraktion (also in der Haupt-
sache der anorganische Phosphor) wie die Fillung (Li-
poidphosphor) seien nach Veraschung auf 50 cem auf-
gefiillt und von diesen je 25 cem zur nephelometrischen
Bestimmung benutzt. Die Testlosung enthiilt in 50 ccm
0,03 mg. Wiirde im Nephelometer bei gleicher Schicht-
dicke der Testlisung und der Versuchslosung gleiche
Helligkeit bestehen, so wiirden 25 cem der Versuchs-
losung, die ja auf 50 cem aufgefiillt waren, ebenfalls
0,03 mg P,0, enthalten, 50 cem dieser Losung bzw. 1 ¢em
Sexum. aus dem sie gewonnen ist, also 0,06 mg P,0,,
d. h. 100 cem Serum wiirden 6 mg P,O; enthalten. Ist
die Schichtdicke bei Gleichheit der Felder ungleich, so



hat auch fir die nephelometrische Ablesung das fiir die
Kolorimetrie entwickelte Gesetz Geltung. Die Konzen-
tration der Versuchslosung ist gleich der Konzentration
der Vergleichslosung multipliziert mit dem Quotienten
der Schichtdicke der Vergleichslésung durch die Schicht-

. b ok S ] * nn = am
dicke der Versuchslisung oder sl' Es sei fiir die siiure-

I6sliche Fraktion s; 20 mm, s 30 mm: dann ergibt sich

die Konzentration des siiureldslichen P,0. in 100 cem
20

Serum zu 30" 6 mg P,0; =4 mg P,0

Sei andererseits fiir die Lipoidfraktion s, = 40, s — 30,

so ergibt sich die Menge des Lipoid-P,0, in 100 cem Se-

.rj'

4
rum zu 33 -6 mg P,O; =8 mgP,0,.

Die Menge des P ergibt sich aus den erhaltenen
Werten durch Multiplikation mit 0,437.

Normales Blut enthiilt ungefihr 4 mg 0/, anorganischen,
omg?®, organischen P.

Bestimmung des Natriums !).

Prinzip: Das Natrium wird mit Pyroantimoniat in
Natriumpyroantimoniat iibergefithrt und das Antimon
jodometrisch bestimmt.

Gebrauchte Reagentien: 1. Kaliumpyroantimoniat-
losung: 2 g Pyroantimoniat (K,H,Sbh, 0. - 6H,0) werden
in 11 Wasser gelist. 2. Alkohol 959 ,ig. 3. Kalium-
Jodidlosung  29ig. 4. Salzsiure, konzentriert 1,19.
5. Stiirkelosung 19/ig. 6. Natriumthiosulfatlosung n/100.

In ein kleines Zentrifugierglas aus Jenaer Glas wird
1 cem Wasser eingebracht, sodann mit einer Pipette
0,1 eem Serum oder Plasma abgemessen und in das
Reagensglas hereingeblasen. Die Pipette wird durch
Auswaschen mit der im Zentrifugenglas befindlichen
L.osung und nachheriges Ausblasen gereinigt. Man gibt
nun 1 cem Reagens (1) und 10 Tropfen (0,4 cem) 959/ jigen
Alkohol zu. Man mischt durch leichtes Umschwenken

') H. Miiller (Physiol. chem. Anstalt Basel). Helv. chim. aet, VI,
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und lifit 2 Stunden stehen. Darauf wird zentrifugiert
und danach die iiberstehende Lésung mit dem kleinen
bei der Kaliumbestimmung beschriebenen Apparat ab-
geblasen. Man gibt 2 cem 309%igen Alkohol zu, wirbelt
dabei etwas auf, Lentnfumert wieder, blist {lle klare
Fliissigkeit ab uml wiederholt diese Manipulatiun noch
zweimal. Nach Entfernung der letzten Fliissigkeit wird
das Glischen in ein Wasserbad von 80—100 Grad ein-
gestellt, bis die letzten Spuren von Alkohol verschwunden
sind. Durch Absaugen kann man dies noch beschleunigen.
Nach dem Abkiihlen wird zum Riickstand 1 cem KJ-
Losung (3) und 1 cem konzentrierte Salzsidure, ferner
2 cem Wasser zugefiigt, leicht gemischt und 10 Minuten
stehengelassen. Danach werden 2 Tropfen Stérke-
losung zugegeben und mit n/100 Thiosulfatlosung bis
zum Verschwinden der Blaufirbung in iiblicher Weise
titriert.

Die Berechnung griindet sich darauf, dafi die zur
Titration gebrauchten Kubikzentimeter Thiosulfatlosung
mit 0,115 multipliziert die mg Natrium ergeben.

Beispiel: Es seien zur Titration gebraucht 2,32 ccm
Thiosulfat, die Menge des Natriums ergibt sich demnach
zu 0,267 mg in 0,1 cem, zu 0,267 g in 100 cem Serum.

Die Menge des Na im normalen Blut betrigt ungefihr
0,38 g %,

Bestimmung des Kaliums (nach Kramer).

Prinzip: Das Kalium wird direkt im Serum als Kobalt-
nitrit-Doppelverbindung gefilllt und diese durch oxydi-
metrische Titration mit Kaliumpermanganat bestimmt.

Erforderliche Reagentien: 1. Natrium-Kobaltnitrit-
reagens. Es wird hergestellt Losung A: 5 g Kobaltnitrat
werden in 100 cem Wasser gelost und der Lusuncr 2,0 cem
Eisessig zugegeben. Losung B: 24 g kaliumfireies Na-
triumnitrit werden in 36 cem Wasser gelist, was unge-
fiihr 44 cem Losung ergibt.  Zur Herstellung des fertigen
Reagens werden zu der gesamten Liosung A 42 ccm der
Losung B zugefiigt, wobei sich Stickoxyde entwickeln.
Durch die Losung wird so lange Luft durchgeblasen, bis
keine Gase mehr entweichen. Das Reagens ist dann
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fertig und hilt sich im Eisschrank mindestens einen
Monat lang unverindert. Vor dem Gebrauch stets filtrieren.
2. 20volumenprozentige Schwefelsiure (20 cem l{mwen—
trierte Schwefelsiiure -- 80 eem destilliertesWasser). 3.1/,
N-Oxalsiurelosung hergestellt aus 10 cem n/10 Oxalsiiure-
losung -+~ 2 cem n;l{] H,S0,, mit Wasser auf 100 cem
zu verdiinnen. 4. ! {100 N-hﬂlmmperm1n=ral1atlu=-.11ng

In ein Zentrifugenglas wird 1 cem Serum einpipettiert
und 2 cem Kobaltreagens tropfenweise zugegeben. Nach
%/, Stunden werden ungefihr 2 ccm

Wasser zugefiigt und scharf abzentri- :
fugiert. Die iiberstehende Fliissigkeit . /
wird entfernt, indem der kleine Appa- /T'
rat (Abb. 12) fest auf das Zentrifugen-
glas aufgesetzt wird und durch das
Mundstiick kriftig, aber vorsichtig
Luft eingeblasen wird. Zum Riickstand
werden ca. 6 cem Wasser zugegeben,
leicht gemischt wieder zentrifugiert,
das Wasser wieder abgeblasen und
dieses Verfahren so oft (2—3mal)
wiederholt, bis die {iberstehende
Flussigkeit ganz farblos ist. Nach-
dem nunmehr das Wasser in gleicher
Weise entfernt worden ist, wird zum Abb. 12.
Riickstand ein Uberschuf der Kalium-
permanganatliosung (ca. 5 cem aus einer Biirette genau
gemessen) und 1 cem Schwefelsiure zugefiigt, mit einem
diinnen Glasstibchen aufgerithrt und 1!/, Minuten in
ein siedendes Wasserbad (kleines Becherglas) gestelit,
wobei die rote Farbe nicht villig verschwinden darf.
Ist dies dennoch der Fall, so mu8 etwas Permanganat
nachgegeben und noch '/, Minute erhitzt werden. Man
nimmt aus dem Wasserbad heraus, gibt unter leichtem
Umriithren 2—3 cem Oxalsiiurelésung dazu, so daB die
Flussigkeit farblos wird. Aus der anderen Biirette gibt man
dann so lange Permanganatlésung hinzu, bis gerade eine
rotliche Firbung auftritt, die 1 Minute lang bestehen bleibt.
Berechnung: 1 cem !/, N- -Kaliumpermanganat oxy-
diert so viel Kalium-Kobaltnitrit, wie 0,071 mg Kalium

"I.r'!-!.'
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entspricht. Durch Multiplikation der verbrauchten Kubik-
zentimeter Permanganat abziiglich der zugegebenen Oxal-
siuremenge mit 7,1 erhiilt man die Milligramm Kalium
in 100 eem Serum,

Beispiel: Angewandt 1 cem Serum, zugegeben 4 cem
'/;00 N-Permanganatlosung, nach dem Kochen zur Ent-
fairbung 2 cem Oxalséiurelosung, 1,2 cem Permanganat
bis zur rosa Firbung. Zur Oxydation demnach erforder-
lich 4 cem + 1,2 cem — 2 ecem= 3,2 cem. Durch Multi-
plikation mit 7,1 erhélt man den Wert 22,72 mg K in
100 cem Serum.

Der K-Gehalt des normalen Blutes betrigt ungefiihr
20 mg 9/,

Bestimmung des Kalziums.

Prinzip: Mit Zitrat ungerinnbar gemachtes Blut wird
himolysiert, die klare Blutlosung mit Oxalat gefillt und
die aus dem Niederschlag freigemachte Oxalsiiure mit
Permanganat bestimmt.

Notwendige Reagentien: 1. 5"/ ige Ammoniumechlorid-
osung, 2. 3"/jige Ammoniumoxalatléosung, 3. 5Y/ ige
Natriumzitratlosung, 4. '/,,, Normal-Kaliumpermanganat-
losung, 5. n-Schwefelsiure.

Ein Mefikdolbchen von 10 cem wird mit genau 1 eem
Zitratlosung beschickt und das Kdélbehen mit Blut aus
der Spritze direkt bis zur Marke aufgefiillt. Man {iber-
spiilt nach Mischen den Inhalt unter wiederholtem Nach-
spiilen in ein Mefik6lbchen von 50 cem, gibt warmes
destilliertes Wasser bis zur fast voilligen Fiillung zu,
mischt gut durch und lifit zur vollstindigen Himolyse
ungefihr !/, Stunde lang stehen. Man fiillt zur Marke
auf, mischt wieder durch, bringt den Inhalt in ein oder zwei
Zentrifugenréhrchen und zentrifugiert nun scharf, so daf
das Stroma sich vollstindig am Boden absetzt und
die Losung ganz durchsichtig erscheint. Von dieser
iiberstehenden Lésung wird, um Doppelanalysen zu
haben, je ein aliquoter Teil (z. B. 15 cem), der sehr
vorsichtig zu entnehmen ist, damit keine Stroma-
teilchen mitgenommen werden, in ein anderes Zentri-
fugenglas {iberfiihrt, 1 c¢em der Ammoniumehlorid-
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losung (1) zugegeben, gut gemischt und dann sehr lang-
sam unter dauerndem Mischen mit einem diinnen Glas-
stab 3 cem der Oxalatlosung zugefiigt. Man lifit nun
mindestens 16 Stunden stehen, damit das Calcium voll-
stiindig ausgefiillt wird. Hiernach =zentrifugiert man
scharf, giefit darauf die liberstehende Lésung ab, gibt unter
leichtem Aufriithren des Niederschlages nochmals unge-
fihr 25 cem kaltes destilliertes Wasser in das Réhr-
chen, zentrifugiert nochmals und wiederholt diese Pro-
zedur, wenn der Niederschlag noch nicht rein weifl und
die iiberstehende Fliissigkeit noch gefiirbt sein sollte.
Darauf gibt man nach Abgiefen des letzten Wasch-
wassers zum Niederschlag 5 cem n-Schwefelsiiure (5),
erwdrmt das RoOhrechen im Wasserbad auf 75—80 Grad
und titriert bei dieser Temperatur unter dauerndem
Rithren gegen einen weifien Untergrund mit n/100 Ka-
liumpermanganatlésung aus einer Mikrobiirette, bis eine
rosa Farbung die Beendigung der Reaktion anzeigt. Die
beiden Analysen miissen auf 2 Teilstriche —%/,,, cem
miteinander iibereinstimmen.

Das Verfahren ist das gleiche fiir Plasma. Das Blut
wird mit Zitrat-Zusatz entnommen, zuniichst die Blut-
korperchen abzentrifugiert und das so erhaltene Plasma
zur Analyse verwendet. Man nimmt 5 eem Plasma in
Arbeit, setzt die gleiche Menge Ammoniumchloridlésung
wie fir Blut und nach Mischen langsam 10 cem einer
3Y/,igen Ammonoxalatlésung zu. Im iibrigen verfiihrt
man wie beim Vollblut. Auch Serum wird in derselben
Weise verarbeitet,

Die Berechnung griindet sich darauf, dafl durch 1 cem
'/10 N-Permanganatlisung 1 cem /100 Normal-Oxalsiiure-
I6sung, entsprechend 0,6305 mg Oxalsiiure (COOH), -
2H,0, oxydiert wird. Diese Menge entspricht anderer-
seits 0,64 mg Kalziumoxalat oder 0,2 mg Kalzium. Es seien
9cem Vollblut in Arbeit genommen, auf 50 cem aufge-
fillt und 15 ecem davon weiter verarbeitet worden. Zur
Titration der aus dem Kalziumoxalat freigesetzten Oxal-
sdure seien im Mittel 1,6 cem Permanganat verbraucht wor-
den, dann wiire der Kalkgehalt der Probe 1,6-0,2 0,32 mg.
Da nicht die ganze Blutmenge, sondern nur 15 cem des auf
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o0 cem verdiinnten Blutquantums zur weiteren Verarbeitung
genommen worden waren, so mufl diese Zahl, um den

Kalkgehalt in 9 cem Blut zu erhalten, noch mit . multi-

15
pliziert werden; wir bekommen also in 9 cem einen Kalk-
D)
gehalt von 0,32 . '“1}5 1,067 mg, also in 100 ccm Blut einen

Kalkgehalt von 11,9 mg.

Der Ca-Gehalt des normalen Blutes betriigt ungefihr
10 mg 9/,.

Bestimmung des Magnesiums').

Prinzip: Im vom Kalk befreiten Serum oder Plasma
wird mit phosphorsaurem Ammoniak phosphorsaure
Ammoniak-Magnesia ausgefiillt: Die Phosphorsiiure der
Verbindung wird kolorimetrisch bestimmt und daraus das
Magnesium berechnet.

Gebrauchte Reagentien: 1. Molybdiinsiurelésung
(0 g Ammonmolybdat werden mit n-Schwefelsiiure auf
1000 cem gelost). 2. Hydrochinonlésung: 20 g Hydro-
chinon werden auf 1000 eem Wasser gelést und 1 cem
konzentrierte Schwefelsédure zugesetzt. 3. Karbonatsulfit-
losung: 1000 cem 209/ ige Natriumkarbonatlosung werden
mit 250 cem 15%iger Natriumsulfitlosung (Na,SO,) ge-
mischt. 4. Standardlésung: 4,387 g reines saures Kalium-
phosphat (KH,PO, zu Enzymstudien nach Sérensen) wird
auf 11 gelist. Die Losung wird zum Gebrauch auf das
20fache verdiinnt; sie enthiilt dann in 2 cem 0,1 mg P.
D. Ammnniummalatlﬁsung 3%,ig. 6. Ammoniumphosphat-
losung 29ig. 7. Ammoniak 20%,ig. 8. Ammoniaklésung
2%,ig (10 cem 209 iger Losung mit Wasser ad 1{]{]]
9. n-Schwefelsidure.

2 cem Serum oder Plasma werden in einem Zentri-
fugenglas zur Entfernung des Kalziums mit 3 cem Wasser
und 1 cem Ammoniumoxalatlosung (5) versetzt und min-
destens !/, Stunde stehengelassen. Nach dieser Zeit
wird fEI‘Itllfl.lglE]t und von der klaren iiberstehenden
Lusung O cem in ein anderes Zentrifugenglas iiberfiihrt.

) {ﬂdlent (Physiol. chem. Institut Basel). Helv. chim. act. IV.
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In dieses werden ferner 1 cem Ammoniumphosphatlosung
() und 2 cem 20° jiges Ammoniak (7) zugefiigt, mit einem
feinen Glasstab gemischt und das Zentrifugenglas mit
[nhalt auf 5 Minuten in ein Wasserbad von 80 Grad ein-
gestellt. Man nimmt heraus und lift bis zum nichsten
Tag leicht verschlossen stehen. Sodann wird scharf
zentrifugiert, wobei sich der Niederschlag von phosphor-
saurer Ammoniakmagnesia am Boden des Zentrifugen-
glases absetzt. Es wird nunmehr die klare iiberstehende
Fliissigkeit moglichst vollstindig abgegossen, ungefiihr
die gleiche Menge 2°iger Ammoniaklosung (8) zuge-
fiigt und wieder zentrifugiert. Diese Behandlung wird
noch zweimal wiederholt; nachdem die letzte Fliissig-
keit abgegossen ist, wird ungefihr 0,5 cem n-Schwefel-
sdure (V) zugegeben und auf diese Weise der Nieder-
schlag gelost. Durch leichtes Erwirmen wird dieser
Prozefl, wenn er nicht ohne dies glatt vor sich gehen
sollte, beschleunigt. Man spiilt nun mit 10 cem destil-
liertem Wasser den Inhalt des Zentrifugenrdhrchens
quantitativ in ein MeBkdlbehen von 25 cem iiber. In
ein zweites MeBkolbchen der gleichen GréBe bringt man
2 cem der auf das 20 fache verdiinnten Standardlésung (5)
und gibt 8 cem destilliertes Wasser dazu. Nach leichtem
Mischen gibt man in jedes Kélbchen 1 cem Molybdiin-
sdurelosung (1), mischt leicht, fiigt sodann je 2 cem
Hydrochinonlsung zu, mischt wieder und 1it 5 Minuten
stehen. Danach werden in jedes Kbolbchen 5 cem der
Karbonat-Sulfitlosung zugegeben und nach leichtem Um-
schwenken bis zur Marke mit destilliertem Wasser auf-
geflllt. Die erhaltenen durchmischten LOosungen werden
im Kolorimeter sofort verglichen.

Die Berechnung erfolgt auf Grund der Tatsache,
dab in der Verbindung MgNH,PO, mit dem Molekular-
gewicht 137,3 (phosphorsaure Ammoniakmagnesia, als
welche das Magnesium ausgefiillt worden ist) 31 Teile
Phosphor 24,3 Teilen Magnesium entsprechen. Da kolori-
metrisch der Wert des Phosphors ermittelt wird, mufi dem

i}. ‘l:
nach zur Berechnung des Magnesiums mit - - (0,784

31
multipliziert werden.

Pincussen, Mikromethodik. 3. Aufl. G



Beispiel: Der kolorimetrische Vergleich der aus dem
Blut gewonnenen Lésung mit der Testlisung habe er-
geben, dali Farbengleichheit bei einem Stand der Ver-
suchslosung von 46 und der Testlésung von 30 war.
Da die Vergleichslosung 0,1 mg P enthielt, so ergibt sich

* L) "l 5 -
nach der kolorimetrischen Formel ¢ — ¢, - ql die Menge

S0 -
Da 2 cem Serum zuniichst auf 6 eem verdiinnt, nach der
Fillung des Kalziums davon 5 cem benutzt worden waren,
ist der berechnete P-Gehalt in

2 - f: cem Serum = 1,67 eem

enthalten. 100 cem Serum enthalten also 0,0652 - 100: 1,67
— 3,904 mg P. Zur Ermittlung des Mg-Gehaltes, wird,
wie oben angegeben, mit 0,784 multipliziert: es ergibt
sich 3,06 mg Mg in 100 cem Serum.

Die Menge des Magnesiums in normalem Blut betrigt
ungefihr 2 mg 9%/,

des in der Blutprobe enthaltenen P zu 0,1

Bestimmung von Kalium, Natrium und Kalzium
(nach Kramer und Tisdall).

Prinzip: Nach Enteiweilung mit Trichloressigsiure wird
in verschiedenen Teilen des Filtrates Kalium, Natrium und
Kalzium bestimmt: das erste als Kobaltnitritverbindung,
das zweite als Pyroantimoniat und das letzte als Oxalat.

Notwendige Reagentien: 1. Trichloressigsiure,
129/,ige Losung; 2. Oktylalkohol; 5. Natriumreagens: Ka-
liumpyroantimoniatlésung: zu 500 cem kochendem destil-
liertem Wasser in einem Jenaer Kolben werden 10 g Kalium-
pyroantimoniat zugefiigt und 3—5 Minuten weitergekocht.
Darauf wird schnell unter flieBendem Wasser abgekiihlt und
15 cem einer 109/jigen Kalilauge (aus mit Alkohol gerei-
nigtem KOH) zugegeben. Nach 24 Stunden wird durch
ein aschefreies Filter in eine innen mit Paraffin ausge-
schwenkte Flasche hineinfiltriert. Haltbarkeit ungefihr ein
Monat; 4. 95%iger Alkohol; 5. 30%/yiger Alkohol; 6. Kalium-
reagens: Kobaltnitritlosung (bei Kaliumbestimmung be-
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schrieben); 7.1/,,, N-Kaliumpermanganatldsung; 8. 1/, ,, N-
Oxalsiiure; 9. 20volumenprozentige Schwefelsiure: 10, Kal-
ziumreagens: gesiittigte Ammoniumoxalatlosung; 11. ge-
sittigte Losung von Natriumazetat, filtriert,

Ein MeBikdlbchen von 50 cem wird mit 25 cem destil-
liertem Wasser beschickt und gewogen. Man entnimmt aus
der Vene mit einer Spritze 7—8 cem Blut, gibt dies un-
mittelbar langsam unter stindigem Bewegen des Kolbchens
in dieses herein und wiigt wieder, wodureh die Menge des
angewandten Blutes bestimmt wird. Man kann auch, wenn
man die Resultate auf Blutvolumina beziehen will —
was praktisch keinen grofien Unterschied macht —
eine gemessene Menge Blut in das in gleicher Weise mit
Wasser beschickte Kalbchen hereingeben. Nach Zugabe
von 1—2 Tropfen Oktylalkohol werden langsam unter
leichtem Umschiitteln 12—13 eem Trichloressigsiiure zu-
gefiigt. Nach zehnminutenlangem Stehen wird zur Marke
aufgefiillt, gemischt, der Inhalt in ein oder meh rere Zentri-
fugengliiser eingebracht und scharf zentrifugiert. Einen ge-
messenen Teil der klaren Losung dampft man in einer Glas-
oder Porzellanschale auf dem Wasserbad zur Trockne ab,
I0st den Riickstand durch Zugabe von /0 N-Salzsiiure,
tiberfiihrt die Losung in ein MeBkodlbchen von 10 eem und
filllt zur Marke auf. Von dieser Lisung, die etwas opales-
zent ist, werden 4 eem zur Natriumbestimmung, 0,5 cem
zur Kaliumbestimmung und 4 cem zur Kalziumbestimmung
verwender,

Bestimmung des Natriums: 4 cem der Lisung werden
im Platintiegel auf ca. 2 cem eingedampft, darauf unter
Zugabe eines Tropfens Phenolsulfophthalein mit 109/, iger
Kalilauge alkalisiert (10— 12 Tropfen). Man gibt dazu
10 cem des Pyroantimoniatreagens und 3 cem 959/ igen
Alkohol tropfenweise unter Umriihren. Nach 30 Minnten
wird der Niederschlag durch einen nach Trocknen zur
Gewichtskonstanz gewogenen Goochtiegel unter miBigem
Saugen filtriert. Statt der friither mit Asbest selbst her-
gestellten Goochtiegel verwendet man zweckmiiiig die
gebrauchsfertigen Goochtiegel aus Porzellan der Staat-
lichen Porzellanmanufaktur Berlin oder die aus Glas
nach besonderem Verfahren erzeugten Filtriertiegel von

6
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Schott & Gen,, Jena. Trocknung erfolgt durch ein-
stiindiges Erwiirmen auf 110° und nachheriges Abkiihlen
im Exsikkator. Die durchlaufende Fliissigkeit mufi natiir-
lich klar sein, sonst ist der Goochtiegel unbrauchbar.
Nachdem der Niederschlag abgesaugt ist, wird mit
5—10 cem 30°%igem Alkohol nachgewaschen und der
Tiegel nun wiederum bei 110" getrocknet, in den Exsik-
kator iiberfithrt und dann gewogen.

Berechnung: Das Gewicht des Pyroantimoniatnieder-
schlages in Milligramm, dividiert durch 11,08, ergibt die
Menge Natrium in der fiir die Natriumbestimmung an-
gewandten Blutmenge.

Bestimmung desKaliums:0,5cemderLisung werden
in einem Zentrifugenrohr mit 0,5 cem Wasser verdiinnt
und 0,5 cem einer Natriumnitritlosung (15 g K-freies Na-
triumnitrit in 30 cem Wasser) zugefiigt. Mit einem feinen
Glasstab mischen und 5 Minuten stehenlassen. Dann
4 cem Wasser zugeben, wieder mischen und 2 ecm Kobalt-
nitritreagens tropfenweise zufiigen. Mischen und '/, Stunde
stehenlassen. Darauf wird scharf zentrifugiert und in
gleicher Weise verfahren, wie bei der Kaliumbestimmung
angegeben. Das gleiche gilt fiir Titration und Berechnung.

Kalziumbestimmung: 4 cem Liosung werden in ein
mit Schwefelsiiure und Kaliumbichromat gereinigtes Zentri-
fugenglas gegeben, dazu 1 cem Ammoniumoxalatlosung
und 2 cecm Natriumazetatlosung gemischt. Man 1ifit 1 Stunde
stehen, fiillt mit Wasser auf ungefihr 8 cem auf, mischt
wieder und zentrifugiert scharf ab. Mit der Kkleinen,
frither (S. 77) beschriebenen Vorrichtung entfernt man
die Hauptmenge der iiberstehenden Losung, verteilt
den Riickstand durch leichtes Bewegen in dem Rest der
Fliissigkeit und gibt dann 2°/jige Ammoniaklosung (2 ccm
konzentriertes Ammonial, mit Wasser auf 100 cem ver-
diinnt) bis zu 4 cem zu, wobei man aufpalt, dall an den
Wiinden kein Oxalat hiingen bleibt. Man zentrifugiert,
entfernt die iiberstehende Fliissigkeit, gibt nochmals
Ammoniak dazu, zentrifugiert wieder, entfernt wieder
das Wasser, mischt darauf durch leichtes Neigen den
Niederschlag mit dem Fliissigkeitsrest und figt nun
2 cem einer ungefihr Normalschwefelsiure dazu. Man
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erwiirmt das Zentrifugenrihrehen in einem kochenden
Wasserbad (Becherglas) withrend 3 Minuten und titriert
noch heifi mit 1/, N-Permanganatlosung, bis eine rosa
IFirbung 1 Minute lang bestehen Dbleibt.

Berechnung: Diese ist die gleiche wie bei der Kal-
ziumbestimmung nach Clark angegeben:1e¢em/,,,,Perman-
ganatlosung entspricht 0,2 mg Kalzium in der fiir die

Analyse verwandten Blutmenge.

Berechnung der Gesamtanalyse: Beispiel: Ange-
wandt waren 8 cem Blut, die auf 50 eem nach der Entei-
weiflung aufgefillt waren. Beim Zentrifugieren wurden
a0 cem Flilssigkeit gewonnen, die nach Eindampfen auf
10 cem  aufgefiillt wurden. Diese entsprechen also

8-35
20
jeder Kubikzentimeter also 0,56 cem Blut.

Fiir die Natriumbestimmung waren angewandt 4 ccm
der Lisung = 2,24 ccm Blut. Das Gewicht des Pyroanti-
moniatniederschlages war 56 mg, demnach waren 506
dividiert durch 11,08 — 5,05 mg Natrium in der ange-
wandten Blutmenge von 2,24. Demnach enthalten 100 cem
Blut 225 mg Na oder 0,2259/,.

Fiir die Kaliumbestimmung wurden angewandt 0,5 ecm
Losung — 0,28 cem Blut.  Gebraucht zur Titration nach
Abzug der zugesetzten Oxalsiiure 1,1 cem Permanganat-
losung. Kaliumgehalt also 1,1-0,071 = 0,0781 mg in
0,28 cem, in 100 cem also 27,9 mg oder 0,0279°9/,.

Zur Kalziumbestimmung waren angewandt 4 cem
Losung — 2,24 ¢em Blut. Zur Titration verbraucht 1,22 cem
Permanganatlisung, Kalziumgehaltdemnach 1,22.0,2mg
0,244 mg Ca in 2,24 cem Blut, in 100 cem also 10,9 mg
Ca bzw. 0,0109°9/,.

— 0,0 cem  Blut,

Bestimmung des Eisens.

Prinzip: Blut wird mit konzentrierter Schwefelsiiure
und Wasserstoffsuperoxyd verascht, durch Zusatz von
Rhodankali rotes Rhodaneisen gebildet, das kolorimetrisch
mit einer Rhodaneisenlisung aus einer bekannten Menge
visenchlorid verglichen wird.



Gebrauchte Reagentien:(Simtliche Fe frei!) 1. Schwe-
felsdure konzentriert. 2. Wasserstoffsuperoxyd, 309/ ige
Losung (Perhydrol). 3. Rhodankaliumlosung: 15 g Rhodan-
kalium werden in Wasser geldst und auf 100 cem auf-
gefullt. 4. Kisenchlorid-Standardlésung, enthaltend 0,01 g
liisen im Kubikzentimeter (wird zweckmiifiig fertiz be-
zogen, kann auch durch Losung von 29095 g trocknem
isenchlorid auf 100 cem Wasser hergestellt werden,
Die selbst hergestellte LOsung mufl analytisch kon-
trolliert sein!).

Mit einer genauen Pipette von 0,1 cem werden 0,1 cem
Blut entweder direkt aus der Fingerbeere oder von durch
Hirudin oder durch 0,29/, trocknes Kaliumoxalat ungerinn-
bar gemachtem Blute entnommen. Die Pipette wird aufien
gut abgewischt, der Inhalt in einen Mikrokjeldahlkolben
hereingeblasen. In einem Reagensglas, welches unge-
tihr 2 cem destilliertes Wasser enthiilt, wird die Pipette
wiederholt gut ausgespiilt und auch das Spiilwasser in
das Kolbchen gegeben. Es werden 25 Tropfen kon-
zentrierte H,SO, (ca. 0,8 ccm) zugefiigt und das Kélbchen
erst langsam, dann intensiver erhitzt, bis weifie Schwefel-
siiuredimpfe aufsteigen und das Erhitzen dann noch
2 Minuten lang fortgefiihrt. Man ldfit abkiihlen, flgt
ungefihr 0,5 cem Wasserstoffsuperoxyd (2) dazu und er-
hitzt nochmals bis zur Bildung weifler Dimpfe und
2 Minuten ldnger. Ist die Liosung jetzt vollig farblos,
so Ist die Veraschung vollendet, sonst mufl néchmals
Perhydrol zugefiigt und auf gleiche Weise die Ver-
aschung fortgesetzt werden. Nachdem die Fliissigkeit
ganz farblos geworden ist, lilit man abkiihlen und {liber-
fiithrt nach Verdiinnen mit etwas Wasser die Lésung in
ein Réhrchen mit Glasstopfen, welches je eine Marke
bei 15 und 25 hat. Man spiilt mit Wasser aus dem
Kieldahlkolben nach, bis die Lésung bis zur Marke 15
geht, setzt den Glasstopfen auf und schiittelt um. Anderer-
seits wird die Vergleichslosung aus der Standardlosung
folgendermalien (frisch!) hergestellt.

Zunichst werden 10 cem der Lisung (4) auf das dUfache
verdiinnt, indem in einem MeBkolben von 500 eem 10 cem
eingebracht und bis zur Marke aufgefiillt wird. Von



87

dieser Losung wird nochmals .eine 10fache Verdiinnung
hergestellt, indem 10 c¢em auf 100 cem aufgefiillt werden.
Von dieserVerdiinnung, welche im Kubikzentimeter 0,02 mg
Eisen enthiilt, werden 5 cem enthaltend 0,10 mg Eisen in ein
anderes gleiches Rohrchen eingetiillt, 20 Tropfen kon-
zentrierte Schwefelsiiure zugefiigt, ebenfalls mit Wasser
bis zu 15 cem aufgefiillt und nach Aufsetzen des Glas-
stopfens gemischt. In beide Rohrehen kommen nun je
10 cem Rhodankalilosung (3) (bis zur Marke 25): nach
Aufsetzen des Stopfens wird gemischt und im Kolori-
meter (Blauscheibe zweckmiifiig!) verglichen.

Beispiel: Es sei Farbengleichheit erzielt, wenn die
aus der Standardlosung hergestellte Mischung die Schicht-
dicke 30, die aus dem Blut gewonnene Losung die
Schichtdicke 32 hat. Da die Testlosung 0,1 mg Fe ent-
hiilt, so ergibt sich nach der wiederholt angegebenen

By e ; : ;
Formel: ¢ = ¢, - sl die Konzentration des Eisens im
30 _
Blut zu 0,1 - 39 mg oder 0,0938 mg in 0,1 cem.  Dem-

entsprechend enthalten 100 cem Blut 0,0938 g oder
V3,3 mg Fe.

Bestimmung des Reststickstoffes im Blut.
A. Halbmikrobestimmung im Serum.

Zur Enteiweifiung erforderliche Reagentien: 1. kolloi-
dales Eisenhydroxyd (mdglichst chlorarm), 2. gesiittigte
MgSO0,-Lisung’). 2 cem Serum werden mit einer Vollpipette
in einen Mefikolben von 100 cem {iberfithrt, ungefihr 50 cem
destilliertes Wasser langsam, um Schaumbildung zu ver-
meiden, zugefiigt und 5 cem kolloidales Eisenhydroxyd
(Ferrum oxydatum dialysatum) zugegeben. Nach guter
Mischung gibt man 2 ccm einer gesiittigten Lisung von
Magnesiumsulfat zu, wodurch das gesamte Eiweill mit
dem absorbierenden Eisenkolloid ausgefillt wird. Man
verdinnt durch Auffiillen mit destilliertem Wasser bis

) MgSO, enthiilt hiiufig NH;. Stets vor Gebrauch priifen und
reinste Priparate (,mit Garantieschein®) verwenden!
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zur Marke, mischt wiederum durch und 16t ungefiihr
'/, Stunde stehen, bis sich der Niederschlag etwas ge-
setzt hat. Darauf filtriert man durch einen trockenen
Trichter mit Hilfe eines trocknen Filters in ein trocknes
Gefill und nimmt von dem Filtrat 50 cem, entsprechend
also 1 cem des angewandten Serums, zur Bestimmung.
War weniger Serum verfiighar, so kann man diese Mani-
pulation mit den halben Mengen vornehmen; in diesem
Falle nimmt man aber eine gréfere Menge des Filtrates,
35 oder 40 cem, die man leicht erhalten kann, zur Ana-
lyse. In einer Kkleinen Probe des Filtrates priift man
auf die Abwesenheit von Eiweifl, am besten durch An-
sdauerung mit konzentrierter Essigsiiure und Zugabe eines
Tropfens Ferrozyankaliumlésung, 10"/ ig; bei Gegenwart
von Eiweifl sofort auftretende Triibung. Mit Hilfe einer
Pipette mifit man die zur Analyse verwandten 50 eem in
einen Mikrokjeldahlkolben, gibt 1 cem bzw. 30 Tropfen kon-
zentrierte Schwefelsiiure und 4 Tropfen 10/ ige Kupfer-
sulfatlosung dazu, dampft, nachdem man zum Vermeiden
des Stofiens einige Glasperlen zugefiigt hat, iiber kleiner
Flamme das Wasser weg und verbrennt weiter, bis die
zuerst schwarz, dann gelb gefiirbte Lisung griinlich ge-
worden ist. Man verfihrt im iibrigen genau wie bei der
Bestimmung des Gesamtstickstoffs im Harn (s. S. 44); auf
die Priifung der Reagentien wird besonders aufmerksam
gemacht. Auch die Destillation erfolgt in der dort an-
gegebenen Weise.

Berechnung: Wurdenn/50 Normallésungen angewandt,
so ergibt die Differenz zwischen vorgelegter Siiure und
verbrauchter Natronlauge, multipliziert mit 0,28, die Anzahl
Milligramm Reststickstoff in 1 ccm Blut,

Beispiel: 5 cem n/50 H,SO, vorgelegt, zum Zuriick-
titrieren (Indikator Methylrot) verbraucht 3,2 cem n/50
NaOH. Differenz 1,8-0,28 = 0,604 mg Rest-N in 1 cem,
50,4 mg in 100 ccm Serum.

Eine andere Methode zur Bestimmung des Reststick-
stoffes im Serum, die besonders gute Ergebnisse bei
verhiiltnisméfiig leichter und schneller Arbeitsweise gibt,
besteht in folgendem: zu 2 cem Serum werden 16,4 cem
Wasser zugegeben, gemischt und 0,8 cem 20Y%ige Tri-
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chloressigsiure zugefiigt. Man mischt wieder und gibt
nun O8N ¢em 10°, Woltramatlosung (wie unten bei Halb-
mikrobestimmung im Vollblut (1) angegeben) dazu. Es
wird gut gemischt, abfiltriert und 10 cem des eiweili-
freien Filtrates, wie oben beschrieben, verascht. Weitere
Behandlung wie oben. Man erhiilt ebenfalls den Rest-N-
Gehalt in 1 cem Serum.

Man kann die Destillation natiirlich auch nach der
Bangschen Methode (S. 90 ff.) und Titration mit Thiosulfat
durchfiithren. Infolge der griéfieren verarbeiteten Blut-
mengen mull man dann die Vorlage mit 10 cem n/100
H,S0, mit Jodatzusatz beschicken. Die Ergebnisse sind
ganz gleichwertig.

Der normale Wert des Rest-N beim niichternen
Menschen liegt bei 20 bis 40 mg in 100 cem, je nach
der Erndhrung.

B. Halbmikrobestimmung im Vollblut.

Zur Enteiweiffung dient nach Folin Wolframsiiure,
welche der Blutlosung zuniichst als wolframsaures Na-
trium zugesetzt wird; durch Zusatz von Schwefelsiure
wird die Wolframsiiure in Freiheit gesetzt und die Ko-
agulation bewirkt. Zur Enteiweifiung nitigce Reagentien:
1. 10"/ ige Losung von Natriumwolframat, 2. 2/3 n-H,80,
(hergestellt durch Mischen von 2 Vol n-H,SO,und 1 Vol.
destilliertem Wasser).

Das der Vene entnommene Blut wird nach der S. 63
beschriebenen Methode durch Kaliumoxalat ungerinnbar
gemacht. Man nimmt mit der Pipette 1 Vol. Blut (je
nach der zur Verfiigung stehenden Menge 3, 4 oder mehr
cem) und Uberfiithrt sie in eine mit einem Glasstopfen
versehene Flasche, welche ungefihr die 20fache Menge
dieses Volumens fassen kann. In ein Reagensglas bringt
man destilliertes Wasser herein und pipettiert nun aus
diesem durch die gleiche Pipette Tmal dasselbe Volumen,
wodurch gleichzeitig die Pipette ausgewaschen wird. Man
figt zu der Losung nunmehr 1 Vol. der Wolframatlosung
und mischt die klare himolytische Blutlésung gut durch,
Nun gibt man tropfenweise 1 Vol. der Schwefelsiure hinzu,
wodurch infolge Freisetzung der Wolframsiiure Koagulation
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entsteht. Nach Aufsetzen des Stopfens wird 6—8 mal durch
ruckweises Schiitteln der Flasche gut durchgemischt.
Man bereitet ein trockenes Faltenfilter vor, welches das
ganze Volumen fassen kann, und filtriert durch dieses
den ganzen Inhalt der Flasche in ein trockenes Gefib,
nachdem man zuerst mit einigen Tropfen der Mischung
das Filter etwas angefeuchtet hat. Von dem Filtrat wer-
den zur Reststickstoffbestimmung 10 cem verwendet, die
also 1 cem Blut entsprechen. Die Veraschung, Destilla-
tion und Titration erfoigt in der oben angegebenen Weise.
Die ebenfalls in gleicher Weise ausgefiihrte Berechnung
ergibt die Menge Reststickstoff im Gesamtblut, die in
der Regel etwas niedriger ausfillt als die des Serums.

Mikrobestimmung des Reststickstoffs nach Bang.

Prinzip: Aus dem in das Bliittchen eingesaugten Blut
wird der Nichteiweil3-Stickstoff mit Hilfe einer Molyb-
diinsiiurelosung extrahiert, die Extraktionsfliissigkeit ver-
ascht und das bei der Destillation iibergetriebene Ammo-
niak jodometrisch bestimmt. Erforderliche Reagentien:
1. Phosphormolybdinsidurelosung. Darstellung: 10 g
phosphormolybdiinsaures Natrium und 10 g Natriumsulfat
werden mit etwa 150 cem Wasser und 15 Tropfen kon-
zentrierter (33 "/ iger) Natronlauge in einer Porzellanschale
zum Sieden erhitzt und 15 Minuten so gehalten. Nach
dem Erkalten wird die Losung in einen Melikolben von
2 1 iiberfithrt, mit ungefiihr der gleichen Menge Wasser
nachgespiilt und 30 cem konzentrierte, reinste Schwefel-
siiure zugefiigt, ferner 0,5 g reiner Traubenzucker. Es
wird mit destilliertem Wasser zur Marke aufgefiillt und
in einer gut schlieBenden Flasche aufbewahrt: ist Ver-
unreinigung durch Ammoniak zu befiirchten, so setzt man
auf die Flasche einen mit verdiinnter Schwefelsiure ge-
fiilllten Aufsatz. 2. Schwefelsiiure, konzentriert, reinste.
3. Kupfersulfatlosung, 10Y/,ig. 4. Natronlauge, 33 '/ ig.
5. n/100 Schwefelsiure mit Jodatzusatz: 10 cem n/10
H,SO, und 40 ccm n/10 KJO,-Losung (diese Losung ent-
hiilt 1111 Liter 21,4 g KJO,) werden in einem 100 cem
Mefikolben bis zur Marke verdiinnt. 6. Natriumthiosulfat-
losung n/100, aus n/10 Losung stets frisch zu bereiten.
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7. Kaliumjodidlosung, 5"/,ig; 8. 1"/ ige Stiirkelésung, her-
gestellt durch Verreiben von 1 g loslicher Stiirke in un-
gefihr D —10 cem Wasser und Eingiefien der Emulsion
in gerade kochende, ungefihr 80 cem Wasser und Aul-
fiillen nach dem Erkalten auf 100 cem.

In der S. 6id bzw. 66 angegebenen Weise werden mehrere
Blittchen mit Blut beschickt und die Blutmenge notiert.
Man tberfithrt, nachdem das Blut leicht angetrocknet
ist — hierfiir sind ungefihr 5 Minuten notig —, die
Bliittchen in saubere, trockene, vorher mit entsprechender
Nummer bezeichnete Reagensgliser, deren Durchmesser
etwas grobler sein soll als die Schmalseite des Bliittchens;
wenn notig, kann man auch dieses etwas einkniffen, da-
mit es ohne Beschiidigung bis auf den Boden des Rea-
genzglases fiillt. Man gibt in jedes Reagensglas so viel
Phosphormolybdiinsidure (1), dali diese 2—3 mm iiber
dem oberen Rande des Bliittchens steht. Man a6t zur
Extraktion mindestens eine Stunde stehen — es ist auch
zuliissig, ungefihr 20 Stunden stehenzulassen — und
giefit dann die Extraktionsfliissigkeit vorsichtig in einen
Mikrokjeldahlkolben ab, wobei darauf geachtet werden
mufl, dall sich nicht etwa Blutteilchen losgeliist haben.
In diesem Falle ist die Bestimmung am besten zu ver-
werfen; steht jedoch nicht mehr geniigend Material zur
Verfiigung, so kann man versuchen, von den Teilchen
abzufiltrieren. Man spiilt das Reagensglas mit destillier-
tem Wasser nach, indem man bis zum Bedecken des
Blittchens destilliertes Wasser in das Reagensglas ein-
bringt und die abgegossene Lisung der anderen zufiigt.
Man gibt in den Kjeldahlkolben jetzt 1 cem konzentrierte
Schwefelsiiure und 3 Tropfen der Kupfersulfatlésung und
verascht in iblicher Weise bis zum Eintritt einer griin-
lichen Firbung. DerKolbeninhalt darf nicht trocken werden.

Die von Bang eingefiihrte Destillation unterscheidet sich
prinzipiell von dervorherbeschriebenen dadurch, daf} sie mit
Hilfe von Wasserdampf vorgenommen wird. Den hierzu
erforderlichen Apparat zeigt Abb. 13. A ist ein Dampfent-
wickler, gefillt mit durch einige Tropfen H,50, (zur
Bindung evt. NH,) angesiiuertem Wasser. Man benutzt
als solchen einen Kochkolben aus Glas, in den zur
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Verhinderung des Siedeverzugs einige Tonstiickchen
hereingeworfen sind. (Die Tonstiickchen wirken durch
ihre kapillaren Lufiriume; sind sie lingere Zeit ver-
wendet worden, so hoért ihre Wirksamkeit auf, sie
sind dann entweder durch neue zu ersetzen oder an der
Luft zuvor vollstiindig auszutrocknen.) Von dem Koch-
kolben geht aulier einem kurzen Glasrohr mit aufge-
setztem Schlauch, der durch eine Klemme verschlossen
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Abb. 13

ist, das Rohr b ab, welches durch Gummiverschlufl Glas an
Glas mit dem Rohre ¢ verbunden ist, dessen absteigender
Schenkel bis fast auf den Boden des Mikrokjeldahlkolbens
reicht. An seinem etwas abfallenden Teil ist ein Glasrohr
angeschmolzen, das durch einen kurzen Schlauch mit
einem kleinen Trichterd verbunden ist. Durch eine Schlauch-
klemme kann dieses Rohr abgeklemmt werden. In den
Mikrokjeldahlkolben f fiihrt durch einen festsitzenden
Gummistopfen!) aulier dem Rohr ¢ noch ein mit einem Kjel-
dahlaufsatz armiertes Rohr g zur Ableitung der Ammoniak-

1) Alter Gummi gibt etwas NHy ab, darum dfter erncuern!
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diimpfe. Es wird am besten hufeisenférmig gebogen ange-
wandt. An seinem unteren Ende ist Glas an Glas ein kleiner
Kiihler h angesetzt, dessen unteres Ende in ein kleines
(Gliischen i eintaucht. Die ganze Apparatur muf} aus Jenaer
Glas, besser noch aus Quarz hergestellt sein, mit Ausnahme
natiirlich des Kiihlermantels. Bang empfiehlt ein silbernes
Kiithlerrohr mit Metallmantel. Die Destillation wird nun fol-
gendermaflienvorgenommen: dieVeraschungstliissigkeit im
Kjeldahlkolben wird in ungefihr 10 cem destilliertem
Wasser gelist. Nachdem der Dampfentwickler mit Wasser
eefiillt ist, wird, ohne dabi vorliufig die Verbindung zwischen
b und ¢ hergestellt ist, der Kjeldahlkolben an seinen Platz
gebracht, das Auffangegefili i mit 2 cem (in einzelnen
Fillen geniigt auch 1 cem) n/100 Schwefelsidure gefiillt
und so unter den Kiihler gebracht, dali dessen Rohr in
die Fliissigkeit eintaucht. Sollte dies aus irgendwelchen
Griinden nicht moglich sein, mufl die Fliissigkeit durch
Zugabe von etwas destilliertem Wasser vermehrt werden.
Nachdem alle Verschliisse auf ihre Dichtigkeit gepriift
sind, wird die Kiihlung angestellt und die Flamme unter
dem Dampfentwickler angesteckt. Sobald die Dampfent-
wicklung beginnt, wird die Verbindung zwischen b und ¢
hergestellt, durch den Trichter d 4 cem 33"/ iger Natron-
lauge gegeben und nach dem Zusatz die Klemmschraube
wieder geschlossen. Kurz darauf fingt die Ubertreibung
von Ammoniak an. Sobald Tropfen iibergehen, kann
das Gefifl i etwas gesenkt werden, so dali das Kiihler-
rohr nicht mehr eintaucht. Man lifit noch ungefiihr
20 Tropfen iibergehen, womit siimtlicher Ammoniak aus-
getrieben ist, was zur Sicherheit mit Lackmuspapier gepriift
wird. Man entfernt das Glidschen i, lést die Verbin-
dung zwischen b und ¢ und kann nun sofort eine
weitere Destillation anschlieflen. Ist man mit den
Destillationen fertig, so liéscht man die Flamme, o6ff-
net aber zu gleicher Zeit die Klemme, welche den zweiten
Auslafi des Kochkolbens A wverschliefit, damit keine
Fliissigkeit aus dem Kiélbchen f in den Koechkolben
zuriicksteigt.  Bei der Destillation ist darauf zu achten,
dali die Dampfentwicklung nicht zu stark wird, da sonst
trotz des Sicherheitsaufsatzes ein Heriiberspritzen von
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Laugeteilchen mdoglich ist, wodurch die titrimetrische
Analyse unmoglich wird.

Die Titration erfolgt mit Thiosulfatlésung auf Grund
der Gleichung 5KJ -}- KJO, -~ 6HCl = 6KCl -- 3H,0 - 6J
(HCL ist hier der Einfachheit der Berechnung wegen statt
der in Wirklichkeit angewandten H,SO, gesetzt). Sie
beruht also darauf, dafl durch die Schwefelsiiure eine
bestimmte Menge Jod in Freiheit gesetzt wird, die abhiingig
ist von der Menge der vorhandenen Siure, also geringer
ist, wenn ein Teil der Séure durch Ammoniak abgesiittigt
worden ist. Durch 1 eem n/100 H,SO, wird genau so-
viel Jod in Freiheit gesetzt, als 1 cem n/100 J-Ldsung
entspricht. Das freigesetzte Jod wird nach Zusatz von
KJ und Stirke mit n/100 Thiosulfat titriert: 1 eem
dieser Thiosulfatlosung entspricht genau 1 cem n/100
J-Losung bzw. 1 ecem n/100 H,SO,. Das Jodat ist (Lésung 5)
direkt der Schwefelsiure zugesetzt. Man gibt zum Destillat
1 cem der KJ-Losung, lifit 5 Minuten stehen und gibt
dann 2 Tropfen Stiirkelisung hinzu. Man titriert mit
Natriumthiosulfatlosung aus einer in !/, , cem geteilten
Mikrobiirette (s. S. 11), indem man als Unterlage eine
weille Platte oder ein weifies Papier benutzt, bis die
blaue Farbe der Jodstiirke gerade verschwunden ist. Tritt
im Laufe von 3 Minuten neue Bliuung auf, so muff noch-
mals Thiosulfat bis zur Entfirbung zugefiigt werden.
Die verbrauchte Menge der Thiosulfatlésung gibt direkt
die Menge der freigebliebenen, also nicht durch Ammo-
niak neutralisierten Schwefelsiure an. Die Differenz
zwischen der vorgelegten Menge Schwefelsiiure und der
durch die Thiosulfattitration ermittelten gibt die Menge
der durch Ammoniak gebundenen an. Durch Multiplikation
dieser Zahl mit 0,14 erhilt man die Menge Milligramm
Rest-N in der angewandten Fliissigkeitsmenge.

Beispiel: Gewicht des Blittchens ohne Blut 75 mg, mit
Blut 185 mg, Gewicht des Blutes 110 mg. Bei der Titra-
tion vorgelegt 1 cem n/100 H,SO,, zum Zuriicktitrieren
verbraucht 0,35 cem Thiosulfat, durch NH, gesiittigte
n/i00 H,S0, also 0,65 cem. Rest-N in der angewandten
Menge (110 mg) 0,65 0,14 — 0,091 mg N, also in 100 mg
0,083 mg oder in 100 g Blut 83 mg Rest-N.
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Alle vier fiir die Reststickstoffbestimmung angegebenen
Methoden arbeiten zuverlissig. Die Bangsche Methode
ist in der Ausfithrung etwas schwieriger und bei den
kleinen Mengen ist besonders genaues Arbeiten erforder-
lich. Bei einiger Ubung sind die Ergebnisse durchaus
genaue. Bei allen Methoden, vor allem der Bangschen,
sind Leerbestimmungen ndotig, deren Resultate bei der
Berechnung nicht vernachliissigt werden diirfen. Auch
das zugesetzte Wasser kann NH, enthalten, es ist doppelt
zu destillieren und gegen NH. -mlfndhlm‘ geschiitzt auf-
zubewahren.

Der Reststickstoff des normalen Blutes niichterner
Menschen betriigt 20—30mg?/,.

Bestimmung des Gesamistickstoffs.

Man verwendet bei den verhiltnismifiig groien Mengen
Gesamtstickstoff im Blut zweckmiifliz eine kombinierte
Methode. Man saugt in besonders diinne, stickstoff-
freie Loschpapierbliittchen ungefihr 20—25 mg Blut auf,
iberfithrt das Bliittchen nach dem Wiigen sofort in einen
Kjeldahlkolben und gibt 1 cem konzentrierte Schwefel-
siure, 3 Tropfen Kupfersulfat und, zwecks schnellerer
Veraschung, 2 cem einer 4"/ igen Kaliumpermanganat-
losung dazu. Man verascht wie gewihnlich und destilliert
nach einer der oben beschriebenen Methoden. Bei dem
verhiltnismiifiig grofien N-Gehalt des Gesamtblutes diirfte
die S. 44 Dbeschriebene Methode (Erhitzung und nf:r[}
Losungen) die einfachste und empfehlenswerteste sein.
Die Berechnung erfolgt in iiblicher Weise.

Bestimmung des Harnstoffs.
A. Halbmikromethode.

Prinzip: Das eiweififreie Filtrat des Blutes wird mit
Urease versetzt und das gebildete Ammoniak in gewihn-
licher Weise bestimmt.

Vollblut wird in der (S. 89) angegebenen Weise mit
Wolframsiiure, Serum auf die gleiche Weise enteiweifit.
Zur Harnstoffbestimmung dient ein aliquoter Teil, vom
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Vollblutfiltrat 10 cem, entsprechend | cem Blut. Zur
Uberfiihrung des Harnstoffs in Ammoniak wird eine Messer-
spitze Urease oder 2 cem einer Ureaseldsung zugefiigt,
die folgendermafien hergestellt wird: in eine Flasche von
200 cem Inhalt werden 3 g Permutit (Bezugsquelle: Per-
mutitgesellschaft, Berlin) fein pulverisiert, eingefiillt und
diese einmal mit ungefihr 100 cem einer 29/, igen Essig-
sdure gut durchgeschiittelt. Nach Absetzen des Permutits
wird die Essigsiure abgegossen und in gleicher Weise
das Pulver 2Zmal mit destilliertem Wasser ausgewaschen.
Nach AbgieBen des letzten Spiilwassers gibt man in
die Flasche 5 g feingepulvertes Sojabohnenmehl oder
Jackbeanmehl und 100 cem 30"/ igen Alkohol (her-
gestellt aus 35 cem 95"/ igem Alkohol und 65 ecem
Wasser). Man schiittelt !/, Stunde gut durch, lifit absetzen
und filtriert. Die Losung hiilt sich bei Zimmertempera-
tur ungefihr 1 Woche wirksam, im Eisschrank 3—5 Wo-
chen. Auflerdem gibt man in das Reagenzglas bzw. das
Kjeldahlkolbechen 3 cem Phosphatmischung, bestehend
aus 13,6 g KH,PO, und 83,5 g Na,HPO, -} 12 H,0 in
000 ecem Wasser und stellt das Reagenzglas wiihrend
15 Minuten in ein Wasserbad von 50 —55 Grad ein. Man
destilliert das gebildete Ammoniak in dem S. 36 beschrie-
benen Apparat iiber unter Vorlage von 5 cem n /50
H,50,. Die Temperatur kann hierbei auf 65—70° ge-
steigert werden. Zur Verhinderung des Schiiumens wurden
in das Destillationsgeféifi 2 cem Paraffinum liquidum und
6 Tropfen Oktylallkohol gegeben. Tritt wihrend der
Destillation erneut Schiiumen auf, so fiigt man durch
den Trichter einige Tropfen Oktylalkohol erneut zu.
Titration ebenfalls in oben beschriebener Weise mit
Methylrot als Indikator. Durch Multiplikation der Diffe-
renz zwischen vorgelegter und zuriicktitrierter Sidure mit
0,28 erhiilt man die Milligramm Harnstoff-N in der ange-
wandten Blutmenge in Milligramm, durch Multiplikation
dieser Zahl mit 2,143 die Menge Harnstoff. Multiplika-
tion der Differenz mit 0,60 ergibt sinngemil sofort die
Harnstoffmenge in Milligramm.

Bei Anwendung von Oktylalkohol ist eine Titration
mit Thiosulfat nicht moglich.
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B. Mikromethode nach Ivar Bang.

Ein Blittechen wird in der S. 64066 angegebenen Weise
mit Blut beschickt, gewogen und sofort in ein trockenes
Reagenzglas iiberfiihrt. Nach Angabe von Bang darf
die Menge des Blutes 130 mg auf keinen Fall iiber-
steigen. Man gibt in das Reagenzglas so viel einer Mi-
schung gleicher Teile von absolutem Alkohol und Ather, daf3
die Flissigkeit ungefiihr '/, em iiber dem Bliittchen steht.
Man verschliefit mit einem gut schliefenden Stopfen und
[dft iiber Nacht, d. h. ea. 20 Stunden, stehen. Dann giefit
man den Ather-Alkohol in einen Mikrokjeldahlkolben ab,
wiischt ungefihr mit derselben Menge des Gemisches
nach und fiigt diese Ldsung zur vorigen. Man gibt so-
fort ca. 1 cem Wasser und 1 Tropfen konzentrierte
Schwefelsiiure zu und lifit den Ather-Alkohol auf einem
elektrischen Heizapparat oder im Wasserbad (Achtung,
Feuersgefahr!) abdunsten. Ist der Geruch nach Ather
vollstiindig verschwunden und hat die Losung nur noch
einen schwachen Alkoholgeruch, so nimmt man den
Kolben aus dem Wasserbad heraus, trocknet ihn aufien
ab und verascht in iiblicher Weise nach Zusatz von
1 cem  konzentrierter Schwefelsiure und 3 Tropfen
109/ iger Kupfersulfatlosung. Destillation und Titration
erfolgt in der bei der Bangschen Reststickstoffmethode
(S. 91) angegebenen Art. Man erhiilt den Harnstoff-N in
Milligramm, aus dem man durch Multiplikation mit 2,143
den Harnstoffgehalt selbst ermittelt,

Mikrobestimmung der Aminosiurefraktion nach Bang.

Durch Extraktion mit der Phosphormolybdiinsiiure-
losung (s. bei Reststickstoff) gehen aus den bereits mit
Ather-Alkohlol extrahierten Plittchen die iibrigen N-hal-
tigen Extraktivstoffe, im wesentlichen die Aminosiiuren,
in Losung. Das zur Harnstoffbestimmung bereits extra-
hierte Plittchen wird mit einem kleinen Platin- oder
Glashikchen aus dem Reagensglas herausgenommen,
mit etwas Alkohol-Ather abgewaschen (dieser kommt
zur U-Fraktion) und nach Verdunstung dieser in ein
anderes sauberes Reagenzglischen iiberfithrt. Man gibt,

Pincussen, Mikromethodik. 3. Auofl i
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wie bei der Rest-N-Bestimmung beschrieben, Phosphor-
molybdiinsiurelosung zu, lifit mindestens eine Stunde,
besser liingere Zeit, extrahieren und verfihrt wie oben
angegeben: die Losung wird in einen Kjeldahlkolben
abgegossen, mit der Extraktionsfliissigkeit nachgespiilt,
wie iiblich verascht und destilliert. Man erhiilt so den
N der N-haltigen Extraktivstoffe auBer Harnstoff,

Die Metlode erlaubt, wie sich aus dem gesagten ergibt,
nur eine annihernde Bestimmung der Aminosiuren.
Fiir genauere Versuche ist folgendes Verfahren vorzu-
ziehen,

Bestimmung der Aminosiuren.

Prinzip: Das gleiche wie bei der Bestimmung im
Harn S. 49 beschrieben.

Gebrauchte Reagentien: 1. Natriumkarbonatlosung:
50 cem einer fast gesiittigten Lésung von Natriumkarbonat
werden auf 500 ecem verdiinnt. Die Losung mufl jetzt
so eingestellt werden, dafi 85 cem mit Methylrot als
Indikator 20 cem n/10 HCl entsprechen. Zu diesem
Zweck werden 20 cem n/10 HCI in einen Kolben pipettiert,
einige Tropfen Methylrot zugegeben und von der ver-
diinnten Natriumkarbonatlésung so lange zugegeben, bis
die rote Fiirbung gerade in gelb umschligt. Je nach
der verbrauchten Menge ist die Losung zu verdiinnen.
Wurden z. B nur 7,5 cem Natriumkarbonatlosung ver-
braucht, so ist die Verdiinnung so vorzunehmen, daf}
7,0 ecem mit destilliertem Wasser auf 8,5 cem zu ver-
diinnen sind. Will man z B. 500 cem dieser richtig
verdiinnten Lésung herstellen, so geschieht das nach

der Formel 7,5:8,5 — x : 500, woraus sich berechnet
500 - 7,5 : :
¥ = qr" oder 441. Es miissen also 441 cem der
O,

zuniichst hergestellten verdiinnten Natriumkarbonatlosung
auf H00 im MeBkolben aufgefiillt werden. 2. Essigsiiure-
azetatlosung: 100 cem H09/jige Essigsiiure werden mit der
gleichen Menge einer 5°/igen Losung von Natriumazetat
vermischt. 3. Thiosulfatlosung 4°/,ig in Wasser. 4. Gly-
kokoll-Vergleichslosung: 70 cem der S. 49 beschriebenen
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Vergleichslosung fiir Harn werden mit n/10 Salzsiiure
auf 100 aufgefillt. 5. Reagenzlosung: frisch bereitete
Lisung von 0,1 g Naphthochinonreagens in 20 cem
Wasser. 6. 7. die S. 89 zur Enteiweillung angegebenen
Reagentien: wolframsaures Natrium 10°%ig und 2/3 n-
Schwefelsiure.

Von der nach S.89 gewonnenen eiweififreien Blutlosung
(wenn keine andere Bestimmung ausgefiihrt wird, geniigt,
2 cem Blut bzw. Serum zu enteiweifien) werden 10 cem
in ein grofies Jenaer Reagenzglas einpipettiert, das eine
Marke bei 25 trigt. In ein zweites gleiches Glas wird
1 cem der Vergleichslosung (4) einpipettiert und 8 cem
destilliertes Wasser zugefiigt. In beide Gliser kommt
nun 1 Tropfen einer 0,25%/igen Phenolphthaleinlésung,
in das Rohrchen mit der ‘-.’erg eichslosung sodann 1 cem
Natriumkarbonatlosung (1), wodurch der Inhalt des Glases
sich rotlich fiarbt. Man gibt nun in das Réhrehen mit
der Versuchslisung tropfenweise Natriumkarbonatliosung
zu, bis die Firbung der der Kontrollésung entspricht,
wozu im allgemeinen ungefihr 6 Tropfen, gelegentlich
etwas mehr oder weniger, gebraucht werden. Nun wird
in jedes Glas 2 cem der Reagenzlésung (5) zugefiigt,
leicht gemischt und die Proben mindestens 16 Stunden
an einem dunklen Ort stehengelassen. Am niichsten
Tag wird in jedes Rohrchen zuniichst 2 ccm Essigsiiure-
azetatgemisch (2) unter leichtem Mischen zugefiigt und
dann ebenfalls in jedes Rohrchen je 2 cem der Thio-
sulfatlosung (3) zugegeben. Es wird bis zur Marke 25
mit destilliertem Wasser ergiinzt, gut vermischt und
sofort im Kolorimeter verglichen.

Die Berechnung griindet sich darauf, daB die Kontrolle
0,07 mg N als Amino-N enthiilt. Die in der angewandten
Menge Blutfiltrat (10 cem entsprechen 1 cem Blut) ent-
haltene Amino-N-Menge berechnet sich nach der kolori-

. RS -
metrischen Formel, also zu ¢-—0,07- " wobei s, die
b

Schichtdicke der Vergleichslosung, s die Schichtdicke
der Versuchslosung bei Farbengleichheit bedeutet. Die
Kolorimetrierung wird erleichtert durch Vorschaltung
eines Kobaltglases.

'i.'lF
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Beispiel: Bei Farbengleichheit sei die Schichtdicke
der Vergleichslosung 25, die der Versuchslisung 20.
Der Gehalt an Amino-N in der angewandten Blutmenge

25
20
8,70 mg Amino-Stickstoff.

Der Amino - Stickstoff betrdgt in normalem Blut
6—8 mg 9,.

1 cem) ist 0,07 - mg — 0,0875 mg, in 100 cem also

Bestimmung des Ammoniaks.

5 cem Blut, die nach der oben (s. S. 63) angegebenen
Methode mit Kaliumoxalat ungerinnbar gemacht worden
sind, werden sofort in ein 25 cem Melikiélbehen eingefiillt,
1 Tropfen ungefiihr N-Natronlauge zugegeben und 95"/ iger
Alkohol bis zur Marke zugefiigt. Man mischt durch und
filtriert nach kurzem Stehen durch ein trockenes Faltenfilter
in ein trockenes Gefifl. 20 eem der alkoholischen, eiweifi-
freien Losung — kann soviel nicht erhalten werden, nimmt
man etwas weniger Filtrat, beriicksichtigt es aber bei
der Berechnung! — werden in das grofie Jenaer Reagens-
glas A des Destillationsapparates (S. 36) eingefiillt und
1 Tropfen Phenolphthalein zugefiigt. Das Auffanggefil F
wird mit 1 eem n/100 H,SO, beschickt und 5 cem Wasser
zugegeben, so daf das Holn g gut eintaucht. Nach-
dem die Luftpumpe angedreht worden ist, wird durch
den Trichter ¢ 1—2 cem 209/, ige Sndalasung{ﬂutfmhung}
und etwas Paraffin6l zugegeben. Man destilliert bei
einer Temperatur des Wasserbades wvon 40—45 Grad
und gutem Saugen 15 Minuten, entfernt dann das Auf-
fangegefifl und tiriert nach Zusatz von Methylrotlosung
mit n/100 Natronlauge. Die Ditferenz zwischen vor-
gelegter Schwefelsiure und zum Zuriicktitrieren ge-
brauchter Natronlauge mal 0,17 gibt die Ammoniakmenge
in der angewandten Lnsung an.

Beispiel: Vorgelegt 1 cem n/100 H,SO,, zum Zuriick-
titrieren 0,72 cem Natronlauge: Amnmm‘lkmengﬂ 0,28-0,17

= 0,0476 mg in 20 ¢em Losung oder 4 cem Blut, 1,19 mg
'm 100 eem Blut.
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Bestimmung des Zuckers nach Bang.

Prinzip: Durch den Blutzucker (oder richtiger die redu-
zierenden Substanzen des Blutes) wird Kupfersulfat-
losung reduziert: das gebildete Kupferoxydul wirkt aut
Jodsiiure und reduziert diese, indem sich wiederum
Kupferoxydstufe bildet. Die Menge des reduzierten Jo-

dates wird titrimetrisch mit Thiosulfat ermittelt.

Erforderliche Reagentien: 1. Salzlosung. In einen
Mefikolben von 21 werden 1360 cem gesittigte Chlorkalium-
losung eingebracht, dazu 0,8 g Kupfersulfat. Anderer-
seits werden 2 g Uranylazetat in 200 cem Wasser ge-
lost, 1,2 cem konzentrierte (30 Y/ ige) Salzsiiure zugegeben
und diese Mischung ebenfalls in den Mefikolben einge-
fiilllt. Mit destilliertem Wasser wird auf 2000 cem auf-
gefiillt. 2. Jodatlosung. 0,3567 g Kaliumjodat (KJO,)
werden in einem Mefikolben von 1 | in Wasser aufge-
list, 10 cem 20V ige Schwefelsiiure (s. 4) zugegeben
und auf 1000 cem aufgefiillt. 3. Alkalildsung. 75 g Ka-
liumkarbonat normal (K,CO,) und 20 g weinsaures Ka-
liumnatrium (Seignettesalz) werden in Wasser geldst
und das Volumen auf 1000 gebracht. 4. Schwefel-
siure 20"/ ig (aus 80 cem Wasser und 20 cem konzen-
trierter Schwefelsiiure). 5. 5"/ ige Kaliumjodid - (KJ-)L6-
sung. 6. 1Y/ ige Stirkelosung (s. 8. 91). 7. n/,, Thiosulfat-
losung.

Man stellt sich bereit: 1 Gefifl (Reagensglas oder
Ko6lbchen mit Salzlosung (1), darin eine Pipette von
6,5 cem Inhalt; ein Gefifi mit Jodatlosung (2), dazu
eine genaue Pipette von 2 cem; eine Biirette mit Alkali-
lisung, ein Gefifi mit Schwefelsiiure, dazu eine 2 cem
Pipette. Jodkalilosung und Stirkelosung hat man fiir
den augenblicklichen Gebrauch zweckmiifliig in kleinen
Tropfflaschen.

Man beschickt, wie oben beschrieben, mehrere Blitt-
chen (fiir jede Bestimmung mindestens 2) mit Blut und
bringt sie unmittelbar nach dem Wiigen in trockene
Reagenzgliser. In jedes Glas gibt man 6,5 cem der
Salzlosung (1) und lifit mindestens '/, Stunde lang ex-
trahieren. Liingeres Verweilen bis zu 24 Stunden schadet
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nichts, doch werden die Zuckerwerte etwas niedriger.
Man giefit dann die Extraktionsfliissigkeit in Jenaer
Kélbchen (Kochsche Form) mit ziemlich weitem Halse von
ungefihr 100 cem Fassungsraum ab, bringt in das Rea-
gensglas zum Nachspiilen nochmals genau 6,5 cem Salz-
losung und gielit auch diese in das entsprechende Erlen-
meyerkolbchen hinein. Man vergesse nicht, die Kolben
zu markieren. Wenn nur wenig Zucker erwartet wird,

.
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Abb. 14.

kann man die Extraktionsfliissigkeit aus 2 Reagenz-
gldasern, in deren jedes ein Bliittchen hereingetan worden
war, in ein Kolbchen zusammengiefien und das Nach-
spiilen unterlassen. Man hat dannin dem Kdélbchen eben-
falls 13 cem Losung und kann nun weiter wie fir die
zuerst beschriebene Methode verfahren. Man fiigt nun
je 2 cem Jodatlosung (2) (sehr genau!) und Alkalildsung (3)
zu und nimmt die Reduktion vor. Der hierzu erforderliche
Apparat besteht aus einem Kochkolben (Dampfent-
wickler) A, der mit einem eingeschliffenen Glasstopfen
verschlossen ist (s. Abb. 14), der eingeschmolzen ein
zweimal gebogenes Rohr b triigt. Der zweite senkrechte
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Schenkel muf ungefiihr 3 —4 em liinger sein als die Hohe
der benutzten Kochsehen Kolbehen betriigt. Dieser Schenkel
triigt an seinem unteren Ende eine kleine Kugel, die
seitlich in gleichen Zwischenriumen 3 Locher enthiilt.
Wird im Dampfentwickler Dampf entwickelt, so geht er
durch das Rohr b durch und entweicht in der ange-
schmolzenen Kugel durch die drei eingeblasenen Locher.
Zur Vermeidung des StoBens gibt man trockene Ton-
stiickchen in den Kochkolben A herein. Das Erlenmeyer-
kolbehen e mit der Versuchsfliissigkeit wird zweckmafig
mit einer Klammer ¢ eingeklammert, die auf einem Stativ d
ieicht herauf- und heruntergeschoben werden kann. Vor
Beginn des Versuches wird der Dampfentwickler angeheizt:
sobald die Dampfentwicklung regelmiliig geworden ist,
wird das Erlenmeyerkdlbchen, das bis dahin beiseite ge-
standen hat, mit Hilfe der Klammer schnell hochge-
schoben, bis das Rohr b so tief eintaucht, daB der ku-
gelige Ansatz ganz von der Fliissigkeit bedeckt ist. Die
7eit wird sofort, am besten mit Hilfe einer Stoppuhr
oder Sanduhr markiert. Durch den einstromenden Dampf
wird der Inhalt des Kélbchens in ungetiihr 40 Sekunden
zum Sieden erhitzt und bleibt dann im dauernden
Kochen, das genau 4 Minuten nach dem Einfithren
(nicht nach Beginn des Siedens der Versuchsfliissigkeit!)
unterbrochen wird. Wiihrend des Kochens fillt man
die Pipette mit 20"/ iger Schwefelsiiure und stellt diese
5 Sekunden vor dem Ablauf der 4 Minuten mit der
Fiillung in die Versuchsfliissigkeit herein. Das Unter-
brechen erfolgt auBer durch diese H,SO,-Zugabe durch
schnelles Fortziehen des Erlenmeyerkdlbcehens vom Dampi-
entwickler, indem man es mit Hilfe der Klammer schnell
herunterliit. Man lifit den Inhalt des Kolbchens fiinf
Minuten erkalten, gibt 20 cem destilliertes Wasser zu
und kiithlt dann eine Minute unter flielendem Wasser
ab. Die Titration erfolgt mit n/100 Thiosulfatlosung mit
Hilfe der Mikrobiirette (s. S. 11). Man gibt zur Losung
10 Tropfen Jodkaliumlésung (5) und 3 Tropfen Stirke-
Isung (6) und titriert auf einer weillen Unterlage, bis
die Blaufiirbung gerade verschwunden ist und innerhalb
3 Minuten nicht wiederkehrt.



104

Andererseits mufi ein Leerversuch angestellt werden,
in dem man zu gleicher Zeit auch das etwaige jod-
bindende Vermogen der anderen angewandten Reagen-
tien feststellt. Dieser Versuch wird genau so angestellt
wie der Vollversuch. Man nimmt nur statt der mit Blut
beschickten Plittchen gewdhnliche leere. Dieser Ver-
such braucht nicht fiir jede Bestimmung neu ausgefiihrt
zu werden, er mufl jedoch mindestens an jedem Ver-
suchstage in zwei Proben gemacht werden, wobei natur-
gemilh Bedingung ist, daB fiir alle Versuche dieses
Tages dieselben Lisungen, auch die gleiche Thiosulfat-
losung, angewandt wird. Stimmen die Werte nicht aut
iiberein, mufi wiederholt werden, da ja der erhaltene
Wert grundlegend fiir die Berechnung ist.

Berechnung: Da bei der Titration mit Thiosulfalt die
freie Jodsdure bestimmt wird, muB der bei der Leer-
bestimmung erhaltene Wert ein héherer sein als bei
der Vollbestimmung. Man subtrahiert diesen letzteren
Wert von dem der Leerbestimmung und dividiert die so
erhaltene Zahl durch 28. Diese Zahl leitet sich da-
her, dafi unter den angegebenen Versuchsbedingungen
2,8 cem n/100 Thiosulfatldsung 1 mg Zucker entsprechen.
Man erhiilt auf diese Weise die Menge Traubenzucker
in der Versuchslosung in Milligramm, unter Beriicksich-
tigung des Gewichtes des angewandten Blutes die Blut-
zuckermenge in 100 g,

Beispiel: Die Leerbestimmung habe ergeben 1,92 cem
n/100 Thiosulfat, die Vollbestimmung 1,65 cem Thio-
sulfat.  Die Differenz betriigt 0,27 cem Thiosulfat.
0,27 : 28 = 0,0964; die angewandte Blutmenge enthielt
also 0,0964 mg Blutzucker. Waren 86 mg Blut ab-
gewogen, so ergibt sich aus der Gleichung

86:0,0964 — 100 : x

der Zuckergehalt in 100 mg Blut zu 0,112 mg, der
Zuckergehalt in 100 g Blut also zu 0,112 g.

Der Zuckergehalt des normalen niichternen Blutes be-
tragt 0,08— 0,19,
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Bestimmung des Blutzuckers nach Hagedorn
und Jensen')

Prinzip: Das Blut wird durch eine kolloidale Lisung
von Zinkhydroxyd enteiweilit, das klare Filtrat wird mit
Ferrizyankalium behandelt und das nichtgebrauchte durch
Thiosulfat zuriicktitriert. Die Reaktion, nach welcher die
Umsetzung erfolgt, ist

2 H; Fe Cyg - 2HJ = 2H, Fe Cy, - J..

Gebrauchte Reagentien: 1. Zinksulfatlosung: Zink-
sulfat 45 g, in Wasser gelist, auf 100 cem aufgefiillt.
Die Losung wird zum Gebrauch auf das 100fache ver-
diinnt. 2. Kaliumferrizyanidlosung: 1,65 g Kaliumferri-
zyanid und 10,6 ausgeglithtes Natriumkarbonat werden
in Wasser gelost und im Mefikolben auf 1000 aufge-
fillt. Losung in brauner Flasche aufbewahren. 3. Zink-
sulfat-Kochsalzlosung: 10 g Zinksulfat und 50 g NaCl
werden in Wasser gelost und auf 160 cem aufgefiilit.
4. Kaliumjodidlosung, 12,5 g KJ werden mit Wasser auf
100 eem  aufgefiillt (in brauner Flasche aufheben). Zum
Gebrauch werden 40 Teile (3) mit 10 Teilen (4) gemischt.
Die in dunkler Flasche aufzubewahrende Lisung hiilt
sich nur kurze Zeit: mindestens wichentlich frisch her-
stellen! 5. Eisessiglosung: 3 cem Eisessig werden mit
Wasser auf 100 cem aufgefiillt. 6. Stirkelosung: 1 g
losliche Stirke wird unter leichtem Erwiirmen in unge-
fihr 5 cem Wasser gelost und mit gesiittigter NaCl-
Losung auf 100 aufgefillt. 7. Natriumthiosulfatlosung
n/200, hergestellt durch Verdiinnen von 5 ccm n/10
Thiosulfat auf 100. 8, Kaliumjodatlgsung: 0,3566 g
KJ O, werden in Wasser gelost und im MefBkolben auf
2000 aufgefillt. Letztere Lésung dient zur Einstellung
des Titers der Losung (7). Diese Kontrolle ist stets vor-
zunehmen, so oft eine neue Thiosulfatlosung gebraucht
wird, mindestens aber jede Woche. Diese Titerstellung
erfolgt einfach so, dafl 2 cem Jodatlosung (8) mit 2 cem
Essigsiiure (5) und 2 Tropfen Stiirke (6) versetzt werden
und die bis zum Verschwinden der Blaufirbung notige
Menge festgestellt wird. 9. NaOH n/10.

1) Bioch. Zs. Bd. 135 (1923),
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Alle Reagentien sind darauf zu priifen, dall sie eisen-
frei sind, sonst sind sie zu verwerfen.

Zur Enteiweiffung der Blutproben werden ebensoviel
Reagensgliser aus Jenaer Glas von ungefihr 15 mm
Durchmesser und 120 mm Hohe (es kOnnen auch andere
Formate verwandt werden) mit je 1 cem n/10 NaOH be-
schickt und dazu 5 cem der auf das 100fache ver-
diinnten Grundlésung (1) zugegeben. Es entsteht eine
kolloidale Losung von Zinkhydrat. Ein oder besser zwei
Gliischen werden als Kontrollen in der gleichen Weise
behandelt. Mit einer Pipette von 0,1 cem wird aus der
Fingerbeere oder aus dem Ohrlippchen (0,1 cem Blut
entnommen, die Pipette von auflem anhaftendem Blut
gesiubert und der Inhalt in die kolloidale Zinklosung
ausgeblasen. Man spiilt die Pipette mit der im Reagens-
glischen befindlichen Mischung noch 2mal aus und
bliist sie leer. Man stellt nunmehr séimtliche mit Blut
beschickten Rohrchen ebenso wie die Kontrollen auf
3 Minuten in ein siedendes Wasserbad. Inzwischen hat
man soviel Priparatengliser von ungefihr 30 mm Durch-
messer und 100 mm Hohe bereitgestellt, wie der Menge
der Proben einschlieflich Kontrollen entspricht. Diese
Gliischen stehen zweckmiifiig in einem dazu angefertigien
Gestell, das man spiiterhin zusammen mit den Gléschen
in ein Wasserbad stellen kann. Auf die mit den gleichen
Zahlen wie die Reagenzgliser mit den Proben zu
numerierenden Glischen kommt ein kleiner Trichter von
ungefithr 4 em Durchmesser, der einen kleinen Bausch
angefeuchtete Watte enthilt. Nachdem die Reagenzgliiser
die oben genannten 3 Minuten erhitzt worden sind,
gieft man ihren Inhalt auf das dazugehorige Filter,
worauf ein ganz klares Filtrat resultieren mub. Man
wiischt die Reagensgliser noch zweimal mit je 3 ccm
Wasser gut aus und giefit diese ebenfalls auf das
Filter. Man liBt gut abtropfen und entfernt die Trichter.
Nunmehr wird in jedes Glas einschliefilich der Kontrollen
2 ¢cem Ferrizyanidlosung (2) — sehr genau abzumessen!
zugefiigt und das Gestell mit den Glischen 15 Minuten
in ein kochendes Wasserbad eingebracht. Man 1d0t ab-
kiihlen — die Proben konnen jetzt auch lidngere Zeit
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stehenbleiben — und fiigt nun zu jeder Probe 2 cem
der Zinksulfat-Kaliumjodidlosung (Mischung aus 3 und
4) darauf 2 cem Essiglosung (5) und 2 Tropfen Stiirke-
losung (6). Man titriert mit der Thiosulfatlosung aus
einer Mikrobiirette in iiblicher Weise bis zum Ver-
schwinden der blauen Farbe, wobei man das Glischen
auf eine weille Unterlage stellt,

Zur Berechnung mufl man kennen: 1. die verbrauchte
Thiosulfatlosung, a) fiir die Blutprobe, b) fiir die Kon-
trolle; 2. den Titer der Thiosulfatlosung. Hagedorn
und Jensen haben eine Tabelle angegeben, aus welche
die Glukosewerte ohne weiteres, wenn man diese Zahlen
kennt, zu entnehmen sind.

cem n/200 Thiosulfat — mg Glukose in 100 cem Blut

| O 1 2 3 4 3] 6 7 8 0
00385382 379|376 | 373 | 370 | 367 | 364 | 361 | 3b8
0,1 | 355|352 350 | 348 | 345 | 343 | 341 | 338 | 336 | 333
0,2 || 331|329 | 327 | 320 | 323 | 321 | 318 | 316 | 314 | 312
0,3 | 310 308 306|304 302 300 298| 296|294 | 292
04 200288 286 | 284 | 282 | 280 | 278 | 276 | 274 | 272
06 || 270|268 | 266 | 264 | 262 | 260 | 2569 | 257 | 2b5 | 253
0,6 || 251 (249 247|245 243 | 241 | 240 | 238 | 236 | 234
0,7 || 232 | 230 | 228 | 226 | 224 | 222 | 221 | 219 | 217 | 215
081213211 |209|208|206|204)202|200(199| 197

09195(/193| 191 190 188 186 184 182| 181|179
1011177175/ 173|172 170| 168! 166 | 164 | 163 | 161
1.1 159|157 | 155 | 154 | 152 150 | 148 | 146| 145 | 143
1.2 141(139| 138| 136|184 | 132 | 181 129| 127| 125
1,3 /124 (122| 120|119 117|115| 113|111 110|108
1.4 106 104 102 101 099 097 095 093|092 090
15 | 088|086 084|083 081 | 079 | 077 nml' 074 072
1,6 070 068 066 065 063 061 069 057|056 054
1,7 1052050 048 047 | 045 043 | 041 | 039|038 | 036
1.8 (0341032, 0311029 | 027 | 025 | 024 | 022 020 | 019
1.9 017 015 014 012 010 008 007 005|003 002

Die Zuckermenge ergibt sich nun daraus, dafl man
unter Beriicksichtigung des durch die Probe mit Kalium-
jodat erhaltenen Titers aus der Tabelle direkt entnimmt,
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welcher Traubenzuckermenge die im Vollversuche mit
Blut verbrauchte Thiosulfatmenge entspricht. Von der so
erhaltenen Zahl wird die fiktive Menge Traubenzucker
abgezogen, welche dem Verbrauch der Thiosulfatlésung
im Leerversuch ohne Blut entsprechen wiirde. Die
Differenz ergibt direkt die mg Glukose in 100 ¢em Blut.

Beispiel: Die Einstellung der Thiosulfatlésung mit
der Jodatlésung habe ergeben, daf} fiir 2 cem Jodat-
losung 2,04 cem Thiosulfatléosung verbraucht worden
seien. Die Thiosulfatlosung ist demnach etwas zu schwach
und man mub, um richtige Werte zu erhalten, die
beim Zuckerversuch verbrauchte Thiosulfatmenge mit
2,04
2,00

Es sei verbraucht worden im Vollversuch 0,64 ccm.
Da diese Zahl mit 1,02 (dem Titer der Thiosulfatlosung)
zu multiplizieren ist, ergibt sich als wahrer Verbrauch
von Thiosulfat 0,65 cem. Aus der Tabelle wird der dazu
gehorige Wert mit 241 mg abgelesen. Im Leerversuch
seien verbraucht worden 1,86 cem; diese Zahl mufl
wiederum mit 1,02 multipliziert werden, was 1,90 cem
ergibt. Der dazu gehirige Zuckerwert der Tabelle ist
17 mg Traubenzucker. Die Differenz 241 minus 17
ergibt einen Gehalt von 224 mg Traubenzucker in 100 cem
Blut oder 0,224°/,. Der besondere Vorteil dieser Methode
ist, dall man keine Torsionswage braucht. Die Ergeb-
nisse sind denen des Bangschen Verfahrens durchaus
gleichwertig.

1,02 multiplizieren.

Bestimmung des Blutzuckers nach Folin-Wu.

Prinzip: Blutfiltrat wird zugleich mit einer Standard-
[6sung mit Kupfertartratlosung gekocht: das ausgeschie-
dene Kupferoxydul wirkt unter Redulktion auf eine Phos-
phormolybdiinsiurelésung. Die entstehenden Blaufdrbun-
gen werden kolorimetrisch verglichen.

Erforderliche Reagentien: Zur Enteiweilung die
Liosungen nach Folin-Wu. Ferner 1. alkalische Kupfer-
losung. 40 g wasserfreies Natriumkarbonat wird in einem
Mefikolben von 1 1 in ca. 400 cem Wasser gelost. Dazu
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wird 4,5 g kristallisiertes Kupfersulfat und 7,5 Weinsiiure
zugefiigt und nach Losung auf 1 | aufgefiillt. 2. Phos-
phormolybdiinsiureléosung. In einem Jenaer Kolben von
ca. 11 werden 35 g Molybdiinsiure und 5 g Natrium-
wolframat mit 200 cem 109/, iger Natronlauge und 200 cem
Wasser versetzt und die Losung 30 Minuten lang stark
gekocht. Nach dem Abkiihlen wird auf ca. 350 cem auf-
gefiillt, 125 cem sirupise Phosphorsiiure (spez. Gew. 1,71)
zugegeben und auf 500 cem aufgefiillt. 3. Ver-
gleichslosung. a) Stammlésung: 1,1 g reiner
Traubenzucker werden in 100 g Wasser gelost,
der Gehalt der Lisung nach 24 Stunden durch
Polarisation genau festgestellt, so viel Wasser 3|
zugefiigt, dall die Losung genau 19/ig ist und
unter Zugabe einiger Tropfen Toluol (nicht von
Chloroform, da dieses die Reduktionsfiihigkeit
beeinfluBt!) in verschlossener Flasche kalt auf-
bewahrt. b) Standardlésung [ fiir schwiichere
Konzentrationen: 5 cem der Stammlisung werden
mit Wasser auf 500 cem verdiinnt. Die Lisung
enthilt in 100 e¢em 10 mg Traubenzucker.
¢) Standardlosung 1I: 5 cem Stammldsung werden
im Mefikolben auf 250 cem aufgefiillt und eben-
so aufbewahrt. Die Lisung enthiilt in 100 cem
20 mg Glukose. )

Fiir die Bestimmung gebraucht man Zucker- A"
reagenzgliser nach Folin (Abb. 15), welche eine Marke bei
4 cem und 25 cem besitzen. Man pipettiert in das eine
Rihrehen 2 eem Blutfiltrat, in das andere 2 cem Standard-
losung (im allgemeinen Standard 1, nur bei sehr hohen
Zuckermengen Standard 2} und gibt ferner in jedes Glas
2 cem Kupferlosung. Man setzt beide in ein kochendes
Wasserbad (grofies Becherglas) und belifit sie darin
6 Minuten. Man {berfithrt dann in ein Glas mit kaltem
Wasser, lifit die Gliser dort 3 Minuten und gibt nun in
jedes 2 cem Phosphormolybdiinlésung, worauf sich unter
Aufschdumen Blaufirbung entwickelt. Sobald die Gas-
entwicklung beendigt ist, fiillt man beide Rohrchen mit
Wasser bis zur 25-cem-Marke auf, mischt die Losungen
und vergleicht kolorimetrisch.
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Berechnung: Bei Anwendung von Standardlésung I
ergibt sich der Zuckergehalt in 100 cem Blutfiltrat zu

¢=— 10 mg multipliziert mit ?,bei.-'\nwendungderstiirkeren

Standardlosung zu 20 - &;t mg. Da dasBlutfiltrat gegeniiber

dem Blut auf das Zehnfache verdiinnt ist, ist dieser Wert
noch mit 10 zu multiplizieren.

Beispiel: Angewandt Standardléosung I, Hohe der
Schicht der Standardlésung 30, der Schicht der Ver-
suchslosung 24; es ergibt sich fiir den Traubenzucker-

; 0 & ;
gehalt des Blutfiltrates ¢ — 10 . 34 — 12,5 mg in 100 ecm,

fiir den Zuckergehalt des Blutes 125.-10 mg = 125 mg
in 100 cem bzw. 0,1259/,,.

Bestimmung der Azetonkorper (z. T. nach Engfeldt).

Prinzip: Aus enteiweifiten Blut wird getrennt einerseits
priformiertes Azeton und Azeton aus Azetessigsiiure
und andererseits Azeton aus Oxybuttersiiure destilliert
und das Azeton jodometrisch bestimmt.

Erforderliche Reagentien: 1. Natriumwolframat, 109/ ;
2. Schwefelséure 2/, n; 3. Schwefelsiure, verdiinnt (20 ecm
konz. H,SO, werden auf 100 ccm verdiinnt); 4. Chromat-
schwefelsiiure (2 g Kaliumbichromat - 20 cem konzen-
trierte Schwefelsiiure werden mit Wasser auf 100 cem
verdiinnt); 5. Natronlauge, konzentriert; 6. n/100 Jod-
losung; 7. nf/100 Thiosulfatlosung; 8. Stiirkelésung, 1"/ ig.

3— 5 cem unter Zusatz von Kaliumoxalat ungerinnbar
gemachtes Blut (s. S. 63) werden in der S.8Y beschrie-
benen Art enteiweilit und filtriert. Zur Destillation des
Filtrates benutzt man den fiir die Bestimmung des
Azetons im Harn (S. 57) beschriebenen Apparat. 20 cem
des Filtrates, entsprechend 2 c¢em Blut, werden in den
Destillationskolben eingefiillt und 1 c¢em der Schwefel-
siure hinzugefiigt. Das Auffangegefifi wird beschickt
mit 2 ¢cem Jodlosung und 2 cem konzentrierter Natron-
lauge. Nachdem die Verbindungen fest hergestellt sind,



111

wird unter direktem Erhitzen, wenn ndtig, unter Er-
giinzung des verdampften Wassers durch den Trichter c,
ein starker Luftstrom durchgesaugt, der wiihrend einer
Dauer von 25 Minuten unterhalten wird und das gesamte
Azeton (priifformiertes und aus Azetessigsiiure) aus der
Losung mitreift. Nach Beendigung wird das Auffange-
gefiii abgenommen, gut verschlossen und 15 Minuten
stehengelassen. In diesem Gefili hat das freie Azeton
sowie das aus Azetessigsiure entstandene Jodoform
gebildet. Man schliefit nun an den Apparat eine
andere Vorlage an, welche genau in der gleichen
Weise mit Jodlésung und Natronlauge beschickt ist. In
das auf seinem Platze gebliebene Destillationsgefifd wer-
den durch den Trichter in wvier Portionen in gleich-
mifigen Zwischenriumen 10 cem Bichromatschwefelsiure
zugesetzt und dabei unter Erhitzen weitere 25 Mi-
nuten lang destilliert. Das dabei {ibergehende und
Jodoform bildende Azeton ist aus j-Oxybuttersiure ge-
bildet. Man lLifit auch dieses Aufnahmegefifi 15 Mi-
nuten lang stehen.

Zur Titration werden in jedes Auffangegefili etwas
iiber 2 cem Schwefelsiure (3) gefiigt, so dafl die Li-
sung deutlich sauer und durch Jodausscheidung briun-
lich gefiirbt ist. Man fligt einige Tropfen Stirkelosung
dazu und titriert mit n/100 Thiosulfatlosung bis zur
Farblosigkeit in der wiederholt beschriebenen Weise.

Die Menge des Azetons berechnet sich daraus, daf}
1 ecem '/,,, Normal-Jodlosung 0,1024 mg Gesamtazeton
entspricht. Da zur Bestimmung 2 ccm Blut angewen-
det worden waren (20 cem Filtrat), so wird die Menge
Azeton in 1 cem durch Multiplikation der gefundenen
Zahl mit 0,0512 in mg erhalten bzw. in Grammen auf
1000 cem Blut. (Die Multiplikation mit der Zahl
0,1024 mg statt im allgemeinen 0,0967 mg erkliirt sich
daraus, dal man es mit einer Mischung von priifor-
miertem Azeton und Azeton aus Azetessigsiure zu tun
hat) Das zweite Destillat enthilt nach den Versuchen
von Engfeldt eine Ausbeute von 69,2Y Aceton aus Oxy-
buttersiure, so dafy 1 cem '/, Normal-Jodlisung 0,25 mg
Oxybuttersiiure entspricht.
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Beispiel: Es seien vorgelegt fiir die Bestimmung des
Gesamtazetons (priformiert und aus Azetessigsiiure)
2,0 cem  Jodlosung, zum Zuriicktitrieren verbraucht
1,2 cem Thiosulfatlosung, verbrauchte Jodljsung dem-
nach 0,8 cem. Das in der angewandten Blutmenge
2 ccm) enthaltene Azeton wiirde sich also zu 0,8.0,1024,
also zu 0,0819 mg Azeton berechnen, die Menge des Ge-
samtazetons (priformiertes und aus Azetessigsiure) in
L cem zu 0,8-0,0512 mg = zu 0,041 mg, die Menge in
100 cem also zu 4,1 mg. Zur Bestimmung des Azetons
aus J-Oxybuttersiiure seien ebenfalls 2 cem Jodidsung
vorgelegt, zum Zuriicktitrieren seien 0,8 cem Thiosulfat
verbraucht. Die Differenz 1,2.0,25mg—0,3 mg ent-
spricht der Menge Oxybuttersiiure in 2 cem Blut, in
1 cem sind also 0,15 mg, in 100 cem Blut 15 mg
g-Oxybuttersiure enthalten.

Zur Bestimmung der Gesamtazetonkorper des Blutes
(prdformiertes Azeton, Azetessigsiiure, Oxybuttersiure)
erfolgt die Vorbereitung in der gleichen Weise wie oben
beschrieben. Die Destillation erfolgt sofort nach Zusatz
der Bichromatschwefelsiiure. Fiir die Berechnung ist,
wenn man alle Azetonkdrper als Azetessigsiiure aus-
driicken will, die Menge des nicht verbrauchten Jods nach
Engfeldt mit 0,22 mg zu multiplizieren.

Beispiel: Vorgelegt wurden 2 cem Jodlosung, ver-
braucht zur Titration 0,4 cem Thiosulfatlosung, wver-
brauchte Jodlosung 1,6 cem. In 2 g Blut sind ent-
halten 1,6.0,22 — 0,352 mg Gesamtazeton, in 1 cem
Blut also 0,176 mg, in 100 c¢cem Blut 17,6 mg Azeton-
kiorper, berechnet als Azetessigsiure.

Es ist noch moglich, bei der anfangs beschriebenen
Methode das Azeton, welches priformiert ist, von dem
Azeton aus der Azetessigsiure dadurch zu trennen, dafi
man zuniichst ohne Erwiirmen destilliert (priformiertes
Azeton) und dann das Azeton aus Azetessigsiiure nach
Wechseln der Vorlage und Erwiirmen der angesiuerten
Losung iiberdestilliert. (Vgl. auch bei Harn S. 58), vgl.
dort auch iiber Hinterschaltung einer zweiten Vorlage
und Anstellung eines Leerversuches.
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Bestimmung der Fette und Lipoide nach Bang.

Prinzip: Nach den Untersuchungen von Bang werden
mit Petrolither aus Blut, welches in Lischpapierbliitt-
chen — diese miissen besonders gut pripariert sein —
aufgesaugt ist, nur Neutralfett und Cholesterin extrahiert,
durch Alkohol Cholesterinester, Phosphatide und Seifen.
Die Bestimmung der extrahierten Fette erfolgt durch
ihre Reduktionswirkung auf Chromsiiure, die in be-
stimmter Menge zugesetzt wird: dureh Titration mit
Thiosulfat wird die nicht zur Reduktion verbrauchte
Chromsiure ermittelt und daraus die Menge Fett be-
rechnet.

Notwendige Reagentien: 1. 1"/ ige Natronlauge, 2. Nor-
malnatronlauge, 3. Normalschwefelsiure, 4. n/10 Chrom-
sdurelosung mit Schwefelsiiure, hergestelit durch Auf-
losen von 4,9083 g Kaliumbichromat in Wasser, Zugabe
von 10 cem konzentrierter Schwefelsiure und Auffiillen
auf 1000 cem, 5. n/10 Thiosulfatlisung, 6. '/, ige al-
koholische Digitoninlosung (warm herzustellen: wenn in
der Kiilte das Digitonin ausfiillt, geniigt leichtes Er-
wirmen zur Wiederlosung), 7. Petroliither, Siedepunkt
50—65 Grad, 8. 93"/ iger Alkohol, 9. 5"/ ,ige Jodkali-
losung, 10. 1Y/;ige Stirkeldsung, 11. konz. Schwefelsiure.

Bang unterscheidet, wie schon erwiahnt, 2 Extraktionen,
einmal mit Petroldther, das andere Mal mit Alkohol.

|. Bestimmung des Neulralfettes und des Cholesterins.
aj) Gemeinsame Bestimmung,

In S. 64 —66 beschriebener Weise wird das Blut in Bliitt-
chen eingesaugt, die aber in diesem Falle vorher wieder-
holt mit Ather und Alkohol zu extrahieren sind, um
eventuell in ihnen vorhandenes Fett zu entfernen. Nach
Trocknen der Blittchen bringt man sie in trockene vor-
her durch Kaliumbichromat und Schwefelsiiure gereinigte
Reagenzgliiser und setzt 8 —10 cem Petroliither zu, so daf
die Blittchen gut bedeckt sind. Man extrahiert 60 Mi-
nuten, kann aber, wenn man will, die Blittchen auch in .
der Lisung iiber Nacht stehenlassen, Man nimmt nun
mit einem kleinen Hikehen aus Glas oder aus Platin-

Pincussen, Mikromethodik, 2. Aufl, 8
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draht das Blittchen aus der Liosung heraus und kann
es dann noch zur Bestimmung des zweiten Teiles der
Fettkiorper verwenden. Zur Bestimmung des gesamten
Neutralfettes einschlieBlich des Cholesterins iiberfiihrt man
die Petroliitherlosung in ein kleines Erlenmeyerkdlbchen
und dampft die Hauptmenge des Petrolithers auf einem
vorher stark erhitztem Sandbade nach Fortnahme der
Flamme oder auf einem elektrisch geheizten Apparat
ab; will man den Petrolither wiedergewinnen, so setzt
man auf die Kolbchen Stopfen mit einem doppelt
gebogenen Rohr, das unten in ein Auffangegefill
miindet. Nachdem der Petrolither fast vollstindig ab-
gedampft ist, fiigt man zu der zuniichst abgekiihlten
Losung 1 cem 1"/ jige Natronlauge (1) und erhitzt nun
auf dem Sandbade so lange, bis jeder Geruch des
Losungsmittels verschwunden ist. Durch diese Behand-
lung wird das Fett zugleich emulgiert und der Oxyda-
tion durch die Chromsiéiure leichter zugiinglich gemacht.
Man gibt dann genau 1 cem Chromsiiureléosung (4) dazu
und lidfit bis zur Erkaltung der Mischung stehen. Dar-
auf gibt man aus einer Biirette mit Glashahn 5 cem
konzentrierte reine Schwefelsiiure zu, schiittelt um und
liitt mindestens 15 Minuter stehen. In dieser Zeit tritt
eine Reduktion eines Teiles der Chromsiiure durch das
Fett ein, was sich durch eine Veriinderung der gelben
Chromsiiurefirbung kundgibt. Bei der Reduktion wird
Chromsiure in griines Chromoxyd umgewandelt. Ist
nicht simtliche Chromsiiure reduziert worden, so wird
eine Mischfarbe zwischen gelb und griin, eine gelbgriine
Firbung resultieren. Sollte eine rein griine Firbung
entstehen, so ist simtliche Chromséure verbraucht wor-
den; es kann jetzt noch nachtriglich neue zugefiigt
werden: man gibt in diesem Falle zuerst 1 ccm (stets
mit der Pipette zu entnehmen) weitere Chromsiéurelosung
zu und beobachtet, ob wieder ein gelblicher Ton auf-
tritt. Bleibt auch dann die Firbung rein griin, so mul
nochmals Chromsiiure hinzugefiigt werden: dann ist es
aber erforderlich, fiir je 1 cem Chromsiiure auch 2 cem
konzentrierte Schwefelsiiure hinzuzugeben. Ist die Re-
duktion der Chromsiiure nun vollendet, und, an der
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Firbung gemessen, noch ein Uberschufl davon vor-
handen, so iiberspiilt man die ganze Liosung in ein
Erlenmeyerkdlbchen von ungefiihr 200 cem Fassungs-
raum und spiilt mit soviel Wasser wiederholt nach,
so dall das Gesamtvolumen 125 cem betriigt. Man
fiigt zur Losung sodann zwanzig Tropfen Hprozentiger
Jodkalilosung und einige Tropfen Iprozentiger Stiirke-
I6sung und titriert mit einer Mikrobiirette mit n/10 Thio-
sulfatlosung. Der Umschlag erfolgt in diesem Falle nicht
wie bei Bestimmung der Stickstoffsubstanzen und des
Blutzuckers von blau nach farblos, sondern von blau
nach leichtgriinlich, welche Firbung durch das Chrom-
oxyd bedingt ist.

Die Anwendung von n/10 Normallisungen ergibt sich
aus der erheblichen Reduktionsfihigkeit der Fette. 1 mg
Triolein — als Prototyp der Fette gerechnet, sowohl
diese wie auch Cholesterin und Cholesterinester redu-
zieren fast gleichmifliig — reduziert 2,45 cem n/10 Chrom-
sdurelosung. Die Fettmenge ergibt sich demnach aus
der zugesetzten Chromsiiuremenge abziiglich der ver-
brauchten Menge Thiosulfatlosung: die erhaltene Zahl
wird durch 2,45 dividiert und so die Fettmenge in der
angewandten Analysensubstanz in Milligramm erhalten.
Ein genau in gleicher Weise ausgefiihrter Leerversuch
mull vorangehen. Die in diesem verbrauchte Chrom-
sduremenge muf} natiirlich in Anrechnung gebracht werden.

b) Bestimmung des Neutralfettes.

Die Bestimmung des Neutralfettes ist eine Differenz-
bestimmung. Sie beruht darauf, daB nach Windaus das
Cholesterin durch eine Digitoninlésung als Digitonid aus-
gefdllt wird. Eine Probe Blut wird in ganz glei-
cher Weise entnommen und ebenfalls mit Petroliither
extrahiert. Man destilliert den Petroldther zum grifiten
Teil, bis auf ungefihr 1 cem ab, setzt dann 0,1 e¢em
Digitoninlésung (6) dazu und- erwiirmt einige Augenblicke
weiter auf dem Sandbad. Zur besseren Ausscheidung
und Absetzung des Digitonids 1%t man bis zum niich-
sten Tage stehen und filtriert dann den Petroliither mit
Hilfe eines ganz kleinen Trichters und eines ebensolchen,

31-
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durch vorherige Extraktion mit Ather fettfrei gemachten
Filters in ein kleines Wiigeglischen oder dgl. ab und
wiischt das erste Glischen mit 1—2 cem Petroliither
nach, welche man gleichfalls durch das Filterchen giefit.
Auch hier kann man mit Vorteil die ,Filtergerite* von
Schott & Gen. benutzen, die vorher mit Kaliumbichromat
und Schwefelsiure zur Entfernung etwaiger Fettspuren
zu reinigen, mit destilliertem Wasser zu spiillen und zu
trocknen sind. Man verfihrt nun genau so, wie bei der
Bestimmung des petroliitherloslichen Gesamtfettes be-
schrieben, d. h. man destilliert auf dem Sandbad zuniichst
den Petroliither ab, setzt 1 cem 1Y ige Natronlauge (1)
hinzu und erwiirmt so lange, bis der Geruch vollstiindig
verschwunden ist. Man setzt — genau mit der Pipette
gemessen — 1 cem Chromsiureldsung zu, nach einigem
Stehen 5 cem konzentrierte Schwefelsfiure und nimmt,
wenn eine gelbgriine Firbung nach Ablauf von 15 Mi-
nuten erschienen ist, die Uberspiilung und Titration vor.
Man erhiilt auf diese Weise (selbstverstiindlich nachdem
man eine eventuelle Chromsiiurereduktion durch die Rea-
gentien, besonders das Loschpapier allein beriicksich-
tigt hat) den Gehalt des Blutes an Neutralfett.

¢) Die Menge des Cholesterins ergibt sich als
Differenz der Werte unter a und b.

Die Berechnung erfolgt auf Grund der oben ange-
gebenen Verhiiltnisse.

Beispiel: Es seien abgewogen worden fiir die Be-
stimmung von Neutralfett - Cholesterin 90 mg Blut.
Behufs Reduktion ist zugefligt worden zur Fettemulsion
2 cem n/10 Chromsiureldsung: zur Zuriicktitration seien
gebraucht 0,85 cem n/10 Thiosulfatlosung, so dafl die
reduzierte Menge der Chromsiurelosung 1,15 cem  be-
triigt. Ein Leerversuch mit unbeschickten Blittchen habe
ergeben bei Vorlage von 2 cem '/, Chromsiurelosung
einen Verbrauch von 1,95 cem Thiosulfatlosung. Die
hiernach fiir den Leerversuch verbrauchten 0,05 cem
Chromsiiurelosung sind von den oben gefundenen 1,15 cem
abzuziehen, so dafi fiir die Oxydation des Blutfettes
1,10 eem Chromsiurelosung verbraucht wéren. Durch
Division dieser Zahl durch die oben abgeleitete Kon-
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stante 245 erhiilt man die Anzahl mg Neutralfett -~ Cho-
lesterin in der angewandten Blutmenge. Die Berechnung
ergibt 0,449 mg in 90 mg Blut, d. h. 0,499 mg in 100 mg
Blut oder 0499 g in 100 g Blut.

Das Gewicht eines Blittchens, das zur Bestimmung
des Neutralfettes (b) allein verwendet worden ist, betrage
70 mg, sein Gewicht mit Blut 165 mg, das Gewicht des
angewandten Blutes also 95 mg. Es seien vorgelegt
1 cem Chromsiureldosung, zum Zuriicktitrieren verbraucht
0,10 cem Thiosulfat, so dab 0,90 cem Chromsiiure redu-
ziert worden waren. Hiervon sind nach dem oben ge-
schilderten Leerversuch 0,05 cem abzuziehen, so dafy
fiir die reine Reduktion des Neutralfettes 085 cem
ibrighleiben. 0,85:245 — 0,347 mg Neutralfett in 95 mg
angewandten Blut. In 100 mg wiiren danach enthalten
34,7:95 =0,365 mg Neutralfett. Nach obiger Rechnung
betrug die Menge von Gesamtfett -}~ Cholesterin in
100 g 0,499 g, nach der letzten Berechnung die des
Neutralfettes in 100 g 0,365 g; es ergibt sich hieraus
die Menge des Cholesterins zu 0,134 g in 100 g Blut.

Il. Bestimmung der Cholesterinester und der Phosphatide.

Hierfiir wird mit 93"/ igem Alkohol extrahiert. Man
verwendet fiir diesen Zweck die bereits mit Petroliither
extrahierten Blittchen, die man aus der Petroliitherlésung
mit Hilfe eines am Ende hakenférmig gebogenen Drahtes
oder Glasstabes herausnimmt, in trockene Reagensgliiser
iiberfithrt und mit 93"/, Alkohol vollstiindig iibergiefit.

a) Cholesterinester.

Die Extraktion dauert mindestens 24 Stunden. Man
gielit dann zur Bestimmung der Cholesterinester den Al-
kohol ab, fiigt 1 Tropfen 25"/ iger Natronlauge dazu, dampft
auf dem elektrischen Bade oder auf einem Wasserbad in
einem passenden Glischen — auch hier ist ein Wiige-
glischen oder ein ganz kleiner weithalsiger Erlenmeyer-
kolben geeignet — ab, wodurch die Cholesterinester ver-
seift werden. Es folgt zur Bestimmung des Cholesterins eine
Extraktion mit Petrolither: man gibt 8—10 cem Petrol-
dther hinzu, verschliefit das Gefifi gut und lifit 24 Stun-
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den stehen. Nach dieser Zeit gieft man den Petrol-
dther durch ein kleines fettfreies Filter in ein kleines
Wiigegliischen ab, wiischt noch mit ungefiihr 4—5 cem
Petroliither aus und giefit diesen ebenfalls durch das
Filter. Die weitere Bestimmung entspricht der oben be-
schriebenen: unter Zusatz von 1 cem 1Y/ iger Natron-
lauge wird auf dem Sandbade bis zum vdélligen Ver-
schwinden des Petrolithergeruches abgedampft, Chrom-
siauregemisch und Schwefelsiiure zugegeben und, wie
oben beschrieben, mit '/, n-Thiosulfatlosung titriert.

b) Phosphatide, Cholesterinester und Seifen.

Zur Bestimmung der Phosphatide wird der in gleicher
Weise wie bei der Bestimmung der Cholesterinester her-
gestellte alkoholische Extrakt nach Zusatz von 1 Tropfen
n-Natronlauge auf dem Sandbade ebenfalls bis zur Entfer-
nung des Alkohols verdampft und vollig getrocknet. Es wird
1 Tropfen Normalschwefelsiure und 10 cem Petroliither
zugegeben, der Riickstand mit dem Losungsmittel mit
Hilfe eines diinnen Glasstiibchens gut verrithrt und 1 bis
2 Stunden stehengelassen. Hiernach filtriert man den
Petroliither durch ein kleines trockenes, entfettetes Fil-
terchen in ein kleines Wiigegliischen, wiischt den Riick-
stand nochmals mit der halben Menge Petroliither aus
und gibt diesen durch das Filter zur anderen Fliissig-
keit. Man dampft den Petroliither, wie oben beschrieben,
auf dem Wasserbad ab unter Zusatz von 1 cem 1Y/ iger
Natronlauge, gibt nach volligem Verdunsten des Liosungs-
mittels Chromsiuregemisch und Schwefelsiure hinzu
und verfiihrt, wie oben angegeben. Man bekommt auf
diese Weise die Cholesterinester, die Phosphatide und
die Seifen, als Fettsiiuren berechnet. Eine Trennung
der letzteren beiden Komponenten gelingt nach der
Bangschen Methode nicht. Durch Subtraktion des fiir
die Cholesterinester erhaltenen Wertes bekommt man
den Gehalt an Phosphatiden und Seifen.

Die Berechnung dieser beiden Fraktionen gestaltet sich,
wenn sie genau durchgefiithrt werden soll, aulierordent-
lich schwierig, da Cholesterin und Cholesterinester zwar
genau die gleiche Menge Chromsiiurelosung reduzieren
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wie Fette, d. h. 1 mg reduziert 245 cem n/10 Chrom-
siurelosung, und auch die Zahl fir Fettsiuren diesem
Werte praktisch gleichkommt (1 mg Fettsiiure reduziert
2,50 cem n/10 Chromsiiure), die Phosphatide aber ein
erheblich geringeres Reduktionsvermogen aufweisen:
1 mg Phosphatid reduziert nur 1,7 cem n/10 Chrom-
siure. bBang hilft sich damit, dafh er auch die Phospha-
tide und Seifen als Fettsiuren berechnet und demgemiifl
die gleiche Reduktionszahl benutzt. Da die Trennung
der beiden Fraktionen immerhin ziemlich schwierig ist,
und fiir die Lipoide in Gestalt des fettlislichen P ge-
nauere Methoden zur Verfiigung stehen, wird man sich
in vielen Iillen damit begniigen, Cholesterinester,
Phosphatide und Seifen zusammen zu bestimmen. In
diesem Fall gestaltet sich die Berechnung genau wie
flir das Neutralfett und das- Cholesterin beschrieben.
Anderenfalls miissen beide Bestimmungen durchgerechnet
werden. Hierfilr ein

Beispiel: Bestimmung der Gesamtfraktion Il (Ver-
fahren b): Abgewogen seien (da bereits zur Bestim-
stimmung der Neutralfettfraktion benutzt, natiirlich vor
der primiren Petrolitherextraktion) 90 mg Blut. Es war
zur Reduktion zugefiigt worden 1 cem n/10 Chromsiiure,
zum Zuriicktitrieren seien gebraucht worden 0,56 cem
Thiosulfatlosung, so dafi 0,44 cem Chromsiiurelisung
durch Cholesterin aus Estern, Phosphatiden und Seifen
reduziert worden waren. Abzuziehen hiervon wiiren die
im Vorversuch (S. 116) verbrauchten 0,05 cem Chrom-
siurelosung, so dafi in Wahrheit 0,39 cem Chromsiiure-
losung reduziert worden sind. Wird nach dem oben ge-
nannten Einheitsmafi berechnet, so bekommt man durch
Division mit 2,45 die Menge der hier bestimmten Fettsub-
stanzen (Cholesterin, Phosphatide und Seifen als Fettsiiure
berechnet) in Milligramm. Die Division ergibt 0,159 mg
in den angewandten 90 mg Blut, also 0,177 mg in 100 mg,
0,177 g in 100 g Blut. Andererseits sei zur Bestim-
mung der Cholesterinester (Ila) 95 mg Blut abgewogen
worden; zur Reduktion zugegeben 1,0 ¢em Chromsiiure-
losung, zum Zuriicktitrieren verbraucht 0,74 cem Thiosulfat,
Differenz 0,26 cem  Chromsiiure, hiervon abgezogen
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0,05 cem (Leerbestimmung), Rest 0,21 cem Chromsiiure.
Durch Division mit 245 erhiilt man 0,086 mg Cholesterin
aus Estern in 95 mg Blut bzw. 0,086 g Cholesterin (ge-
bundenes) in 95 g Blut oder 0,091 g Cholesterin (gebun-
denes) in 100 g Blut. Die Differenz des oben gefundenen
Gesamtwertes der Fraktion 0,177 g und des Cholesterin-
wertes 0,091 g ergibt 0,086 g Phosphatide -~ Seifen,
als Fettsiure berechnet. Will man diesen Wert als
yPhosphatide® ausdriicken — diese machen den grofiten
Teil der Menge aus —, so muB man infolge der ge-
ringeren Reduktion der Phosphatide (s. die obige An-
gabe) den gefundenen Wert mit %/, multiplizieren, und
man wirde in diesem Falle den Wert dieser Halbfrak-
tion so ausdriicken, daffi in 100 cem Blut 0,129 mg
»Phosphatide“ enthalten wiiren.

Es soll nicht verschwiegen werden, daffi diese Diffe-
renzierung nicht ganz einwandfrei ist; sie gibt nur ein
allgemeines Bild iiber die Verteilung der ,Fettsubstanzen*,
ohne dali man die Zahlen mit absoluter Sicherheit fiir die
einzelnen Fraktionen reklamieren kann. Fiir praktische
Zwecke empfiehlt es sich im allgemeinen, die Bestim-
mung und Differenzierung der ersten Hauptfraktion, Neu-
tralfett und Cholesterin, vorzunehmen und sich mit einer
zusammengefafiten Bestimmung der zweiten, alkohollos-
lichen Hauptfraktion (b) zu begniigen. Die Resultate sind
bei dieser Beschrinkung zuverliissig, die Bestimmungen
bei einiger Ubung ohne erhebliche Schwierigkeiten durch-
zufiithren.

Bestimmung des Gesamtfettes.

Prinzip: Das mit Salzsiiure behandelte Blut wird mit
Ather extrahiert und im gewaschenen, abgedampften
Atherextrakt jodometrisch das Fett bestimmt.

Erforderliche Reagentien: 1.—4. die bei der Bestim-
mung der Fette nach Bang genannten. 5. Ather. 6. Salz-
siture, konzentriert: 1,19, 7. konzentrierte Schwefelsiiure.
8. Jodkalilosung: 59 ig. 9. Thiosulfatlosung: '/, normal.
10. Stiirkelosung: 19/, ig.

Mit einer genauen, 0,1 cem fassenden Pipette wird
dieses Quantum Blut aus der Fingerbeere entnommen
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iiberfithrt. Man gibt 3 c¢em Lkonzentrierte Salzsiiure
hinzu und stellt !/, Stunde in ein siedendes Wasserbad.
Man lifit abkiihlen, verdiinnt die Losung mit 5 cem
Wasser und iiberfiihrt sie quantitativ in einen ungefihr
30 cem fassenden Scheidetrichter von langer schmaler
Form, spiilt das Reagenzglas noch 2mal mit zusammen
5 cem Wasser aus und gibt diese auch in den Scheide-
trichter hinein. Man bringt in das Reagenzglas 10—12 ¢em
Ather und giefit diese nun auch in den Scheidetrichter.
Jetzt wird 2—3 Minuten gut ausgeschiittelt. Sollte beim
Stehenlassen sich die itherische Schicht schlecht von
der wiilirigen trennen, indem sich an der Grenze ein
ziemlich bestindiger Schaum bildet, so lifit man zu-
néchst die Hauptmenge der klaren wiilirigen Schicht ab
und blist dann mit einer kleinen Pipette Luft durch die
Fliissigkeit durch, indem man die Pipette mit ihrer Spitze
dicht unter die Trennungsschicht fiihrt. Ist die Grenze
nun schart geworden, so lifit man die wilirige Losung
moglichst vollkommen ab und gibt nun zu der im
Scheidetrichter zuriickgebliebenen Losung ungefihr 10 cem
Wasser. Man schiittelt mit diesem (zur Entfernung even-
tueller Spuren von Salzsdure) durch, liBt die wibrige
Schicht wieder ab und giefit nun durch die obere Oft-
nung des Scheidetrichters die dtherische Losung in einen
kleinen Erlenmeyerkolben von 25 cem Inhalt. Die vor-
her abgelassene wiilirige LOsung einschliefilich des Wasch-
wassers wird nochmals mit 10 cem Ather 1 Minute aus-
geschiittelt, die wiilirige Schicht abgelassen, die zuriick-
bleibende {itherische Lisung ebenfalls mit 5 cem Wasser
gewaschen, das Wasser wieder abgelassen und die
Atherlésung in den Erlenmeyerkolben zu der anderen
getan. Man erwidrmt jetzt auf einem elektrischen Sand-
bad, bis der Ather vollstindig entfernt ist, liifit kurz ab-
kiihlen, gibt dann 1 cem 1°/,ige Natronlauge dazu und
mischt durch leichtes Schiitteln gut vm.

Man gibt jetzt 2 cem Chromsiurelésung und 5 cem
konzentrierte Schwefelsiiure zu und lift '/, Stunde lang
stehen. Hiernach tberfithrt man die Losung quantitativ
unter Verwendung von 150 ¢cem Wasser in einen grofien
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Erlenmeyerkolben, fiigt 1 cem (20 Tropfen) Jodkalildsung,
nach Umschiitteln ferner 3 Tropfen Stiirkelésung hinzu
und ftitriert bis zur Entfirbung bzw. Entstehung eines
leicht griinlichen Tones mit n/50 Thiosulfatlisung.
Neben der Vollbestimmung mull, wenigstens einmal
am Tage, eine Leerbestimmung ausgefiihrt werden, in-
dem die zur Verwendung kommende Menge Ather auf
dem elektrischen Bade abgedampft und dann wie eine
richtige Probe behandelt wird. Es ergibt sich hier auch
bei sehr reinen Substanzen stets eine gewisse Reduktion.
Die Berechnung griindet sich darauf, daf (ebenso wie
bei der Bestimmung nach Bang geschildert) 1 mg Fett
245 cem n/10 Chromsiurelosung entspricht. Die Menge
der zur Oxydation zugesetzten Chromsiurelosung &ab-
ziiglich '/, der angewandten Thiosulfatlosung (da diese
ja nicht '/ ., sondern '/., normal ist) entspricht der Oxy-
dation des Fettes. Dieser Wert ist aus dem oben an-
gegebenen Grunde durch 245 zu dividieren, woraus
sich die mg Fett in der angewandten Menge (0,1 ccm)
Blut ergeben. Von dieser Zahl ist die auf gleiche Weise
zu berechnende des Kontrollversuches abzuziehen.
Beispiel: Es seien angewandt 0,1 cem Blut; es seien
zugegeben worden 2 cem Chromséurelosung, zum Zuriick-
titrieren seien verbraucht worden 4,80 cem n/b50 Thio-
sulfat entsprechend 0,96 cem n/10 Thiosulfat. Die Re-
duktion des Fettes entsprach also dem Verbrauch von
2,0 — 0,96 = 1,04 cem n/10 Chromséiureldsung. Diese Zahl
dividiert durch 2,45 ergibt 0,425 mg Fett. Der zugleich
angestellte Kontrollversuch, bei welchem nur 1 ecm
Chromsiureldsung zugegeben worden war, habe ver-
braucht 2,6 eem n/50 Thiosulfalt = 0,52 ecem n/10 Thio-
sulfat. Die verbrauchte Chromsiiure betrug also 1,0
— 0,52 = 0,48; entsprechend also 0,48 dividiert durch 2,45
0,195 mg Fett. Die Differenz 0,425 — 0,195 = 0,230 mg
ist also die Fettmenge in 0,1 cem Blut: 100 eem ent-
halten also 0,230 g — 0,230 ?/,,.

Nephelometrische Fettbestimmung nach Bloor.
Prinzip: Die in einer wiilirigen Losung des verseiften,
extrahierten Fettes durch Zusatz von Siiure erzeugte
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Triibung wird mit der einer Standardlésung aus Triolein
im Nephelometer verglichen.

Gebrauchte Reagenzien: 1. Alkohol-Athermischung,
bestehend aus drei Teilen redestilliertem, absolutem Alko-
hol und einem Teil reinstemAther: 2. Alkoholische Natron-
lauge, normal; 3. verdiinnte Salzsiure (1 Teil konzen-
trierte Salzsiiure und 4 Teile Wasser); 4. Standardolein-
losung: 200 mg Triolein werden in der Alkoholiitherlosung
(1) in einem MefGkolben von H00 aufgelist und zur Marke
aufgefiillt. Die LOosung enthiilt in 5 cem 2 mg Triolein.

In einen Mefikolben von 50 eem, welcher ungefiihr
40 cem der Losung 1 enthilt und der vorher mit der
Liosung, nachdem der Stopfen aufgesetzt war, zu wiegen
ist, werden aus einer Spritze ungefihr 2 cem Blut
langsam hereingespritzt, wihrend der Kolben dauernd
umgeschiittelt wird. Der Stopfen wird wieder aufgesetzt
und wieder gewogen und so das Gewicht des zuge-
gebenen Blutes festgestellt. Man kann auch das Blut
in die alkoholische Atherlisung — ohne Wiigung — mit
einer Pipette oder auch einer sehr genau graduierten
Spritze hereinbringen und bestimmt in diesem Falle den
Fettgehalt in dem gemessenen Volumen. Aus diesem
kann man anniihrend das Gewicht durch Multiplikation
mit 1,06 (mittleres spezifisches Gewicht des Blutes) be-
rechnen. Man bringt nun den Kolben in ein kochendes
Wasserbad und lifit ihn dort, bis der Inhalt gerade zu
sieden anfiingt, kiihlit dann sofort unter der Wasser-
leitung ab, fiillt mit dem Alkohol-Athergemisch bis zur
Marke auf und mischt gut durch. Bei der Entnahme
des Blutes ist darauf zu achten, dafi man das Kélbehen
nicht mit der warmen Hand anfafit, um Abdunsten von
Ather zu vermeiden. Man filtriert nun schnell die Li-
sung durch ein Faltenfilter in ein trocknes Gefill, wobei
ebenfalls darauf zu achten ist, dal kein Verlust an
Losungsmittel durch Wiirme entsteht. An warmen Tagen
mufl daher das zur Aufnahme der LiOsung benutzte
Gefill in kaltes Wasser gestellt werden. Es ist darauf
zu halten, dafi alle diese Manipulationen, natiirlich mit
Ausnahme des Kochens, bei einer gleichbleibenden Tem-
peratur erfolgen und maglichst schnell ausgefithrt werden.
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Von dem Filtrat bringt man in 2 kleine Becherglischen
oder weithalsige Erlenmeyerkolbehen von ungefiihr 40 cem
Fassungsraum einen aliquoten Teil des Filtrates herein.
Im allgemeinen wird sich bei Anwendung von ungefihr
2 cem Blut 15 cem als die richtige Menge erweisen.
Man fugt zu jeder Probe 2 cecm der alkoholischen Natron-
lauge (2) und liBit auf einem elektrischen Bade oder
einem Sandbade die Mischung abdampfen, bis alles Lo-
sungsmittel verdampft und die Verseifung vollzogen ist.

Inzwischen hat man 3 Koélbehen von ungefiihr 200 cem
Fassungsraum mitje 100 cem reinem destilliertem Wasser
beschickt. Man lést nun den Riickstand in den kleinen
Kolbchen in je 5 cem der Alkohol-Atherlosung auf unter
leichtem Erwiirmen, so dafi nur noch einige Flocken des
Natriumhydrats ungelést bleiben, und bringt nun den
Inhalt unter Umriihren in je eins der mit Wasser be-
schickten Kdolbchen: die kleinen Glischen werden durch
Zuriickgieflen von etwas Losung aus den grofien Kélb-
chen noch einmal ausgespiilt und der Inhalt wieder in
den betreffenden Kolben zuriickgegossen. (Die Doppel-
analyse empfiehlt sich, um das Resultat ganz sicher zu
gestalten.) In das dritte Kélbchen mit Wasser gibt man
o cem der Standardlosung (4) herein und mischt auch
dieses Koilbchen durch leichtes Umschwenken. Nach un-
getihr 5 Minuten gibt man in jedes Kilbehen 10 cem
der Salzsidure (3), mischt durch leichtes Schiitteln und
schliefit nach 5 Minuten langem Stehen den nephelo-
metrischen Vergleich in der an anderer Stelle (S. 19)
beschriebenen Weise an, der in weiteren 5 Minuten be-
endet sein muf.

Die Berechnung griindet sich darauf, daff in der
angewandten Kontrollisung 2 cem Triolein enthalten
sind. Die Menge des in der angewandten Probe ent-
haltenen Fettes entspricht also: 2 mg multipliziert mit

S ® " 1 r & w4
sl’ worin s, der Schichtdicke der Vergleichslosung, s der
der Versuchsliosung entspricht.

Beispiel: Es seien durch Wigung 1,8g Blut fest-
gestellt worden. Von diesen, die zuniichst auf 50 cem
aufgefiillt waren, sind 15 zur Analyse verwandt worden.



Die nephelometrische Bestimmung habe ergeben fiir s, 50,
fiir s 40 mm. Es berechnet sich also die Menge des
in den 15 cem der Extraktldsung befindlichen Fettes zu
40
den gesamten H0 cem Extrakt vorhandenen Fettes zu

2 mg multipliziert mit - 1,5 mg, die Menge des in

1,50 mal T_ — 50 mg Fett. Da die Blutmenge 1,3 g be-
+)

trug, so ergibt sich die Menge des Fettes in 100 g nach
der Gleichung 1,8:5--100:x zu 278 mg oder 0,278"/,

Bestimmung des Cholesterins (Prinzip Autenrieth).

Die Bestimmung beruht auf der Farbreaktion des
Cholesterins mit Essigsiiureanhydrid und Schwefelsiure
und dem kolorimetrischen Vergleich mit einer bekannten
Losung.

Erforderliche Reagentien: 1. Kalilauge 25%0;
2. Chloroform: 3. Natriumsulfat, wasserfrei; 4. Essig-
siureanhydrid; 5. Schwefelsiiure konzentriert; 6. Chole-
sterin, Vergleichslosung (s. u.)

1 cem Serum (mit einer genauen Pipette entnommen)
werden in ein Erlenmeyerkolbchen von 30 cem Inhalt
eingebracht, 10 cem 25"/ige Kalilauge zugefiigt und
nach Umschiitteln das Kolbchen in ein kochendes
Wasserbad eingestellt. Nach 2— 3 Stunden langem Kochen
it man abkithlen und giefit dann die Mischung in einen
kleinen, ungefiihr 30 cem haltenden Scheidetrichter
hinein. Man spiilt das Gefdall mit 10 cem Chloroform
aus und gibt dieses ebenfalls in den Scheidetrichter
hinein. Man schiittelt kriftig aus, lifit sich die beiden
Schichten trennen und lift dann die untere Chloroform-
schicht in ein trockenes Kolbehen ab. Zu der im Scheide-
trichter zuriickgebliebenen Reaktionsfliissigkeit gibt man
ungefihr 8 cem Chloroform, schiittelt wieder gut durch
und gibt das abgesetzte Chloroform zu dem abgelassenen.
Man wiederholt die Prozedur mit ca. 8 cem Chloroform
nochmals und vereinigt die Chloroformextrakte mit
den anderen. Um die fast immer tritbe Chloroformlosung
vom triitbenden Wassergehalt zu befreien, gibt man in
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das Flischchen 5 g wasserfreies Natriumsulfat und
schiittelt energisch durch. Die so wasserfrei gemachte
Chloroformlésung wird durch ein trockenes Filter in ein
trockenes 25-cem-Mefikdlbehen filtriert, das Kiolbehen mit
etwas frischem Chloroform nachgewaschen und das
Mebkolbchen mit Chloroform bis zur Marke aufgefiillt.

Je nachdem, welches Kolorimeter man verwenden will,
wird an einem Teil dieser natiirlich gut durchzumischen-
den Chloroformlésung die Farbenreaktion angestellt. Bei
Benutzung des Autenriethschen Kolorimeters, wo die Ver-
suchslosung in den Trog eingefiillt wird, geniigen 5 cem
Chloroformlésung, bei Anwendung eines grofleren Kolori-
meters werden im allgemeinen 20-—25 cem erforder-
lich sein. Die Mengenverhiiltnisse fiir die weitere Ver-
arbeitung sind entsprechend zu nehmen. Zu je 5 cem
Chloroformlésung werden 2 cem Essigsiureanhydrid
[(CH,CO),0] und 3 Tropfen konzentrierte Schwefelsiiure
zugegeben und das Gefdfl im Dunkeln 15 Minuten bei
32--35 Grad stehengelassen, In dieser Zeit hat sich
die Firbung optimal entwickelt. Zum Vergleich kann
man entweder den fiir das Autenriethsche Kolorimeter
hergestellten Farbkeil verwenden, oder — das ist fiir
den Leerkeil des Autenriethschen Apparates wie fiir
die anderen Kolorimeter erforderlich —, man muf sich
eine Cholesterinlosung bekannten Gehaltes herstellen. In
diesem Falle l16st man 2 mg Cholesterin (sehr genau!)
in 25 ccm  Chloroform und gibt zu der Losung
10 cem Essigsiureanhydrid und 6 Tropfen konzen-
trierte Schwefelsiiure!). Die LiOsung bleibt mit der
anderen zusammen 15 Minuten bei 32—35 Grad im Dun-
keln stehen. Der kolorimetrische Vergleich wird in iib-
licher Weise durchgefiihrt.

Die Berechnung erfolgt bei Verwendung des Auten-
riethschen Kolorimeters und des fertigen Farbkeiles durch
Ablesen der Skala und Aufsuchen des entsprechenden

) ZweckmiBig stellt man sich eine Stammldsung von 100 mg
Cholesterin auf 250 eem Chloroform her, von der man zu jedem
Versuch 5 cem mit Chloroform auf 25 eem verdiinnt.
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Wertes in einer beigegebenen Tabelle.!) Bei Verwendung
einer nach obiger Vorschrift angefertigten Vergleichslosung
ergibt sich fiir diese ein Cholesteringehalt von 2 mg in
25 cem.  Bei Farbengleichheit bei gleicher Schichtdicke
wiirde also die Versuchslosung in 25 ¢cem, bzw. der darinent-
haltene 1 cem Serum ebenfalls 2 mg Cholesterin enthalten,
100 cem Serum also 200 mg. Sind die Schichtdicken bei glei-
cher Farbtiefe verschieden,so berechnetsich der Cholesterin-
; : G, =8,
wert nach der wiederholt angewandten Formel ¢ — ==
Der Cholesteringehalt in 100 cem Serum ist demnach
200 mg multipliziert mit dem Quotienten
Schichtdicke der Testlosung
Schichtdicke der Versuchslosung

Fiir stiirkere Cholesterinkonzentrationen verwendet man
eine Lisung von 4 mg Cholesterin in 25 cem Chloroform,
die genau auf die gleiche Weise behandelt wird; man ver-
diinnt also die Stammlisung auf das Zweieinhalbfache:
also 10 ¢cem Stammlosung —— 15 ¢eem Chloroform. Bei der
Berechnung ist dann statt 200 mg 400 mg einzusetzen.

Beispiel: Angewandt 1 cem Serum, Chloroformextrakt
25 cem, behandelt wie oben angegeben, Vergleichslosung
2 mg Cholesterin in 25 cem Chloroform. Die kolori-
metrische Ablesung ergibt fiir die Vergleichslosung eine
Schichtdicke von 20 mm, fiir die Versuchslosung eine
solche von 25 mm bei Farbengleichheit. Der Chole-
steringehalt der Liosung ergibt sich fiir 100 cem Blut zu

20200

T 160 mg Cholesterin.

Der Cholesteringehalt des normalen Blutes betrigt un-
gefahr 160—180 mg Y/,

Bestimmung der Harnsiiure nach Folin und Wu.

Prinzip: Harnsiiure wird zusammen mit den Chloriden
durch Silber gefillt, aus dem Niederschlag die Harnsiiure
durch HCl-haltige Kochsalzlosung herausgeldst und mit

1) Sind dort andere Verdiinnungsverhiltnisse angegeben, so
sind die Werte entsprechend zu reduzieren!
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Hilfe des Folinschen Harnsiurereagens die freigesetzte
Harnséiure kolorimetriseh bestimmt.

Notige Reagentien: 1. Zur Enteiweibung (Wolfram-
sdure) die bei Reststickstoff S. 89 angegebenen: 2. 5° Jige
Losung von Silberlaktat in 5"/ iger Milchséiure; 3. 109/ ige
NaCl-Losung in n/10 HCI; 4. 59/ ige Natriumeyanidlo-
sung; 0. Natriumkarbonatlésung 20"/,ig; 6. Natriumsulfit-
l6sung 10Y/,ig; 7. Harnséiurereagens nach Folin: 100 g
Natriumwolframat werden mit 80 cem 80" iger Phos-
phorsiure (spez. Gew. 1,70) und 750 eem Wasser 3 Stun-
den (unter dem Abzuge!) unter zeitweisem Ersatz des
verdampften Wassers gekocht, nach dem Abkiihlen wird
auf 1 1 aufgefiillt; 8.Harnséurestandardl 6sung. Durch
Losen von 200 g Natriumsulfit und Auffiillen mit Wasser
auf 11 wird eine 20°/ige Na,SO,-Lésung hergestellt, die
man zum besseren Absetzen iiber Nacht stehen Bt
und dann zum Entfernen etwaiger Triibungen noch fil-
triert. Andererseits 16st man 100 mg reinste Harnsiure
(genau auf der chemischen Wage wiegen) in 15 cem
einer 0,4"/jigen Lithiumkarbonatlésung und bringt diese
Losung quantitativ unter Nachspiilen mit destilliertem
Wasser in einen 1000 cem Mefikolben. Man gibt hierzu
noch ca. 300 cem Wasser, ferner 500 cem der 209/ igen
Natriumsulfitlosung (die nicht gebrauchte 20/ ige
Na,S0,-Losung verdiinnt man mit der gleichen Menge
destillierten Wassers und gewinnt so die Losung Nr. 6)
und fiillt mit destilliertem Wasser bis zur Marke auf.
Nach gutem Durchmischen fiillt man die Losung in sau-
bere trockne Flaschen von 200 cem ab, verkorkt sie
gut, am besten mit Gummistopfen, und iiberzieht Kork
und Flaschenhals mit Paraffin, indem man diese Teile
einfach in geschmolzenes Paraffin eintaucht. Die so
verschlossene Losung hiilt sich einige Monate: wenn sie zum
Gebrauch Ofter getffnet wird — bei dieser Flasche braucht
man die Paraffindichtung nicht immer zu wiederholen —,
bleibt sie ungefihr 4 Wochen lang unveriindert?).

Man enteiweilit mindestens 5 eem Blut in der S. 89
angegebenen Weise. Man pipettiert 20 cem des Blut-

') Neuerdings empfiehlt Folin zur besseren Haltbarmachung der
Standardlésung den Zusatz von 25 cem Formalin ad 1000cem Losung.
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filtrates in ein grofes Zentrifugenglas hinein (sind so grofie
Gliser nicht vorhanden, so gibt man in 2 Zentrifugengliser
je 10 cem), figt 4 cem Silberlaktatlosung (2) dazu, riikrt
gut um und zentrifugiert 5—10 Minuten in einer gut
laufenden Zentrifuge. Durch Zusatz eines Tropfens Ag-
Losung zu der klaren iiberstehenden Fliissigkeit priift
man, ob noch eine Fillung entsteht — bejahenden
Falles werden noch 2 cem Silberlosung zugegeben, um-
cerithrt und nochmals zentrifugiert. Entsteht keine Fiil-
lung mehr, was die Regel ist, so giefit man die iiber-
stehende Fliissigkeit ab, was ohne Schwierigkeit gelingt,
da der Niederschlag fest am Boden haftet. Man fiigt
nun zu diesem 2 cem der Kochsalzlosung (3), unge-
fihr 10 cem Wasser, rithrt wieder gut um und zentri-
fugiert. Die Harnsiiure geht hierbei in die iiberstehende
klare Fliissigkeit. Man bringt diese nun, vom Bodensatz ab-
giefiend, quantitativ unter Nachspiilen mit destilliertem
Wasser in einen MefBkolben von 25 cem. Sollte sich
etwas Chlorsilber ablisen und mithereingehen, so schadet
dies nichts, da es wieder geldst wird. Man fiigt nun
noch hinzu 1 cem Natriumsulfitlosung (6), 0,5 cem Cyan-
natriumlosung (4) — aus einer Biirette zu entnehmen,
sehr giftig, darum nicht mit einer Pipette aufsaugen! —
und 3 eem Natriumkarbonatlosung (5).

Andererseits werden 2 Vergleichsliosungen hergestellt. In
je einen Mefkolben von 50 cem Inhalt werden eingefiillt

in Kolben a Kolben b
Standardlosung (8) 1 ecem 2 ccm
Natriumsulfitlosung (6) 1 ccm —
Kochsalzlosung (3) 4 cem 4 ecem
Cyannatriumlosung (4) 1 cem 1 ecm
Natriumecarbonatlosung (5) 6 eem 6 eem

Beide Kolbchen werden mit destilliertem Wasser auf
ungefihr 45 cem aufgefiillt und gut durchgemischt. Man
gibt dann zu gleicher Zeit zu Kolben a und b je 1 cem,
in das 25 cem Kolbehen, welches die Versuchslisung
enthiilt, 0,5 eem Harnsiurereagens (7), mischt, it 10
Minuten stehen, fiillt dann mit Wasser bis zur Marke
auf und mischt wieder. Man nimmt sofort die kolori-

Pincussen, Mikromethodik, 3. Aufl. )
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metrische Ablesung vor, indem man hierbei zum Vergleich
die Standardlosung benutzt, die etwas dunkler ist als
die zu untersuchende Lisung.

Die Berechung ergibt sich aus folgendem. Vergleichs-
losung a enthiilt in 50 ¢em 0,1 mg Harnséuve, in 100 cem
(,2 mg Harnsiiure, die Liésung b in 100 cem 0,4 mg Harn-
giiure. Die 25 eem der zu untersuchenden Lisung ent-
sprechen 2 eem Blut, 100 cem dieser Losung wiirden
also 8 cem Blut entsprechen. Wiirde also bei dem ko-
lorimetrischen Vergleich eine Farbengleichheit der bei-
den Lésungen bestehen, wenn beide gleiche Schicht-
dicke haben, so wiirde bei Vergleich der Versuchs-
losung und der Testlosung a. auch die Blutlosung
0,2 mg Harnsiure in 100 cem Lisung oder in 8 cem
Blut enthalten. Der Harnsiuregehalt in 100 ccm Blut
wiire dann 12,6 mal so hoch und entspriche in diesem
Falle 2,5 mg Harnséure in 100 ccm Blut. Wiirden die
gleichen Verhiiltnisse, d. h. Farbengleichheit bei gleicher
Schichtdicke, bei Anwendung der Testlosung b sich
ergeben, so wiire die in 100 ccm Blut enthaltene Harn-
siiuremenge 5 mg. Bei Farbengleichheit und verschiedener
Schichtdicke ergibt sich der Harnsiuregehalt in 100 cem
Blut unter Anwendung der oben erwiihnten Formel

b B
bei Anwendung von Testlosung a zu E‘ - 2,5 mg,

: " s .
bei Anwendung von Testlosung b zu sl .b mg Harnsiiure,

wobei wiederum s, die Schichtdicke der Testlisung, s
die Schichtdicke der zu untersuchenden Lésung be-
deutet.

Beispiel: War Testlosung a angewandt, und betrug
bei gleicher Farbtiefe die Schichtdicke dieser 20 mm,
die Schichtdicke der Versuchslosung 27,5 mm, so waren
enthalten in 100 cem Blut

20
27,5

Der Harnsiuregehalt im normalen Blute betriigt bei

purinfreier Erniihrung zwischen 1,5 und 3 mg %,

- 2,5 = 1,82 mg Harnsiiure.
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Bestimmung der Harnsiure nach Benediet.

Prinzip: In der nach Folin-Wu enteiweifiten Blut-
losung (s. S. 89) wird ohne weitere Isolierung durch ein
spezifisches Phosphor- Arsen-Wolframsiurereagens eine
fiir Harnséure charakteristische Blaufirbung erzeugt, die
kolorimetrisch mit einer auf gleiche Weise behandelten
Standard-Harnsidurelosung verglichen wird.

Erforderliche Reagentien: Zur EnteiweiBung die S. 89
beschriebenen, ferner 1. Harnséurereagens: 100 g reines
Na-wolframat wird in einem Jenaer Literkolben in ea.
600 cem Wasser geldst. Dazu werden gegeben 50 g reine
Arsensiiure (As,0;), darauf 25 cem 819/ ige Phosphorsiiure
und 20 cem konzentrierte Salzsiure. Es wird 20 Minuten
gekocht: man lifit dann abkiihlen und fiillt auf 1 1 auf.
2. Cyannatriumlésung: 50 g Cyannatrium werden mit
Wasser zu 1000 cem gelist und der gesamten Lisung
2 cem konzentriertes Ammoniak zugefiigt. 3. Standard-
I6sung: A Stammlosung: 9 g sekundiires Natriumphos-
phat (Na,HPO,) und 1 g primires Natriumphosphat
(NaH,PO,) werden in 200 bis 300 cem heifiem Wasser
gelost, auf 500 ecm aufgefiillt und filtriert. Andererseits
werden 0,2 g reinste Harnséiure genau abgewogen, in
ein grofies Jenaer Becherglas iiberfiihrt, 5—10 ccm Wasser
zugefligt, so dafl man eine Aufschwemmung erhiilt, und nun
die noch heifle Phosphatlosung auf die Suspension herauf-
gegossen, wobei die Harnsiiure vollstindig in Lisung
geht. Man lafit erkalten, fiigt 1,4 cem Eisessig hinzu und
fillt mit destilliertem Wasser auf 1000 cem auf. Die
Losung hiillt sich mit etwas Toluol als Desinfiziens
mindestens zwei Monate unveriindert. Hieraus werden
die gebrauchsfertigen Standardlésungen hergestellt (Zwei
Wochen haltbar), und zwar Losung B: 25 cem Lissung A
werden in einen Mefikolben von 500 cem hereinpipettiert,
dazu 250 ecm destilliertes Wasser und 2,5 cem konzen-
trierte Salzsiure gegeben, aufgefiillt auf 500 cem. Diese
Liosung enthdlt in 1 ecem 0,01 mg Harnsiiure, in 5 cem
0,05 mg. Lisung C: (fiir geringere Konzentrationen)
10 cem Losung A werden in einen Mefikolben von 500 cem
einpipettiert, 250 ccm destilliertes Wasser und 2,5 cem

Ut
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konzentrierte Salzsiiure zugegeben und ebenfalls auf 500
mit Wasser aufgefiillt. Die Lisung enthiilt in 1 cem
0,004 mg Harnsédure, in 5 cem 0,02 mg Harnséure.

Verfahren: Bei geringen und mittleren Konzentra-
tionen: 2 Reagenzgliser werden mit je 5 cem Wasser
beschickt, dazu kommt in das eine 5 cem Standard-
losung C, in das andere 5 cem Blutfiltrat. In jedes kommt
(aus einer Biirette) 4 cem Natriumeyanidlosung, worauf
durch Umdrehen gemischt wird. Zu jeder Probe kommt
dann 1 cem Reagens, worauf durch Umkehren wiederum
gemischt wird. Beide Rohrchen werden jetzt 3 Minuten
in ein kochendes Wasserbad gesetzt, danach werden die
Gliiser sofort zum Abkiihlen in ein Glas mit kaltem
Wasser eingebracht und nach liingstens 5 Minuten kolo-
rimetrisch verglichen. Mit einer Kontrolle konnen eine
Anzahl von Proben verglichen werden. Es ist dann aber
zu beachten, dafl das Réhrchen, welches am liingsten im
Wasserbad steht, dort nicht linger als 4 Minuten, das
zuletzt eingesetzte mindestens 3 Minuten bleibt.

Fiir grifiere Konzentrationen wird ebenso verfahren,
mit der alleinigen Ausnahme, dafi als Kontrollosung
5 cem der Standardlosung B angewandt werden.

Die Berechnung erfolgt nach der iiblichen kolorimetri-

s ; > .
schen Formel:c=c¢, - ; Hierbei ist bei Anwendung

der Standardlosung C ¢, = 4 mg in 100 ccm Blut, bei
Verwendung der Standardlosung B entspricht ¢, = 10 mg
in 100 cem Blut.

Beispiel: Es sei zum Vergleich gewiihlt die Standard-
lisung C, die Schichtdicke der Standardlosung im Kolori-
meter s, sei gleich 30, die der Blutfiltratlosung s = 36,

30 .
so ergibt sich der Gehalt an Harnséiure zu 4 - 3,33 mg

36
Harnsiiure in 100 em Blut.

Bemerkung. Grofere Mengen Traubenzucker geben
auch eine Reaktion mit dem Reagens. Ist der Blutzucker-
oehalt hoher als 0,29/, so ist von dem gefundenen Wert
eine Korrektur abzuziehen, die bei einem Gehalt von
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0,39/, Blutzucker 0,35 mg, bei 04 0/, Blutzucker 0,5 mg
betriigt.

ks empfiehlt sich auch, fiir die Harnsiiurebestimmung
eine ]'nt:iwpllhmw in der Art vorzunehmen, dali auf
einen Teil Blut 17 Teile Wasser, 1 Teil Wolframat und
1 Teil Schwefelsiiure genommen wird. Von dem Filtrat
werden dann fohne die oben vorgeschriebene Verdiin-
nung) direkt 10 ccm zur Analyse verwandt. Die hier-
durch gewonnenen Werte sind im Durchschnitt 109/, hdher
als die nach dem Originalverfahren erhaltenen. Hle ver-
dienen einen hiheren Grad von Glaubwiirdigkeit als jene.

Bestimmung des Kreatins und Kreatinins.

Prinzip: In den durch Enteiweifung mit Trichloressig-
siiure gewonnenem Blutfiltrat wird die durch Zusatz von
Pikrinsiure erhaltene Firbungkolorimetrisch bestimmt und
so das Kreatinin ermittelt; im anderen Teile des Filtrats
wird unter erhdhtem Druck das Kreatin in Kreatinin ver-
wandelt und darauf die Summe von Kreatin - Krea-
tinin in gleicher Weise kolorimetrisch bestimmt.

Erforderliche Reagentien: 1. Trichloressigsiiure,
20/, ige Losung. 2. 1 prozentige Pikrinséure (aus reinster,
eventuell wiederholt umkristallisierter Pikrinsidure her-
zustellen, in dunkler Flasche aufzubewahren). 3. Natron-
lauge: 10°/,ig. 4. Kreatininstandardlosung: 0,1 g reinstes
Kreatinin (geeignet auch das von den Farbwerken Bayer
hergestellte llun) wird unter Zusatz von 10 cem n/10 HCI
in Wasser geldst und auf 100 cem aufgefiillt. Die Losung
ist gut verschlossen lange Zeit unveriindert haltbar.
Zum Versuch wird hieraus (jedesmal frisch) eine Z20fache
Verdiinnung hergestellt, indem 5 cem auf 100 cem ver-
diinnt werden. 100 cem dieser Lisung enthalten 5 mg
Kreatinin, 4 ccem 0,2 mg. Man kann auch von Krea-
tininchlorzink ausgehen, indem man zur Herstellung der
Standardlosung 0,1611- g in gleicher Weise in 100 c¢em
lHst.

(Herstellung des Kreatininchlorzinks s. 2. Aufl. 5. 95))

In einem Zentrifugenglas werden 6 cem Serum mit ‘_7‘.,4- cem
Wasser gemischt und tropfenweise unter Umrithren
3,6 cem Trichloressigsiure (1) zugefiigt. Es wird zentri-
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fugiert und die erhaltene klare Losung (ungefiihr 9 cem)
abgegossen. Zur Bestimmung des Kreatinins werden
4 cem zuriickbehalten und in einen MeBkolben oder
Melizylinder a, der eine Marke bei 15 cem hat, herein-
pipettiert. Andere 4 cem werden in ein zweites Réhr-
chen b, das ebenfalls eine Marke bei 15 cem besitzt,
eingebracht und, nachdem die Offnung mit etwas Zinn-
tolie verschlossen worden ist, in einen Autoklaven von
mindestens 5 Atm. Arbeitsdruck eingebracht und in
diesem 30 Minuten auf 135 Grad (=— 3 Atm.) erhitzt
Man it abkiihlen und nimmt die Losung in dem Glis-
chen aus dem Autoklaven heraus. Ein drittes Réhr-
chen ¢ mit derselben Einteilung wird mit 4 cem der
verdiinnten Kreatininstandardlésung mit einem Gehalt
von 0,2 mg Kreatinin beschickt und hierzu 1,2 cem
Trichloressigsidurelosung (1) zugegeben. Zu allen drei
Rohrchen werden nunmehr je 5 cem einer friseh her-
gestellten Mischung aus 25 cem Pikrinsiurelosung (2)
und 10 cem Natronlauge (3) zugefiigt. Nach 5 Minuten
langem Stehen werden alle Rohrchen mit Wasser auf
15 cem aufgefiillt, gemischt und im Kolorimeter unter
Vorsatz eines [Kobaltglases miteinander verglichen.

Beispiel: 1. Bestimmung des Kreatinins: in den einen
Trog kommt die Testléosung (aus ¢), in den anderen die
in gleicher Weise behandelte, nicht erhitzte Blutlsung
(aus a). Es bestehe Farbengleichheit beim Stande der
Versuchslosung von 60, der Vergleichsliosung von 15.

8 T
Entsprechend der Formel ¢ ¢, - S', wo ¢, die Konzen-

tration der Vergleichslosung (0,2 mg), s, die Schichtdicke
der Vergleichslosung (15), s die Schichtdicke der Ver-
suchslosung (60) bedeutet, ergibt sich die gesuchte Kon-

15 5 ; y
zentration zu E:{],E-{,ﬂ-' 0,05 mg. Da dieser der Ge-
)
halt von 4 cem Versuchslosung — 2 cem Serum ist

— durch die EnteiweiBung war das Serum auf das
Doppelte verdiinnt worden --, berechnet sich der Ge-
halt in 100 cem Serum zu 0,05-50 = 2,5 mg Kreatinin.
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Bei der Bestimmung des Gesamtkreafinins (prifor-
miertes Kreatinin | Kreatinin aus Kreatin) sei bei An-
wendung der gleichen Kontrollisung (man liBt diese zweck-
miibig einfach in ihrem Trog im Kolorimeter stehen, da
im Laufe einer halben Stunde eine Farbenveriinderung
nicht eintritt) die Schichtdicke der Vergleichslosung 50,
die der Blutlosung (aus b) 24 bei [FFarbengleichheit.
Nach der obengenannten Formel ergibt sich die Kon-
zentration des Kreatinins dieser Probe sinngemidli zu

0.2. 30
I}4

—

Serum wird, wie oben ausgefiihrt, durch Multiplikation
mit 50 erhalten, so dass in 100 cem 125 mg Gesamt-
kreatinin (Kreatinin priformiert -|- Kreatinin aus Kreatin)
enthalten sind. Die Menge des Kreatinins aus Kreatin
ergibt sich aus der Differenz der beiden Werte zu 10 mg °/,.
Will man hieraus das Kreatin bestimmen, so mubl letzterer
Wert mit 1,27 multipliziert werden, woraus sich also ein
Kreatingehalt von 12,7 mg ergibt.

Im normalen Blut der Erwachsenen betrigt der Gehalt
an Kreatinin 1—2 mg 9/,, an Kreatin -{- Kreatinin (Ge-
samtkreatinin) 5—6 mg 9/,

— 0,25 mg Gesamtkreatinin. Die Menge in 100 cecm

Bestimmung des Gallenfarbstoffs nach Hijmans van
den Bergh.

Prinzip: Die Methode beruht auf der Enteiweiliung des
Serums mit Alkohol, wobei der Farbstoff in letzteren iiber-
geht. Durch Zusatz von Diazoreagens wird eine Rot-
iirbung erzeugt, welche kolorimetrisch mit einer stan-
dardisierten Losung von Rhodaneisen in Ather verglichen
wird.

Erforderliche Reagentien: 1. Alkohol, 99"/ ig. 2. Diazo-
reagens. Dieses wird hergestellt durch Mischung von
10 cem Diazoreagens I (5 g Sulfanilsiiure werden in
Wasser gelist, 50 cem Salzsiure, spezifisches Gewicht
1,19, zugesetzt und auf 1 1 aufgefiillt) und 0,2 cem
Diazoreagens Il (0,5 g Natriumnitrit werden in 100 cem
destillierten Wassers gelost). Die Mischung ist stets
frisch zu bereiten. 3. Vergleichslisung: a) Eisenlisung.
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Man bereitet sich zuniichst eine Stammlésung, indem man
0,1508 g Eisenalaun (reinsten) in etwas Wasser lost, 50 cem
konzentrierte Salzsiiure zugibt und im Mefkélbchen auf
100 cem auffiillt. Man erhiilt auf diese Weise eineunbegrenzt
haltbare Eisenlosung, in welcher das Eisen /., normal
ist. Aus dieser Lisung wird eine einige Monate halt-
bare Lisung von !/, ., Eisen hergestellt, indem man
10 eem der Stammlésung mit 25 cem konzentrierter Salz-
sdure versetzt, das Volumen im Mefikolben auf 250 cem
auffiillt und gut miseht. b) 10"/,ige Rhodankaliumlésung.
4. Ather.

Die Gallenfarbstoffprobe wird, wenn nur kleine Quanti-
titen Serum zur Verfiigung stehen, am besten mit Hilfe
des Autenriethschen Kolorimeters ausgefiihrt; werden
andere Kolorimeter benutzt, welche grifiere Mengen be-
anspruchen, so sind die angegebenen Quantititen ent-
sprechend zu vervielfachen.

Man bringt in ein kleines Zentrifugenrohr 1 cem klares
Serum, gibt dazu 2 cem Alkohol und mischt durch leichtes
Neigen (im Notfall kann man auch von 0,5 Serum aus-
gehen). Hierdurch wird das Eiweifl koaguliert; man
zentrifugiert stark, so dafi die {iberstehende Fliissig-
keit moglichst klar wird. Man entnimmt dann von
dieser mit einer Pipette 1 cem, bringt ihn direkt in den
Trog des Autenriethschen Kolorimeters, fliigt dazu 0,25 cem
der Diazoreagenzmischung (2) und gibt noch 0,5 cem
Alkohol dazu. Dieser Zusatz list die Fettsiiuren auf, die
in vielen Fiilen die Fliissigkeit leicht tritben. Die Ver-
gleichsfliissigkeit wurde bereits vorher aus den oben
beschriebenen Komponenten folgendermafien hergestellt.
Man bringt in einen kleinen Scheidetrichter 3 cem der
bereits verdiinnten Eisenlésung (mit der Pipette abzu-
messen) und gibt dazu genau 3 cem der Rhodankalium-
losung. Hierzu fiigt man 12 cem Ather und schiittelt
unter Abkiihlen unter der Wasserleitung gut aus, wobei
das gebildete Rhodaneisen in den Ather iibergeht und
diesen rotlich firbt. Die auf diese Weise erhaltene iithe-
rische Losung von Rhodaneisen entspricht in ihrer Inten-
sitiit genau einer Gallenfarbstoffmenge, welche '/, ., Bili-
rubin in der angewandten Flissigkeit entspricht. Man
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macht die kolorimetrische Ablesung und berechnet nun
aus dieser den Bilirubinwert des Serums auf Grund fol-
gender Uberlegung.

Durch den Zusatz von 2 cem Alkohol zu 1 cem Serum
wurde das Volumen der Fliissigkeit anniihernd auf das
Dreifache gebracht, in Wirklichkeit nur auf *’/. des ur-
spriinglichen Volumens, wenn man die Kontraktion be-
riicksichtigt, die durch Zusatz des Alkohols entstand.
Das Priizipitat ist so gering, dall es vernachlissigt werden
kann, wie bei allen EnteiweiBungen. Von diesem Volumen
wurde 1 cem genommen, der durch den Zusatz von
0,25 cem Diazoreagens und 0,5 eem Alkohol auf 1,75 cem,
also auf 7/, weiter verdiinnt wurde. Wir haben also zwei

20
Verdiinnungen ausgefiihrt, als deren Produkt ( . ;)

eine Hfache Verdiinnung resultiert. Wiirde bei gleicher
Schichtdicke also gleiche Farbtiefe bestehen, so wiirde
der Gehalt des Troges mit der Versuchsfliissigkeit an
Bilirubin '/, .., ©oder 0,5 mg in 100 cem entsprechen,
der Gehalt des Serums, von dem man ausgegangen ist,
dem b5fachen dieses Wertes, also '/, oder 2,50 mg in
100 eem. Findet sich gleiche Farbtiefe bei einer anderen
Stellung des Keiles, so ist diese Zahl mit dem Quotienten

Schichtdicke der Vergleichslosung

Schichtdicke der Versuchslosung
Verwendet man das Autenriethsche Kolorimeter in der
gewihnlichen Form, so ist die Schichtdicke der Versuchs-
losung mit 100 anzusetzen, die Schichtdicke der Ver-
gleichslosung mit 100 —n, wobei n die Ablesung an der
Skala des Apparates bedeutet, welche bei gleicher Farb-
tiefe angezeigt wird. Hat der Apparat Korrekturen, und
entsprechen die Werte nicht genau, so sind diese Kor-
rekturen natiirlich zu beriicksichtigen. Bei obiger Be-
rechnung ist vorausgesetzt, dall der Autenriethsche Apparat
bei einer Schichtdicke gleich der des Troges die Able-
sung 0, bei geringster die Ablesung 100 gibt. Es gibt
auch fertig geeichte Keile, bei deren Benutzung man den
Gallenfarbstoffgehalt auf einer mitgegebenen Tabelle ab-
lesen kann.

zu multiplizieren.
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Beispiel: Es seien angewandt 1 eem Serum, in der
oben beschriebenen Weise behandelt, als Vergleichslésung
die ebenfalls beschriebene itherische Rhodaneisenldsung.
Gleiche Farbtiefe im Autenriethschen Kolorimeter sei
erreicht bei einer Skalenablesung von 60. Es ergibt
sich dann die Konzentration des Bilirubins im Serum zu

100 — 60
100

Handelt es sich um Sera, die aufierordentlich reich
an Bilirubin sind, so mufl man, ehe man die Entei-
weibung und die weitere Behandlung vornimmt, mit
0,9%0igen NaCl-Lsg. auf das Doppelte oder das Mehr-
fache des Volumens genau verdiinnen; der erhaltene
Wert ist dann noch mit dieser Verdiinnungszahl zu
multiplizieren. Der Gallenfarbstoffgehalt des normalen
Blutes liegt unter 0,5 mg %/,

Die Methode gibt alles im Serum enthaltene Bilirubin
an: es sei jedoch an dieser Stelle bemerkt, dafi Hijmans
van den Bergh mit einer qualitativen Probe zwei Arten
der Bilirubinreaktion unterscheidet: er spricht von einer
,direkten® Reaktion, wenn bei Verdiinnung des Serums
mit der doppelten Menge Wasser und Zusatz von !/, bis
'/, Vol. Reagens eine Reaktion sofort, hochstens in 30 Se-
kunden auftritt, und einer ,indirekten Reaktion“, wo diese
erst nach 2—4 Minuten beginnt und erst nach liingerer
Zeit ihre grofite Intensitiit erreicht. Diese Reaktion tritt
ebenso wie die ,direkte unter Zusatz von Alkohol fast
momentan und maximal auf: bei der beschriebenen
quantitativen kolorimetrischen Priifung bestehen also diese
Unterschiede nicht. Die qualitative ,direkte Reaktion
ist typisch fiir Sera von Patienten mit Stauungsikterus,
withrend alle anderen Sera von Menschen mit lokal ge-
bildetem Bilirubin die ,indirekte® Reaktion geben.

0,5 1 mg in 100 cem.

Blutuntersuchung durch Gasanalyse.

Die hier zu beschreibenden gasanalytischen Messungen
beruhen auf der Messung des freigesetzten Gases mit
Hilfe eines Manometers, welches das Gefill mit der zu
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analvsierenden LOsung und ein gleich grolies Kontroll-
gefiif mit gleichem Fliissigkeitsinhalt verbindet.  Sie
werden im groflen oder kleinen Barcroftschen Apparat
vorgenommen'). Der griflere (s. Abb. 16) besteht aus zwei
IFlaschen von Eiform gleicher Grifie, die ungefiihr 25 cem

Abb. 16,

enthaiten und auf 0,1 cem iibereinstimmen miissen.
Diese dienen zur Aufnahme der zu analysierenden Sub-
stanz. Verbunden werden diese Flaschen durch ein
Manometer (h f), das aus einer Kapillare von c¢a. 1 mm
Durchmesser besteht, deren beide Enden durch Dreiweg-
hihne (i, e) entweder mit der Aubenluft oder den

1) J. Bareroft, The respiratory funetion of the blood. Cam-
bridge 1914.
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Flaschen kommunizieren. Die Verbindung dieser mit
dem Manometer erfolgt durch ein Kopfstiick, das folgender-
mafien konstruiert ist(s. Abb. 17 nach Straub). In die Kuppel,
auf welche die Flasche wvon unten her luftdicht auf-
gesteckt werden kann, ist ein kleines Glasrohr einge-

Ahb, 18.

schmolzen, das ca. 0,3 cem Fliissigkeit falit. Das untere
Rohrende miindet durch ein Loch frei auf die Aulien-
seite der Kuppel. Wird die Flasche aufgesteckt, so ist
bei gewdhnlicher Stellung dieses Loch durch den
Flaschenhals verschlossen. An einer Stelle jedoch hat
der Flaschenhals eine Ausbuchtung; dreht man die
Flasche so, dafi die Offnung des Rohres auf diesen Teil
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fillt, so kann Fliissigkeit, welche in dem Rohr enthalten
war, ausfliefien und sich mit der in der IFlasche bereits
vorhandenen mischen. Oben hat die Kuppel eine mit
einem Glasstopfen gasdicht verschlieibare Offnung, durch
welche man das Rohr von oben her mit Hilfe einer feinen
Pipette fiillen kann.

Das Manometer liegt auf einer Skala aus Spiegelglas,
so daf bei der Ablesung parallaktische Fehler vermie-
den werden. Das Manometerrohr, das ganz rein und
trocken sein muf, wird mit Nelkenol gefiillt, und zwar
verwendet man zum Fillen das untere Mittelstiick g, in
welches man, nach Herstellung der Kommunikation der

Abb, 19, Abb. 20,

Manometerenden mit der AuBlenluft, die Sperrfliissigkeit
einfiillt. Man gibt so viel Ol herein, dafi nach Ver-
schluff des Stopfens bei g (Gummistopfen, noch mit
Paraffin zu dichten) das Niveau ungefihr in halber Hohe
der Skala steht. Neuere Apparate haben hier ein Steig-
rohr, das ungefihr in halber Hohe mit einem Hahn ver-
schlossen wird. Uber diesen befindet sich eine trichter-
dhnliche Ausbuchtung, durch welche das Einfiillen des
Ols erfolgt,

Fiir noch kleinere Mengen dient der Apparat Abb. 18,
Er besteht aus einem Manometer von (0,5 mm Durch-
messer, das ebenfalls auf einer Spiegelglasskala mon-
tiert ist. Am oberen Ende beider Schenkel sind eben-
falls Dreiwegehiihne angebracht, so dall das Manometer
einmal mit der freien Luft, das andere Mal mit einem
Ansatzstiick korrespondiert, an das eine kleine Flasche
(Abb. 19) durch einen Schliff aufgesetzt werden kann. In
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ihre untere Hohlung y wird das zu bestimmende Material
eingefiillt, in die obere der Zusatz: durch einfaches Um-
drehen der Flasche am Ansatzstiick Abb.19b wird die obere
Fliissigkeit in die untere hereingegossen, so daB die Re-
aktion vor sich geht. Die beiden Flaschen miissen ganz
gleich sein, was sich ja aus der in Anwendung kom-
menden Differenzmethodik als unumgiinglich ergibt. Zum
Fiillen der oberen Hohlung benutzt man zweckmiiflig
etwas rund gebogene Pipetten (Abb. 20).

Die Fiillung auch dieses Apparates erfolgt mit Nelken-
o0l oder mit einer Mischung aus 80 Teilen Amylalkohol
und 20 Teilen reinstem Olivendl. Man gibt mit einer
Kapillarpipette, die man bis zu der Verengerung des
Rohres in das Manometerrohr der einen
Seite (x in Abb. 21) einfiihrt, etwas Ol
herein, wiihrend der Hahn des anderen
Manometerrohrs geschlossen ist. Nach
Herausziehen der Pipette 6ffnet man diesen
Hahn vorsichtig so weit, daB das Ol in das
Kapillarrohr eintreten kann und gerade
noch die untere Biegung fiillt. Man schlieBt
den Hahn wieder und entfernt nun mit

avb, 21, Hilfe von Fliefipapier den Uberschufl von

Ol, der sich noch in den weiteren Teilen

befinden sollte, sehr sorgfiltig; man 6ffnet dann den

Hahn der anderen Seite wiederum, worauf sich das Ol

in den beiden Schenkeln horizontal einstellt und die
Menisken ungefiihr in der Mitte der Skala liegen.

Wenn man auch fiir die Bareroftschen Apparate eine
Konstante fiir jede Art der Bestimmung eruieren kann,
indem man z. B. die Menge Sauerstoff mifit, die aus einer
gewissen Menge Wasserstoffsuperoxyd entsteht, oder den
bei der Zersetzung einer bestimmten Menge Harnstoff
entstehenden Stickstoff, so empfiehlt es sich doch eher,
fiir die benutzten Apparate eine Konstante festzustellen,
die man fiir alle Zwecke gebrauchen kann, vorausgesetzt,
dafli die Fliissigkeitsmenge in den Flaschen die gleiche bleibt.
Diese Konstante mufl aussagen, wieviel Millimeter Ausschlag
einer bekannten Gasmenge entsprechen. Am besten eignet
sich hierfiir die Methode von Miinzer und Neumann. Diese
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Bestimmung erfolgt folgendermafien') (s. Abb.16): An den
einen Schenkel des Manometerrohrs, fiir dessen Flascheman
die Konstante bestimmen will, wird durch ein zweimal
rechtwinklig gebogenes Kapillarstiick, das durch einen
Hahn d mit der Aufienluft kommunizieren kann, und
durch zwischengeschalteten Druckschlauch eine Mef-
pipette C, in !/,,, cem geteilt und genau Kkalibriert
(wenn man nicht eine solche Pipette erhalten kann, mulb
man sich eine vorhandene selbst eichen, damit man
genau weill, welchem Volumen ein Teilstrich entspricht)
angesetzt, deren anderes Ende durch einen Druck-
schlauch b mit dem Niveaurohr D verbunden ist. Meli-
pipette und Niveaurohr diirfen nicht kapillar sein und
genau gleiche innere Weite haben. In C und D und das
verbindende Schlauchstiick wird Wasser eingefiillt, so
dal} die Pipetten ungefihr bis zur halben Hohe gefiillt
sind. Die Flaschen werden vorher mit der Menge Fliissig-
keit (Wasser) gefiillt, die spiiter beim Versuch gebraucht
wird. Die Hihne i, e, d werden gedffnet, D wird so weit
gesenkt — die ganze Apparatur befindet sich dauernd im
Wasserbad —, dafi der Meniskusimunteren Teile von C steht.
Nachdem sich im ganzen Apparat Atmosphiirendruck ein-
gestellt hat, wird durch Schliefien der Hiihne i und d die
Verbindung dieser mit der Aufienluft aufgehoben; withrend
der Manometerschenkel f andauernd durch Hahn e mit dem
Kapillarstiick n kommuniziert, der Meniskusstand in den
beiden Schenkeln h und f und der Eichpipette C notiert;
darauf wird das Niveaurohr D gehoben, bis im Manometer
die gewiinschte Niveaudifferenz auftritt, Hahn e wird
geschlossen und D so weit gesenkt, dafi der Wasserstand
in ihm und C gleich hoch ist. Die Differenz der beiden
Pipettenablesungen vor und nach dem Versuche gibt
das Volumen des eingeprefiten Gases unter den herr-
schenden  Temperatur- und Druckverhiilinissen. Diese
Zahl, dividiert durch den Niveauunterschied im Mano-
meter, liefert die Konstante.

Beispiel: Birnenvolumen (Raum der Birne - Kapillar-
schaltung bis zum Nelkendl) 24,33 cem (das Volumen der

') Miinzer u. Neumann, Bioch. Ztschr. Bd. 81, S. 319.
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Birne leer war 29,4 cem, von dem der Wasserinhalt von
5,07 eem abging).

Eingeprefites

Luftvolumen Hohendifferenz Konstante
cmm im Manometer mm
106 29,8 3,56
138 38,9 2,0b
174 48,6 3,68
264 748 3,63
204 82,2 3,08
267 75,9 3,62

Mittelwert von k = 3,55.
Bei Berechnungen ist folgendes zu beachten:

Die Konstante ist unabhiingig von der Temperatur,
abhiingig dagegen — aufier von dem Fliissigkeitsinhalt
der Flaschen — vom Luftdruck. Fiir genaue Messungen
ist es zweckmiiBig, k fiir verschiedene Drucke zu be-
stimmen und die Werte graphisch aufzuzeichnen. Man
erhiilt eine gerade Linie, aus der man den gesuchten
Wert ohne Schwierigkeit entnehmen kann.

Fiir andere Filllungsverhiltnisse mufl die Konstante
natiirlich neu bestimmt werden. Auch hier ist es zweck-
miiBig, die Konstante fiir verschiedene Fiillungen zu be-
stimmen und die Resultate graphisch aufzutragen. Man
erhiilt dann ebenfalls eine gerade Linie, aus der man
die gesuchten Werte fiir k bei verschiedenem Fliissig-
keitsgehalt entnehmen kann.

Die Bestimmung fiir k ist in der gleichen Weise fiir
die zweite Flasche zu wiederholen. Sind die Konstanten
fiir die beiden Flaschen gleich oder fast gleich, was bei
gut gearbeiteten Apparaten die Regel ist, nimmt man das
Mittel fiir beide Flaschen, sonst mufi fiir jede Flasche
ihre Konstante eingesetzt werden.

Die Eichung des kleinen Barcroftschen Apparates er-
folgt in genau der gleichen Weise.

Bei den spiiter zu schildernden Versuchen gibt das
Produkt Niveaudifferenz - Konstante bei dem geeichten
Apparat das Volumen des in der mit einer bestimmten
Menge Fliissigkeit beschickten Birne entwickelten Gases
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unter den herrschenden Luftdruck- und Temperaturver-
hiltnissen an. Die Reduktion dieses Wertes auf 0 Grad
und 760 mm erfolgt nach der bekannten Formel

vVp : ; : r—
Vo == —— I . hierbei bedeutet v das bereits mit Hilfe
(00 (1 -+ at)

der Konstanten festgestellte Volumen, p den Luftdruck,
t die Temperatur und « den Ausdehnungskoeffizienten
sl e

der Gase = 973

Die gasanalytischen Messungen erfordern eine Reihe
von Vorsichtsmafinahmen. Alle Hiihne sowie die Glas-
schliffe zum Ansatz der Flaschen sowie sonstige Schliffe
miissen gut gefettet werden, damit kein Gas auf fal-
schem Wege entweichen kann. Flaschen usw. miissen
vor der Beschickung mit den Losungen ganz trocken
sein. Die Fillung beider Flaschen muff stets gleich
sein, da bei verschiedenem Volumen sich die Konstante
dndert. Zum Abmessen miissen genau kalibrierte Pi-
petten verwendet werden, sie miissen in jedem Aus-
mafi bis zum kleinsten (0,1 cem geteilt in 0,001 cem)
vorhanden sein.

Modifikation der Gasanalyse nach Bareroft von Verzir.

Um die Bestimmung der ,Konstanten“ bei den Bar-
croftschen Apparaten, welche immerhin einige Schwierig-
keiten machen kann, zu vermeiden, hat Verzir folgende
Modifikation angegeben (Abb. 22).

Die eine Seite des Barcroftschen Manometers ist mit
Hilfe eines gebohrten Vierwegehahnes und einer Gummi-
verbindung mit einer Pipette verbunden, welche 0.3 cem
(300 emm), sehr genau in 0,001 emm graduiert (erst zu
eichen!), fafit. Diese Pipette erhiilt an ihrem unteren
Teil eine Fortsetzung in Form eines zwelten, mit ihr
U-formig verbundenen Schenkels. Dieses U-formige Rohr
wird ebenso wie das Manometer des Barcroft-Apparates
mit Ol gefiillt. Der nicht mit dem Manometer verbundene
Schenkel des U-formigen Rohres triigt oben eine Gummi-
kappe, welche durch eine Schraube mehr oder weniger
zusammengequetscht werden kann. Verziar verbindeg

Pincussen. Mikromethodik, 3 Aufl 10
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diese Schraube mit Hilfe eines wagerechten Stiickes mit
der zweiten Schraube bei den ilteren Modellen der
Barcroft-Apparate, welche in Verbindung mit dem Ein-
filllschenkel des Manometers steht und das Niveau in
diesem zu verstellen gestattet. Durch die am #ufleren
Schenkel des U-Rohrs vorhandene Schraube kann man
in der 0,3-cem-Pipette das Olniveau beliebig verstellen.
Das Prinzip des Arbeitens mit dem Apparat ist das
folgende: Man liBtin tiblicher Weise
im Bareroft-Manometer eine Niveau-
differenz entstehen und gleicht die-
selbe durch Verinderung des Ol-
Niveaus in der 0,3-cem-Pipette aus.
Die Differenz zwischen dem Stand
des Oles in der Pipette vor und
nach dem Versuch ergibt direkt die
entwickelten bez.absorbierten Kubik-
millimeter Gas.

Man arbeitet mit dem Apparat
auf folgende Weise. Der rechte
Hahn (also der Vierwegehahn) steht
zuniichst | _; in dieser Lage wird
das Pipettenniveau bei Luftdruck
eingestellt. Dann wird er ~ | gedreht

Abb. 22, und nun das Differentialmanometer,
welches auch durch den anderen

Hahn mit der Aufenluft kommuniziert, bei Luftdruck
eingestellt. Die Fiillung der eiformigen Ansatzflaschen,
die genau gleichen Inhalt haben miissen, erfolgt
mit gleichen Mengen Fliissigkeit, und zwar kommt
stets in die der Mefpipette benachbarte Flasche die Ver-
suchslosung. Ist nach 5 Minuten Verweilens im Wasser-
bad Temperaturausgleich erfolgt, was durchaus nach den
frither erdrterten Prinzipien geschieht, wird der linke Hahn
des Barcroft-Apparates zugedreht und der rechte 7\
gestellt, so daff er in keiner Richtung, weder nach dem
Manometer noch nach der Pipette hin gedffnet ist. Jetzt
werden die Stellungen des Oles in den beiden Mano-
meterrohren und in der Pipette abgelesen und notiert.
Darauf wird in iiblicher Weise durch Schiitteln bzw. Zu-
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tlieBenlassen der betreffenden Fliissigkeit die Analyse
ausgetithrt, wobei im Differentialmanometer natiirlich
eine Druckdifferenz entsteht. Man stellt den Vierwege-
hahn nun [, dafl Differentialmanometer und Pipette mit-
einander verbunden sind, und dreht jetzt die Schraube,
welche das mit der MeBpipette kommunizierende U- Rohr
abschliefit so lange, bis in den Schenkeln des Differen-
tialmanometers der gleiche Stand erreicht ist, wie er
vor der Anstellung der Analyse bestand, also im allge-
meinen gleich hoher Stand in den beiden Schenkeln. Es
wird nunmehr der Stand des Oles an der MeBpipeltte
abgelesen: die Differenz zwischen Ablesung vor An-
stellung des Versuches und nach Versuch gibt direkt
das entwickelte Gasvolumen an.

Die anfiingliche Einstellung des Olniveaus in der Mef-
pipette richtet sich danach, ob man eine Gasbildung oder
eine Gasabsorption erwartet. Im ersteren Falle ist das
Olniveau mit Hilfe der rechten Schraube auf den oberen
Teil der Skala einzustellen, bei erwartetem (rasverbrauch
dagegen auf den unteren Teil der Skala der Mefipipette?),

Man kann mit dem Apparat auch, wenn notig, Gasvolumina
bestimmen, welche griofier sind, als der Pipettenskala entspricht.
Das ist z. B. mdglich bei CO,-Bestimmungen, wenn eine grifere
Blutmenge genommen wurde, als 300 emm CO, entspricht. In
solchem Falle, der jedoch besser vermieden wird und in dem
es grundsitzlich zweckmiiig ist, die Bestimmung mit einer
geringeren Blutmenge nochmals zu wiederholen, kann man sich
so helfen, dafl man, nachdem zuerst so viel Luft ausgetrieben
wurde, dall das Ol in der Pipette bis zum unteren Skalenrand
reicht, dann den Hahn |_ stellt, das Ol in der Pipette wieder
bis zum oberen Skalenrand hebt, den Hahn wieder [ stellt,
noch einmal Gas austreibt, bzw. das so oft wiederholt, bis das
Differentialmanometer keine Druckdifferenz mehr zeigt (Bioch.
Ztschr. 151, 246 (1924]).

Wie Verzar besonders hervorhebt, ist fiir die Unter-
suchung von Blut durch Gasanalyse einerseits eine Ver-
hinderung der Gerinnung erforderlich, andererseits muB
das Blut mit dem Gasgehalt aufbewahrt werden,
mit dem es entnommen worden ist. Fir die Entnahme

) Eine zweckmiiBige Apparatur nach dem Prinzip von Verzar
wird von M. J. Goldberg & Sihne, Berlin-Charlottenburg 2 her-
gestellt.

10%
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des Kapillarblutes zur CO,-Bestimmung — die Methode
1Bt sich sinngemiiff auch fiir anderes Blut verwenden —
wird nach Verzar folgendermafien verfahren.

Abbildung 23 zeigt eine Trichterpipette, deren zwischen
den beiden Hihnen gelegener Teil 4 cem enthiilt, welche
in Teile von 0,05 cem eingeteilt sind; man kann noch

001 cem schitzen. Zur Entnahme von
Kapillarblut zur CO,-Bestimmung wird die
Pipette bis etwas iiber den oberen Hahn
mit Quecksilber gefiillt. Man bringt dann
in den Trichter genau 2 ccm (mit der Pipette
abmessen) Saponin-Zitratlosung folgender
Zusammensetzung:

Ammoniak 25%,ig 2,0 ccm

Natriumzitrat 50 g

Saponin 05 g

Aqua destillata ad 100 ccm.
Dariiber schichtet man ungefihr 1 ccm
Paraffinél. Der Finger wird mit Ather ab-
gewaschen, mit der Frankeschen Nadel ein
Einstich gemacht und die Fingerkuppe so-

C] fort in die Losung unter das Paraffin ge-

[T T T (LTS

taucht. Der Arm soll dabei herabhdngen.
Man liBt im allgemeinen 0,3—0,6 cem Blut
suflieBen. Durch vorsichtiges Riihren mit
einem Glasstibchen kann man die Mischung
i des Blutes mit der Lisung beschleunigen.
Man 6ffnet nun zuerst den oberen Hahn,

Abb. 23.  dann vorsichtig den unteren und ldBit das
Quecksilber solange abflieSen, bis die ganze

wiiBrige Losung in die Qkala zwischen Quecksilber-
und Paraffindlmeniskus tillt. Man liest nun die Fliissig-
keitsmenge zwischen den beiden Menisken ab. Der
Wert, abziiglich 2 ccm der angewandten Zitratlosung
entspricht der aus dem Finger gewonnenen Blut-
menge. Man ldBt dann vorsichtig das Quecksilber ab-
flieBen, bis die Blutlosung am Ende der Pipette er-
<cheint. Man nimmt nun eine Birne des (rasanalyse-
apparates, gibt in diese eine mit der Pipette gemessene
Menge Saponinlosung (1 oder 2 c¢cm) und schichtet

L]
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unter sie die Blutlésung, indem man diese aus der
Pipette solange zuflieffen liifit, bis das Paraffin am Aus-
lauf erscheint. Da man die Menge der Blutlosung vor-
her abgelesen hat, weill man nun genau, wieviel Fliissig-
keit in der Birne enthalten ist, und mufi nun in die
andere Birne genau die gleiche Menge von Saponin-
losung und Wasser hereintun. Die Analyse wird nun-
mehr in der beschriebenen Weise durchgefiihrt.

Bestimmung des Sauerstoffgehaltes im Blute.

Prinzip: Ferrizyankalium setzt in schwach alka-
lischer Lisung aus lackfarben gemachtem Blut den ge-
samten Sauerstoff in Freiheit.

A. Bestimmung des Sauerstoffgehaltes in mit Sauerstoff
gesittigtem Blut.

NotwendigeReagentien: 1. Ferrizyankaliumlosung, kalt
gesiittigt, frisch hergestellt, 2. Ammoniaklosung (4 cem
konzentrierte Ammoniaklésung werden mit destilliertem
Wasser auf 11 verdiinnt).

a) Mit dem grofieren Apparat (Konstante fiir 3,2 cem
mufl vorher bestimmt sein): Man gibt in jede ei-
formige Flasche 2 cem Ammoniaklosung und mit einer
Pipette, die man bis auf den Boden fiihrt, 1 cem defi-
briniertes, frisches, griindlich mit Luft durchgeschiitteltes
und kurz vor der Anwendung aufgeschiitteltes Blut
unter die Ammoniaklosung. Man schiittelt beide Flaschen
gut um, bis das Blut ganz hiimolysiert ist. Zugabe eines
Kdérnchen Saponin befirdert die Himolyse. In das eine
eiformige Gefil werden 0,2 cem destilliertes Wasser zu-
gefiigt und die beiden gut eingefetteten Flaschen angesetzt.
In die Kuppel des anderen Gefiifies bringt man 0,2 cem
Ferrizyankaliumlosung, wobei die Flasche so angesetzt
sein mufite, dafh die Lésung nicht zum Blut flieen kann,
dali aber durch eine kleine Drehung der Ausfluf freige-
geben wird. Man hiingt den Apparat in das Wasserbad und
offnet und schliefit die Hiihne so lange, bis der Stand der
Menisken sich nicht mehr dindert. Man notiert den Stand,
stellt die Hithne so, dali das Manometer mit den Flaschen
kommuniziert und bringt durch eine Drehung der be-
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treffenden Flasche die Ferricyankaliumlésung zum Blut.
Man schiittelt den ganzen Apparat, nachdem man ihn
aus dem Wasser herausgenommen hat, mit der Hand
griindlich dureh, hiingt ihn dann wieder ins Wasserbad,
lilit dessen Temperatur annehmen, liest die Menisken
ab, nimmt wieder heraus, schiittelt wieder, hiingt wieder
in das Wasserbad, liest wieder ab und wiederholt dies,
bis die Einstellung die gleiche bleibt. Die Differenz
der Menisken abziiglich der eventuell vor dem Schiit-
teln vorhandenen Differenz multipliziert mit der Kon-
stante, die aber fiir die gleiche Fiillung (hier 3,2 ccm)
berechnet sein muf}, ergibt den gesuchten Wert, der nun
noch nach der oben angegebenen Formel korrigiert
werden mulf.

b) Mit dem kleinen Apparat: In den unteren Teil y der
beiden Flaschen wird 0,2 ecem Ammoniaklosung einge-
fiillt, darunter je 0,1 cem des vorbereiteten Blutes ge-
schichtet. Man mischt gut um, bis das Blut ganz lack-
farben ist, gibt dann in die obere Mulde x der einen Flasche
mit der gebogenen Pipette 0,05 cem Ferrizyankalium-
losung, in die andere 0,05 ccm Wasser, setzt beide Flaschen
an, hiingt in das Wasserbad und stellt den Menisken-
stand fest, nachdem der Apparat die Wassertemperatur
angenommen hat (s. oben). Man dreht dann das Gefdll
mit der Ferrizvankaliumlésung so, dafi die Mulde nach
oben steht und die Ferrizyankaliumlosung in das Blut
flieBt (Abb. 19). Man schiittelt wieder 2 Minuten lang,
hingt in das Wasserbad, miBt die Differenz, schiittelt
wieder und verfiihrt genau wie oben beschrieben. So-
bald sich der Meniskenunterschied nicht mehr indert,
wird abgelesen und in der oben beschriebenen Weise
die Gasmenge festgestelit.

Beispiel: Manometerstand nach Eintritt des Tem-
peraturgleichgewichtes:

links rechts Differenz
120 mm 119,5 mm 0.5 mm
nach wiederholtem Schiitteln (gleichbleibend)
91 mm 148,5 mm 57,6 -+ 0,6 =58 mm

Konstante k — 3,03 (fiir die untersuchte Fliissigkeitsmenge)
Volumen v — 583,03 = 0,176 ccm.



Wenn der Versuch bei 15 Grad und 755 mm ausgefiihrt
wurde, ergibt die Reduktion auf O Grad und 760 mm
(nach Formel auf S. 145).

P RE
v,=0176- Tﬁﬂl-di.,}{l';'yﬁ 0,166 ccm,

Dieses Volumen ist noch zu reduzieren, wenn die ver-
wandten Pipetten auf einen anderen als den abgelesenen
(Gehalt geeicht wurden.

Das Verfahren dient zugleich zur Himoglobinbestim-
mung im Blut; da 1 eem Blut mit einem Hb-Gehalt von
100"/, 0,185 cem Sauerstoff abgibt, kann man aus der
Menge des abgegebenen O, auf den Hb-Gehalt des Blutes
schliefen. In obigem Beispiel waren 0,166 cem O, ab-
gegeben. Aus der Gleichung 185:100-=1066:x folgt
ein Hb-Gehalt von 89,6/,

B. Bestimmung der Differenz des Sauerstoffgehaltes im
arteriellen und vendsen Biut.

Fiir diese Bestimmung mufi das Blut aus der Arterie
und Vene so entnommen werden, dafi es ohne Beriihrung
mit der Luft unmittelbar in die Flischchen des Apparates
iiberfiihrt werden kann. Hierzu wird es mit Spritzen,
die fiir die betreffende Menge geeicht sind, direkt aus der
Vene bzw. Arterie entnommen: durch Einbringen einer
kleinen Menge (2—3 mg) feinst gepulverten Kaliumoxa-
lats in die Kaniile wird eine Gerinnung des aufgesaugten
Blutes verhindert.

Man bringt in jede Flasche 2 cem bzw. 0,2 cem Am-
moniaklosung, nachdem man dafiir gesorgt hat, dali jede
Spur von Ferrizyankalium entfernt ist. Nachdem man
die Kaniile aufien gut abgewischt hat, schichtet man unter
die Ammoniaklosung der einen Seite 1 bzw. 0,1 cem
arterielles Blut, auf der anderen Seite die gleiche Menge
vendses Blut, indem man die Kaniile bis auf den Boden
der Flasche fiihrt. Nachdem man die Flaschen fest an-
gesetzt hat, stellt man, wie vorher beschrieben, nach An-
nahme der Temperatur des Wasserbades die Stellung
des Manometers fest, nimmt dann unter Beibehaltung der
Kommunikation der Flaschen mit dem Manometer den
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Apparat aus den Wasser heraus, schiittelt eine Minute
lang, hingt in das Wasserbad ein, liest ab, schiittelt
wiederum, hiingt nochmals ein und wiederholt die Ab-
lesung, bis sie konstant geworden ist. Die gefundene
Manometerdifferenz — unter Beriicksichtigung einer etwa-
igen, vor dem Ausschiitteln vorhandenen — multipliziert
mit der Konstante k fiir das angewandte Volumen ergibt
die Differenz zwischen Sauerstoffgehalt des arteriellen und
venidsen Blutes.

Die Methode mifit nicht nur den Sauerstoff des Himo-
globins, sondern den Unterschied des gesamten Sauer-
stoffs der beiden Proben. Ferner wird stillschweigend
angenommen, dal} arterielles und venoses Blut die gleiche
Sauerstoffkapazitit haben, was nicht immer der Fall ist.

C. Bestimmung der
prozentualen Sauerstoffsidttigung von Blut.

Diese wird nicht direkt ermittelt, sondern aus der zur
vollstiindigen Siittigung fehlenden Menge. Ist A die
Menge Sauerstoff, welche das Blut enthilt, C die ge-
samte Sauerstoffkapazitiit und B die zur Sittigung fehlende
Menge, so ist die prozentuale Sauerstoffsittigung gleich

1[}0+%, oder, da A—C—B ist, gleich IDG-C CB.

B wird bestimmt, indem die ganz trockenen und von
jeder Spur von Ferrizyankalium freien Flaschen mit 2 bzw.
0,2 cem Ammoniaklosung gefiillt werden, 1 bzw.0,1 ccm Blut,
und zwar in die eine Flasche durch Schiitteln mit Sauer-
stoff vollstiindig gesiittigtes, in die andere Flasche unbehan-
deltes unterschichtet wird. Ferrizyankalium wird hier nicht
zugesetzt. Die Flaschen werden angesetzt, die Hihne
geschlossen, nachdem im Wasserbad konstante Temperatur
eingetreten ist, so dafi die Manometerablesung unver-
indert bleibt. Darauf wird griindlich durchgeschiittelt,
wobei die ungesiittigte Blutprobe aus der Luft ihres Flisch-
chens Sauerstoff aufnimmt, und in tblicher Weise die
Differenz des Manometerstandes bestimmt. Die Mano-
metersiiule steigt unter diesen Verhiiltnissen natiirlich
auf der Seite des ungesiittigten Blutes,
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Der Apparat wird dann aus dem Wasserbad heraus-
genommen und die Hiihne zur Aulienluft gedfinet, bei
dem grifieren Apparat — selbstverstindlich nach ent-
sprechender Stellung der Flaschen, dali nichts herein-
flieen kann — in die eine Kuppel 0,2 cem, bei dem kleinen
Apparat in die eine obere Mulde 1 Tropfen Ferrizyankalium-
losung gegeben. In die zweite Flasche kommt die gleiche
Menge Wasser. Nach Feststellung des Manometerstandes
und Regulierung desselben durch wiederholtes Offnen
und Schlieflen der Hiihne zur Auflenluft wird die Ver-
bindung des Manometers zum Flascheninhalt hergestellt,
nach konstanter Einstellung durch Drehung der Flaschen
die Ferrizyankaliumlosung mit dem Blut gemischt, wie
vorher angegeben, 2 Minuten stark geschiittelt, in das
Wasserbad eingehiingt, die Manometerdifferenz abgelesen
und diese Prozedur so lange wiederholt, bis die beiden
letzten Ablesungen miteinander iibereinstimmen,

Berechnung: Da es sich um eine Differenzmethode
handelt, kann jede Reduktion mit Hilfe der Konstanten
sowie auf Barometerdruck und Temperatur unterbleiben.
War bei der Differenzbestimmung von B die Manometer-
differenz b mm, bei der Bestimmung von C ¢ mm, so
berechnet sich die prozentuale Siittigung nach der oben

angegebenen Formel einfach zu 100 . C_ﬂ‘b Prozent.

Beispiel: War die Manometerdifferenz bei der Bestim-
mung von B 19 mm, bei der von C 58 mm, so ergibt

—19
goll v,

sich die prozentuale Siittigung zu 100 . 58
v)

Bestimmung des Kohlensiuregehaltes des Blutes.

Prinzip: Aus dem durch Ferricyankalium sauerstofffrei
gemachten, hiéimolysierten Blut wird durch Weinsiiure
die Kohlensiiure ausgetrieben.

Erforderliche Reagentien: 1. Ammoniaklésung (s.
S. 149); 2. Ferrizyankaliumlisung (s. ebenda); 3. Wein-
sdurelosung 209/,

Man gibt in die beiden Flaschen je 2 cem bzw.
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0,2 eem Ammoniaklosung (moglichst CO,-frei) und
schichtet darunter vorsichtig auf der einen Seite 1
bzw. 0,1 defibriniertes Blut (s. oben), in das andere Flisch-
chen die gleiche Menge -|- 0,2 cem bzw. - 0,05 cem
destilliertes, CO,-frei gemachtes Wasser (das Wasser ist
vorher gut auszukochen und in einer mit einem Sicher-
heitsverschlufl von Natronkalk versehenen Flasche auf-
zubewahren). Das Gefil mit dem Blut wird gut umge-
schiittelt, so dab es lackfarben wird (Krogh empfiehlt
Zusatz von wenig Saponin zur Beférderung der Hiimolyse);
man achtet bei dem Flischchen des kleinen Apparates dar-
auf, dafl die obere Mulde nicht benetzt wird. Man gibt zu
dem mit Blut beschickten Flischchen, nachdem die Himo-
lyse beendet ist, 0,2 cem bzw. einen Tropfen Ferrizyan-
kaliumlosung und schiittelt bis zur vollstiindigen Aus-
treibung des Sauerstoffs. Am groben Apparat setzt man
nun die Flaschen nach Fettung der Schliffe an und
hingt in das Wasserbad. Die Flaschen sind so zu
drehen, daBl das Kuppelrohr mit der Flasche nicht in
Verbindung steht. Man gibt in das Kuppelrohr der
Seite, welche das Blut enthiilt, 0,2 cem einer 20Y/ igen
Weinsiurelosung, lift, wenn die Temperatur des Wasser-
bades angenommen ist und die Manometerstellung sich
nicht mehr iindert, die Verbindung des Manometers mit
den Flaschen bestehen und durch Drehung der betref-
fenden Flasche die Weinsiiure zum Blut fliefien, schiittelt
ungefiihr 5 Minuten durch, hiingt wieder in das
Wasserbad, liest die Manometerdifferenz ab und wieder-
holt dies mit Ausschiitteln und Einhiingen, bis die Mano-
meterablesung konstant geworden ist.

Bei dem kleinen Apparat wird ganz entsprechend ver-
fahren: Man gibt in die obere Mulde des das Blut ent-
haltenden Fliischchens nach Austreibung des O, 0,05 cem
Weinsiiure, setzt an und lifit nach konstanter Einstellung
des Manometerstandes im Wasserbad die Siurelosung
zum Blute flieBen. Durchschiitteln und weitere Behand-
lung erfolgt ebenso wie im groflen Apparat.

Beim Schiitteln mit Weinsiiure bilden sich infolge des
Koagulationsprozesses leicht Klumpen; es ist daher auf
schnelles, ausgiebiges Schiitteln zu achten.
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Die Berechnung erfolgt, wie fiir die O.,-Bestimmung an-

gegeben, unter Anwendung der — fiir das Volumen
geltenden — Konstanten und Reduktion auf 760 cem
und 0"

Bestimmung der Kohlensiure des Blutplasmas.

Bestimmung der Alkalireserve des Blutes nach
van Slykel).

Prinzip: Aus dem mit 55"/ iger CO, im Gleichgewicht
befindlichen Plasma wird die gesamte Kohlensiiure durch
Schwefelsiiure in Freiheit gesetzt; aus dem erhaltenen,
am Apparat abgelesenen Volumen wird der Wert auf
Grund von Tabellen abgelesen.

Notwendige Losungen: 1. 1Y/ ige, CO,-freie Am-
moniaklosung: um eine absolut kohlensiiurefreie Lisung
zu gewinnen, wird die Ammoniaklisung mit Bariumhydrat
versetzt, vom ausgefallenen Karbonat abfiltriert und ein
eventueller Uberschufl an Barium mit Ammonsulfat aus-
gefillt. 2.Schwefelsiure, 10"/ ig, 3. Oktylalkohol, sekundiir |
(Kahlbaum); wenn nicht beschaffbar, gewdhnlicher Capryl-
alkohol.

Der von van Slyke angegebene Apparat (Abb. 24) ist
folgendermafien konstruiert. Der groBe Pipettenraum G
setzt sich nach obenhin in einen stark verengten Teil
und weiterhin in einen fast kapillaren Teil fort. Der Ge-
samtraum von einer am unteren Teil des Pipettenraumes
angebrachten Marke bis zum obersten Ende umfat 50 cem,
Von diesen entfiillt auf das kapillare Teil 1 cem, der in
o0 Teile zu je 0,02 cem geteilt ist, so daf 0,01 cem ab-
gelesen werden kann. Der darunter liegende Teil hat
Marken in griBeren Abstinden, die letzte (2,5 ecem) am
Ausgang des Mittelteiles. Das obere Ende des genau ge-
teilten Mebrohres kommuniziert dureh einen doppelt
durchbohrten Hahn entweder mit einem kapillaren, zur
Aulienluft fithrenden Rohr a, oder mit einem Aufsatz b,
der ebenfalls seine Verbindung durch ein Kapillarrohr
erhiilt. Der untere Teil des Pipettenraumes kommuni-

1) Journ. of biol. Chem. Bd. 30,



- i ~—

ziert durch einen Hahn f entweder mit einem kleineren
Vorratsraum d, oder mit einem Rohr ¢; ¢ und d ver-
einigen sich an ihrem unteren Ende zu einem Ansatz-
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stilck. Von diesem fiihrt ein dickwandiger
Schlauch von etwas groferer Linge, als
die Hohe des gesamten Apparates betrdgt
(Druckschlauch), zum Reservoir H.

Der ganze Apparat mufl aus starkem
Glas angefertigt sein: er wird in einem
festen Stativ eingeklammert. Um den Hals
von H wird ein starker Draht mit Schlinge
befestigt, mit der man dieses Gefill in ver-
schiedenen Hohen fixieren kann. Die
Schliffe miissen tadellos funktionieren, so
daB nur eine geringe Spur Fett notwendig
ist, um einen absolut luftdichten Verschlufi
herzustellen. Infolge des starken Druckes
durch die Quecksilberfiillung miissen die
Hiihne durech Gummibéinder, oder besser
noch durch Spiralen so fixiert sein, dab
sie nicht bei einer Druckerhdhung heraus-

geschleudert werden konnen.
Die Bestimmung der Ge-
samtkohlensiiure des Plasmas
hat zur Voraussetzung, daf das
Plasma bei der Untersuchung
H im Gleichgewicht mit dem
CO.-Gehalt der Alveolarluft ist.
Schon bei kurzem Aussetzen
an Luft dunstet CO, ab. Man
muf also entweder das Blut
unter Paraffin auffangen, was
immerhin kompliziert ist, oder

Abb. 24. — einfacher — das Plasma

kiinstlich mit Kohlensiure

siittigen. Man verfiihrt hierzu folgendermaben.

Man lift das Blut direkt aus der Vene in ein graduiertes
Zentrifugenglas einlaufen, welches 0,5"/, der zu entneh-
menden Blutmenge an feingepulvertem Kaliumoxalat ent-
hilt. Will man also 10 cem Blut entnehmen, bringt man
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vorher in das Zentrifugenglas 0,05 g fein gepulvertes
Kaliumoxalat und lifit das Blut direkt aus der Nadel
unter leichtem Bewegen des Glases in dieses hereinlaufen.
Am Ende schiittelt man einige Male vorsichtig um. Die
Vene darf nicht zun sehr gestaut sein. Am besten ist,
iiberhaupt ohne jegliche Stauung zu entnehmen: war
eine solche nicht zu umgehen, so ist sie sofort nach
dem Einstechen der Nadel zu entfernen. Mindestens eine
Stunde vor Entnahme ist stirkere Muskeltiitigkeit zu
vermeiden.

Das Blut wird in iiblicher Weise zentrifugiert, das Plasma
abgehoben und kurz vor dem Versuch in folgender Weise

e
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Abb. 5.

mit Kohlensiiure gesiittigt. Man stellt sich eine kleine
Apparatur in Form der Abb. 25 her. In dieser ist A ein
Scheidetrichter, der bei der gewdhnlichen Versuchsanord-
nung, bei der man ungefihr 3 ccem Plasma verarbeitet,
ca. 300 cem Inhalt hat. Mit seinem unteren Ende durch
einen Schlauch verbunden ist eine mit einem Gummi-
stopfen verschlossene Flasche B; durch die eine Bohrung
des Stopfens geht das Verbindungsrohr ¢ zum Scheide-
trichter, das dicht unter dem Stopfen endet, durch die
andere Bohrung das Rohr d, welches bis fast auf den
Boden der Flasche reicht. Die Flasche B ist mit Glas-
perlen gefiillt. Man bringt in den Scheidetrichter ca. 5 cem
Plasma und atmet nun darch das Rohr nach gewdhnlicher
Einatmung tief aus. Beim Durchgang durch B schligt
sich die Feuchtigkeit, die sonst Fehler erzeugen kinnte,
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auf den Glaskugeln nieder: durch ¢ entweicht die kohlen-
sdurehaltige Luft in den Scheidetrichter A und verdriingt
dort die darin enthaltene Luft. Unmittelbar nach der
Ausatmung setzt man den Stipsel f auf den Scheidetrichter
auf und schliefit ihn auch nach der anderen Seite durch
den Hahn g ab. Man entfernt ihn vom Schlauche und
sittigt durch langsames Drehen des Scheidetrichters das
Plasma vollstiindig mit der CO,-haltigen Alveolarluft.
Man kann statt der Ausatmungsluft auch eine 5,5/ ige
CO, enthaltende Luftmischung anwenden, die man aus
einer Gasflasche durch den Apparat schickt. Vor Beginn
der Versuche mufl der Apparat (Abb. 24) mit reinem
Quecksilber gefiillt werden, und zwar mufl die Menge des
Quecksilbers so grofi sein, das der ganze Apparat mit
der Schlauchverbindung und dem unteren Drittel von H
gefiillt ist. Bei neu in Benutzung kommenden Apparaten
ist auflerdem eine Kalibrierung erforderlich, indem man
einen bestimmten Teil des graduierten Rohres mit destillier-
tem Wasser fiillltund nach Herausdriicken des Wassers durch
das Kapillarrohr a mit der Wage feststellt, ob das Ge-
wicht dem angegebenen Volumen entspricht. Zur Priifung
auf Dichtheit stellt man den Hahn e so, dafl der Appa-
rat mit der #duBeren Luft durch b kommuniziert und
den Hahn f ebenfalls auf Kommunikation von G mit dem
unteren Teil. Man hebt nun H, das man zu ungefihr
#/4 mit Quecksilber gefiillt hat, so weit, dafi der ganze
Apparat mit Quecksilber gefiillt ist und noch ein geringer
Teil iiber dem Hahn e steht. Dann schlieffit man durch
Drehung von e das graduierte Rohr vollstindig von der
Aufienluft ab und senkt H so tief, wie der Schlauch
reicht. Bei Wiedererhebung zum fritheren Niveau mulb sich
die infolge des Senkens von H fallende Quecksilbersiiule
unter leichtem Anschlagen wieder bis zum Hahn e einstellen,

Zum Beginn jedes Versuches geht man von dem voll-
stiindig mit Quecksilber gefiillten Apparat aus, wobei
der Hahn e so stechen mufl, dal eine Kommunikation
des graduierten Rohres mit dem Ansatzstiick b hergestellt
ist und durch entsprechende Stellung des Niveaugetfiifies H
das Quecksilber die Kapillare am unteren Ende von b
ganz fillt.



— 159 —

Durch Einfiilllen von Ammoniaklésung in das Teil b
entfernt man aus diesem siimtliche Sidurespuren. Man
pipettiert das Ammoniak wieder heraus bis auf einen
kleinen Rest und unterschichtet dieses mit einer Pipette
mit 1 cem des vorbereiteten Plasmas. Bei gleicher Hahn-
stellung senkt man das Niveaugefifl H so tief, dafi das
Plasma in das graduierte Rohr hereingezogen wird. So-
bald der letzte Teil des Plasmas den Hahn e passiert
hat, ohne daff jedoch Luft angesaugt worden ist wird
dieser geschlossen, so dall das Rohr keinerlei Ver-
bindung mehr mit der Auflenluft hat. Man gibt dann in
b zunichst ca. 04 cem destilliertes Wasser, libit diese
unter Senkung von H durch Offnung von e zum Plasma
flieen, indem man ebenfalls darauf achtet, daBl noch etwas
Flissigkeit in b steht, wiederholt diese Manipulation
mit weiteren 0,5 cem destilliertem Wasser, das ungefihr
!/; Tropfen Oktylalkohol enthiilt, und gibt endlich unter
gleicher Vorsichtsmafiregel 0,5 cem 107/ ige Schwefelsiiure
dazu. Die Fliissigkeit mufi genau den Raum vom oberen
Ende des kalibrierten Rohres bis zur Marke 2,5 einnehmen,
widrigenfalls ist etwas Wasser nachzusaugen. Man
schliefit nun durch Drehung des Hahnes e den gradu-
lerten Teil vollstiindig gegen aufien ab und fithrt nun
das Niveaugefdll H ganz tief, wodurch die ganze Fliissig-
keit in den Raum G hereingesaugt wird und das Queck-
silber nur bis zum Hahn f steht. Man schlieffit nun auch
den Hahn f, so dafi die ganze Fliissigkeit in dem Raum
zwischen den Hiihnen e und f eingeschlossen ist. Durch
ungefihr 15maliges Umdrehen des aus dem Stativ heraus-
genommenen Apparates wird die gesamte Kohlensiure
frei gemacht. Man befestigt wieder am Stativ, stellt durch
Drehen von f die Kommunikation von G und d her und
liBt durch Senken von H die Fliissigkeit aus G nach
d flieben, wobei man darauf achten mufl, da kein Gas
mit herausgeht; es mufl also eine ganz geringe Menge
Wasser im untersten Teile von G bleiben. Nunmehr
dreht man f so, dafl ¢ mit G kommuniziert und hebt H
so weit, bis sein Niveau dem sich einstellenden Queck-
silberniveau im graduierten Rohr entspricht. Unter
diesen Bedingungen ergibt die Ablesung am graduierten
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Rohr (bei der selbstverstiindlich auch der eventuell iiber
dem Quecksilber stehende Wasserrest mitzurechnen ist)
die Menge der entwickelten Kohlensiure. Da man, wie
oben erwiihnt, 3 cem Plasma mit CO, gesiittigt hat, hat
man geniigend Material, um sofort einen Kontrollversuch
anzuschliefien.

Die Berechnung der CO,-Kapazitiit (Alkalireserve) des
Plasmas erfolgt nach van Slyke in geniigender Anniihe-
rung nach der Formel

x:?ﬁﬂ-(li}{],ﬂ—-{lﬁ? t) (V—0,136 4+ 0,002 t).
In dieser Formel bedeutet x die auf 0" und 760 ccm
reduzierten cem CO,, die 1 eem Plasma, das bei 20° im
Gleichgewicht mit Alveolarluft bzw. einer 5,6/ igen CO,-
Losung ist, als Bicarbonat bindet. B ist der abgele-
sene Barometerdruck, t die Temperatur (Celsius), V die
am Apparat abgelesene CO,-Menge in cem.

Um die Rechnung zu vereinfachen, haben van Slyke
und Cullen beifolgende Tabelle aufgestellt, aus der man
fiir Temperaturen zwischen 15" und 30" sofort die
yAlkalireserve“ fiir 100 cem Plasma ablesen kann,

wenn man das Produkt v'Tﬁﬂ {Ablesung in cem.

Barometerstand zur Zeit des Versuches (mm)
760

hat. Fiir Zwischentemperaturen mufl natiirlich interpoliert

werden (S. 161).

Die aus der Tabelle abgelesenen (korrigierten) Werte
liegen unter normalen Verhiiltnissen zwischen 77 und 53
(bei Kindern zwischen 63 und 46), bei mifiger Azidose
zwischen 40 und 30, bei starker Azidose unter 30.

) ausgerechnet

Anhang.

Die Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration
durch Indikatoren. Nach L. Michaelis').

Diese Methode gehort, strenggenommen, nicht eigent-
lich in das hier behandelte Gebiet; immerhin mag sie

) Deutsche Mediz. Wochenschr. 1921
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100 cem Plasma  binden 100 cem  Plasma  binden
- B als  Bicarbonat cem CO, . B als Bicarbonat cem CO,
y =60 (09 und 560 cem) \ =60 (O und 560 cem)
15% | 209 | 259 | 30° 159 | 209 | 25% | 300
020 | 91| 99107 11,8]| 060 |[477 481|485 |486
021 10,1 | 109 | 11.7 | 12,6 0,61 48,7 49,0 494 495
0,22 11,0| 11,8 | 126 | 13,0 (0,62 49,7 1 50,0 | 50,4 | 50,4
023 (120128136 |143]| 063 | 507 | 51,0 | 51,8 | 51,4
024 |180137|145152]| 064 | 51,6519 522) 523
0,25 13,9 | 14,7 | 15,5 | 16,1 0,65 02,6 | 82,8 | 53,2 | 53,2
026 || 149|157 | 164 170| 066 536 538 54,1 54,1
0,27 15,9 | 16,6 | 174 180 0,67 045 | 54,8 | 55,1 | 65,1
0,28 || 16,8 | 17,6 | 18,3 18,9 0,68 a5,0 | 65,7 | 86,0 | 56,0
020 1178|1856 | 19,2 | 19,8 0,69 86,0 | 56,7 | 57,0 | 56,9
030 | 18,8195 | 20,2 | 208 0,70 || 57,4 57,6 bH7,D | 579
0,31 19,7 | 204 | 21,1 | 21,7 0,71 58,4 | 88,6 | 58,9 | 58,8
0,32 | 20,7 | 214|221 | 226 0,72 294 | B9,5 | 59,8 | 59,7
a3 (21,7223 (23,0|235] 0,73 (603|605 607|606
0,34 (1226|233 (24,0(245| 074 |61,3|61,4]|61,7|61,6
035 (236|242|249254| 075 |[623]624]626 625
036 | 246|252 | 25,8 | 26,3 0,76 | 63,2 63,3 | 63,6 | 63,4
037 (1255262 /26,8|278| 077 | 642|643 645|643
0,38 |/265(27127,7|282| 0,78 |652|653|655 653
039 (1275281287 /201| 079 |[66,1 662|664 662
040 | 284 290 206 300 080 | 67,1 672 67,3 67,1
041 [294 300(305 81,0| 081 |681]|681/683]|680
0,42 (180,3 3809)81,56|31,9] 082 (690691692690
0,43 |31,1':! 31,9 | 324 | 32,8 0,83 70,0 | 70,0 | 70,2 | 69,9
0,44 | 323 |328|334 (338 0,84 11,0 (71,0 | 71,1 | 70.8
0,45 | 33,2 | 33,8 | 34,3 | 34,7 0,85 71,91 72,0 |1 72,1 | 71,8
0,46 | 34,2 347|353 356| 086 |729|729|730! 727
0,47 | 352 |35,7(362|365| 087 |[739]|789/740| 736
048 | 36,1 366 372 374]| 0,88 1748 | 74,8 | 74,9 | 74,5
049 (/87,1376 381|384; 089 |[758 758|758 | 754
050 | 38,1 385 39,0 393 090 | 768 76,7 | 768 764
051 (/391895 |40,0|403| o091 |77.8|77,7|77.7 | 717.3
0,52 | 40,0 40,4 (409 | 41,2] 092 [ 787|786 78,7 782
0,53 | 41,0 (41,4(41,9 421| 093 | 797 796|796 792
0,54 |[420 424 (428 |430| 094 | 80,7805 806 801
0,66 | 42,9 | 43,3 |43,8|439] 0,9 81,6 | 81,5 | 51,5 81,0
0,56 | 43,9 44,3 44,7 [449]| 096 | 826 82,5 824 820
0,57 (44,9 453|457 |458| 097 [ 836|834 |834 829
0,55 |1 45,8 46,2 | 46,6 | 46,7 0,98 84,5 | 84,4 84,3 838
0,59 | 46,8 47,1 |47,5 |476] 099 855|853 852 848
0,60 47,7 | 48,1 | 48,5 | 48,6 1,00 ab,o | 86,2 | 86,2 | 85,7

Von Slyke

und Cullen, Journ.

Pincussen, Mikromethodil, 3. Aufl.

of biol. Chem. 30, 316.
11
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als Ergiinzung manchem angenehm sein, besonders da
sie, obgleich auf strengster theoretischer Basis aufgebaut,
ohne Vorkenntnisse schnell und sicher auszufiihren ist.
Sie ist geeignet fiir Harn und andere physiologische
Fliissigkeiten, auch fiir Nihrflissigkeiten usw.

Prinzip: Auf Grund elektrometrischer Messung werden
mit menreren Indikatoren, mit einem Umschlag von farblos
nach gefiirbt, Reihen hergestellt, deren Firbung mit ab-
nehmender Wasserstoffionenkonzentration intensiver wird.
Die so hergesteliten Fiarbungen dienen als Testobjekte
gegeniiber der in der zu untersuchenden Fliissigkeit mit
Hilfe des gleichen Indikators hergestellten Féirbung. Wird
eine schon an sich gefirbte Losung untersucht, so wird
als Vergleichsobjekt die Firbung einer Losung bekannter
Wasserstoffionenkonzentration - Eigenfiirbung der unter-
suchten Fliissigkeit genommen.

Notwendige Reagentien: 1. 0,033"%ige wiiirige Losung
von [-Dinitrophenol; 2. 0,05"/ ige wifirige Losung von
a(1,2,4)-Dinitrophenol; 3. 00”’“ Jige wiifirige Losung von
---[}m]tmphenu 4. 0,1/ ige '.ml?;uge Lésung von p-Nitro-

phenol; 3"f ige wdl,inﬂ*e Losung von m-Nitrophenol;
6. ,f I\.ormal Natriumkarbonatlosung; 7. Kochsalzlosung
0 Ho“ g; 8. Kochsalzlosung, 2"/ ig.

Zar Herstellung der Testlusungen werden moglichst
gleiche Reagensgliiser ausgesucht und mit jedem Indikator
8—90 Mischungen verschiedener Intensitit und entspre-
chend verschiedener Wasserstoffionenkonzentration auf
folgende Weise hergestellt. Fiir Reihe 1 werden 5 cem

der #-Dinitrophenollosung mit der !/,, Normal-Sodalosung

auf 50 cem verdinnt, fir dm anderen Reihen wezden
von den lndilmlm]fmmgpn 2 — 5 ebenfalls mit Sodalosung
die gleichen Verdiinnungen hmgestell Die Mischung
dieser Losungen mit !/, Normal-Sodalosung in ver-
schiedenen Verhilltnissen ergibt die erforderlichen Wasser-
stoffionenkonzentrationen. Die Abmessungen sind sehr
genau vorzunehmen. Es ergeben sich dann folgende
Reihen:
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Nr.

Reihe 1

\.' I_‘]'lL ;'I}"]]‘ ﬂ,.'r”' HL“.I-II.I-_

trophenol-

Pn I5sang losung
1. 124! 0,49 cem | 6,51 cem
2. 12,61 0,76 6,24
W Ll 5,85
41301 1,68 . 9,82
5. |32 244 456
Reihe 1l Reihe [11
Verd. a-Dini- . Verd. y-Dini-
Nr. py trophenol- " ]ti‘;:: t? :‘3‘1 Py trophenol- | ™ : {'?.; :;Ir: f:a_
losung iz losung oo
1. 28| 0,51 cem | 6,49 eem |[4,0 0,74 cem | 6,26 cem
2. 13,0]1 0,78 522 , 42| 1,10 500
3. 13,2| 1,20 5,80 , |44 165 535
4. 134 1,74 5,26 46 240 4,60
n. 13,6] 2,560 450 ,, 1148 340 360
6. 3.8 340 3,60 50| 450 2h0 ..
7. 14,0 4,60 2.40 5,2 5,00 160
8. 4,2 5,70 130 ,, 54| 6,60 040
9, 44| 6,70 0,30
Reihe 1V Reihe V
Nr. | py Nitlx:i}hé:ml— - li'l'[}“ hmrla- PH Nillf‘nj[[}l]h:::ﬂl- i 11.'3{ hmj“'
lisung UBLNE lfsung wohig
1. (54 0,16 cem | 6,84 cem (6,8 027 cem | 6,73 cem
2. |bb| O2H 6,70 , 7,0, 0,43 |, 8,67
3. 15,8 040 660 , |72 066 , 6,34 |
4. 16,0/ 0,63 6,37 74 10 6,0
5 16,21 094 . 6,006 ol D < 125
6. 64| 1,4 H,6 .8 2.3 47
7. 6,6 208 492 ,, 118,01 30 4.0
8. 68 3,0 40 , 182 42 2,8
9. 70 405 , 296 , |84 52 1.E6 .

IL"
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Die gefiillten Reagensgliser werden etikettiert: auf das
Etikett wird die Reihe und die Nummer sowie das py
notiert. Sie werden mit paraffiniertem Korken luftdicht
verschlossen oder zugeschmolzen und halten sich, wenn
auffer Gebrauch vor Licht geschiitzt, lange Zeit unveriindert.

ZurBestimmung der Wasserstoffionenkonzentration einer
farblosen Losung wird folgendermafien verfahren: Man
versetzt in einem Reagensglase gleichen Kalibers wie
die Testproben 6 ccm der Fliissigkeit mit 1 cem der Stamm-
losungen der verschiede-
nen Indikatoren. Geben
mehrere Indikatoren eine
Firbung, so wird fiir den
kolorimetrischenVergleich
der letzte, eine Firbung
gebende Indikator verwen-
det: wird also z. B. mit
Indikator 1, 2, 3 eine Fiir-
bung hervorgebracht, so
. dient die Firbung mit 3
. . 9 zum Vergleich. Man sucht
o) nun einfach aus der mit
! demselbenindikator her-
cestellten Reihe das farb-
dhnlichste Testrohrchen
heraus. Entspricht eines
dieser genau der mit der
Versuchslisung erhaltenen Firbung, so kann man von
dem Etikett direkt das py ablesen: liegt die Firbung
zwischen zwei Testriohrchen, so interpoliert man.

[st die Lisung, deren py man feststellen will, schon
sefiirbt, so wird der Walpolesche Komparator (nach Angabe
von Michaelis angewandt. Dieser (Abb. 26) besteht aus
einem massiven Holzblock, in den von oben 6 Licher in
9 genau entsprechenden Reihen hereingebohrt sind, in
deren jedes ein Reagensglas bis zu ungefiihr zwei Drittel
hereingesteckt werden kann. Von vorn nach hinten sind
3 Licher durchgebohrt, deren jedes zwei hintereinander
stehende Licher durchsetzt. Auf der Riickseite ist eine Matt-
scheibe angebracht: auferdem kann eine Blauscheibe vor-

Abh. 26,
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gesetzt werden. Will man eine gefiirbte Lisung, z. B. Harn,
auf ihr py untersuchen, so verfiihrt man folgendermafien.
In ein Reagensglas gleichen Kalibers wie die Testrdhrchen
bringt man 2 cem Harn, 4 cem 2Y/ ige Kochsalzlésung
und 1 cem Indikator. Man steckt dieses Glas in die
Bohrung2 undin die dahinterliegende Bohrung 5 ein gleiches
Reagensglas mit Wasser. In die Bohrung 3 bringt man
ein Reagensglas mit 2 cem des gleichen Harnes -}~ 5 cem
2"/ ige Kochsalzlosung. In Bohrung 6 steckt man der
Reihe nach die mit dem gleichen Indikator hergestellten
Testlosungen und beobachtet durch die Sehlécher 8 und 9,
bei Einbringen welchen Réhrehens in Bohrung 6 die Farb-
tiefe in den beiden Gucklochern gleich wird. Man hiilt
dazu den Komparator am besten gegen Tageslicht, zu-
nichst mit der Mattscheibe: sehr zweckmiiBig ist die von
Michaelis empfohlene Hinterschaltung der Blauscheibe,
wodurch die Quantititsunterschiede der Farbenin Qualitiits-
unterschiede verwandelt werden, die man bedeutend ge-
nauer ablesen kann. Ist nach Einbringen eines Riéhrchens
in 6 genau gleiche Farbtiefe erreicht, so gibt das auf
diesem Testrohrchen notierte py direkt das py der unter-
suchten LOosung an. Unter Umstinden mufi auch hier
interpoliert werden. Fiir Nihrbouillon verfihrt man in
ganz gleicher Weise, nur dafl manals Verdiinnung 0,85/ ige
Kochsalzlosung verwendet.

Sind die Losungen sehr stark gefiirbt oder getriibt,
so nimmt man fiir die Versuchslosung (in Bohrung 2)
1 cem Harn usw., 5 cem Kochsalzlisung, 1 eem Indikator;
fir die Losung in Bohrung 3 1 cem Harn usw. -1 6 cem
Kochsalzlosung. Die Ablesung und das sonstige Verfahren
bleiben unveriindert.

Vereinfachte Methode nach Himiildinen, Leikola,
Airila.

(Skandinav. Archiv fiir Physiologie 1923, Bd. 43 S. 244)

Da die nach Michaelis hergestellten Indikatordauer-
reihen mit den verschiedenen Indikatoren sehr iihnliche
Farbténe geben, haben Verfasser eine einzige Reihe her-
gestellt, welche zum Vergleich der mit den verschiede-
nen Indikatoren erzeugten Fiirbungen dienen kann. Diese
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wird folgendermafien hergestellt: 10 cem wiiBrige 0,05°/ige
Losung von a-Dinitrophenol wird (genau wie auch
Michaelis angibt) mit n/10 Natriumkarbonatlosung auf
100 cem verdiinnt. Diese (B) dient zur Herstellung der
Rohrchen [—IX. Fiir X und XI wird nur unverdiinnte,
0,05%/,ige a-Dinitrophenollésung (A) benutzt. Der Ansatz
der verschiedenen Réhrchen ist der folgende:

1 (olmlv|v [ vi[vaolviil IX| X | X

Dinitrophenol-
losung, verdiinnt .
(B) 10,51 .0,78/1,20 1,74 2,50 3,40 4,60 5,70 6,70
Dinitrophenol- |
lbsung, unver- g 14 -
diinnt (A) ' 0,77 0,85
n/10 Natrium- '
karbonatlosung 6,49 6,22 5,80 5,26 4,50/3,60 2,401,30/0,3016,23 6,15
Die Reagensgliser werden entweder mit paraffinierten
Korken verschlossen oder noch besser zugeschmolzen.
Zur Bestimmung des py verfiihrt man genau wie vor-
her bei der Methode von Michaelis angegeben. Die In-
dikatorlosungen sind die gleichen, auch der Vergleich
im Komparator erfolgt genau in gleicher Weise, nur mit
dem Unterschied, dafi eben die eine Reihe fiir alle In-
dikatorgebiete benutzt wird. Je nachdem, welcher Indikator
zur Erzielung der Fiirbung in der zu untersuchenden
Losung benutzt worden ist, ergeben sich bei Farbengleich-
heit mit einem der Standardréhrehen folgende py-Werte.

N a-Dinitro- +-Dinitro- p-Nitro- m-Nitro-
i phenol phenol phenol phenol
I , 2,8 | 5,2 | 6,8
[ ' 3,0 I 5,4 ' 7,0
11 3,2 . 56 7.2
IV 3,4 5,70 7,35
Vv ' 3,0 59 7,45
Vi 3,8 2,0 6,05 , 7,6
Vil 4.0 - 6,2 1,7
VI 4.2 6,30 0,70
[X 4.4 6.5 s
X 4.6 H,Lﬁ e

Xl 4,5 6,7 8,0
















