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Vorwort.

Wie bei den fritheren Auflagen war ich bemiiht, nene
erprobte Methoden einzufiigen und alte, die mir nicht mehr
zweckentsprechend  erschienen,  auszumerzen. Diesem
Grundsatz zufolge muliten auch einige von Bang angegebene
Verfahren, die sich als zu schwierig in der Ausfithrung er-
wicsen hatten, fortbleiben, wihrend z. B. scine klassische
Methode der Blutzuckerbestimmung geblieben ist.  Die
Bestimmung des Natriums und der Glukose im Harn
sind durch andere Verfahren ersetzt worden, die volu-
metrische Bestimmung des Harnstoffes ist als entbehrlich
fortgeblieben. Neu hinzugekommen sind die Bestimmung
des Stickstoffes durch direkte Nesslerisation, die Bestim-
mung des Kohlenstoffes, fir die Blutuntersuchung die
Bestimmung der Sulfate, des Ammoniaks, der Fraktionen
des Bluteiweilles, des Glutathions und des Indikans. Der
kolorimetrischen  Milchsiiure-Bestimmung wurde  eine
titrimetrische Methode beigefiigt. Ich hoffe, dall diese
Anderungen den Be:ifall der Freunde des Biichleins finden
werden.

Mit dieser Auflage ist die Mikromethodik an den Verlag
von Franz Deuticke dibergegangen. Die zum Teil unscharfen
Abbildungen wurden durchweg durch neue ersetzt. Es
ist mir eine angenehme Pllicht, dem Verlagshause fiir seine
verstindnisvolle Mitarbeit zu danken.

Chicago, November 1936,

LUDWIG PINCUSSEN.
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Allgemeines.

Grundregeln.

Fiir mikrochemische Arbeiten gelten im allgemeinen
dieselben Regeln wie tiir chemisches Arbeiten iiberhaupt.
Bet den geringen Substanzmengen, welche fir die Aus-
tithrung quantitativer Mikroanalysen angewandt werden,
kommt es ganz besonders auf exaktes Arbeiten an. Es
1st klar, dall bei Analysen mit kleinen Mengen die Fehler-
quellen eine ganz andere Rolle spielen miissen als bei
Verwendung grolerer Quantititen. Diese Fehlerquellen
nach Mdaglichkeit zu reduzieren, ist eine Hauptaufgabe
des mukrochemischen Arbeiters.

Fehler konnen, ohne dall den Arbeiter e¢ine Schuld
daber trifft, schon verursacht sein durch ungeeignete
Apparatur sowie durch die angewandten Reagentien. Hier
moge vor allem darauf aufmerksam gemacht sein, dall
gewohnliches  Natronglas nur  fir kalte Fliissigkeiten
benutzt werden darf — man kann ohne Bedenken Melb-
gefille u. dgl. aus gewdihnlichem Glase benutzen —, dal3
zum Kochen aber ausschliellich Jenaer Glas oder Pyrex-
Glas angewendet wird, Mitunter kann Kork, dfter Kaut-
schuk, besonders alter, sowohl bei Anwendung als Stopfen
als auch als Schlauch zu Fehlern AnlaB geben. Reinere
Resultate erhilt man sicher bei Anwendung nur gliserner
Verbindungen und Apparaturen. Bei Vereinigung zweier
Rohre durch Kautschukschlauch achte man aul ein Zu-
sammenstollen dieser: Glas an Glas, Zum Filtrieren werden
vieltach mit Vorteil statt der gewdhnlichen Filter die Jenaer
Filtergerite (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-
teile bieten. Von Reagenticn sind stets die allerreinsten

Pincussen, Mikromethodik. 6. Aufl, [



erhiiltlichen zu wiihlen. Auch diese reinsten Reagentien
enthalten hiaufig Beimengungen, die geeignet sind, die
crhaltenen Resultate zu filschen. So gibt es beispiels-
weise Im Handel keine Schwefelsiure, die absolut
ammoniakfrelr wiire. In solchen Fillen ist es nicht
zweckmiillig, eine noch weitere Reinigung anzustreben:
man arbeitet mit den nicht ganz reinen Reagentien, be-
summt aber vor der Ingebrauchnahme die Grofe des
betreffenden  Fehlers, welcher dann in alle Berech-
nungen eingesetzt wird. Solche Bestimmungen sind jedes-
mal zu wiederholen, wenn man eine neue Packung der
Substanz anbricht. Wiihrend des Gebrauches ist dafiir
Sorge zu tragen, dal} eine Verinderung nicht eintritt. In
diesem Sinne ist auch das destillierte Wasser dauernd zu
kontrollieren. Fiir manche Zwecke ist doppelt-destilliertes
Wasser zu verwenden, das sorgfiltig aufgehoben werden
mull. Die fiir diec Mikromethodik bestimmten Reagentien
sind in gut verschlossenen Flaschen aufzubewahren:
unter besonderen Umstinden kann man das Eindringen
schiidigender Substanzen durch besondere MaBnahmen
hintenanhalten, beispielsweise die Flasche mit der fiir
die Mikrokjeldahlmethodik bestimmten Schwefelsiure mit
einem  VerschluB in der Art einer mit Schwefelsiure
gefiillten Gaswaschiflasche zur Zuriickhaltung des Ammo-
niaks verschen. Den Riumen, in denen Analysen aus-
gefithrt werden, sind solche Dimpfe und Gase, welche die
Reaktion beecinflussen kiénnen, selbstverstindlich fernzu-
halten; die Ausfithrung einer Mikrokjedahldestillation
in einem Raum mit Ammoniakdimpfen ohne besondere
VorsichtsmaBregeln zur Zuriickhaltung des Ammoniaks
(vgl. 5. 35, 42) fiihrt naturgemiiB zu den schwersten Fehlern.

Von allgemein gebrauchten Apparaten ist zunichst die
Luftpumpe zu erwihnen, die auBer zur Erzielung eines
Vakuums in Saugflaschen, Exsikkatoren bei der Destil-
lation wie auch beim Absaugen schiidlicher Dimpfe (S. 43)
gebraucht wird.  Fiir die in Frage kommenden Zwecke
eignet sich am besten die einfache Wasserstrahlpumpe,
dic an jede Leitung mit nicht zu geringem Druck an-
geschlossen werden kann.  Fiir viele Verfahren ist das
Vorhandensein ciner Zentrifuge erforderlich. Je groBer



thre  Umdrehungszahl, desto schneller das Arbeiten: es
kommen daher nur mechanisch betriebene  Zentrifugen
in Betracht, wvon denen die elektrisch betricbenen den
Vorzug verdienen, da meist nur sie die erforderlichen
S000—1000 Touren in der Minute machen. Um ein un-
notig langes Zentrifugieren zu vermeiden bei  der
Arbeit wird hiufig daran vergessen, die Zentrifuge zur
Zeit abzustellen — schaltet man zweckmiillig cinen auto-
matischen Ausschalter ein, der nach einer bestimmten,
jedesmal einzustellenden Zeit die Zentrifuge selbsttiitig
zum Stehen bringt. Die neuen an Ketten aunfgehiingten
Zentrifugen haben sich sehr gut bewiilirt. Es sei das
sehr genaue Auswiegen der Zentrifugenbecher mit Inhalt
betont: nur wenn die gegeniiberlicgenden Behiilter im
Gewichte vollstiindig gleich sind, kann die Abschleuderung
in erwiinschter scharfer Weise erfolgen und die Zentrifuge
vor Schiidigung bewahrt bleiben. s sind daher stets vor
jedem Zentrifugieren die Becher mit Inhalt gegeneinander
auszutarieren. Natiirlich darf auch nicht vergessen werden,
die Zentrifuge regelmiiBig zu schmieren. Am besten ver-
wendet man fiir Zentrifugengliser nur Jenaer Glas, bzw.
Pyrex-Glas. In solchen Glisern kann man sogar Ver-
aschungen geringer Substanzmengen im  Sandbad  bei
150—200" vornehmen und kann, ohne umzugiellen, im
selben Glas fillen, auswaschen und titrieren.
Als besonders zweckmiillig haben sich fiir
viele Versuche Zentrifugengliser mit konisch
ausgebildetem Boden (Abb. 1) erwiesen. Be-
sonders bei sparsamen Niederschli-
schiitzen sie gegen Verluste. Sie
diirfen jedoch nicht zu stark zu-
gespitzt sein: es ist dann schwer,
die zu sehr eingedriickten Nieder- !

schliige zur Titration ete. in Lisung :

Avb. 1. zu bringen, anderseits die Gliser  Abn, 2.
gut zu reinigen. Gelegentlich leisten
Zentrifugengliiser mit  eingeschliffenem Glasstopfen  gute

Dienste,
Fiir besondere Zwecke werden ZentrifugengefiBe aus
ghihfester Porzellanmasse verwendet (Abb.2). Diese ver-




einigen in sich die Eigenschaften eines ZentrifugengefiBes
und eines Porzellantiegels. Es kann in ihnen ohne um-
zugicBen verascht, gefillt, ausgewaschen, gegliiht und Ze-
wogen werden. Hiezu wird eine Drahtschlinge unter dem
Wulst des Roéhrchens herumgelegt, mit welcher es am
Haken der Analysenwaage aufgehingt wird.

Messen und Wagen.

Besondere Aufmerksamkeit erfordert das Messen und
Wiigen. Bei den biochemischen Untersuchungsmethoden,
die hier geschildert werden, ist eine Mikrowage im
eigentlichen Sinne nicht erforderlich. Simtliche Wiigungen,
die hier in Betracht kommen, kénnen mit einer empfind-
lichen chemischen Analysenwage ausgefithrt werden:
das gilt sowohl fir die Herstelling von Reagenz-
I6sungen wie fir die Wigung von Niederschligen. Bei
Herstellung von Reagentienlosungen, insbesondere bei der
Bereitung von Testlsungen sind, um die Wigefehler maog-
lichst zn reduzieren, als Ausgangsmaterial nicht zu kleine
Quantititen zu wiithlen und die erforderliche Konzentration
liecber durch Verdiinnung herzustellen. Fiir das System
der Mikroanalyse des Blutes nach Bang geniigt im Not-
falle ebenfalls jede Analysenwage, besonders Ketten-
Wagen, wie sie von amerikanischen Firmen hergestellt
werden, sind geeignet; es ist jedoch dann erforderlich,
dall die notwendigen Gewichte sofort zur Hand sind,
da diese Wigungen auBerordentlich schnell ausgefithrt
werden miissen. Diese Notwendigkeit der sehr schnellen
Wiigung, die dadurch bedingt ist, daB das in kleinen Lésch-
papierblittchen aufgesaugte Blut durchWasserverdunstung
sehr bald an Gewicht verliert, hat zur Anwendung von
sehr schnell arbeitenden Torsionswagen gefiihrt, z. B.
der von Hartmann & Braun, Frankfurt a. M.

Besondere Wichtigkeit kommt den messenden Me-
thoden zu. Is gelten hier im wesentlichen die gleichen
Vorschriften wie bet den Makrobestimmungsmethoden
es ist aul groBte Genanigkeit der MeBgefiBe Gewicht
zu legen.  Die verwendeten Pipetten priiffe man vorher
genau, wenn notie durch Auskalibrieren mit Quecksilber;



am besten, wenn auch recht teuer, sind staatlich geeichte
Pipetten. Sonst verwende man fiir die gleichen Zwecke
stets die gleichen Pipetten, stelle insbesondere fest, ob
che Pipetten aul Abstreichen oder auf Ausblasen geeicht
sind, und vergesse nie, dieselbe Pipette stets in der
gleichen Weise zu verwenden. Wenn miglich, arbeite
man mit Vollpipetten, die in geniigender Menge sauber
und trocken zur Hand sein miissen. Wenn anomale Mallc
gebraucht werden (z. B. bei der Bangschen Zucker-
bestimmung Pipetten von 6,5 cem Inhalt), so lasse man
ste besonders anfertigen. Man wird trotzdem die Mel3-
pipetten nicht entbehren konnen. Hier verwende man,
wenn moglich, nur geeichte Pipetten, die aber nicht bis
zum Ende kalibriert sein diirfen, da die Abmessung des
Restes  Schwierigkeiten macht.  Sie miissen 1n allen
Grollen vorhanden sein, so dall man fiir jede abzu-
messende Menge eine passende Pipette verwenden kann.
Man gebrauche stets die MeBpipette, deren Gesamtinhalt
die abzumessende Fliissigkeitsmenge nur wenig iibertrifft
zur Abmessung von 2,6 ccm z. B. eine 3-ccm-Pipette,
fiir 7,5 ccm eine 10-cem-Pipette.

Das gleiche wie fiir die Pipetten gilt fiir die Biiretten,
Fiir manche Zwecke der Mikroanalyse geniigen gewdhnliche,
In !, com geteilte Biiretten; fiir spezielle Zwecke sind
Mikrobiiretten erforderlich, die in 1/;,, ccm eingeteilt
sind. Wiihrend bel den gewdhnlichen Biiretten unter
Umstinden ein Klemmverschlu3 geniigt, miissen diese
Mikrobiiretten unbedingt mit einem Glashahn versehen
sein. Man achte darauf, daf die Hihne nicht zu stark
gefettet werden. Die TropfengréBe mull eine so geringe
sem, dal ein Tropfen ungefihr 2 Teilstrichen der Biirette
entspricht. Da eine Fillung dieser Apparate, die natur-
gemil ecin sehr enges Rohir haben, in direkter Weise mit
Schwierigkeit verkniiplt ist, sind diese Biiretten so kon-
struiert, dal ein am unteren Teil abgehendes kommuni-
zierendes Rohr, das durch einen Glashahn gegen die Biirette
abgeschlossen werden kann, an seinem oberen Ende in
einem Vorratsgefill endigt, welches imstande ist, so viel
Fliissigkeit aufzunehmen, dall man die Birette daraus
8—10mal auffiillen kann (s. Abb. 3). Das Rohr sei nicht
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zu eng, ebenso sei der Hals des Reservoirs weit genug,
um die Losung bequem eingiefen zu kénnen, ohne daf
sich schwer entfernbare Luftblasen zwischen die Fliissigkeit
setzen. Fiir Fliissigkeiten, welche durch Licht verindert
werden, werden Biiretten benutzt, Lei denen
VorratsgeliB und der zur Biirette
fiihrende Schenkel aus braunem [\ R
Glase gefertigt sind (Abb. 4). Fir ||
1 % die Biirette selbst, die ja nur fiir =
kurze Zeit mit der Fliissigkeit ze- ]
fidllt ist, nimmt man weiBles Glas, \
0| damit die Ablesung nicht erschwert
I | ist. Um Eindringen von C0O,, NH, Ij

 :

R .
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pp. aus der Luft, die eine Ande- |
! rung des Titers veranlassen kénnen, :
zu verhindern, schaltet man ein [
Absorptionsgefill vor. Wenn maog- |
lich, sollen die Biiretten hinten weif3 ”
hinterlegt sein, einen ,,Schellbach- -
streifen’” tragen. ..Jj.

Auf die Herstellung der MaB- To
flisssigkeiten ist groBte Sorgfalt
aby. 3 Zu verwenden. Besonders ist zu o

beachten, dall eine groBe Zahl
von Titrierlésungen, besonders sehr

geringer Konzentration, sich schlecht hilt und bald ihren
Titer idndert. Das gilt in erster Linie von der Jodlésung
und der Natriumthiosulfatlisung, die jedesmal frisch
aus hoher konzentrierten Losungen, die selbstverstindlich
auch nachkontrolliert werden miissen, zu bereiten sind.
Man hilt sich zweckmiiBig '/;, Normallsungen, die man
entweder fertig bezicht oder selbst nach den Regeln der
Malianalyse herstellt, und bereitet aus ihnen die fiir den
betreffenden Tag erforderlichen Mengen der gebrauchten
Losung. Wo der Transport fertiger Lisungen schwierig
und teuer ist, kann man auch von fabrikmiBig hergestellten,
in Ampullen eingeschmolzenen Salzen, bzw. konzentrierten
Losungen ausgehen (Fixanal oder :ihnliche Priparate),
dic nach Anweisung aufgeldst, ohne Wigung u. ael. s
Normalldsungen ergeben. Vor allem miissen auch ver-
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schiedene MaBfliissigkeiten, mit denen gegeneinander titriert
wird — z. B. Silbernitrat und Rhodanammonium bei der
Chlorbestimmung — genan anfeinander ecingestellt sein.
Losungen von Siuren, Laugen, auch von Silbernitrat,
wenn in dunkler Flasche gegen Licht geschiitzt aufbewahrt,
halten sich auch in geringen Konzentrationen. Alle Lo-
sungen sind, bevor man sie zum Fiillen der Biiretten usw.
verwendet, gut durchzumischen, da besonders bei niederer
Temperatur viel Lisungen sehr leicht | ,entmischen™.

Am besten verwendet man ganz trockene Pipetten bzw.
Biiretten. Noch etwas feuchte sind mit der betreffenden
Losung, die man mit ihnen abmessen will, wiederholt so
durchzuspiilen, dall man bei Pipetten etwas der Lisung
in ein sauberes trockenes Reagenzglas einfiillt, die Lisung
in die Pipette hochzieht, durchspiilt und auslaufen lLilit.
In ein anderes trockenes Reagenzglas gibt man wieder
etwas frische Losung und verfiihrt ebenso und wiederholt
diese Prozedur am besten noch ein drittes Mal. Beil Biretten
verfahrt man sinngemil3, liBt natiirlich die Fliussigkeit durch
die ganze Biirette laufen und liBt sie schliefllich durch den
Hahn austreten. Auch hier wiederholt man die Prozedur min-
destens ein zweltesMal. Die zum Auns-
spiillen benutzten Lisungen sind na-
titrlich fortzugielen. Man hiite sich
insbesondere, mit Pipetten aus On-
ginalflaschen die  Normallosungen
direkt zu entnehmen, da hiedurch
die Konzentration beemflulbt und die
Lisung fiir genaue Versuche unver-
wendbar werden kann.

Nach Untersuchungen von Bjer-
rum, Rehberg und anderen ist es
fiir Titrationen erheblich giinstiger,
mit konzentrierten als mit verdiinn-
ten Losungzen zuarbeiten. In erste-
rem Falle 1st die Fehlerquelle kleiner,
der Umschlag deutlicher. Die nach-
folgend geschilderte Einnchiung (M-
krotitrationsapparat) ist in diesem
Sinne konstruiert ((Abb. 5).




Das Hauptstiick der Biirette besteht aus einem fast kapillaren
Rohre, das zwischen den Marken 0,1 ccm faBt. Dieser Zwischen-
raum ist in 100 Teile geteilt, so daB Kubikmillimeter direkt ab-
gelesen, bis 1, cmm bei Anwendung einer Lupe geschitzt werden
kinnen. An seinem oberen Teile tragt das Biirettenrohr einen
Hahn mit zwei Wegen, deren einer zu einem Reservoir fihrt, wihrend
bei Umstellung des Hahnes eine Verbindung mit einem Ansats-
rohr zur Birette geschaffen wird, das, von demselben Kaliber wie
diese, zweimal rechtwinklig umgebogen ist und in einer ziemlich
feinen Spitze endet. Das untere Ende der Biirette trigt einen Schlitf,
auf den ein etwas weiterer Teil aufgesetzt werden kann, in welchen
eine feingingige Eisenschraube absolut dicht eingelassen ist. Dieser
untere Teil wird, nachdem die Eisenschraube ziemlich tief gestellt
ist, mit Quecksilber gefilllt und nunmehr der ganze Teil fest auf
den Schliff des Hauptteiles aufgesetzt. Durch Metallspiralen wird
eine feste Verbindung zwischen den beiden Teilen gewihrleistet.
Durch Drehen der Schraube kann nun das Quecksilber mehr oder
weniger hoch in die Biirette eingetricben werden.

Diese ganze Einrichtung ist an einem Stativ befestigt, das auBer-
dem ein wverschiebbares Gestell tragt, in welches z2wei Reagenz-
glaser (12 < 100) eingesetzt werden konnen, Dabei sind die Abstiande
so gewahlt, daB das Ansatzstiick der Biirette gerade in die Mitte
des einen Reagenzglases trifft und mit seiner Spitze bis kurz iiber
den Boden reicht. Wihrend dieses Reagenzglas zur Aufnahme
der zu titrierenden Flussigkeit dient, wird in ein daneben stehendes
eine Losung mit dem bei der Titration zu erreichenden Farbton
gegeben. Eine hinter den Glisern angebrachte Milchglasscheibe
dient dazu, das Ende der Titration (bei auffallendem Lichte) schirfer
erkennen zu lassen. In das fiir die Titration benutzte Reagenzglas
ragt aullerdem noch ein fein ausgezogenes Glasrohr, welches durch
eimen Schlauch mit einem Doppelgeblise verbunden ist, so daf
die Flissigkeit durch I.uitdurchleitung daunernd in Bewegung ge-
halten wird. Zur Regulierung der Luftzufuhr befindet sich an dem
Schlauche eine einfache Klemmschraube; es ist auf diese Weise
maglich, durch einmaliges Aufpumpen des Geblises automatisch
lingere Zeit Luftblasen durch die Titrierflussigkeit durchgehen
zu lassen. Um eventuell schiadliche Gase, z. B, Kohlensiure, abzu-
halten, wird ein mit passender Fiallung versehenes, also z. B. mit
Natronkalk gefiilltes Glasrohr, zwischengeschaltet.

Das Arbeiten mit dem Apparat geschieht in folgender Weise.
Nachdem der Mikrotitrationsapparat in der oben geschilderten
Art zusammengesetzt ist, wird der Hahn am oberen Ende so ein-
gestellt, daB eine Verbindung zwischen Birette und Reservoir
besteht. Nun wird durch Drehen der Eisenschraube das Queck-
silber bis in die Bohrung des Hahnes hochgetrieben und nun das
Reservoir mit der Titrierflissigkeit gefillt. Durch Senken des
Ouecksilbers wird die Fliissigkeit in die Biirette hereingezogen,
der Hahn nun umgestellt und die Fliissigkeit so weit hochgedriickt,
dab sie das Ansatzstiick, einschlieBlich der Spitze, wollkommen

fillt. Nach wiederholter Umstellung des Hahnes wird durch Senken
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des Ouecksilbers neue Losung in die Pipette, am besten bis zur
Marke o, eingesaugt; nachdem der Hahn nun wieder umgestellt ist,
ist die Birette zum Gebrauch bereit,

Es wird nunmehr die zu titrierende Losung mit Indikator in dem
Reagenzglas in das Gestell cingesetzt (daneben, wenn gewiinscht,
die  hontrollprobe mit der Titrationsendiarbe) und das Gestell
so weit gehoben, daB das ganz gefillte, aulerlich aber von Titrations-
flussigkeit freie Ansatzrohr bis fast auf den Boden reicht. Zugleich
wird das fiur die Luftdurchleitung bestimmte feine Rohr eingesetzt
und, wie oben beschrieben, vorsichtig Luft (zwei bis drei Blischen
pro Sekunde) durchgeleitet. Durch Betitigung der Eisenschraube
wird die Titrierflussigkeit in die Losung hineingetrieben, bis der
Umschlag erfolgt ist. Die Vorrichtung erlaubt genaueste Zugabe.
lis wird dann mit Hilfe einer Lupe abgelesen und im ibrigen wie
gewohnlich verfahren.

Geniigt die in der Birette befindliche Lasung nicht zur Beendigung
der Titration, wird, nachdem die Marke 0,1 erreicht ist, der Hahn
umgestellt, neue Losung aus dem Reservoir eingefiillt und nach
Rickdrehung weiter titriert. In derselben Weise verfihrt man,
wenn man mit derselben Lésung mehrere Titrationen ausfithren will.

Will man dieselbe Biirette fiir eine andere Titrationsfliissighkeit
benutzen, entleert man zunachst die in der Biirette befindliche
Fliissigkeit in das Reservoir, dreht den Hahn um, zieht aus dem
Ansatzstiick die Losung in die Birette hinein und bringt auch diese
nach Riickdrehung des Hahnes in das Reservoir. Dieses kann
nun mit einer Pipette oder dergleichen entleert werden: man fillt
es dann zundchst mit Wasser, wischt damit Birette und Ansatz-
stiick aus und tut dasselbe mit der neuen Titrierflussigkeit. Prak-
tischer ist es, fiir jede Flussigkeit ein neues Hauptstiick mit Hahn
und Ansatzstiick zur Verfiigung zu haben, das auf das vorhandene
Unterteil pabBt.

Wil man zum Titrieren Losungen verwenden, welche gegen
Quecksilber nicht indifferent sind, so ist es nur nitig, zwischen
Losung und Quecksilber cine kleine Luftblase einzuschalten. In
diesem Falle verfihrt man so, daB man beim Fiillen der Birette
das Quecksilber nicht ganz bis oben driickt ; beim Einziehen der
l.osung aus dem Reservoir bleibt dann zwischen Ouecksilber und
Losung eine Luftblase, die in keiner Weise stirt und immer mit
dem OQuecksilber mitgeht. Sie muf berticksichtigt werden, wenn
man die Ablesungen macht: der Stand der Flussigkeit muf3 natiir-
lich von ihrer Grenze gegen die Luftblase gerechnet werden

Kolorimetrische Methoden.

Besondere Wichtigkeit haben fiir die Mikrobestimmungen
die kolorimetrischen Methoden erlangt. Ich empfehle sie
grundsitzlich nur in solchen Fillen. in denen es mit den
maBanalytischen Methoden nicht gelingt, geniigend scharfe
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Ausschliige zu erhalten. In allen Fillen, wo die sehr
emplindliche  MaBanalyse, besonders die jodometrische
Bestimmung, scharfe Umschlige ergibt, ist diese der
kolorimetrischen Bestimmungsmethode vorzuzichen, vor
allem deshalb, weil sie frei von subjektiven Fehlern ist,
so dall ohne Schaden fiir die Genauigkeit z. B. die laufenden
Bestimmungen einer Versuchsreihe auch von verschiedenen
gut eingearbeiteten Personen ohne weiteres ausgefithrt
werden kinnen.

Bei der kolorimetrischen Methode zeigen sich fir die Augen
verschiedener Personen deutliche Differenzen, da der Begriff gleicher
Farbenintensitit, auf den es bei der Kolorimetrie ankommt, indivi-
duell verschieden ist. Demnach wird die Titration von mehreren
Personen ohne weiteres ganz gleichmaBig ausgefuhrt: beil der
kolorimetrischen Bestimmung dagegen zeigen verschiedene In-
dividuen typische Differenzen der Ablesung, die zwar immer konstant
bleiben und die Resultate durchaus einwandfrei erscheinen lassen.
wenn die Ablesung immer von derselben Person erfolet, bei Wechsel
des Beobachters aber zu erheblichen Fehlern fithren koénnen., Im
ibrigen sind die mit der kolorimetrischen Methode erhaltenen
itesultate — selbstverstindlich bei genaver Einhaltung der Ver-
suchsbedingungen — vorziiglich. Uber objektive Kolorimetrie s. u.

Simthiche Kolorimeter bestimmen die Konzentration
einer gefirbten Losung durch Vergleich mit der bekannten
Konzentration einer gleichgefiirbten Lésung aus dem Ver-
hiltms der Schichtdicken dieser beiden Lésungen, wenn
Beide dem beobachtenden Auge gleich hell erscheinen. Es
besteht fiir den Fall der Farbengleichheit das einfache
Gesetz, dal die Schichtdicken umgekehrt proportional den
Konzentrationen sind: ist ¢ die Konzentration der zu be-
stimmenden Ldsung, ¢, die Konzentration einer Losung
bekannten Gehaltes und sind s und s, die Schichtdicken
der zu bestimmenden bzw. der bekannten Lésung, wenn
die Farbtiefen beider dem Auge gleich erscheinen, so gilt
das Verhiltnis

CiCp=25:5.

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 dall wir mit
Hilfe der kolorimetrischen Ablesung



bestimmen konnen,

Die meisten der auch fiir die Mikroanalyse brauchbaren
Kolorimeter beruhen auf dem Konstruktionsprinzip von
Dubosq, das nachfolgend beschrieben werden soll (s. Abb. 6).
In zwer Glastroge T und T,, die unten einen
glatten, glisernen Boden haben, werden die g
zu vergleichenden geliirbten Fliissigkeiten ein-
gefilllt. Durch mehr oder weniger tieles Ein-
tauchen von Glasstiben kann man die Schicht-  2Rw
cdicke, durch eine Skala kontrolliert, variieren : L.
Durch einen Spiegel M wird das Licht durch lr 1

5,

die Troge T und T, und die in sie eintauchen- #4 G
den Glasstiibe in die Prismen P und P; ge-
worfen, von denen es durch ein Linsensystem

in das Auge gelangt; so ist es méglich, die Fiir-  avb.o.

bungen der beiden Trige nebeneinander als

Hilften eines Kreises zu beobachten. Nachdem man die
Kontrollosung auf eine gewisse Schichtdicke, z. B. 10 mm
eingestellt hat, varilert man durch mehr oder minder tiefes
Eintauchen des anderen Glasstabes die Schichtdicke der
Versuchsfliissigkeit so lange, bis dem Auge die beiden
Hiillften des Kreises gleich stark gefirbt erscheinen. Man
darf sich mit einer Ablesung nicht begniigen, sondern mnl
eine ganze Anzahl machen, deren Mittel man dann nimmt.
ZweckmiiBig ist es hiebei, das eine Mal von geringerer zu
hoheier Firbung, das andere Mal von héherer zu geringerer
Firbung vorzugehen. Die Berechnung ergibt sich aus dem
oben Gesagten.

s sind eme groBe Anzahl Kolorimeter konstruiert
worden, welche zwar alle dem gleichen Prinzipe folgen,
In ihrer Konstruktion aber vielfach verschieden sind,

In einer Reihe von Kolorimetern ist nur die eine Schicht-
dicke wverstellbar, wiihrend die andere. und zwar meist
die Schichtdicke der Versuchslosung, stets die gleiche
bletbt. Um eine Einstellung zu ermdiglichen, befindet
sich die — entweder jedesmal frisch herzustellende oder
auch emn fiir allemal fertige — Vergleichslisung in einem
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Hohlkeil, der an seinem dicksten Ende die hichste, an
seinem diinnen Ende die geringste Schichtdicke — Null
besitzt und der so verschoben werden kann, dal} nach-
einander alle Schichtdicken in gleicher Hdéhe mit der
Vergleichslésung stehen kénnen. Durch eine Skala kann
man  die Schichtdicke der Vergleichslésung  feststellen
und, da ja die Schichtdicke der \-’ersuchr-;]fj:-umg bekannt
ist (sie entspricht der dicksten Stelle des Keiles), aus
dem Vergleich unter Anwendung der gewéhnlichen Formel
den Gehalt der Versuchslosung feststellen. Bei manchen
Modellen 14Bt sich aus der Stellung des Keiles bei Farben-
gleichheit mit der Versuchslsung mit Hilfe von Tabellen
direkt der Gehalt an der gesuchten Substanz ablesen.
Im allgemeinen stehen diese Apparate den anderen an
Genauigkeit nach und eignen sich mehr fiir ungefihre
Bestimmungen.

Diesen ,,subjektiven’* MeBmethoden stehen ., objektive"
gegeniiber, welche die Lichtabsorption der zu vergleichenden
Losungen mit Hilfe lichtempfindlicher elektrischer Zellen
prifen. Diese Apparaturen schalten individuelle Beob-
achtungsdifferenzen aus. Die fiir die verschiedenen Spektral-
bereiche verschiedene Empfindlichkeit der lichtelektrischen
Zellen steht jedoch ihrer allgemeinen Anwendung noch
im Wege.

Die Handhabung der Kolorimeter erfordert gewisse
Vorsichtsmalregeln. Tageslicht eignet sich nur fiir ein-
fache Apparate. Sonst arbeitet man mit dem Kolorimeter
im Dunkelzimmer. Als Lichtquelle verwendet man am
besten eine gewdhnliche Gliithlampe mit mattierter Birne.
Die Lichtquelle muBl, was durch Verstellen auszuproben
ist, so aufgestellt sein, daB bei ungefiilltem Kolorimeter
oder, wenn in die beiden Trige die gleiche Farblosung
eingefiillt ist, bei gleicher Einstellung die beiden Teile
des Gesichtsfeldes durchaus gleich erscheinen. Dieser
Zustand muB auf jeden Fall vor der Benutzung erreicht
sein. Er ist bei jedem guten Kolorimeter, das ausreichend
optisch korrigiert ist, zu erzielen. Naturlich mul nicht
nur das optische System, sondern der ganze Apparat,
vor allem die Eintauchstibe und die zur Aufnahme der
IFliissigkeiten dienenden Trége peinlich sauber gehalten
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werden.  Schon  Staubauflagerung  gibt bei den feinen
Apparaten Ausschlige. Bei fortlaufenden kolorimetrischen
Ablesungen ist die gleiche Lichtquelle und ihre gleiche
Lage beizubehalten. Um dies zu erreichen, wird am besten
sowohl der Apparat wie die Lichtquelle unverriickbar
aufgestellt, mechanisch an dem Arbeitstisch befestigt.
Bet manchen Apparaten ist die Lichtquelle fest mit dem
Kolorimeter verbunden, so dal} die Einstellung fortfillt.
Diese Vorrichtungen sind sehr zweckmiBig, da die Ab-
lesung nicht durch Seitenlicht beeinfluBt wird und man
praktisch im Dunkeln kolorimetriert. Die zur Kolorimetrie
kommenden Farbldsungen miissen absolut klar sein:
jede Triibung veriindert die Ablesung. Ein Filtrieren un-
klarer Losungen fithrt nur selten zum erwiinschten Ziel,
in manchen Fiillen werden auch firbende Substanzen
durch das Filter zuriickgehalten. Bei den hier beschrie-
benen kolorimetrischen Methoden werden bei richtigem
Arbeiten durchweg klare Lésungen erzielt. Es ist also,
wenn nicht klare Losungen erhalten wurden, das beste,
den Versuch nochmals genau nach der Vorschrift zn
wiederholen.

Verschiedene Farbungen lassen sich verschieden gut
kolorimetrisch bestimmen: am besten blaue, am schlech-
testen gelbe. Oftmals wird die Ablesung durch Vorsetzen
cines passenden farbigen Glases, das nur die zu priifende
Firbung durchlift, erleichtert. Die exaktesten Resultate
erhiilt man bei Benutzung eines ,,Monochromators" der
direkt an den Apparat angesetzt wird und, verstellbar,
nur das Licht des gewiinschten Wellenbereiches durchlifBt.

Die zur Bestimmung der Firbung einer Versuchslésung
erforderlichen Vergleichsldsungen bekannter [Konzen-
tration kidnnen auf verschiedene Weise hergestellt werden.
Die einfachste und korrekteste Art ist die, daf3 Losungen
bestimmter Konzentration desselben Stoffes, der bestimmt
werden soll, in ganz gleicher Weise behandelt werden
wie die Versuchsldsungen und daB durch Vergleich der
Intensitit der in der Versuchslésung erzeugten Firbung
mit der der Vergleichslisung von bekanntem Gehalt die
Konzentration der ersteren an dem gesuchten Stoffe fest-
gestellt wird. In diesem Fall muB also auch die Firbung



der Vergleichslosung jedesmal frisch hergestellt werden.
Man kann diese Arbeit fiir manche Zwecke umgehen,
indem man aus bekannten farbechten Substanzen —
gefirbten Salzen, Farbstoffen — eine Losung herstellt,
welche genau dieselbe Farbe und Farbenintensitit auf-
weist wie eine Lisung bestimmter Konzentration des zn
priifenden  Stoffes nach vorschriftsmiBiger Behandlung.

Die bei der Kolorimetrie erhaltenen Werte werden um
so besser sein, je niher die Farbtiefen von Versuchslosung
und Vergleichslosung liegen. Das Verhiltnis der Schicht-
dicken soll im allgemeinen nicht iiber 1: 9 bzw. 2:1
hinausgehen. Ist die Verschiedenheit der Farbtiefe grofer,
so dndert man die Konzentration der Vergleichslosung
oder der Versuchslésung, so daB man entsprechende Ver-
hiiltnisse schafft.

Nephelometrie.

Die nephelometrische Methodik verfolgt dieselben Ziele
wie die kolorimetrische. Sie vergleicht aber nicht Fir-
bungen, sondern die Triibungen, die auf Zusatz Zewlisser
Reagentien in der Vergleichs- und in der Kontrollésung
erzeugt wurden.

Genaue nephelometrische Untersuchungen begegnen heute
noch ziemlich erheblichen Schwierigkeiten, insbesondere
ist die Herstellung einer gleichmiBigen, feinverteilten
Tritbung recht schwierig. Die Verfahren miissen sehr
genau ausgearbeitet sein: peinliche Beobachtung der Vor-
schriften ist unerliBlich. Irgendwelche sekundire Trii-
bungen (aus Verunreinigungen od. dgl.) machen die nephelo-
metrische Analyse ganz unmoglich, ebenso den Gefillen,
auch duberlich, anhaftende Unreinigkeiten. Schon eine
diinne Fettschicht auf den Glisern, die durch Anfassen
mit der bloBen Hand erzeugt wird, kann Lichtstrahlen
abbeugen und so Fehler veranlassen.

Abb. 7 zeigt einen schematischen Lingsschnitt durch
eine Hiilfte eines Nephelometers. — Auf das zylindrische
Glasgefill a fillt ein praktisch paralleles Lichtbiindel,
das von einer 1 m entfernten Lampe geliefert wird, und
erzeugt in der getriibten Lisung einen Tyndall-Kegel.
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Dieser wird begrenzt durch zwei scharfschneidige Platten,
do und du, von denen die obere fixiert, diec untere beweglich
ist: der Abstand der beiden Schneiden wird an einer Skala
abgelesen. Das abgebeugte Licht, dessen Menge also
von dem Abstand der Schnei-
den abhiingig  1st, gelangt
durch einen massiven Glas-
kérper ¢, der in die zu unter-
suchende Losung eintaucht,
durch ein  Linsensystem in
das Okular. In diesem ent-
spricht je eine Hiilfte ¢iner der
symmetrischen Nephelometer-
hilften bzw. einem Tyndall-
kegel. Belinden sich in den
Gefillen optisch leere Fliissig-
keiten, so findet eine Abbeu- |
gung nicht statt: die Okular- |
hiilften sind dunkel: sind die )
Fliissigkeiten getriibt, erschei-

nen die betreffenden Okular- o

hilften mehr oder weniger

hell, je nach der Tritbung und der Héhe der bestrahlten
schicht.  Bei  gleichmiiBBigen Tritbungen verschiedenen
Grades kann man durch Verinderung der Héhe der durch-
strahlten Losungen in den beiden Okularhilften gleiche
Helligkeit erzeugen. Befindet sich in dem einen Glas-
gefild eine Losung bekannten Gehaltes, in dem anderen eine
Lisung unbekannten Gehaltes desselben  Stoffes, kann
man, ganz ebenso wie bei der kolorimetrischen Messung,
den Gehalt der unbekannten Losung berechnen. Ist e
die Konzentration der unbekannten, ¢, die der bekannten
Losung, s und s, die entsprechenden Schichtdicken, so ist

-I1rtd'

— 3
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Im iibrigen ist dic Handhabung des Nephelometers
die gleiche wie die des Kolorimeters. Apparat und Licht-
quelle sind genau gegeneinander auszurichten, am besten
unbeweglich zu fixieren. Peinlichste Sauberkeit ist, viel-
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leicht in noch héherem Grade als bei den Kolorimetern,
erforderlich. Die GefiBe sind, auch iuBerlich, peinlichst
zu reinigen und spiiter, auch beim Einsetzen in den Apparat,
nur mit einem Leinenlappen od. dgl. anzufassen. Die
massiven Glaskérper miissen gerade in die Fliissigkeiten ein-
tauchen: diese miissen frei von Luftblasen sein, insbesondere
diirfen sich solche nicht an der Grenze von Glaskorper
und Fliissigkeit befinden.

Bestimmungen der Harnbestandteile
in kleinen Mengen.

Die  hier beschriebenen Methoden entsprechen zum
Teil den iiblichen fiir griBere Mengen bestimmten, sind
jedoch so abgeiindert, daB die Ergebnisse auch bei Ver-
wendung dieser kleinen Mengen durchaus zuverlissig sind,

Bestimmung der gesamten Halogene (bes. Chloride).

1. Volhardsche Methode.

Prinzip: AgNO, wird in gréBerer Menge als zur Fillung
der Halogene erforderlich, zugegeben. Der Uberschufy
wird durch Rhodan gebunden. Die Rotfirbung des zu-
gesetzten Indikators (Bildung von Rhodaneisen) zeigt
die Beendigung der Siittigung des fiberschiissigen Ag* an.

Bendtigte Losungen: 1. '/, Normal-Silbernitrat-
l6sung, 2.1/ 5 Normal-Rhodanammoniumlésung, 3. verdiinnte
Salpetersiure, 1. Eisenoxvdammoniakalaun, gepulvert.

2—10 cem einer Harnverdiinnung 1: 10 — enthiilt der
Harn Eiweill, ist dieses vorher durch Aufkochen und
Zugabe von einigen Tropfen Salpetersiure zu entfernen

- werden in einem kleinen Gefill mit 1—2 cem Salpeter-
siure und einer Messerspitze Alaun (1) versetzt, und aus
einer in /5, ccm geteilten Biirette mit Glashahn im Uber-
schull Silbernitrat zugefiigt und durchgemischt. Man gibt
nun aus einer anderen gleichen Biirette von der Rhodan-
ammonldsung zu, bis gerade Rotfirbung auftritt. Aus der
zugegebenen Silbernitratlésung abziiglich der zum Zuriick-
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titrieren verbrauchten Rhodanlisung ergibt sich die Menge
der verbrauchten Silberlésung, bzw. des gebildeten Chlor-
silbers und daraus die Menge der Halogene, im wesent-
lichen also der Chloride. Dunkel gefirbte Harne werden,
nachdem sie schon verdiinnt sind, mit etwas Blutkohle
geschiittelt (fiir ein halbes Reagenzglas geniigt eine Messer-
spitze) und mit dem Filtrat wie oben angegeben verfahren.
Da wviele Sorten von Blutkohle Chlor enthalten, sind nur
ganz reine Priparate zu wihlen und auch diese der Sicher-
heit halber vorher auf Abwesenheit von Chlor zu priifen.

Berechnung: lcem ', Normal-Silbernitratlésung ent-
spricht 0,71 mg Chlor bzw. 1,17 mg NaCl.

Beirspiel: Angewandt 1 cem Harn; es seien zugesetzt
(im UberschuB}) 10 cem Silberlisung, zum Zuriicktitrieren
bis zur Rotfirbung seien erforderlich gewesen 1,1 cem
Rhodanlosung.  Es sind also 8,6 ccm  Ag-Lisung zur
Bindung verbraucht. Die Chlormenge ergibt sich zu
86-0,71 — 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 ccm enthalten
dementsprechend 0,611 g Cl oder 1,006 ¢ NaCl,

2. Mohrsche Methode,

Prinzip: Kaliumchromat bildet mit Ag- rotes Chrom-
silber. Bei Zusatz von AgNO, werden zunichst die Halo-
gene zu Halogensilber gebunden. Sobald die Reaktion
beendet 1st, tritt Rotfirbung infolge Bildung von Chrom-
silber auf,

Die Reaktion geht nur in neutraler Lisung.

Bendtigte Reagentien. 1. n/30 Silbernitratlosung:
2. Kaliumchromatlésung 109 : 3. Natronlauge n/10.

10 cem Harn werden in einem MeBkélbchen von 100 cem
mit n/10 Natronlauge versetzt, bis die Reaktion gegen
Lackmuspapier gerade neutral geworden ist. Darauf wird
mit destilliertem Wasser bis zur Marke 100 aufgefiillt,
gemischt und 5 oder 10 ccm nach Zusatz von 0,5 cem
Kaliumchromatlésung mit n/30 AgNO,-Losung  titriert,
bis schwache Rotfirbung das Ende der Reaktion anzeigt.

Berechnung: Die verbrauchte Menge n/50 AgNO, mul-
tipliziert mit 0,71 bzw. 1,17 gibt den Cl- bzw. NaCl-
Gehalt der angewandten Menge in mg.

Pincussen, Mikromethodik. 6. Aufl

L=
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Ber beiden Methoden ist es zweckmiiBig, die Titration
moglichst schnell zu beenden, da die Dunkelung  des
Chlorsilbers am Licht die Erkennung des Farbenumschlags
erschwert. Man fithre die Titration maglichst bei diffu-
sem Tageslicht aus. Kiinstliches Licht 1iBt nur bei guter

Zusammensetzung — am besten sog. kiinstliches Tages-
licht — den Farbenumschlag gut erkennen,

Bestimmung der Jodide.

Prinzip: Aus der unter Zusatz von Alkali eingedampften
Harnldsung, die mit Perhydrol erhitzt wird, werden die
Jodide durch Wasser aufgenommen, das Jod freigemacht,
in Schwefelkohlenstoff aufgenommen und mit Thiosulfat
titriert.

Nétige Reagentien: 1. Mischung von Kaliumearbonai
und Natriumcarbonat (beide wasserfrei) zu gleichen Teilen.
2. Perhydrol. 3. Schwefelsiure, konzentriert. 4. Natrium-
nitritlosung (20 g NaNO, in 40 ccm Wasser). 5. Schwefel-
kohlenstoff. 6. Thiosulfatlésung /,,,.

25 cem Harn werden in einem Nickeltiegel mit 02g
Carbonatmischung [1] versetzt, gut gemischt und auf dem
Wasserbad zur Trockne gedampft. Nach dem Abkiihlen
werden ca. 2 cem Perhydrol zugefiigt und nach Abklingen
der ersten Reaktion aul freier, zuniichst klein, dann erolber
gestellten Flamme ungefihr 10 Minuten vorsichtig erhitzt.
Nach dem Abkiihlen werden wieder ungefihr 2 ccm Per-
hydrol zugesetzt und wieder ungefihr 15 Minuten miiBig
stark erhitzt, wobei darauf zu achten ist, daB auch die
an den Seiten des Tiegels befindlichen kleinen Mengen
erhitzt werden. Man liBt abkiihlen, gibt ungefihr 5 ccm
Wasser dazu, verteilt den Riickstand mit einem Glasstab
od. dgl. gut und filtriert durch ein Papierfilter die Lisung
in den kleinen in Abb. 8 dargestellten Apparat. Man
wasche den Tiegel noch dreimal mit je ca. 3 cem Wasser
aus und gielfe die Fliissigkeit ebenfalls durch das Filter.
Mit einigen Tropfen konzentrierter Schwefelsiure neutrali-
stert man die Losung (Vorsicht, Schiumen durch Ent-
wicklung von CO,) und gibt jetzt 5 cem Schwefelkohlen-
stoff dazu, der den Apparat bis kurz unter dem Hahn-
ansatz lillen mull. Jetzt fiigt man 2—3 Tropfen der Nitrit-
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losung (1) dazu, worauf die wiisserige Fliissigkeit sich
durch Ausscheidung von Jod briunlich firben mufl, Ist
das nicht der Fall, so war, bei saurer Reaktion, kein Jod
vorhanden. Man priift die Reaktion und gibt, wenn notig,
noch einige Tropfen H,S0, dazu. Jetzt setzt
man den oberen Stopfen auf und schiittelt ;i
kriftig durch, bis die wiisserige Lisung farb-
los geworden und der Schwefelkohlenstolf
durch die Aufnahme des Jods violett ge-
firbt ist. (Gelegentlich den Stopfen liiften,
damit Uberdruck im Apparat vermieden wird.)
Man Lillt die Schichten sich trennen, indem -
man den Apparat in ein kleines Stativ stellt,
und liBt dann nach Offnen des oberen
Stopfens durch den Hahn die obere, wiisserige %
Fliissigkeit ab, achtet aber darauf, daB kein
Schwefelkohlenstoff mitgeht. Man fiillt in
den Apparat ca. 10 cem Wasser, schiittelt
den jodhaltigen CS, damit durch, liBt wieder
trennen und nach Absetzen das Wasser ab-  Avb. s
laufen. Diese Prozedur wiederholt man noch
zweimal und titriert nach Ablassen des letzten Wasch-
wassers die jodhaltige CS,-Losung mit ®/,,, Thiosulfat
unter dauerndem starkem Schiitteln bis zur Farblosigkeit.
Berechnung: 1 cem 9/, Thiosulfatlésung entspricht
1,27 mg Jod. Der erhaltene Wert muB, da 25 cem Harn
angewendet werden, zur Bestimmung des Gehaltes in
100 cem noch mit 1 multipliziert werden.
Beispiel: Angewandt 23 cem Harn. Zur Titration des
Jods verbraucht 1,1 cem. In 25 cem Harn also 1,27 - 1.4
1,48 mg Jod, in 100 cem also 7,12 mg Jod.

Bestimmung der Phosphate!).

Prinzip: Durch Zusatz von Molybdinsiure und Hydro-
chinon und nachfolgende Reduktion wird eine Blaufirbung
erzielt, welche kolorimetrisch mit der Firbung einer aul
gleiche  Weise  behandelten  Phosphatlosung  bekannten
Grehaltes verglichen wird.

') Nach Bell und Doisy.
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Kieselsiure und Arsensaure geben die gleiche Reaktion. Bei
den geringen Mengen, in denen sie im Harn gelegentlich vorkommen,
spielen sie jedoch gegeniiber der groBen Menge der Phosphate prak-
tisch fiir die Bestimmung keine Rolle.

Gebrauchte Reagentien: 1. Molybdinsiurelisung::
o0 g Ammonmolybdat werden in 1000 cem n.H,50, unter
leichtem  Erwirmen gelost und, wenn notig, filtriert.
2. Hydrochinonlosung: 20 g Hydrochinon werden in Wasser
gelost, auf 1000 cem aufgefiillt und 1 cem konzentrierter
H,S0, zugefugt. 3. Carbonat-Sulfitlésung: 2 Teile einer
20%igen Liosung von Natriumecarbonat (+ aq) werden
mit 1 Teil einer 15%igen Losung von Natriumsulfit
(+ aq) gemischt (gut verschlossen aufbewahren und
lingstens alle 2 Wochen neu herstellen). 4. Standard-
I6sung: 1,386 g trocknes primiires Kaliumphosphat (fiir
Enzymstudien nach Sorensen) werden in Wasser gelist
und die Loésung auf 1000 ccm aufgefiillt. Diese Losung
enthilt im ccm 1 mg P. Sie wird zum Gebrauch auf das
20fache verdiinnt, indem 5 cecm im MeBkolben auf 100
aufgefiillt werden.

a) Anorganische Phosphate.

In einen MeBkolben von 25 cecm  bzw. ein Réhrchen
mit einer Marke bei 25 ccm werden 2 cem einer 10fachen
Harnverdiinnung, in ein anderes gleiches Gefil 2 cem
der bereits verdiinnten Standardlosung (Gehalt dieser
2cem 0,1 mg P) eingebracht. Zu beiden Proben wird
o cem Wasser zugegeben und durch leichtes Schiitteln
gemischt. Jetzt wird zu jeder Probe zunichst 1 cem
Molybdinsiureldsung (1) und darauf 1 ccem Hydrochinon-
I6sung (2) zugefiigt. Man LiBt 5 Minuten stehen, fiigt,
nachdem man durch leichtes Schiitteln gut gemischt hat,
zu jeder Ldsung 1 cem Carbonat-Sulfitlésung (3) zu und
filllt mit Wasser bis zur Marke 25 auf. Nach 5—10 Minuten
wird 1m Kolorimeter verglichen.

Es ist darauf zu achten, daB der Harn mit Sediment zur Ver-
wendung kommt. Besteht eine Tritbung durch kristalline Aus-
scheidungen, so ist zur Losung dieser leicht zu erwirmen, wenn
auch dies richt genigt, durch Zugabe von einigen I'ropfen ver-
dilnnter Salzsiiure eventuell ausgefallene Phosphate in Lisung
zu bringen. In diesem Falle ist zur Kontrolle die gleiche Menge
HCl zuzugeben. Von anderweitigen Triibungen wird zweckmilBig
vorher abfiltriert.




Die Berechnung erfolgt (vgl. S. 10, 11) nach der Formel

c ¢, ", wobei ¢; 0,1 mg P bedeutet.
<

Beispiel: Es sei bei Farbengleichheit die Schichthéhe
der Vergleichslosung 40, die der Harnlésung 18. Nach
obengenannter Formel ergibt sich dann fiir den P-Gehalt
in den angewandten 2cem verdiinntem (— 0,2 cem ori-
ginalem) Harn die Menge des P zu 0,1 - Il: 0,083 mg P.

Zur Ermittlung in 100 cem Harn mull diese Zahl
mit 500 multipliziert werden, so daB sich der P-Gehalt
in 100 cem Harn zu 41,5 mg ergibt. Will man die
Phosphorsiure (P,0;) wissen, so ist diese Zahl mit 2,29
zu multiplizieren.

b) Bestimmung der gesamten Phosphate. In einen
Mikrokjeldahlkolben werden 2 cem einer 10fachen Harn-
verdiinnung (wie oben) eingebracht und 5 Troplen konzen-
trierte Schwefelsiure zugefiigt. Es wird auf einem Mikro-
brenner abgedampft, bis simtliches Wasser verdampft ist
(es ist zweckmiiBig, um StoBen zu vermeiden, ein Glas-
kiigelchen ohne Loch hereinzutun) und der Inhalt des
Kélbchens schwarz zu werden beginnt. Man Lilt etwas
abkiihlen, gibt 0.5 cem rauchende Salpetersiiure zu und
erhitzt mit gréBer werdender Flamme, bis keine briun-
lichen Dimpfe mehr entweichen, setzt dann auf die Offnung
ein kleines Trichterchen auf und erhitzt noch ungefihr
2 Minuten weiter. Es muf ein farbloser, geringer fliissiger
Riickstand bleiben. Andernfalls war die Veraschung nicht
vollkommen, man setzt nochmals Salpetersiiure zu und
verfihrt wie oben angegeben. Der klare Riickstand wird
nach Erkalten mit 20 cem Wasser versetzt und nochmals
aufgekocht, um noch vorhandene Salpetersiure zu ent-
ternen. Darauf spiilt man den gesamten Inhalt des Kjel-
dahlkélbchens in einen MeBkolben von 100 cem und spiilt
mit 30 ccem Wasser nach. In ein zweites Melkélbehen
zu 100 gibt man 2 cem der verdiinnten Standardlosung
(0,1 mg P in 2 cem), ferner 5 Tropfen konzentrierte H,50,
und ebenfalls 50 cem Wasser. Nach leichtem Durchmischen
wird zu beiden Proben zuniichst 1 cem Molvbdinsiiure-
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l6sung (1) und darauf 1 cem Hydrochinonlésung (2) zu-
geliigt. Man LiB3t 10 Minuten stehen und gibt dann in jedes
Kolbchen 5 cem Carbonat-Sulfitlésung (3), mischt leicht
und fiillt zur Marke auf. Vergleich im Kolorimeter und
Berechnung genan so wie bei der Bestimmung  der
anorganischen Phosphate. Die Differenz zwischen gesamten
Phosphaten und anorganischen Phosphaten ergibt die
organischen Phosphate, deren Menge im normalen Harn
meist sehr gering ist.

Bestimmung der Sulfate.

Prinzip: Die Sulfate werden mit Benzidinlosung aus-
gefillt 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
verriecben und unter reichlichem Nachspiilen mit Wasser
in einen MeBkolben von 1000 cem diberfithrt. Nach Zugabe
von 2.0 ccem konzentrierter HCI (1,19) wird gut geschiittelt
und mit Wasser aufgefiillt. Losung durch leichtes Er-
wirmen beschleunigen. 2. Benzidinsulfatlésung: ungefihr
I g Benzidinsulfat wird in 11 Wasser aufgeschwemmt,
gut geschiittelt und von ungelisten abfiltriert. Das Fil-
trat wird mit der gleichen Menge Wasser wverdiinnt.
3. Konzentrierte HCI (spezif. Gew. 1,19). 4. NaOH, 339%ig.
2. HCl verdiinnt (1 Teil konzentrierte + 4 Teile Wasser).
6. NaOH n/50. 7. «-Dinitrophenol, 0,05%,ige, wilrige
[.osung. 8. Phenolphthalein, 19ige alkoholische Lésung.

a) Bestimmung der freien Schwefelsiure. In ein
Zentrifugenglas  von mindestens 15 cem  Fassungsraum
werden 2 cem Harn hereinpipettiert und 10 cem Benzidin-
reagens (1) unter Umrithren zugefiigt. Es wird 0,2 cem
Dinitrophenollésung (7) zugegeben und vorsichtig tropfen-
weise verdinnte HCl (5) zugefiigt, bis die gelbe Farbe
gerade verschwunden ist, und dazu noch 0,5 cem HCI (5).
Nach 10 Minuten wird der Niederschlag abzentrifugiert.
Die iiberstehende Fliissigkeit wird abgegossen (am besten
mit Hilfe der S. 81 beschriebenen Vorrichtung abgeblasen),
an ihrer Stelle Benzidinsulfatlosung (2) zugegeben, gemischt,
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wieder zentrifugiert, abgegossen und das Verfahren noch-
mals wiederholt. Die letzte Waschflissigkeit darfl Kongo-
papier nicht bliuen, sonst mul} die Waschung mitBenzidin-
sulfat wiederholt werden. Man gielit die Flissigkeit ab
und filgt zum Rickstand 5 cem destilliertes Wasser. In
einem Wasserbad erhitzt man das Zentrifugenglas mit
Inhalt zum Kochen, fiigt 5 Tropfen Phenolphthaleinlésung
(8) hinzu und titriert hei mit n/50 NaOH aus einer Mikro-
biirette. 1 cem n/b50 NaOH entsprechen 0,98 mg H,S0,.

b)Y Bestimmung der gesamten Schwefelsiure
(frete <+ gebundene). 25 cem Harn werden mit 10 cem
konzentrierter HClL (3) in einem Erlenmeverkolbchen
1> Minuten zum gelinden Sieden erhitzt. Man LiBt etwas
abkiihlen, gibt 1 g Blutkohle dazu und erhitzt nochmals
3 Minuten zum Sieden. (Vorsicht, schiumt leicht iiber!)
Man iiberfithrt die durch das Erhitzen stark eingedunstete
Mischung quantitativ in ein Mefikolbchen von 25 cemund
spiilt das Kdélbchen, in welchem man erhitzt hatte, mit
Wasser aus, so dall man gerade bis zur Marke 25 auffiillt.
Es wird nun gut durchgemischt und durch ein Falten-
filter filtriert. Von dem klaren Filtrat werden 2 cem in
ein Zentrifugenglas tiberfithrt, 10 cem Benzidinreagens (1)
unter  Mischen zugefiigt und 0,2 cem  ¢-Dinitrophenol
dazu gegeben. Die stark saure Losung wird mit konzen-
zentrierter Natronlauge (1) tropfenweise solange versetzt,
bis Auftreten einer Gelbfirbung Abstumpfung der Siure
anzeigt. Jetzt wird wieder tropfenweise verdiinnte HCI (5)
gerade bis zum Verschwinden der Gelbfirbung zugefiigt
und welter genau so verfahren, wie fiir die Bestimmung
der freien Schwefelsiure beschrieben wurde. Die Titration
mit n/o0 NaOH ergibt die Summe der freien und der
gebundenen Schwefelsiure.

Beispiel: Zur Titration der freien Schwelelsiure wurden
verbraucht 2,9 cem n/50 NaOH. Da 1 cem n/50 NaOH
0,98 mg H,S0, entspricht, so war die in 2 cem enthaltene
Menge der Schwefelsiure 2,9-098 — 281 mg: 100 cem
enthalten also 142 mg freie H,S50,. Zur Titration der
gesamten (freien + gebundenen) H,S0, wurden verbraucht
1,5 cem NaOH, so dal} sich also die Menge der gesamten
H,SO; in 2¢cecm zu 4,5 0,98 = 4,41 mg ergibt; 100 cem
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enthalten dementsprechend 2205 mg H,50,. Die Menge
der gebundenen Schwefelsiure berechnet sich aus der
Differenz zu 78,5 mg in 100 cem.

Bestimmung des Gesamtschwefels.

Prinzip: Der nicht als Schwefelsiure vorhandene
Schwefel (,, Neutral-Schwefel“) wird mit Hilfe des Benedict-
schen Reagens ebenfalls zu Schwefelsiure oxydiert, die
hienach vorhandene Schwefelsiure, welche also  dem
gesamten Schwefel im Harn entspricht, in einem Porzellan-
zentrifugenrohr mit Bartumchloridlésung gefillt und das
gebildete  Bariumsulfat nach vollstindigem Auswaschen
und Glithen gewogen.

Gebrauchte Reagentien: 1. Benedictsches Reagens:
200 g Kupfernitrat und 50 g Kaliumchlorat (KCl10,) werden
in Wasser gelost und auf 1000 cem aufgefiillt. 2. Natrium-
nitrat in Substanz. 3. Konzentrierte Salpetersiure (1,40).
l. Salzsiure verdiinnt: 1 Teil konzentrierte Salzsiure (1,19)
werden mit 4 Teilen Wasser verdiinnt. 5. Bariumchlorid-
l6sung 109,1g.

>—10cem  Harn  (bei  Cystinurie-Harn entsprechend
weniger) werden in ein Zentrifugenréhrchen aus glithfester
Porzellanmasse mit ca. 25 cem Fassungsvermigen (vgl.
5. 3) einpipettiert und ungefihr 1 g Natriumnitrat und
5 ccm Benedictsche Lisung (1) zugefiigt. Das Zentrifugen-
rohrchen mull vorher ausgegliiht, im Exsikkator abgekiihlt
und genau gewogen worden sein. Man gibt ferner 1 cem
konzentrierte Salpetersiure zu und dampft die gut ge-
mischte Lésung im Wasserbad auf kleiner Flamme vor-
sichtig ab, sodaB nichts herausschiumt. Nachdem die
Flissigkeit villig fortgedampft ist, wird die Temperatur
langsam gesteigert, sodal schlieBlich das Zentrifugengefi3
rotglithend wird. Man liBt bei dieser Temperatur noch
ungefiihr 5 Minuten auf der Flamme stehen und LiBt dann
erkalten. Man gibt darauf 10 cem der verdiinnten Salz-
siure (4) hinzu, wobei sich der Riickstand glatt 16st. Gehen
beim Erwirmen noch einige nitrose Diampfe fort (die
Reaktionsfliissigkeit darf keine Salpetersiure mehr ent-
halten), so setzt man das Erwirmen noch etwas fort,
gibt aber dann so viel Wasser hinzu, dab die Flissigkeits-



menge ungelihr 10 cem betriigt.  Man erwiirmt, wenn
die Losung inzwischen erkaltet sein sollte, dieselbe wieder
auf 70 bis 80 Grad und fiigt nun 10 cem der auf gleiche
Temperatur  erwiirmten Bariumchloridlosung  (3)  unter
leichtem Rithren hinzu. Man i3t jetzt 1—2 Stunden stehen
und zentrifugiert dann in einer schnell laufenden Zentri-
luge das gebildete Bariumsulfat ab. Man hebert oder
gielBt die iiberstehende Flisssigkeit sorgliltig ab, gibt
ungefiahr 60 Grad warmes destilliertes Wasser in  der
gleichen Menge hinzu, indem man den Niederschlag gut
darin aufriihrt, zentrifugiert wieder und wiederholt dieses
Verfahren so oft, bis die abgegossene Fliissigkeit auf
Zusatz von Silbernitrat kein Chlor mehr anzeigt. Danach
dampft man den Rest der Fliissigkeit im Zentrifugen-
rohrchen ab, glitht dann das Réhrchen mit Niederschlag,
uberfiihrt es noch heill in einen Exsikkator und wiegt
nach Erkalten Rohrchen -+ Niederschlag. Die Differenz
zwischen dieser Wigung und der des leeren Réhrchens
ergibt die Menge des gebildeten Bariumsulfats: durch
Multiplikation mit 0,1373 berechnet sich der Gehalt an
Gesamtschwefel (freie und  gebundene Schwefelsdure
Neutralschwefel) in der angewendeten Menge Harn.

Mit Hilfe dieser Bestimmung kann man im Verein
mit der vorher geschilderten Benzidinmethode alle drei
Schwefelfraktionen des Harns bestimmen. Gesamtschwefel
abziiglich der als Schwefelsiure vorhandenen Schwefel-
menge ergibt die Menge des Neutralschwefels.

Beispiel: Angewandt fiir anorganische Schwefelsiiure,
ebenso fir Gesamtschwefelsiure (freie 4+ Ester-Schwefel-
saure) je 2cem Harn, fir Gesamtschwefel 10 cem Harn.
Bestimmmung der freien und gebundenen H,50, mit der
Benzidinmethode.

I. Anorganische H,SO,. Angewandt 2cem Harn, ge-
funden 2,33 bzw. 2,35 mg H,SO, bei Doppelbestimmung.
In 100 cem im Durchschnitt 117 mg H,50, = 38 mg S.

2. Gesamtschwefelsiure in 2 cem Harn 3,27 bzw.
3,22 mg H,S0,, in 100 ccm also im  Mittel 163 mg
H,50; = 53 mg S. Atherschwefelsiure also 163—117

46 mg H,S0O, mit 15 mg S,
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3. Bestimmung des Gesamtschwefels. Angewandt
(Doppelbestimmung) 10 cem Harn.  Gefunden 0,0197 bzw.
0,0481 ¢ BaSO,, woraus sich fiir 100 ccm ein S-Gehalt
von 68, bzw. 67 mg errechnet, im Mittel also 67,5 mg.

Der Neutral-S in 100 ccm Harn betriigt also 67.5—53

- 1,0 mg in 100 cem.

Nephelometrische Bestimmung des Schwefels!).

Prinzip: Im verdiinnten, mit Gelatine versetzten Harn
wird durch Zusatz von Bariumchlorid feinst verteiltes
Bariumsulfat ausgefiilt: die erzeugte Triibung wird mit
der einer in gleicher Weise behandelten Testlésung von
Kaliumsulfat verglichen.

Erforderliche Reagentien: 1. n/10 Salzsiure. 2. 0,6n
Natronlauge, herzustellen aus 60 ccem n/l Natronlauge
-+ Wasser ad 100 cem. 3. Gelatinelosung 5%, (sulfatfre1)
zum Gebrauch leicht erwdrmen. 1. Bariumchloridlgsung
1%. 5. K350,-Standardlisung. 0,515 g K,S0O, (wasserfrei)
werden auf 1000 cem Wasser gelést. 1 cem dieser Lésung
enthiilt 0,1 mg S. 6. Oxydationsgemisch: 25 g Zinknitrat,
25 g Natriumchlorid, 10 g Ammoniumchlorid auf 100 cem
Wasser gelist.

a) Bestimmung des anorganischen Schwefels.
1 ccm Sfach verdiinnter Harn (sehr konzentrierte Harne,
ferner Harn von Katzen oder Hunden mul 10fach ver-
diinnt werden) wird mit 15 cem n/10 HCl, 2cem 0.6 n
Natronlauge (2) und 1 cem Gelatinelésung versetzt und
vorsichtig durchgemischt (nicht schiitteln!). Zu gleicher
Zeit wird 1 cem Standardlosung (mit 0,1 mg S) ebenfalls
mit 15 ccm n/10 HCl, 2 cem Natronlauge und 1 cem
Gelatinelosung versetzt und ebenfalls durch leichtes Hin-
und Herneigen gemischt. Zu beiden Proben wird jetzt
2 cem der Bartumchloridlosung gegeben und  vorsichtig
durchgemischt. Nach 15 Minuten werden die Triibungen
im Nephelometer verglichen.

Die Berechnung erfolgt in iiblicher Weise, wobei ¢,

0,1 mg gesetzt wird. Der S-Gehalt in der angewandten
Menge (1 ccm) berechnet sich demnach zu 0,1 2 mg, in

b=

'y Nach Denis und Reed,



100 cem Harn (bet emner Verdiinnung 1:5) zu 50 - :] my.
Der Gehalt an Schwefelsiure (H,50;) wird aus dem so
gefundenen Wert durch Multiphikation mit 3,06 errechnet.

b) Gemeinsame Bestimmung des anorganischen
und des als Atherschweflelsiure wvorhandenen
Schwelels (Gesamtsulfate). 1 cem des wie f[iar die
Bestimmung  des  anorgamischen  Schwefels  verdiinnten
Harns wird mit 1 cem n/10 HCI 15--20 Minuten auf freier,
kleiner Flamme zum Sieden erhitzt, so dall am Ende
ungefihr 1 cem  zuriickbleibt.  Dieser wird in 15 cem
n/10 HCl gelést, und in derselben Weise wie oben be-
schrieben NaOH, Gelatine und Bariumchlorid zugeliigt.
Auch die Kontrolle wird genan in der oben geschilderten
Art zur gleichen Zeit fertiggemacht. Nach 15 Minuten
wird im Nephelometer verglichen. Der gefundene Wert
ergibt den S der Gesamtsulfate. Aus der Differenz der
Werte aus den Bestimmungen a und b ergibt sich die
S-Menge der Atherschwefelsiuren.

Beispiel: Harn Jmal verdiinnt. Fiir die anorga-
nischen Sulfate ergab der nephelometrische Vergleich
eine Schichtdicke der Standardlésung (s;) von 20, de
Harnlosung (s) von 26,2. Die Menge des S in 100 ccm

9
ist demnach 5{}-1}::]’) 38,2 mg, die der H,50, also
a8,2 - 3,06 = 1169 mg. Fir die Gesamtsulfate hat der
Vergleich bei der gleichen Schichthithe der Standard-
losung (s,) (20) fiir die Versuchslosung s 22 ergeben. Die
Menge des S der Gesamtsulfate berechnet sich also

- 20 e . :
zu OO - omg — 42,0 mg In 100 cem, die gesamte H,SO,

also zu 45,5-3,06 - 1392 mg in 100 cem Harn, Der
als  Atherschwefelsiure vorhandene S betrigt  also
1550 —382 =73 mg in 100 ccem, die entsprechende
H,50,-Menge 139,2 116,9 — 223 mg 1in 100 cem.

c) Bestimmung des Gesamt-Schwefels. 1 cem
wie oben verdiinnter Harn wird in e¢inem Jenaer Reagens.
glas  oder einem  kleinen  Mikro-Kjeldahlkélbehen  mit
I cem Oxydationsgemisch (6) versetzt, aufl freier Flamme
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langsam zur Trockne gedampft und weiter erhitzt, bis ein
welBer Riickstand resultiert. Dieser wird in 2 cem 9/, HCI
gelost, 15 cem  destilliertes Wasser und 1 cem 2%ige
Gelatinelsung zugegeben und unter Mischen 5 ccm der
Bariumchloridlisung  zugefiigt. Nach 15 Minuten wird
im Nephelometer mit der, wie oben beschrieben, an-
gefertigten Vergleichslosung verglichen.

Man erhilt so den gesamten Schwefelgehalt: durch
Subtraktion des S der gesamten Sulfate errechnet man, wie
S. 26 angegeben, den Gehalt an Neutralschwefel.

Bestimmung des Natriums!).

Prinzip: Das Natrium wird nach Veraschung als Uranyl-
Zinkverbindung ausgefillt und aus dem Gewicht des
Niederschlages die Menge des Natriums errechnet.

Erforderlich: 1. Uranyl-Zinkacetat-Lisung. Lisung A,
10 g Uranylacetat (H,0) und 6 g Essigsiiure 309, werden
unter Erwirmen in Wasser gelost und die Losung auf
65 g gebracht. Lésung B. 30 g Zinkacetat (3 H,0), 3 g
Essigsidure 309, werden unter Erwirmen in Wasser gelost,
auf 65 g gebracht. A und B wird gemischt, 24 Stunden
stehen gelassen und ein eventuell gebildeter N lederschlag
abfiltriert. Gut haltbar in Jenaer- bzw. Pyrex-Glas.
2. 95%iger Alkohol wird mit Losung 1 gesittigt.” 3. Ather.

Die zu untersuchende Probe darf nicht mehr als 8 mg
Na im cem enthalten,

I cem Harn wird in a.a. O. angegebener Weise mit
konzentrierter HNO, unter Zugabe von Perhydrol (309 iges
H,0,) verascht, die iiberschiissige Salpetersiure nach Zu-
gabe von destilliertem Wasser vertrieben und die Lésung
aul 1 cem eingedampft. Hiezu werden — am besten im
selben Gefill — die 10fache Menge des Reagenz, also
bei 1 ccm 10 cem Reagenz (in keinem Falle weniger) zu-
gefiigt und nach Mischung 30 Minuten stehen gelassen,
Hienach wird unter Saugen der Niederschlag durch ein
Jenaer Glasfiltergerit abfiltriert und der Niederschlag
o—10mal mit je 2 ccm der Reagenzlisung (1) ausgewaschen,
wobei jedesmal gut abgesaugt werden muB. Sodann

') Nach Barber und Kolthoff. J1. Am. chem. soc. 50, 1625 {1928).
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wird Smal mit 2 cem Alkohol (2) nachgewaschen, schliel-
lich mit Ather durchgesaugt, solange, bis der Ather villig
entfernt ist. Der Tiegel wird dann aullen gut abgewischt,
in einen Exsikkator iiberfithrt und gewogen.

Fiir die Berechnung ist malBgebend, dall die Formel des
gebildeten Niederschlages (U O,); Zn Na (CH, COO), 6 H,0
ist. Es mul danach das Gewicht des Niederschlages mit
0,011495 multipliziert werden, um die Menge des Natrinms
in der angewandten Probe zu finden.

Wird das Verfahren fiir die Untersuchung von Blut
angewendet, so geht man ebenfalls von 1 cem (Blut oder
Blutfliissigkeit) aus. Von Organen verwendet man 2—3 g,
die in gleicher Weise verascht werden: wenn man die
ungefihren Werte fiir den Na-Gehalt der Organe kennt,
kann man die angewandten Mengen entsprechend indern,
wobel immer zu beriicksichtigen ist, daB 1 cem der Aschen-
fliissigkeit nicht mehr als 8 mg enthalten darf und vom
Reagens stets die 10fache Menge der Aschenlésung (keines-
talls weniger als 10 cem) genommen werden mub.

kalium, Lithium und Strontium geben in groBen Konzentrationen,

die jedoch weder bei den anzuwendenden Mengen Harn noch denen
von Blut und Organen erreicht werden, ebenfalls Fillung.

Bestimmung des Kaliums.

Prinzip: Kalium wird mit Kobaltnitrit als Kalium-
kobaltnitritverbindung gefillt und titrimetrisch bestimmt.
Das gleichfalls die Reaktion gebende Ammonium  wird
vorher entfernt.

Gebrauchte Reagentien: 1. die S. 80 fiir die Kalium-
bestimmung im Blut beschriebene Kobaltnitritlésung.
2. 20 volumen-%ige Schwefelsiure (20 ccem  konzen-
trierte  Schwelelsiiure -+ 80 cem  destilliertes Wasser).
S. 1/00 normal Oxalsiureldsung. 1. 1/50 normal Kalium-
permanganatlisung.  Diese beiden Losungen miissen ge-
nau stimmen und gegeneinander eingestellt sein, damit
umstiindliche Rechnungen vermieden werden. 5. m-Nitro-
phenol-Lasung 0,19.

Der Harn wird mit destilliertem Wasser auf das 10{ache
verdiinnt. 2 cem der Verdiinnung werden in einem Zentri-
fugenglas mit 1—2 Tropfen n/10 NaOH gegen Lackmus
alkalisch gemacht, 3 Minuten in ein siedendes Wasserbad
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— zur Entfernung des NH, — gestellt') und nach Ab-
kithlung und Zusatz von 2 Tropfen m-Nitrophenollésung
bis zum Verschwinden der Gelbfirbung mit n/50 H,S0,
versetzt. Dann werden 2 cem des Kobaltnitritreagenses
zugefiigt und die Mischung nach Umriihren mit einem
feinen Glasstab 2 Stunden lang stehengelassen. Danach
wird zentrifugiert; die klare iiberstehende Losung wird
mit der S. 81 angegebenen Vorrichtung abgehebert oder
abgegossen; ungefihr 3 cem Wasser zugefiigt, mit einem
feinen Glasstibchen sehr vorsichtig gemischt und wieder
zentrifugiert, nachdem wieder abgegossen und dies so
oft wiederholt, bis die iiberstehende Losung ganz farblos
geworden 1ist. Man gieBt die wasserklare Lisung ab,
fiigt 1 cem der 20%igen Schwefelsiure und aus einer
Mikrobiirette 5 ccm n/50 Kallumpermanganatlésung zum
Riickstand und erwirmt im kochenden Wasserbad 115 Mi-
nuten lang. TIst die rote Farbe des Permanganats dann
verschwunden, so wird noch 2 cem Permanganat,
eventuell mehrmals (genau messen), zugefiigt und das Er-
hitzen eine weitere halbe Minute lang fortgesetzt. Wenn
nun eine Rétung bestehen blieb, so gibt man unter leichtem
Umriihren aus einer anderen Biirette n/50 Oxalsiurelésung
zu, bis die Losung vollstiindig entfirbt ist. Nunmehr wird mit
n/50 Permanganatlosung so lange titriert, bis ein rosa-
farbener Ton auftritt, der mindestens 1 Minute lang be-
stechen bleibt. Die Menge der im ganzen verbrauchten
cem n/50 Permanganatlésung (vorher zugegeben - bei der
Titration verbrauchte) minus zugegebene Oxalsiurelésung
multipliziert mit 712) ergibt die Milligramm Kalium in
100 cem Harn.

Beispiel: Angewandt 2 cem Harn 1:10; zugesetzt
5 cem n/o0 Permanganatlosung, darauf zugetiigt 2 cem
Oxalsiurelosung.  Zur Titration bis zur Rotfirbung er-
forderlich 0,55 cem Permanganat. 5,0 — 2,0 + 0,55 = 3.55.
Diese mal 71 ergeben 252 mg = 0,252 g in 100 ccm Harn
oder 0,252°,.

') Mit dariber gehaltenem, angefeuchtetem roten Lackmus-

papier auf Abwesenheit von NH; priifen, sonst noch weiter erhitzen!
“) Diese Zahl ist empirisch gewonnen.
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Bestimmung des Calciums.
-'ET'I"i-I-‘I.'{i['}Z Das Caletum wird als Calciumoxalat gefillt
und die Oxalsiure mit Permanganatlosung  titrimetrisch
bestimmt.

Gebrauchte Reagentien: 1. Ammoniumoxalatlosung
gesiittigt. 2. Ammoniaklisung 109ig. 3. Essigsiure ver-
diinnt. 1. Kaliumpermanganatlosung '/,,, normal. 5. n-
Schweflelsiure.

2 cem Harn (wenn der Harn vorher nicht klar ist, wird
mit einigen Tropfen Essigsiure versetzt, erwirmt, damit
ausgefallenes  Calciumphosphat  gelist wird, und dann
filtriert), werden in ein Zentrifugenglas eingebracht und
einige Tropfen Ammoniaklosung zugefiigt, bis sich kein
stirkerer Niederschlag mehr bildet. Man gibt dann Essig-
siaure hinzu, bis der Niederschlag gerade verschwunden
ist und die Losung deutlich sauer gegen Lackmuspapier
reagiert. Unter leichtem Mischen wird nunmehr 1 cem der
Oxalatlisung (1) zugegeben und 15, Stunde stehen gelassen.
Es wird jetzt nach Zugabe von ca. 3 cem Wasser scharf
abzentrifugiert, die iiberstehende klare Losung (eventuell
fir Bestimmung von Mg 2zu  wverwenden) entfernt,
unter leichtem  Aufrithren wieder ungefihr 8—10 ccm
destilliertes Wasser zugefiigt, wieder zentrifugiert und
nachdem wieder abgegossen. Das wird so oft wieder-
holt (2—3mal), bis die iiberstehende Liosung wasserklar
geworden ist und eine Probe des abgegossenen Wasch-
wassers mit  einer CaCly-Losung  keine Tritbung mehr
gibt (Priiffung auf Oxalsiure, die vollstindig entfernt
sein. mull). Die letzte Waschfliissigkeit wird wieder
abgegossen, zum  Riickstand 5 cem Normalschwefel-
sdure (5) zugegeben und nach Umriithren mit einem Glas-
stab das Zentrifugenglas in ein Wasserbad von unge-
fihr 80 Grad eingestellt. Nachdem es dessen Tem-
peratur angenommen hat, wird es herausgenommen
und unter Rihren mit n/100 Kaliumpermanganat ti-
triert, bis eine schwache Rotfirbung 1 Minute lang
bestehen bleibt.,

Die verbrauchten cem Permanganat multipliziert  mit
10 ergeben direkt die mg Calcium in 100 cem Harn.
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Beispiel: Angewandt 2 cem Harn, zum Titrieren ver-
braucht 1,61 cem n /100 Permanganat. 100 cem  Harn
enthalten 16,1 mg Ca oder 0,01619,.

Bestimmung des Magnesiums.

Prinzip: In der vom Calcium befreiten Harnlosung
wird das Magnesium mit Ammoniumphosphat ausgefillt
und der Phosphor der phosphorsauren Ammoniakmagnesia
kolorimetrisch bestimmt. Hieraus wird die Menge des
Magnesiums berechnet. '

Gebrauchte Reagentien: 109%1ge Lisung von sekun-
diirem Ammoniumphosphat [(NH,),HPO,]. 2. Ammoniak
20%]1g. 3. Ammoniak 10%ig. 4. Ammoniakalkohol :
20 ccm Ammoniak 259, + 80 cem Alkohol 99%ig. 5. n/10
HCL. 6. Molybdinlésung. 7. Hydrochinonlésung. 8. Car-
bonat-Sulfitlésung (Herstellung von 6., 7., 8. vgl. bei
Bestimmung der Phosphate im Harn S. 20). 9. Phosphat-
Standardldsung: 5,605g trocknes Kaliumphosphat (KH,PO,)
werden in destilliertem Wasser aufgelgst und die Lisung
auf 11 verdiinnt. Von dieser Stammldsung, von der 1 cem
I mg Magnesium entspricht, wird eine 100fache Ver-
diinnung hergestellt, indem 10 cem aunf 1000 aufgefiillt
werden. Von dieser Losung entspriciit 1 cem 0,01 mg
Magnesium, 10 ccm 0,1 mg Magnesium.

Zur Bestimmung des Magnesiums mul zunichst das
Calcium entfernt werden. Die nach Abzentrifugieren des
Calciumoxalatniederschlages (S. 31) abgegossene Losung
wird in einem konischen Zentrifugenglas mit 1 cem der
Phosphatlésung (1) und 2 cem Ammoniak (2) versetzt,
mit einem feinen 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-
bindung des Magnesinms mit dem phosphorsanren Am-
moniak aus. Man zentrifugiert scharf ab, entfernt die
itberstehende Fliissigkeit und wiischt den Riickstand unter
Zentrifugieren 2mal mit der 10%igen Ammoniaklisung,
ein drittes Mal mit der alkoholischen Ammoniaklosung
aus. Man gieBt die alkoholische Losung ab, bringt das



3.5

Glischen in ein siedendes Wasserbad und beliBt es dort
so lange, bis der Rickstand ganz trocken geworden ist.
Man fiigt nun 1 cem n/10 HCl hinzu und lilt ungelihr
2 Stunden bis zur vollstindigen Lisung stehen, die man
durch leichtes Umriihren mit einem feinen Glasstab be-
schleunigen kann. Man bringt die Lisung quantitativ
unter Nachspiilen mit destilliertem Wasser in ein MeB-
kolbchen von 50 cem Inhalt und fiillt zur Marke auf. Man
gibt in ein MeBkélbchen von 25 cem 10 cem dieser (gut
durchmischten) Lisung, in ein zweites gleich groBes MeB-
kilbchen 10 cem der verdiinnten Phosphatstandardlosung
entsprechend einem  Mg-Gehalt von 0,1 mg. Man gibt
in beide Kilbchen je 1 cem Molybdinlosung, darauf
1 cem Hydrochinonlésung, mischt leicht um und LBt
o—8 Minuten stehen. Hierauf fiigt man in jedes Kolb-
chen 1 cem der Carbonat-Sulfitlésung, mischt, fillt mit
destilliertem  Wasser zur Marke auf und vergleicht im
Kolorimeter.

Die Berechnung des Magnesiumgehaltes erfolgt nach
der bekannten kolorimetrischen Formel ¢ €y * % wobel
¢, den Mg-Gehalt, welcher der Standardlosung entspricht,
also 0,1 mg, s, die Schichtdicke der Standardlosung, s die
Schichtdicke der Versuchslosung bedeutet. Wenn, wie
bet dem hier angegebenen Verfahren 2 cem Harn zZur
Bestimmung angewandt worden waren, von denen der
2. Teil, also 04 cem, zum Vergleich gebraucht  wurde,
berechnet sich der Mg-Gehalt in 100 cm aus der so gefun-
denen Zahl durch Multiplikation mit 250,

Beispiel: Es wurde die bei der Filllung des Calciums
aus 2 cem Harn resultierende  Fliissigkeit  weiter ver-
arbeitet und schlieBlich der 3. Teil zu kolorimetrischer
Analyse verwendet. Farbengleichheit im  Kolorimeter
war erreicht, als die Schichtdicke der 100fach verdiinnten
standardlosung 35, die der Versuchslosung (Y, der ur-
spriinglichen Menge) 50 mm betrug. Die Menge des Mg in
den angewandten 0,1 cem Harn berechnet sich also zu

4 ) : _ _—
0,10 - 0 = 0,11 mg, alsoin 100 cecmzu 0,11 - 230 27,5 mg.

Pincussen, Mikromethodik, ¢, Aufl, ®
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Bestimmung von Ammoniak.

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

Erforderlich: 1. n/50 H,SO,. 2. n/50 NaOH, zu bereiten
aus den vorriitigen n/10 Lésungen durch Verdiinnen von
100 cem auf 500 cem mit Wasser im MeBkolben. Die
Losungen sind unbeschrinkt haltbar, sind jedoch vor
dem Gebrauch genau zu priifen, ob sie einander ent-
sprechen. 3. Indikator: wisserig-alkoholische Lésung
von Methylrot, in saurer Losung rot, in alkalischer gelb.
Darstellung: 0,1 g Methylrot werden in 300 cem 909, igem
Alkohol gelost und 200 cem destilliertes Wasser zugefiigt.
4. Gesiittigte Na,CO,4-Lisung.

Zur Destillation dient folgender einfacher Apparat
(Abb. 9). Das groBe Jenaer oder Pyrex-Reagensglas A
ist mit einem doppelt
durchbohrten Gummi-
stopfen armiert, durch
dessen eines Loch das
bis fast auf den Boden
reichende Glasrohr b
gesteckt ist, an welches
oben ein Trichter an-
gesetzt ist. Durch die
andere Offnung fiihrt
ein Glasrohr d, dessen
Miindung kurz unter
dem Stopfen liegt. Es
1st zweimal rechtwinklig
umgebogen und besitzt

Abbi W in der Mitte eine kugel-

formige  Erweiterung,

um etwaige Spritzer bei der Destillation unschidlich zu
machen. Im gleichen Sinne kann man auch ein Rohr
von der Form e gebrauchen, das Spritzer noch sicherer
zuriickhiillt. Als Auffangegefill dienen zwei hintereinander
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geschaltete StandgefiBe oder groBe Reagensgliser F und
H, die ebenfalls mit einem doppelt durchbohrten
Stopfen armiert sind. Durch die eine Offnung des Stopfens
von I bzw. H wird ein bis auf den Boden reichendes Rohr g
bzw. g, gesteckt, das mit dem absteigenden Schenkel des
Rohres d durch ein gut schlieBendes Stiick Gummischlauch
Glas an Glas verbunden ist. Durch die andere Bohrung
fiihrt ein rechtwinklig gebogenes Rohr h bzw. h,, an
welches beli F der Verbindungsschlauch zu H, bei H ein
zur  Wasserluftpumpe fithrender Schlauch aufgesetzt ist.
Das Reagensglas A taucht in ein Becherglas oder ein
Blechgefill mit Wasser ein, das durch eine kleine Flamme
auf 45 Grad erwirmt wird.

Da kaum ein chemischer Arbeitsraum ganz frei von
Ammoniakdimpfen ist, mub eine Vorrichtung benutzt
werden, welche die NH,;-Dimpfe der Luft absorbiert.
Hiezu dient eine einfache Waschflasche (Abb. 9), die
mit verdiinnter Schwefelsiure gefiillt ist und so das Am-
moniak zuriickhilt. Sobald (s. u.) die Natriumcarbonat-
l6sung durch den Trichter eingefiillt ist, wird dieser ent-
fernt und dafiir die Sicherheitsvorrichtung angebracht.
Die Luft passiert dann erst die Schwefelsiurelosung, bevor
sie in den eigentlichen Apparat gelangt.

Zur Bestimmung des Ammoniaks wird in das Aufnahme-
gefall F 5 cem n/50 Schwefelsiure und 2—3 cem destil-
liertes Wasser eingefiillt, in das GefiB H 2 cem H,S0,
+ca. o cem Wasser. 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 mul ganz frisch sein, da in altem Harn sich leicht
Ammoniak aus anderen Substanzen bildet. Ist es nicht maoglich,
den Harn sofort zu verwenden, so mul derselbe konserviert werden,
was durch leichte Ansiuerung mit Schwefelsiaure und Aufbewahrung
in gut verkorkten Flaschen im Eisschrank geschieht,

Man fiigt zu dem Harn im Reagensglas ca. 5 cem Wasser
(zuviel Fliissigkeit ist zu vermeiden, da das Ammoniak um
s0 besser ausgetrieben wird, je geringer die Flitssigkeits-
menge ist), ferner einen Tropfen einer 19igen alkoholischen
Phenolphthaleinlgsung (um zu schen, ob die spiter zuzu-
setzende Menge Alkali geniigt hat, um eine alkalische
Reaktion zu erzeugen), ferner einige Troplen Oktylalkohol
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oder Caprylalkohol, um das Schiumen der Lisung bei
der Destillation und Luftdurchsaugung zu verhindern.
Man stellt den Apparat entsprechend der Skizze zZusammen,
wobel man darauf achten muB, daB dje Stopfen gut
schlieBen, die Réhren fest in den Stopfen sitzen, die Ver-
bindungen fest sind und endlich die Réhren b. g, g, mog-
lichst tief in die Fliissigkeit in den betreffenden Gefdben
cintauchen. Man 1iBt durch Offnen des Wasserhahns
an der Luftpumpe einen ganz schwachen Luftstrom durch-
gehen und gieBt sofort durch den Trichter ¢ ungefihr
0,5 cem der Natriumcarbonatlisung ein (war der Harn
angesiuert, statt dieser konzentrierte Natronlauge) und
sptlt mit einigen Tropfen Wasser nach. Die Lisung mulb
nun alkalisch, also rotgefirbt sein. Jetzt nimmt man den
Trichter ab und setzt dafiir die Sicherheitsvorrichtung an.
Man erwirmt das Wasserbad bis 45 Grad und saugt stiirker,
darauf achtend, daBl kein Spritzen der Fliissigkeit eintritt.
Nach einer Destillationsdaver von 20 Minuten stellt man
die Pumpe ab, 16st die Verbindung zwischen d und g und
nimmt die Stopfen von F und H ab, indem man das Rohr g
bzw. g, mit einigen Tropfen Wasser von innen und auBen
abspiilt. Zu den zusammengegossenen Fliissigkeiten aus
F und H gibt man 2—3 Tropfen der Methvlrotlosung -
grobere Mengen lassen den Umschlag weniger deutlich
erscheinen, doch ist das individuell verschieden — und
titriert aus einer in '/,, ccm geteilten Biirette oder besser
aus emer Mikrobiirette mit !/, n-Natronlauge bis zum
scharfen Umschlag in gelb. Hat man iibertitriert, kann
nach der gewohnlichen Regel der MaBanalyse wieder eine
bestimmte Menge n /50 Schwefelsiure zugefiigt und dann
wiederum bis zum Umschlag in gelb titriert werden. Zur
Titration stellt man das Gefill auf eine weille Platte
oder ein Stiick weilles Papier, weil so der Umschlag deut-
licher erkennbar ist.

Berechnung: 1 cem n/50  Schwefelsiure entspricht
0,31 mg Ammoniak. Wurden z. B. 5 cem n/30 Schwefel-
siure in dem GefiB F und 2 cem in H vorgelegt und wurden
zur Titration 5,5 cem n/3) NaOH verbraucht, so betrigt
die Menge Ammoniak, welche aus dem Harn freigemacht
und in der Schwefelsiure aufgefangen wurde, 7.0 — 5.5
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1,9:0,3d mg NH,= 0,51 mg NH, in der zum'\Ver-
such angewandten Harnmenge. Die Menge in 100 cem
ergibt sich hieraus durch entsprechende  Multiplikation.
Die Methode gibt genaue Werte, welche denen mit groberen
Mengen durchaus ebenburtig sind. Ohne Erwdrmung gelingt eine
vollstindige Austreibung des Ammoniaks nur in sehr langer Zeit:
anderseits darf die Temperatur nicht hoher als 50 Grad sein, da
sonst eine Bildung von Ammoniak aus anderen Substanzen, beson-
ders Harnstoff, erfolgen kann. Eine Kiihlung ist nicht notwendig.

Bestimmung des Harnstoffes.

a) Gemeinsame Bestimmung von Harnstoff und

von Ammoniak mit der Ureasemethode.

Prinzip: Harnstoff wird durch Urease in Ammoniak
tibergefithrt und das gebildete Ammoniak zusammen mit
dem priformierten durch Titration bestimmt.

Erforderlich die fiir die Ammoniakbestimmung nétigen
Reagentien, ferner eine Phosphatlosung: 83,5 g sekundiires
Natriumphosphat (Na,HPO, + 12 H,0) und 13,6 g primiires
Kaliumphosphat (KH,PO,) werden zusammen zu 1000 cem
in Wasser gelist.

Ureaseferment. Zur Darstellung wird nach Jacoby feines
Sojamehl in eine grolle Porzellannutsche eingeschiittet, deren
unterer Ablauf durch einen Schlauch mit Quetschhahn verschlossen
ist. Man ibergieft das feine Mehl mit Petrolither, den man eine
stunde darauf 1aBt, laBt dann den Petrolither, der einen Teil des
Fettes aus dem Mehl aufgenommen hat, ab, schlieBt den Cuetsch-
hahn wieder, gielit neuen Ather darauf und wiederholt diese Behand-
lung noch weitere vier Mal. Das auf diese Art entfettete Sojamehl
wird auf Glasplatten ausgebreitet und iber Nacht trocknen gelassen.
Der Petrolather kann durch Abdestillieren aus der fetthaltigen
Losung wiedergewonnen werden. Das entiettete getrocknete Mehl
wird mit der Sfachen Menge Wasser in einer gut schlieBenden Flasche
ibergossen und 16 bis 24 Stunden nach gutem Umschitteln —
zweckmalig ist im Anfang ungefahr 1stiindiges Durchschiitteln
im Schattelapparat — im Eisschrank aufbewahrt. Die oben stehende
milchige Flissigkeit wird durch ein gewbhnliches Filter abgegossen
ader noch besser abzentrifugiert. Man trocknet sie sodann in Glas-
schalen mit flachem Boden durch Uberleiten von Luft bei 30 bis
40 Grad, z. B. im Faustschen Apparat. Es bleibt cine hornartige
Masse zurick, die abgekratzt, zu feinem Pulver verrieben im Fx-
sikkator getrocknet und in einer gut verschlossenen Glasstopsel-
flasche aufbewahrt wird. Das so gewonnene Ferment ist auBerordent-
lich aktiv. Noch fermentreicher als sojabohnenmehl ist nach Folin
das Mehl der Jackbohne (Canavalia ensiformis). — Im Handel
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sind  verschiedene Ureasepriparate erhaltlich. Man priift ihre
Wirksamkeit am besten durch einen Versuch mit einer Harnstoff-
lésung bekannten Gehaltes.

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 MeBkolben auf-
gefilllt und gut gemischt) und nimmt von dieser Ver-
diinnung 1 ccm entsprechend 0,1 cem Harn., Zum Zweck
der Konservierung angesiuerter Harn ist im MefBkolben
vor dem Auffilllen zu neutralisieren. Auf den Boden
des GefiBes A (Abb. 9) bringt man eine Messerspitze
(ca. 50 mg) Ureasepriparat, gibt dazu 1 ccm Phosphat-
I6sung, mit einer Vollpipette 1 ccm des verdiinnten Harns
und fiigt noch ca. 1 ccm destilliertes Wasser hinzu.
Da schon geringe Metallspuren die Ureasewirkung ver-
hindern, miissen Gefille benutzt werden, welche wvon
diesen (z. B. Kupfersulfat) ganz frei sind. Waren vorher
in dem GefiB Metallverbindungen, so muB peinlichst
mit Sdure gereinigt und nachher sehr gut nachgespiilt
werden. Man schlieBt das Reagensglas mit einem Stopfen
oder einem Wattebausch und 148t die Mischung 30 Minuten
in einem Wasserbad oder einem Wirmeschrank von 350
bis hochstens 55 Grad stehen. Nach dieser Zeit ist der
gesamte Harnstoff in Ammoniak verwandelt: die Destil-
lation erfolgt genau, wie beim Ammoniak beschrieben
worden ist, nach Alkalisierung unter Luftdurchsaugung,
doch ist es nicht nétig, die Temperatur auf 45 Grad zu
belassen: man kann ohne Schaden auf 60 Grad steigern:
héhere Temperaturen sind bei dem Fehlen einer Kiihlung
des Apparates nicht zweckmiBig. Zur Verhinderung des
bei dieser Temperatur sehr starken Schiumens gibt man
einige Tropfen Oktylalkohol zu. Als Auffangefliissigkeit
werden ebenfalls 5 cem n/50 Schwefelsiure in das Gefil F
und 2 cem in Gefill H eingefiillt. Die Titration wird gleich-
falls 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 Schwefelsiure und zum Zuriicktitrieren ver-
brauchter Natronlauge mit 0,28 erhiilt man den gesamten



39

Ammoniakstickstoff (priformiertes Ammoniak und Am-
moniak aus Harnstoff) aus der angewandten Harnmenge.
Die Menge des aus Harnstoff gebildeten Stickstolfs erhilt
man, wenn man von dem mit dieser Methode gefundenen
Stickstoff die Menge des Stickstoffs des priformierten
Ammoniaks abzieht. Beispiel: Wurden 7 cem n /50 Schwe-
felsiure vorgelegt, 5 cem Natronlauge zum Zuriick-
titrieren verbraucht, so ist die gesamte Stickstoffmenge
ans Ammoniak und Harnstoff in den angewandten 0,1 ccm
Harn 20.028=056mg N. 1 ccm 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 mull man von dieser Zahl den Ammoniak-N
abzichen. Nimmt man die Verhiiltnisse in dem fiir die
Ammoniakbestimmung gegebenen Beispiele an, so waren
hier 0,501 mg NH; bzw. 0,42 mg NH,;-N in 1 cem Harn,
also 0,042 ¢ NH,;-N in 100 ccm enthalten. Durch Sub-
traktion erhilt man 0,560 — 0,042 = 0,518 ¢ Harn-
stoff-N 1n 100 ccm Harn. Da im Molekiil des Harnstoffs
(60) 28 Teile N enthalten sind, erhilt man aus der Harn-
stoff-N-Zahl die Menge des Harnstoffes durch Multiplikation
mit l;g oder mit 2,143. In dem Beispiele wire also der
Harnstoffgehalt 0,518 - 2,143 — 1,110 g in 100 ccm Harn.

Da die angewandten Reagentien, insbesondere das
Sojabohnenmehl, bzw. die Urease, hiufig etwas Ammoniak
enthalten, 1st mit den angewandten Materialien, wie in
der Einleitung bereits angegeben, e¢in Leerversuch anzu-
stellen und dessen Ergebnis bei der Analysenberechnung
zu beriicksichtigen.

b) Bestimmung von Harnstoff allein mit der
Ureasemethode.

Will man nur den Harnstoff allein, nicht zugleich mit
dem Ammoniak bestimmen, so kann man aus dem 10fach
verdiinnten Harn das Ammoniak entfernen und erhilt
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 ¢
fein gepulverten Permutit, gieBt darauf 10—15 ccm des
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bereits auf das Zehnfache verdiinnten Harns und schiittelt
ca. 5 Minuten gut durch, wobei das priaformierte Ammoniak
vollstiindig vom Permutit absorbiert wird. Man filtriert
und verfihrt mit 1 cem Filtrat genau wie oben angegeben,

Berechnung: 1 cem verbrauchte n/50 HySO, entspricht
0,28 mg Harnstoff-N bzw. 0.60 mg Harnstoff, Wurden
7 cem n/50 H,S0, vorgelegt, 5,5 ccm n/50 NaOH zum Zu-
ricktitrieren verbraucht, so ist der Gehalt an Harnstoff-N
in 0,1 cem = 1,5 0,28 mg = 0,42 mg, der Gehalt an Harn-
stoff 1,5-0,6 = 0,90 mg, der Prozentgehalt also 0,42 bzw,
0,909,

¢) Bestimmung des Harnstoffs nach der Xant-
hydrolmethodel).

Prinzip: Durch Zusatz einer methylalkoholischen
Losung von Xanthydrol in stark essigsaurer Ldsung
bildet sich Dixanthylharnstoff. Durch Bestimmung des
Stickstoffgehaltes in diesem Komplex errechnet sich die
Menge des Harnstoffes.

Nitige Reagentien: 1. 10%ige Lésung von Xant-
hydrol?) in Methylalkohol. 2. Eisessig. 3. Die zur Mikro-
bestimmung des Stickstoffes nétigen Reagentien (vgl.
S. 42).

In ein Zentrifugenglas (Jena oder Pyrex) von ca. 15 ccm
Inhalt werden 1 ccm einer Harnverdiinnung 1:10 ein-
gebracht, dazu 3 ccm Eisessig gegeben, 1 cem Xanthydrol-
16sung zugefiigt und leicht gemischt. Nach je 10 Minuten
wird noch zweimal je 1 ccm Xanthydrollssung zugegeben
(ebenfalls unter Mischen mit einem diinnen Glasstab)
und das letztemal 1 Stunde stehengelassen. Nach dieser
Zeit wird der Niederschlag abzentrif ugiert, die iiberstehende
Fliissigkeit abgegossen und ungefihr 10 cem Methylalkohol
zugefiigt. Der Niederschlag wird aufgeriihrt, wieder zen-
trifugiert und die Fliissigkeit ebenfalls abgegossen. Der
Rest des Methylalkohols wird auf einem elektrischen
Sandbad verjagt und nun der Riickstand verascht Zu
diesem Zwecke werden zum Riickstand 5 Tropfen konzen-

') Prinzip von Fosse.
) Festes Xanthydrol muf gegen Licht geschiitzt aufbewahrt
werden. Nicht einwandireies Xanthydrol lést sich schlecht.
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trierte H,50,, 2 Tropfen 209, ige CusSOy-Losung und einige
Tropfen Perhydrol zugegeben und nun das Zentrifugenglas
in ein Sandbad eingesteckt, das auf 160—170 Grad erhitzt
wird. Nachdem zuniichst Schwirzung des Inhaltes ein-
getreten 1st, wird wieder ca. 1 ecem Perhydrol zugefiigt,
und weiter verascht. Die Zugabe von Perhydrol wird so
oft (meist zweimal) fortgesetzt, bis der Inhalt des Zen-
trifugenglases ganz hell geworden ist. Man 1iBt dann er-
kalten und gibt zum Riickstand ca. 3 cem Wasser.,

Die Destillation des N erfolgt aus demselben Zentrifugeen-
glas in dem in Abb. 10 skizzierten Apparat, der im ibrigen
ganz dem fir die Mikro-N-Destil-
lation entspricht!), .

Nachdem die Apparatur zusam- Yl i

P o
mengesetzt ist, gibt man durch '
den kleinen Trichter 1 cem 339, ige
Natronlauge und destilliert bei 1
einer Temperatur des Wasserbades |
von 80 bis 90 Grad 15 Minuten
lang, wobei selbstverstindlich da- L ' ‘
rauf zu achten 1ist, daB nichts =
iiberspritzt. Die Vorlagen beschickt gl
man im allgemeinen mit 5 cem
und 2 cem n/50 Schwefelsiure —
beli zu erwartendem sehr hohem
Harnstoffgehalt entsprechend mehr
— und ftitriert wie iiblich mit n/’50 NaOH gegen
Methylrot zuriick,

Berechnung: Vorgelegte H,50,; — zum Zuriicktitrieren
verbrauchte NaOH multipliziert mit 0,28 gibt die Gramme
Harnstoff-Stickstoff in 100 cem Harn: Multiplikation der
Differenz mit 0,60 gibt die Gramme Harnstoff in 100 cem,

Abb. 10.

Bestimmung des Gesamtstickstoffes.
Mikrokjeldahlverfahren,
~ Die Apparatur hiefiir ist prinzipiell die gleiche wie die
fir die Ammoniakbestimmung beschriebene (5. 34). Je-
doch ersetzt man das GefiB A durch einen Mikrokjeldahl-

‘) Auch hier empfichlt sich der Vorsatz einer Waschflasche mit
H,;50, zum Abfangen von NH, (vgl. S. 335).
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kolben von ca. 75 ccm Inhalt, benutzt auf jeden Fall einen
Kjeldahlaufsatz, wie im Rohr e, und schaltet vor dem
Auffangegefill einen kurzen Kiihler ein. Die Apparatur
gewinnt dann das in beifolgender Abb. 11 angegebene
Aussehen, das ohne weiteres
verstindlich ist. Bei nicht
volliger NH ;-Freiheit des Ar-
beitsraumes bringt man bei
der Destillation an Stelle des
Trichters eine mit H,SO,
gefiillte Waschflasche an (vgl.
S. 35).

Prinzip: Samtlicher Stick-
stoff aus Eiwei, Eiweil-
abbauproduktion und son-
stigen organischen Stickstoff-
verbindungen (nicht aber
von Sdureverbindungen des

ARG Stickstoffs, wie Salpeter-

siure!) usw.!) wird durch Ver-

aschen mit konzentrierter Schwefelsiure unter Zusatz
eines Katalysators (Cu-Salz) in Ammoniak umgewandelt,
welches von der iiberschiissigen Schwefelsiure als Am-
moniumsulfat gebunden wird. Durch Zugabe einer hin-
reichenden Menge Alkali wird das Ammoniak in Freiheit
gesetzt und in eine titrierte Schwefelsiure hereindestilliert.
Durch Titration wird die Menge des iibergegangenen
Ammoniaks und daraus die Menge des Stickstoffs ermittelt.

Notwendige Reagentien: Konzentrierte Schwefel-
siure, moglichst NHj-frei, Kupfersulfatlésung 109ig,
Natronlauge, méglichst ammoniakfrei, 339,ig: zur Titration
die be1 der Ammoniakbestimmung angegebenen Reagentien.

Der Harn wird wie bei der Harnstoffbestimmung auf das
10fache verdiinnt. 1 ccm der verdiinnten Loésung wird
mit einer Vollpipette in den Mikrokjeldahlkolben ein-
pipettiert, hiezu 1 ccm konzentrierte Schwefelsiure —

') Will man auch diese bestimmen, so muB eine Vorbehandlung
eintreten. Vgl. dazu Elek und Sobotka, Jl. of the Amer. chem.
Soc. 1926, Nr. 2, S. 503.
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am besten aus einer Tropfflasche: 1 cem ungefihr
30 Tropfen — und 4—6 Tropfen Kupfersulfatlosung ge-
geben und die Mischung aut freier Flamme so lange erbitzt,
bis die durch Bildung von Kohle anfinglich braune Firbung
in eine hellgrilne bis weililiche iibergegangen ist. Es ist
zu vermeiden, unnitig lingere Zeit bis zum Festwerden
zu erhitzen, da unter diesen Umstinden Ammoniak ent-
weichen kann. Nach fertiger Veraschung lit man ab-
kithlen und verdiinnt mit 20—25 cem destilliertem Wasser,
wobei die Firbung bliulich klar sein muBl. Die Veraschung
kann, wenn ein Abzug nicht zur Verfiigung ist, auch in
einem offenen Raume vorgenommen werden, wenn man
dafiir sorgt, daBl die Schwefelsiuredimpfe unschiidlich
gemacht werden. Man kann dies erreichen, wenn man
auf den Hals des Kjeldahlkolbens

einen Aufsatz aufsetzt, dessen an- ’
deres Ende in eine Waschflasche

mit Wasser taucht, wiihrend ein

zweiter Weg aus dieser zur Luft- ILdf
pumpe fithrt, so daB die Dimpfe ¥
davernd abgesaugt werden (s. '

Abb. 12).
Fir die Destillation wird das .
AuffangegefiB mit 5 ccm n/50

Schwefelsiure beschickt, wenn ni- g
tig etwas Wasser zugegeben, so
daB das vom Kiihler kommende i

Rohr gut in die Fliissigkeit ein- Abb, 12,
taucht. Nachdem der Apparat

zusammengesetzt, die Wasserkithlung angestellt ist und
alle Verbindungen auf ihre Dichtheit gepriift sind,
saugt man wie bei der Ammoniakbestimmung einen
schmu:hen Luftstrom durch den Apparat, gieBt sodann
durch den Trichter 4 cem Natronlauge ein, setzt, wenn
notig, jetzt die Sicherheitswaschflasche vor und steckt
die Flamme unter dem Destillierkolben an. Auf Zusatz
der Lauge muB die Fliissigkeit im Destillierkolben infolge
Bildung von Kupferhydroxyd eine bliuliche Tmhuwr
geben; ist dies nicht der Fall, so ist noch etwas Ldugv
nachzugeben. Man verstirkt die Luftdurchsaugung und



regelt die Flamme so, daB die Fliissigkeit (ein Wasserbad
wird hier nicht angewendet) in regelmiBigem deutlichen
Sieden bleibt: durch Ausscheiden von Kupferoxvd tritt
in der Regel bald eine Schwarzfarbung ein. Man destilliert
hier im ganzen 15 Minuten, in welcher Zeit simtliches
Ammoniak iibergetrieben ist, achtet aber darauf, daB
immer im Destillierkolben so viel Flissigkeit bleibt, daB
das Trichterrohr noch eintaucht.

Nach Beendigung der Destillation verfihrt man genan
s0, wie bel der Ammoniakbestimmung angegeben ist,
Die durch Schwefelsiure gebundene Menge Ammoniak
wird in iiblicher Weise ermittelt: durch Multiplikation der
Differenz zwischen der angewandten n/50 Schwefelsiure
und der zum Zuriicktitrieren verbrauchten n/30 Natron-
lauge mit 0,28 erhiilt man die mg N in den angewandten
0.1 ccem Harn bzw. die Anzahl g N in 100 ccm Harn.

Es mulB nochmals wiederholt werden, da( regelmiBig
Leerbestimmungen auszufithren sind, bei welchen man
I ganz der gleichen Weise verfihrt wie bei den Voll-
bestimmungen, mit der einzigen Ausnahme, daB man die
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 hiebei ermittelte Ammoniakgehalt
der Reagentien bei der Ausrechnung in Abzug zu bringen.

Beispiel: Angewandt 0,1 cem  Harn, Vorgelegt
7 ccm n/50 H,S0,, zum Zuriicktitrieren gebraucht
2,0cem. 7—25=45 % 0,28 = 1.26 mg N bzw. 1,26 g9%,.

Bestimmung des Gesamtstickstoffes durch direkte
NeBlerisation!),

Prinzip: Feuchte Verbrennung mit Schwefelsiure und
H,0, und direkte NeBlerisation der erhaltenen Aschen-
losung.

Erforderlich: 1. Schwefelsiure-Losung ; Mischung von
genau 1 Volumen konzentrierter Schwefelsiure und
I Volumen destilliertem Wasser. 2. 309, iges H sUs (Perhydrol

'} Nach Koch und McMeekin,
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oder Superoxol). Kiihl aufzubewahren! 3. NeBlers
Reagens. 20 g Jod werden in 20 cem Wasser aufgelost,
das 30 g Kaliumjodid enthiillt. Nach vollstiindiger Lisung
werden 30 g reines metallisches Quecksilber zugefiigt und
gut geschiittelt, wobel das Gefill zur Vermeidung starker
Erhitzung von Zeit zu Zeit unter flieBendes kaltes Wasser
zu halten ist. Nachdem die iiberstehende Fliissigkeit die
gelbe Jodfarbe wollstiindig wverloren hat, wird sie ab-
dekantiert und mit Stirkelosung auf freies Jod gepriift.
[st dieses nicht mehr vorhanden, werden zu der gesamten
Losung noch einige Tropfen der oben angegebenen Jod-
l6sung zugegeben, bis eine schwache Jodreaktion (Priifung
einiger Tropfen mit Stirkelosung) erscheint. Man ver-
diinnt dann auf 200 cem und mischt gut durch. Anderseits
werden 975 cem einer  genau 109 igen NaOH-Losung
hergestellt und hiezu die Kaliumquecksilberjodid-Lisung
zugegeben. Es wird gut durchgemischt und bis zur voll-
stindigen Klirung stehen gelassen. 4. Standard-Ammonium-
sulfat-Losung. 0,944 ¢ Ammoniumsulfat werden in 0,05 n-
Schwefelsiiure gelist und mit derselben Schwefelsiure auf
1000 aunfgefiillt. 5 cem dieser Lésung entsprechen 1 mg N,
9. Gummigutti-Losung. In einen Liter-MeBzylinder wird
destilliertes kaltes Wasser eingefiillt und direkt unter der
Oberfliche ein feines Drahtnetz eingehiingt, das A g
lislichen Gummigutti enthiilt.  Man LBt 21 Stunden
stehen, nimmt das Drahtnetz heraus und filtriert die
Fliissigkeit durch ein nicht zu feines Filter oder ein sauberes
Tuch.

Harn wird im allgemeinen auf das 10fache, bei zu er-
wartendem grilleren N-Gehalt anf das 20fache verdiinnt.
I cem werden in ein groBes (2025 em)  Jenaer oder
Pviex-Reagensglas abgemessen, 1 cem der Schwefelsinre (1;
zugegeben und auf freier Flamme oder im Sandbad unter
gelegentlichem Hin- und Herbewegen bis zur Entfernung
des Wassers erhitzt. Eine eingebrachte kleine Glaskugel
verhindert eventuelles StoBlen. Es wird dann iiber einen
Mikrobrenner bis zum Erscheinen weiller Schwefelsiure-
diimpfe, nicht Linger, erhitzt. Man LiBt kuiz abkiihlen,
gibt einen Tropfen H,0,-Lisung so zu, dab er direkt in
die Fliissigkeit hereintillt und erhitzt nochmals Langsam
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einige Minuten, wobei die anfinglich dunkel gefirbte
Losung ganz farblos werden muB. Ist das nicht erreicht, wird
nochmals ein Tropfen zugegeben und das Erhitzen wieder-
holt.

Nach Abkithlung wird unter Nachspiilen der Inhalt in
einen 100 cem MeBkolben iiberfithrt und ungefihr bis zu
75 cem  verdiinnt.  Dazu kommt 1 cem Gummigutti-
Lésung und nach Umschiitteln 15 ccm NeBlers Reagens;
wiederum umschiitteln, bis zur Marke auffiillen und noch-
mals mischen. In einen anderen 100 cem-MeBkolben
kommen, je nach der erwarteten N-Menge, 2—5 cem der
Standard-Losung (2 cem = 04 mg N, 5 cem — | mg N),
ebenfalls 1 cem der Schwefelsiure (1). Nach Auffiillen
auf ca. 75 wird, wie bei der Versuchslésung, zunichst
1 ccem  Gummigutti-Lésung, nach Umschiitteln 15 cem
NeBlers Reagens zugegeben, zur Marke aufgefiillt und im
Kolorimeter verglichen. Die Berechnung ist die iibliche:

%}i mg N in der Vergleichs-Lésung — mg N in 1 cem
(der benutzten Menge) des verdiinnten Harns.

Bestimmung der Aminosiuren!).

Prinzip: Es wird mit Naphthochinonsulfosiure eine
Firbung erzeugt, welche kolorimetrisch mit einer solchen
verglichen wird, welche eine Aminosiurelssung bekannten
Gehaltes ergibt.

Gebrauchte Reagentien: 1. Losung von Na-Carbonat
krist. 2,59%1ig, 2. Glykokoll-Vergleichslosung, enthaltend
0,1 mg N im cem. Hiezu werden 0,0536 g Glykokoll in
100 cem n/10 HCI gelést. Die Losung hilt sich nicht un-
beschriinkt. Sobald irgendwelche Triibungen in ihr auf-
treten, ist sie zu erneuern. 3. n/10 HCL. 1. Reagenslisung:
100 mg naphthochinonsulfosaures Natrium?) werden in

1) Nach Folin.

*) Zu beziehen von Dr. Th. Schuchardt, Chem. Fabrik, Geérlitz.

Das Praparat muB folgende Bedingungen erfiillen:

1. Eine 17ige Losung des Praparates in Wasser soll verglichen
mit einer 0,5 Normalldsung von IKaliumbichromat bei Farben-
gleichheit eine Schichtdicke von 26 bis 27 gegeniiber der des Kalium-
bichromats von 20 zeigen.

2. Wenn 2 ccm einer 1% igen Losung auf 25 ccm verdiinnt werden,
und dazu 1 cem 25% ige Essigsiure und 1 cem 15%ige Thiosulfat-
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20 cocm Wasser gelost. Stets frisch zu bereiten! 5. Permutit,
gepulvert. 6. Essigsiureacetatlésung: 100 cem % ige
Essigsiure werden mit 100 cem 5% iger Natriumacetat-
I6sung vermischt. 7. Natriumthiosulfatlisung, 1% ig.

Der Harn wird mit der gleichen Menge Wasser (bei
sehr starken Konzentrationen mit der doppelten Menge)
verdiinnt und 10-—15 cem  dieser Verdiinnung in einem
Reagensglas mit 1—2 g Permutit zur Entfernung des
Ammoniaks ungefihr 5 Minuten durchgeschiittelt, ab-
setzen 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

Harnprobe  Kontrollprobe

Glykokollosung (2) —- 3 ccm
Harnverdiinnung D cem —
n'10 HCI - —
Natriumcarbonatlosung (1) - 3 cem
Wasser 7 4
Chinonreagens ({1) X .

Die Proben werden 18—21 Stunden an einer dunklen
Stelle aufbewahrt. Nach dieser Zeit werden sie heraus-
genommen und in der angegebenen Reihenfolge die nach-
folgenden Reagentien zugefiigt

Zur Harnprobe  Zur Kontrollprobe

Essigsiureacetatlosung (6) 1 cem 1 cem
Thiosulfatlosung (7) 2 o T s
Wasser bis 25 , g 25 ..

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

ldsung gesetzt werden, soll die Losung in wenigen Sekunden fast
farblos werden.

4. Zur Probe auf Abwesenheit von Ammoniak werden 10 cem
der 1%igen Chinonlésung mit ungefihr 2—3 g DPermutit 3 bis
4 Minuten geschiittelt. Man gieBt ab und wischt den Permutit
4—5mal mit destilliertem Wasser aus, bis die Waschfliissigkeit
ganz farblos ist. Setzt man nun zum Permutitriickstand einige
Tropfen 10Y,ige Natronlauge, 5 ccm Wasser und 5 cem Nellers
Reagens, so darf keine Gelbfarbung aufticten.
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Die Menge des Aminostickstoffs im Harn berechnet

51

sich nach der bekannten Formel ¢ = ¢, - %, wobei (o
[

die Menge des Aminostickstoffs in der Kontrolle (0,3 mg),
s; und s die Kolorimeterablesungen der Kontrollisung
bzw. der Harnprobe bedeuten. Diese Zahl ist noch mit
der Harnverdiinnung zu multiplizieren.

Beispie': Es sei der Harn auf das Doppelte verdiinnt
gewesen, die Ablesungen am Kolorimeter seien bei Far-
bengleichheit fiin die Kontrollésung s, = 30, fiir die Ver-
suchslosung (s) = 20. Da zum Vergleich eine Glykokoll-
l6sung mit 0,3 mg N angewandt war, ergibt sich die
Konzentration in den angewandten 5 ccm verdiinnten
Harnes zu 0,30 - jﬂ mg = 0,45 mg Amino-N in 5 cem ver-
diinntem Harn. Da der Harn anf das Doppelte verdiinnt
war, ist dies der Gehalt von 2,5 cem unverdiinnten Harn.
Die Menge von Amino-N in 100 cem wird also durch
Multiplikation mit 40 ermittelt und ergibt sich demnach
zu 18 mg Amino-N in 100 cem des unverdiinnten Harns.

Bestimmung des Kohlenstoffes!).

Prinzip: Die bei der Verbrennung des Harns oder
anderen organischen Materials freiwerdende Kohlensiiure
wird in KOH-Losung aufgenommen und das zur Fillung
der CO, benétigte Ba* durch Titration bestimmt.

Erforderlich: 1. Kaliumbichromat pro analysi, gepulvert;
2. Silberbichromat. 5 g Kaliumbichromat werden in
70 cem Wasser gelost und eine Losung von 5 g Silbernitrat
in 25 cem Wasser zugegeben. Der gebildete Niederschlag
wird auf einer Nutsche abgesaugt, mit Wasser nachgewaschen
und bei 110—115 Grad getrocknet. 3. CO,-freie KOH-
Losung. 150 g KOH in Stangen werden in 1000 cem Wasser
gelost, anderseits 10 g Ba (OH), in 100 cem kochendem
Wasser gelost und der anderen Lisung zugefiigt. Man Lilt
absetzen und priift, ob weiterer Zusatz von Baryt noch
eine Fillung hervorruft. Ist das nicht der Fall, so wird die

1) Nach Osuka., Bioch. Ztschr. 244, 284 (1932).
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klare iiberstehende Lisung in eine Flasche eingefiillt, welche
zur Vermeidung der Kohlensiureaufnahme aus der Luft
einen durchbohrten Gummistopfen mit einem Natron-

N ; i v
kalkrohr trigt. 4. 50 HCI, der auf 1 Liter 3—5 Tropfen
. N
Methylrot-Lisung (nach Pregl [6]) zugefiigt sind. 5 ‘;'}

KOH, die genau gegen die HCl eingestellt sein muB. 6. Methyl-
rot nach Pregl (fiir [1]) 0,1 g Methylrot wird mit einigen
Tropfen n/10-Sodalésung in einem kleinen Morser verrieben.
7. Natriumsulfat, wasserfrei, reinst. 8. 10%,ige Barium-
chloridlésung in ausgekochtem Wasser. 9. Konzentrierte
H,50,. 10. 100 cem Wasser  (COy-frei) + 4 Tropfen
109;-Ammoniak.
Fiir die Bestimmung wird der von Osuka angegebene
Apparat verwendet.
In die Kugel des
Apparates K gibt
man 1 cem Harn (bei

i w, X, v,z = Glasrohrteile,
abnormen Konzen- b, s = Glashihne.

- . . B = Kalilaugehirne,
tr:{t]U ﬂ(’,“ Elne 1" '.:‘I — 8 = th“'l_'fl'ls-'iuri.‘_"
i TW. - wefiall.

1unqupg, bzw 2 meh A = Ausbuchtung am
rere [bis max. 4] ccm) rechtwinkeligen
‘ Knick.

und dazu soviel ge-
pulvertes Natrium-
sulfat (7), bis die
ganze Flissigkeit

aufgenommen ist.

Ferner wird zugege-
ben 0,12—0,14 g Sil- Abb. 13,

berchromat (2) und

0,15 g Kaliumbichromat. Die Kugel wird dann in das Gestell
eingespannt. In die Birne B tut man dann ungefihr 1 cem
der Kalilauge-Losung (3) mit einer 1 cem Pipette, die
vorher mit kohlensdurefreiem Wasser durchgespiilt wurde
(nicht ausblasen!). Das Zufithrungsrohr n zur Birne B
wird wiederholt mit kohlensiurelreiem Wasser nach-
gespitlt.  Jetzt wird der Aufsatz auf die Kugel gesetzt,
nachdem der Schliff r mit Pyrophosphorsiure eingerieben

I, = Luftloch,

r = Grobler Schliff.
v Verengung.

K = Kugel.

Pincuszen, Mikromethodik, 6, Aufl, 4
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worden war: er mul sich ganz leicht hin und herdrehen
lassen. Der Glashahn s, welcher die Zuleitung zur Schwefel-
siure abschlieBt, wird ebenfalls mit Pyrophosphorsiure
geschmiert und eingesetzt. In das Gefil S kommt dann
ca. 1 ccm konzentrierte H,S0,. Jetzt wird an das Zu-
leitungsrohr zur Birne n die Wasserstrahlpumpe angesetzt,
man o6ffnet den mit Vaseline geschmierten Hahn und
evakuiert bei gutsaugender Pumpe etwa 2 Minuten lang.
Man schlieBt dann zunichst den zur Birne fithrenden Hahn b,
nimmt den Druckschlauch der Wasserstrahlpumpe ab
und gibt in das Rohr n iiber dem Hahn mdglichst schnell
CO,-freies Wasser, damit keine Luft eindringen kann.
Die Kugel des Apparates K wird nun bis etwa zur Hilfte
in ein siedendes Wasserbad eingetaucht und 4 Minuten
darin belassen, wobei der Inhalt zum Kochen kommt. Man
liBt dann die aus dem Wasserbad herausgenommene Kugel
etwas abkiihlen und gibt dann in den Trichter S zu der
schon vorhandenen H,SO, noch ca. 15 cem hinzu. Darauf
liBt man die Hilfte hievon langsam in die Kugel ein-
tlieBen, schlieBt den Hahn und erhitzt die Kugel mit der
Mikroflamme 15 Minuten lang, wobei Griinfirbung ein-
treten muB. Schiumt das Reaktionsgemisch zu stark,
mub man die Flamme voriibergehend fortnehmen. Ist die
Gasentwicklung beendet, was 20—25 Minuten, lingstens
30 Minuten dauert, it man etwas abkiihlen, und nimmt
den Apparat auseinander. Hiebei LiBt man die noch im
Trichter vorhandene H,SO, in die Kugel einflieBen, nimmt
dann den Apparat aus dem Gestell, nimmt den Aufsatz
bei r von der Kugel ab, und spiilt thn unten ebenso wie
den Glasstopfen der H,SO, gut mit Leitungswasser ab,
wihrend das gewundene, von unten seitlich zur Birne
fiihrende Rohr mit CO,-freiem Wasser ausgespiilt wird.
Jetzt wird der Inhalt der Birne in ein geniigend groBes
Zentrifugenglas iberfiihrt, die Birne mehrfach mit CO,-
freilem Wasser nachgespiilt und dieses ebenfalls in das
Zentrifugenglas gegeben. Man verschlieBt dieses mit einem
Korken und stellt es in ein siedendes Wasserbad ein. 8 ccm
kochende BaCly,-Losung (8) werden der heilen Lisung
zugegeben, man riihrt mit einem diinnen Glasstibchen um,
gibt einige Tropfen Alkohol zu, korkt wieder zu, und
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zentrifugiert mdaglichst schnell mit einer schnellaufenden
Zentrifuge ca. 2 Minuten, so daB die iiberstehende Fliissigkeit
ganz klar 1st. Man gieit die klare Losung ab und wiischt
den Niederschlag unter Aufwirbeln mit einem Glasstab

Abb, 14 zeigt wvier Apparate, diec in
dem  eigens fur dicsen Fweck kon-
struierten Gestell nebencinander er-
hitzt werden konnen. Sie befinden sich
in dem Gestell in schriger Lage mit
der Kalilmigebirne leicht nach unten
| geneigt, Zum Schutz fir den Experi-
mentierenden befindet sich vor dem
Gestell ecine  herausnehmbare Glas-
scheibe,

J E
Abb. 14,

mit siedendem CO,-freiem ammoniakhaltigem Wasser (10)
nach und spiilt den Rand des Glases mit absolutem Alkohol
nach. Das Zentrifugieren, Abgieflen, Aufwirbeln nach
Zugabe neuer Waschfliissigkeit wird nochmals wiederholt
und nun 4 Minuten lang zentrifugiert. Nach dem Abgielien
der letzten Waschfliissigkeit werden zu dem Niederschlag
20 ccm der HCl-Lésung (4) zugegeben, der Inhalt mit
viel CO,-freiem destillierten Wasser in einen grolien Erlen-
meyerkolben dberspiilt und, wenn die rote Farbe ver-
schwinden sollte, weiter aus einer Biirette gemessene Mengen
von HCl-Losung so lange zugegeben, bis der Niederschlag
vollstindig gelést ist und die rote Farbe nicht mehr ver-
schwindet. Man titriert dann die Lésung mit Kalilauge (5)
bis zum Farbenumschlag (Gelbfirbung).

Berechnung: Die verbrauchten cem n/20 Salzsiure ab-
ziiglich der zum Zuriicktitrieren verbrauchten cem n/20 KOH
geben die Menge des Kohlenstoffs. Infolge des Kohlen-
sauregehaltes der Luft ist in allen Fillen 0.3 von dieser
Zahl abzuziehen und die erhaltene Zahi mit 0.3 zu multi-
plizieren.,

q*
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Beispiel: Es waren 1cecm Harn angewandt. Zum
Bartumcarbonatniederschlag  waren zugegeben 20 ccm
n/20 HCI, zur Titration bis zum Umschlag verbraucht
1,b cem KOH. Es waren also erforderlich 18,5 cem Siure.
Die Menge des Kohlenstoffs betrigt also, unter Beriick-
sichtigung des oben genannten Fehlers (18,5 —0,3) multi-
pliziert mit 0,3, d. h. 5,46 mg in 1 ccm, in 1000 eem Harn
also 0,546 g C.

Vom normalen Gang der Bestimmung werden bisweilen
Abweichungen beobachtet. 1. Hat man in die Birne beim
Nachspiilen der KOH zu viel Wasser zugefiigt, so dalb die
Gefahr besteht, daB das gewundene, nach unten fithrende
Zuleitungsrohr in die Fliissigkeit eintaucht, so mul, da
dieses in jedem Falle vermieden werden mufB, der Apparat
schrig gestellt werden. 2. Liuft nach dem Evakuieren
die H,SO, nicht in die Kugel herein, oder steigen beim
spateren Erhitzen in die H,SO, Blasen auf, so mul die
Bestimmung verworfen werden, weil der Apparat nicht
geniigend luftleer war. 3. Beim Auseinandernehmen des
Apparates muB man den Aufsatz etwas drehen und fest
anfassen, um ihn leicht los zu bekommen. Die in der Kugel
zuriickbleibende harte Masse mull méglichst gleich nach
dem Auseinandernehmen durch tiichtiges Schwenken ent-
fernt werden, wenn das nicht gelingt, mit wenig Wasser die
Kugel bis zur Lisung ausgespiilt werden. 4. Tritt schon
beim Evakuieren in der Kalilauge-Birne T ritbung oder gar
Niederschlag auf, so ist CO, hereingekommen und die
Bestimmung muB verworfen werden. Vor jedem Gebrauch
mull der Apparat, am besten durch lingeres Evakuieren,
absolut trocken sein.

Bestimmung der Glukose!).

Prinzip: Durch Erhitzen der Harnprobe mit einem
Dinitrosalicylsiurereagens wird der Zucker reduziert: die
dabei entstehende Farbe wird mit der einer Standard-
l6sung bekannten Gehaltes, welche ebenso behandelt wurde,
verglichen.

Erforderlich: 1. Reagenz A. Zu 10 g kristallisiertem
Phenol werden 22 cem 109, ige NaOH zugefiigt und mit

') Nach Sumner. J1 of biel. chem. 63, 383 (1925).
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Wasser anf 100 cem  aufgefiillt. 6,9 ¢ Natriumbisulfit
werden 1n 69 cem der alkalischen Phenollosung  gelost.,
B. In 10cem 1,5%iger NaOH-Losung werden 255 g
Seignette-Salz gelost und 880 cem einer 19/igen Lisung
von  Dimitrosalicylsiiure  zugefiigt.  Lisung B wird zu
Lisung A gegeben. (Uber Herstellung der Dinitrosalicylsiure
vgl. Sumner, Journ. biol. Chem., Bd. 47, p. 5, 1921, zu be-
zichen auch von der Eastman Kodak Comp.). 2. Vergleichs-
losung: 0,1%;ige Traubenzuckerlésung in sterilem Wasser,
durch ein Antisepticum wie Thymol steril zu halten, bei
Trabung zu verwerfen.

In ein Reagensglas mit einer Marke bei 25 cem wird
I cem Harn (unverdiinnt, wenn es sich um die Bestimmung
von Spuren in ,normalem’ Harn handelt, bei Konzen-
trationen bis 2°; 10fach verdiinnt, bei héherer Konzen-
tration als 2% auf das 23fache verdiinnt) einpipettiert
und 3 cem des Reagens zugegeben. Mischen und 5 Minuten
in kochendem Wasser erhitzen, dann in flicBendem Wasser
abkiithlen und auf 25 cem verdiinnen. Zu gleicher Zeit
werden 1 cem Standardlésung ebenfalls mit 3 cem Reagens
versetzt und ebenso wie die Probe behandelt und schlielich
auch auf 25 cem aufgefillt, Die Firbungen werden im
Kolorimeter verglichen. Die Berechnung erfolgt in {iblicher
Weise. War der Harn 10 mal verdiinnt, die Schichthéhe
der Vergleichslésung 30, die der Versuchslisung 21 bei
Farbengleichheit, so berechnet sich der Prozentgehalt des
Harnes an Glukose, da ja 1 cem der Standardlosung mit
0,17 1 cem des (10 mal verdiinnten) Harnes mit 1% ent-

S0 T
sprechen, zu 91 mal 1 1,239,
Wurde der Harn auf das 23fache verdiinnt, so ist der
Quotient natirlich mit 2,5 zu multiplizieren.

Bestimmung des Acetons, der Acetessigsiure und
der [i-Oxybuttersiiure.

a) Acetonund Acetessigsiure, Aceton (priiformiertes)
wird in der Kilte, Aceton aus Acetessigsiure in der Wiirme
unter Siaurezusatz mit Hilfe eines Luftstromes ausgetrieben.
Als MaB der Acetonmenge dient die Jodoformbildung. Das
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nicht zu Jodoformbildung verbrauchte Jod wird mit
Thiosulfat titrimetrisch bestimmt.

Notwendige Reagentien: 1. Oxalsdurelosung, 19, ig;
2. Essigsiure, 10%ig; 3. Natronlauge, 159, ig: 4. Salz-
sdure, konzentriert; 5. 1/,,, n-Jodlosung; 6. 1,4, n-Thio-

sulfatlésung, letztere beide genau aufeinander eingestellt
7. 1°/yige Stirkeldsung.
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Abb, 15,

Zur Bestimmung wird der in Abb. 15 dargestellte Apparat
benutzt. Als Destillierkolben dient ein Fraktionierkélbchen
von ca. 125 cem Inhalt mit langem Hals, der oben einen
eingeschliffenen Stopfen mit fast bis zum Boden reichen-
den, oben zu einem Trichter erweiterten Rohr trigt, als Auf-
fanggefiBe zwei sogenannte Gaswaschflaschen mit einge-
schliffenem Stopfen, die miteinander so verbunden sind,
dall das kurze Rohr der ersten Flasche mit dem langen,
eintauchenden Rohr der zweiten Flasche verbunden ist.
Verbindungen mit dem zwischengeschalteten Kiihler Glas
an Glas, Man gibt in das Destilliergefil 2 cem Harn,
25 cem destilliertes Wasser, 2 cem Oxalsidurelésung und
cinige Tropfen Vaselindl, in die erste Vorlage 10 cem
n/100- Jodlésung, 5 ccm Natronlauge und ca. 5 cem destil-
liertes Wasser, in die zweite 3 cem n/100-Jodlosung,



1 cem Natronlauge und ca. 5 cem Wasser. Nach beendeter
Destillation wird thr Inhalt sofort zu dem der ersten
Vorlage zugefiigt, so dall die weitere Verarbeitung gemein-
sam erfolgt. Ist sehr viel Aceton zu erwarten, ist die Menge
der Jodlosung (stets aus einer Biirette oder mit einer ge-
nauen Pipette zu entnehmen!) und der Lauge zu erhiohen.

Ohne zu erwiirmen, saugt man wihrend 25 Minuten
einen langsamen Luftstrom durch das System. Dann wer-
den die Vorlagen abgenommen, der Inhalt der zweiten
Vorlage wird zu dem der ersten gefiigt und mit etwas
Wasser nachgespiilt. Die Vorlagen werden jetzt durch neue
in gleicher Weise beschickte ersetzt. In das Destilliergefil3
gibt man durch den Trichter 1 cem Essigsidure und saugt
nun 15 Minuten lang unter Erhitzen des Destillations-
gefilbles auf freier Flamme weiter Luft durch. Verdampftes
Wasser wird durch Zugiellien von destilliertem Wasser durch
den Trichter ersetzt. Der Inhalt der beiden Vorlagen wird
ebenfalls zusammengegossen.

Die Vorlagen werden sofort nach ihrer Abnahme
weiter  verarbeitet.  Man gibt so viel konzentrierte
Salzsiure  hinzu, dall die Lésung sich durch Aus-
scheidung von Jod briunlich firbt, was mit dem Ein-
treten einer sauren Reaktion zusammenfillt. Tritt diese
Braunfirbung nicht auf, so war zu wenig Jodlésung vor-
gelegt und die Bestimmung ist mit einer groleren Menge
Jodlosung zu wiederholen. Zu der Mischung der Destillate
jeder Bestimmung gibt man einige Tropfen Stirkelisung,
titriert aus einer in /;, ccm geteilten Mikrobiirette mit
n/100-Thiosulfat, bis die Lésung gerade farblos geworden ist,
Da die Reagentien jodbindende Stoffe enthalten kénnen,
1st ein Leerversuch anzustellen in genau gleicher Weise wie
der Vollversuch, mit der einen Abiinderung, daB in den
Kolben statt Harn nur Wasser eingefiillt wird: ein eventuell
dabe1 erhaltener Wert ist von dem beim Vollversuch ge-
fundenen in Abzug zu bringen. Wenn die Harnlésung stark
schiumen sollte, gibt man etwas Paraffinum liquidum
dazu, keinesfalls Oktylalkohol, da dieser auch Jod bindet
und so schwere Fehler bedingt.

Berechnung: Die Differenz zwischen der vorgelegten
Menge Jodlosung und der zum Zuriicktitrieren verbrauchten
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Menge Thiosulfatlésung in Kubikzentimeter, multipliziert
mit 0,1Y), ergibt die Milligramme Aceton in der ange-
wandten Harnmenge: die Titration der ersten Vorlagen des
priformierten Acetons, die der zweiten des Acetons aus
Acetessigsiure. Aus dem Werte des Acetons aus Acet-
essigsiure kann man die Acetessigsiure selbst  durch
Multiplikation mit 1,76 berechnen.

Beispiel: Fiir priformiertes Aceton vorgelegt 13 ccm
Jodlésung, zum Zuriicktitrieren verbraucht 12,2 cem Thio-
sulfatlésung; Menge des priformierten Acetons 08-01 =
008 mg in 2cem, in 100 cem also 4.0 mg. Fiir Acet-
essigsiure vorgelegt 13 cem Jodlosung, zum Zuriick-
titrieren verbraucht 8 cem Thiosulfatlésung;  Aceton-
menge aus Acetessigsiure also 0,1 -5 =05 mg in 2 ccm,
bzw. 25 mg in 100 cem Harn,

Will man Aceton und Acetessigsiure nicht gesondert
bestimmen, so verfihrt man sofort, wie zur Bestimmung
des Acetons aus Acetessigsiure angegeben, und erhilt
dann das priformierte und das aus Acetessigsiiure ge-
bildete Aceton zusammen. Fiir die meisten klinischen
Zwecke geniigt dieses Verfahren.

b) Will man auch die 8-Oxybuttersiure — durch Oxy-
dation zu Aceton — bestimmen, so muB der Harn vorbehan-
delt werden. Man gibt in ein MeBkélbchen von 50 cem ge-
nau 5 ccm Harn, dazu einen UberschuB — es darf auf
weiteren Zusatz keine Fillung mehr entstehen —— von
Bleiessig (im allgemeinen geniigen Dcem) und 1 ccm
konz, NH,, fiillt zur Marke auf, mischt, filtriert und ver-
wendet 20 ccm (= 2ccm Harn) zur Acetonanalyse in der
eben beschriebenen Art. Man siuert mit wenig Essigsiure
an. Nach Austreibung des freien und des als Acetessig-
sdure vorhandenen Acetons, wie vorher beschrieben, liBt
man abkiihlen, gibt in das Destillationsgefill so viel
Wasser, daB die Menge ca. 30 cem betrigt, und 1 cem
konzentrierte Schwefelsiure. Nach Verbindung mit den
mit Jod und Natronlauge, wie oben beschrieben, be-
schickten Vorlagen erhitzt man auf kleiner Flamme unter
Luftdurchsangung zum Sieden und gibt durch den Trichter

1) Eigentlich 0,0967.
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In Zwischenriumen von 5 Minuten viermal 5 cem einer
29G1gen Kaliumbichromatlisung. Nach 20 Minuten ist
die Destillation vollendet, und man verfihrt mit An-
saverung und Titration in der oben beschriebenen Weise.

Die Berechnung des Acetons erfolgt wie geschildert.,
Zur Feststellung der Menge der p-Oxybuttersiure multi-
phiziert man die Differenz zwischen Jodlésung und Thio-
sulfat (ccm) mit 0,25Y) und erhilt so die Milligramm Oxy-
buttersiure in der angewandten Harnmenge.

Bestimmung der Harnsiure in mittleren Harnmengen.

Prinzip: Aus dem vorbehandelten Harn wird die Harn-
saure als Ammonurat gefillt und die daraus freigesetzte
Harnsiiure oxydimetrisch bestimmt.

Notwendige Reagentien: 1. Uranammonsulfatlisung :
200 ¢ Ammonsulfat werden in ungefilne 600 cem Wasser
gelost und in einen MeBkolben von 1 1 eingefiillt. Hie-
zu wird eine Liosung von 5 ¢ Uranacetat in ca. 100 cem
Wasser und 6 ccm konz, Essigsiure (Eisessig) gefiigt und
die Mischung mit Wasser auf 1 1 aufgefiillt; 2. Ammon-
sulfatlosung 109, ; 3. konzentrierte Schwefelsiure: 4. Am-
moniak, 25°,ig; 5. Kallumpermanganatlisung, /50 Normal.

60 ccem Harn werden in einem hohen Zylinder mit
15 cem Uranreagens (1) versetzt, gut durchgemischt und
stehengelassen, bis der Niederschlag sich ziemlich out
abgesetzt hat. Man filtriert dann die klare Lésung durch
ein trockenes Filter in ein trockenes Gefi. In zwel grofe
Zentrifugengliser von je  ca. 30 ccm Fassungsraum
pipettiert man je 25 cem der klaren Losung herein, gibt
2 ccm Ammoniak dazu, verschlieBt durch einen Stopfen
und liBt 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-
ldsung (2) zu und zentrilugiert wieder, so daB der Nieder-
schlag von Ammonurat sich gut am Boden absetzt. Die iiber-
stehende Flissigkeit wird wieder abgegossen, das gleiche
Verfahren wiederholt, abgegossen und nun im Riick-

') Empirisch festgestellte Zahl,
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stand die Bestimmung vorgenommen. Man gibt zu diesem
15 cem Wasser und 3 ccem  konzentrierte Schwefelsiure,
wobei die Fliissigkeit sich auf 60—70 Grad erwirmt. Man
titriert sofort mit 1/, Normal-Permanganatlésung unter
hdufigem Umrithren mit einem diinnen (lasstébehen,
bis die gesamte Harnsiure oxydiert ist, was dadurch er-
kennbar wird, daB der nichste einfallende Tropfen Perman-
ganat der Fliissigkeit eine rosa Firbung erteilt. Ver-
schwindet diese innerhalb 10 Sekunden, so ist noch ein
Tropfen nachzugeben, bis die Farbe 10 Sekunden lang
bestehen bleibt. In beiden Proben muB das Resultat
das gleiche sein und hochstens um einen Teilstrich
differieren,

Berechnung: Die Anzahl verbrauchter Kubikzenti-
meter Permanganatlosung multipliziert mit 1,5 ergibt
die Anzahl Milligramm Harnsiure in den angewandten
20 ccm Losung, bzw. 20 cem Harn. Durch Multiplikation
mit 5 wird die Harnsduremenge in 100 cem Harn erhalten
dieser Zahl sind noch 3 mg Harnsiure zuzufiigen, da diese
in Wasser etwas loslich ist.

Beispiel: Verbraucht seien im Durchschnitt der
2 Proben 3,0 ccem n/50-Permanganatlésung. Die Harn-
sdure in 100 ccm betrégt demnach 3,0 - 1,5+ 5 = 22,5 mg +
3 mg = 25,5 mg.

Bestimmung des Kreatinins und Kreatins.

Prinzip: Die durch Zugabe einer alkalischen Pikrat-
I5sung erzeugte Rotfirbung wird mit der Firbung einer
Bichromatlésung, deren Farbtiefe bekannt ist und einer
bekannten Kreatininmenge entspricht, verglichen?).

Erforderliche Reagentien: 1. Pikrinsiurelésung 1,29
(gesittigt), 2. Natronlauge, 109%ig, 3. 14 Normal-Kalium-
bichromatldsung  (Vergleichslésung) (25,54 g Kalium-
bichromat werden auf 11 gelost).

Zur Kreatininbestimmung kénnen simtliche Harne
verwandt werden. Bei Gegenwart von Aceton und Acet-
essigsiure ist der Harn zuniichst zur Entfernung dieser
Korper kurz aufzukochen.

') Der Vergleich mit einer Standard-Kreatininlosung (wie fiir
Blut beschrieben) scheint fiir Harn keinen Vorteil zu bieten.
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1 cem Harn wird in einen 50 cem MeBkolben pipettiert,
mit 1,5 cem Pikrinsiurelosung und 0.5 cem Natronlauge
versetzt, umgeschiittelt, 5 Minuten stehengelassen, auf
o0 cem mit Wasser aufgefiillt und durchgemischt. Die
so erhaltene Firbung wird im Kolorimeter mit der Bi-
chromatlésung verglichen, welche sehr anniihernd einem
Gehalt von 1 mg Kreatinin in 50 ccm entspricht. Wird
gleiche Farbtiefe bei gleicher Schichtdicke der Versuchs-
und Vergleichslosung t-l reicht, so enthalten auch die 50 cem
der Vergleichslosung, bzw. der 1 cem in dieser enthaltene
Harn 1 mg Kreatinin. Ist bei gleicher Farbtiefe die Schicht-
dicke verschieden, so ist der Kreatiningehalt in
Schichtdicke der Bichromatlosung
Schichtdicke der Versuchslésung

Beispiel: Die Schichtdicke der Bichromatlésung sei
20 mm, die der Versuchslosung 25 mm; der untersuchte
t]i ]

Harn enthiilt a]wo 1mg —=08mg im ccm, 0,08 g

me

1 cem Harn = g.

Kreatinin in 100 cem.

Zur Bestimmung des Gesamtkreatinins, d. h. des
praformierten Kreatinins (s. oben) und des Kreatins, muf
letzteres in Kreatinin iibergefiihrt “f:rdvn Dies geschieht
durch Erwirmen von 10 ccm Harn <+ 5 cem n-HCl wiihrend
3 Stunden im Wasserbad von 80°. Nach dieser Zeit wird
die Lésung quantitativ in ein Kélbchen von 20 eem iiber-
gespiilt, mit n-NaOH neutralisiert und mit Wasser bis
zur Marke aufgefiillt. Von dieser Lésung werden 2cem
(entsprechend 1cem Harn) zur Analyse verwendet, die
genau ausgefithrt wird, wie fiir das Kreatinin beschrieben:
es wird also ebenfalls 1,5 cem  Pikrinsiurelosung und
0,5 cem Natronlauge zugesetzt. Die Berechnung gestaltet
sich entsprechend. Die Differenz zwischen dem Werte
fir das Gesamtkreatinin und dem des priformierten ergibt
die Menge des Kreatins, als Kreatinin berechnet. Will
man sle als Kreatin ausdriicken, so mull die erhaltene
Zahl mit 1,27 multipliziert werden.
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Mikromethodik des Blutes.

Allgemeines.

Ber den Methoden zur Bestimmung der Blutbestand-
teile muB man unterscheiden zwischen Mikromethoden
mit wenigen Bluttropfen und solchen, bei welchen ZWar nur
verhiltnismiBig geringe Mengen Blut erforderlich sind
— besonders im Vergleich mit den friiher bendtigten —,
die immerhin aber einige Kubikzentimeter erfordern, Die
in diesen Fiillen nétigen Blutmengen entnimmt man am
besten in iiblicher Weise aus der Armvene mit Hilfe einer
StrauBschen Kaniile oder noch besser mit einer Spritze.
Will man die Bestimmung im Serum vornehmen, so laBt
man das Blut sofort in ein steriles Zentrifugenglas einflieBen,
liBt gerinnen, 16st den Blutkuchen am Rande ab und
zentrifugiert darauf. Das muB unter Umstinden sehr
schnell geschehen, da z. B. die kaliumreichen Blutkérper-
chen bei lingerem Stehen Kalium an das kaliumarme
Serum abgeben. Das Absetzen des Blutkuchens vor dem
Zentrifugieren wird beschleunigt, wenn man das Glas mit
dem Blut fiir ungefihr 14, Stunde in den Brutschrank
stellt. Einstellen in Eis pp fithrt oft zur Himolyse! Es
sei noch daravf autmerksam gemacht, dalB Blut aus ver-
schiedenen Distrikten — z. B. Venen- und Kapillarblut —
verschiedene Zusammensetzung haben kann,

Soll die Bestimmung im Vollblut oder im Plasma
ausgefithrt werden, so muf} in der Regel, besonders wenn
man die weitere Bearbeitung nicht sofort anschlieBt. ein
gerinnungshemmender Stoff zugefiigt werden. Man ver-
wendet im  wesentlichen die kalkfillenden Substanzen,
wobel naturgemil3 darauf zu achten 1st, dal} sie frei von
den zu bestimmenden Stoffen sind. Am besten fiir die
meisten Zwecke eignet sich Kaliumoxalat. Man nitlvert
es ganz fein und gibt in das absolut trockene Gefil. welches
das Blut aufnehmen soll, 20 mg Kaliumoxalat auf 10 ccm
Blut. Da griBBere Mengen unter Umstinden schiidlich,
kleinere ungeniigend zur Gerinnungshemmung  sind, st
die Blutmenge gut abzumessen: man entnimmt entweder
mit einer graduierten Spritze und spritzt aus dieser schnell
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das Blut in das oxalathaltende GefilB hinein, oder. wenn
man direkt in dieses Glas aus der Ader einflicBen lilt,
markiert man am Gefil die entsprechende Hihe. Nach-
dem das Blut zum Kalinmoxalat zugetan ist, schiittelt
man wiederholt gut um, bis eine vollstindige Mischung
stattgefunden hat. Die Methode ist durchaus zuverlissig
und hat aullerdem den groBlen Vortell, dall das Blut-
volumen nicht verindert wird, also Umrechnungen irgend-
welcher Art erspart werden. Fiir manche Fille empflichlt
sich eine Ungerinnbarmachung durch Zusatz von Natrium-
citrat. Man stellt sich eine 2% 1ge Citratlésung her und
gibt in das Auffangegefi 1 cem auf 9 cem aufzunehmendes
Blut. Gute Mischung ist auch hier erforderlich. Notig ist
natiirlich, dall das Mischungsverhiltnis ganz strikt inne-
gehalten wird, da dieses zum SchluB fiir die Berechnung
wichtig ist. Endlich kann man auch das Blut ohne Zusatz
sofort in ein groBeres Volumen destilliertes Wasser oder
Enteiwellungsfliissigkeit tberfiihren, wobei unter Himolyse
das verdiinnte Blut zunichst fliissig bleibt,

Das Blut soll stets vom niichternen Patienten ent-
nommen werden,

Die ecigentliche Mikromethodik des Blutes arbeitet nur
mit einigen Tropfen Kapillarblut. Man kann das Blut
entweder mit eciner Pipette aus dem sich bildenden Bluts-
tropfen entnehmen oder, nach Bang, sofort beim Aus-
tritt anf einem Blittchen saugenden Papieres aufnehmen:
aus diesem Bliittchen werden die zu bestimmenden Bestand-
teile durch geeignete Losungsmittel herausgelést und
in der so erhaltenen Losung die Analyse ausgefiihrt. Diese
Loschpapierblittchen miissen verschiedene Bedingungen
erfilllen: sie miissen scharf geschnitten sein, damit keine
kleinen Fasern bei der Behandlung sich loslésen und so
das Gewicht verindern oder durch Eingehen in die Unter-
suchungsflitssigkeit zu Fehlern Veranlassung geben konnen.,
Sie miissen eine geniigende saugfihigkeit besitzen, um
einige  Tropfen schnell  vollstindig aulzunehmen, und
sie. miissen endlich frei sein von solchen Substanzen, die
im Blut bestimmt werden sollen. Durch die Handlungen
konnen fertig priparierte Blittchen in geeigneter GriBe
(16 < 26 mm) bezogen werden. Man kann sie selbst her-
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stellen, indem man weiBes, gut saugendes, starkes Lésch-
papier in passender Grife schneidet, die Stiickchen zur
Entfernung von eiweiBhaltigen und kohlenhydratihnlichen
Substanzen mehrere Male mit ganz schwach angesiuertem
Wasser und darauf mit reinem Wasser ein- bis zweimal
digeriert und dann an der Luft auf sauberem Papier zum
Trocknen ausbreitet. Fiir Fettbestimmungen ist eine
Extraktion mit siedendem Ather oder Petrolither und
Alkohol erforderlich. Die Wigung der Blittchen vor
und nach der Beschickung mit Blut erfolgt auf einer
Torsionswaage oder sonst schnell arbeitenden Waage.
Es 1st darauf zu achten, daB die Lochstanzung, welche
zum Anhiingen an das Hikchen der Waage erforderlich
ist, ganz scharf ist,

Das Blut kann aus der Fingerbeere oder dem Ohr-
lippchen entnommen werden. Die betreffende Stelle
wird, wenn nétig, mit Wasser und Seife, stets aber mit
Alkohol und etwas Ather gereinigt: zweckmiiBig ist eine
leichte Hyperimisierung durch Abreiben mit einem mit
Xylol oder Toluol getrinkten Wattebausch. Bei Tieren
entnimmt man das Blut auf die allgemein iibliche Weise,
z. B. bel Kaninchen aus der Ohrvene, nachdem man die
Haare etwas abgerupft hat,

Der Einstich erfolgt beim Menschen in die gereinigte
Hautstelle am besten mit einem spitzen, scharfen Messer
oder dem Frankeschen Schnepper, den man so tief einstellt,
dal3 er durch die Haut durchdringt. Den ersten entstehenden
Tropfen wischt man scharf ab und nimmt die Blutent-
nahme nun so vor, daB man erst einen groBen Tropfen
sich ausbilden liBt und dann zur Aufsaugung das Blitt-
chen an die Peripherie des Tropfens heranbringt. Man
wiederholt dieses, nachdem sich ein weiterer T ropfen
ausgebildet hat, sorgt aber dafiir, daB man diesen mit
einem noch nicht getrinkten Teile des Loschpapiers auf-
nimmt. Nach Aufnahme von 3 bis 4 Tropfen ist im all-
gemeinen der untere Teil des Blattchens, bis ungefihr
zum ausgestanzten Loch, mit Blut durchtriinkt: es darf
jedoch kein Blut auf der blutduwichsaugten Oberfliche
stehen, da die Bildung dickerer Schichten die spitere
Extraktion mit dem Losungsmittel erschwert oder ganz
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unmdaglich macht. Wiihrend die Wigung der leeren Bliitt-
chen, die man zweckmiliig auf ein kleines Gestell auf-
reitht, das man sich durch Aufstecken von Stecknadeln
mit  etwas untergelegtem Kork in irgendein senkrecht
stehendes Brett herstellt, lingere Zeit vor der Abnahme,
am besten gleich in einer groBeren Serie erfolgen kann,
mull die Wigung der mit Blut beschickten Blittchen
sehr schnell vorgenommen werden, da sonst infolge Wasser-
verdunstung falsche Resultate gewonnen werden. Aus
demselben Grunde ist es auch nitig, dal3 die Blutaufsaugung
mdéglichst schnell geschieht. Sollten die Tropfen zu lang-
sam heraustreten, so ist meist der Einstich nicht geniigend
tief; man macht in diesem Falle daneben einen zweiten,
etwas tieferen Einstich. LaBt nach anfinglichem gutem
FliecBen der Blutaustritt nach, so handelt es sich um
Gerinnung bzw. Verstopfung; man wird durch kurzes,
wiederholtes scharfes Abwischen, wodurch auBerdem eine
Hyperimie erzeugt wird, in den meisten Fillen ein reich-
licheres FlieBen erzielen. Keinesfalls darf man die
betreffende Stelle driicken oder quetschen, da sonst sich
leicht Gewebssaft dem Blute beimischen kann. Bei diesen
Mikromethoden miissen in jedem Falle mindestens zwei
Parallelbestimmungen  ausgefithrt  werden. Ferner ist,
mindestens an jedem Tage einmal, eine Leerbestimmung
unter Verwendung eines unbeschickten Blittchens er-
forderlich.

Man kann auch bei sonst ganz gleichem Verfahren die
Abwigung des Blutes durch eine Messung ersetzen. Zu
diesem Zweck sind genau kalibrierte, in emm seteilte
Pipetten notwendig, die 0,1 cem fassen. Die Kalibrierung
erfolgt am einfachsten durch Aufzichen von Quecksilber
bis zur Marke und Abwiegen des aus der Pipette (nach
Abwischen alles aullen anhaftenden QDuecksilbers) wieder
herausgeblasenen Quecksilbers auf einer genauen analyti-
schen Waage., Das Gewicht dieses Duecksilbers dividiert
durch dessen spezifisches Gewicht (13,56) gibt den Inhalt
der Pipette an. Man kann auch die Eichung in geniigend
genauer Weise so vornehmen, dall man, wie bei der iiblichen
Bangschen Bestimmung, ein Blittchen abwiegt, in die
Pipette bis zur Marke Blut aufsaugt, dieses nach Abwischen
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aullen anhaftenden Blutes auf das Blittchen herauf-
blist und das Blittchen schnell wieder wiegt. Das Gewicht
gibt direkt den Inhalt in mg an. Man verfihrt bei dieser
Eichung genau so, wie unten fiir die Anstellung der Ver-
suche beschriecben. Am besten ist es, wenn die Pipette
genau 0,1 cem oder 0,1 g Blut faBt und man sie vollstindig
mit Blut fillt, da dadurch die Rechnung erheblich ver-
einfacht wird, Wichtig ist es, daB man dieselben Pipetten
fiir alle Versuche verwendet, da in diesem Falle auch
bei kleinen Eichungsfehlern die Werte gut vergleichbar
sind. Man muB wissen, ob man Volumteile oder Gewichts-
teile abmiBt. Im ersten Falle kann man fiir Blut das
Gewicht sehr angeniihert berechnen, wenn man das Volumen
mit 1,05 multipliziert. Hat man anderseits den Wert eines
Bestandteils fiir ein bestimmtes Volumen Blut berechnet,
so erhilt man den Wert, auf Gewicht berechnet, durch
Division durch 1,05 bzw, Multiplikation mit 0.95.

Zur Blutentnahme verfihrt man folgendermaBen. In
die gereinigte Haut macht man in ublicher Weise einen
Einstich mit dem Frankeschen Schnepper. Da die Ab-
nahme mit der Pipette auf einmal erfolgen mub, diirfen
die Blutstropfen nicht zu klein sein. Auch muBl eine
Gerinnung des Blutes verhindert werden, was man durch
schnelles Arbeiten ohne Schwierigkeit erreicht. Ist eipe
geniigend groBe Menge Blut ausgetreten. so fithrt man
die Pipette in den Blutstropfen 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 bis zur Marke nimmt man
die Pipette aus dem Blutstropfen heraus und wischt aulen
anhaftendes Blut sorgliltig weg. Man beschickt nun das
Blittchen mit dem Blut, indem man dieses tropfenweise
s0 aufsaugen liBt, daB es méglichst sich auf die Ober-
fliche des Blittchens verteilt. Die letzten Reste muls

man — selbstverstindlich Pipetten, die bis zum Ende
geeicht sind, vorausgesetzt — durch Ausblasen heraus-

bringen und zum Schluf3 das an der Spitze noch haftende
Blut auf dem Blittchen abstreichen. Auf diese Weise
gelingt es, das Blut quantitativ. — mit Ausnahme eines
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konstanten, an den Wandungen haftenden Restes
auf das Blittchen zu uberfithren. Die weitere Verarbeitung
geschieht wie bet den gewogenen Blittehen,

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

Bestimmung der anorganischen Bestandteile.

Bestimmung des Wassergehaltes.

Die im allgemeinen sehr schwierige Bestimmung  des
Wassergehaltes wird durch Anwendung  des Bangschen
Prinzips der Aufsaugung des Blutes aul Loschpapier-
blittchen erheblich erleichtert.  Die Wiigung mit  der
Torsionswaage gibt jedoch héheren  Anspriichen nicht
geniigende  Resultate:  hiefiir mufl man  die analytische
Waage benutzen.

Ein passendes, mindestens doppelt so groBes Blittchen,
wie fiir die gewdhnlichen Bestimmungen nach Bang ver-
wendet wird, wird in ein W u;_:v;.{ltmlwn gebracht, mit
diesem, aber bei nicht aufgesetzten, sondern daneben-
gelegten Deckel eine Stunde bei 100 Grad im Trocken-
schrank getrocknet, das Wiigeglischen — Unterteil und
Oberteil getrennt — in einen Exsikkator gebracht und
nach vollstindigem Erkalten geschlossen auf einer analy-
tischen Waage gewogen. Man bereitet alles fiir die Blut-
entnahme vor, und wenn das Blut so reichlich austritt,
dall die notvige Menge in kiirzester Zeit atfgesaugt werden
kann, bringt man das Blittchen aus dem kurz gedlineten
Wiigeglischen mit Hilfe einer Pinzette an die Bluttroplen
heran, saugt auf, wie vorher beschrieben, tiberfiithrt das
vollgesaugte Blittchen schnell in das Wiigeglischen nnd
setzt den Deckel wieder aul. Bei der Blutentnahme ist
besonders darauf zu achten, dall keine dicke Blutschicht
cntsteht, sondern dall das Blut in gleichmiiBiger, mig-
lichst diinner Schicht eingesaugt wird. Man wigt Wiige-
glischen mit Blittchen, lniin'l das Gewicht und bringt
das Wiigeglischen ulwlt in den Trockenschrank. Nach-

Pincussen, Mikromethodik, i, Aufl,
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dem man den Deckel abgenommen hat, trocknet man
zwel Stunden lang bei 100 Grad, iiberfiihrt wieder in den
Exsikkator und wigt wieder. Man bringt Wigegliischen
mit Inhalt nochmals in den Trockenschrank herein, trocknet
wie oben nochmals eine Stunde lang und fithrt wiederum
nach Erkalten die Wigung aus. Stimmte dieses (Gewicht
mit dem nach einmaligem Trocknen erhaltenen iiberein,
so ist die Trocknung beendet. Man kann in einfacher
Weise nunmehr den Wassergehalt aus der Differenz der
beiden Wigungen vor und nach dem Trocknen feststellen.
Fand noch eine Gewichtsabnahme statt, so ist Trocknung
und Wigung nochmals zu wiederholen, bis das (zewicht
konstant geworden ist,

Beispiel: War das Gewicht des Wiigegliischens mit
leerem Blittchen (getrocknet) 12,435 g, nach Blutauf-
saugung 12,865 g, so betrug die Menge des aufgenommenen
Blutes 0,430 g. Das Gewicht des Glischens mit Blittchen
und getrocknetem Blut war 12,530 g, so daB die Menge
des getrockneten Blutes 12,530—12,135 -0,095 g war.
In 0,430 g Blut sind also 0,095 g Trockensubstanz oder
22,1%. Der Wassergehalt ist dementsprechend 71,9%,:

Bestimmung der Chloride.
a) Verfahren nach Bang.

Prinzip: Die Chloride werden durch Alkohol aus dem
aufgesaugten Blute extrahiert : in der alkoholischen Lésung
wird das Chlor mit Silbernitratlisung unter Verwendung
von Kaliumchromat als Indikator bestimmt.

Erforderliche Reagentien: 1. 929 1ger Alkohol
(genaul); 2. 1/,5 Normal-Silbernitratlosung: 3. 7% 1ge
Liosung von Kaliumchromat,

Blutentnahme und Wigung der Blittchen erfolgt in der
S. 62 {f, beschriebenen Weise,

Die Blittchen werden noch feucht in trockene Reagens-
gliser iiberfithrt und sofort mit 929, igem Alkohol iiber-
gossen, so dall dieser ungefihr 1, cm iiber dem obersten
Rand der Blattchen steht. Man verschlieBt die Glischen
mit Stopfen und liBt mindestens 5 Stunden extrahieren

war das Blut schon ganz angetrocknet, was in der
Regel bei Lingerem als Sminutigem Stehen nach der Ent-
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nahme emtntt, so 15t eme Extraktion von mindestens
21 Stunden erforderlich. Man gieit dann die Extraktions-
fhissigkeit in ein kleines Wiigeglischen oder Erlenmeyer-
kilbchen iiber, gibt zum Nachwaschen in das Reagens-
glas noch ca. 5—6 cem Alkohol und vereinigt diesen nach
Istiindigem Stehen mit der iibrigen Lisung. Man gibt

hiezu emmen kleinen Tropfen des Indikators eriBere
Mengen Indikator sind zu vermeiden, da der Umschlag
ungenauer wird — und titriert aus einer Mikrobiirette

mit der Silbernitratlésung unter stindigem Riihren mit
emem diinnen Glasstibchen, bis der Umschlag von gelb
in hellbraun erfolgt. Zur besseren Erkennung des Um-
schlages stellt man das Glischen auf eine weille Platte.
Wichtig ist gute Beleuchtung, am besten Tageslicht oder
Gasglithlicht.  Bei gelblichem Licht 15t der Umschlag-
punkt nicht zu erkennen.

Fiir die Ausfithrung  dieser Bestimmung  eignet  sich
sehr gut der Mikrotitrationsapparat (S. 7). Um die
Erreichung des Endpunktes deutlicher zu machen, stellt
man ein Kontrollglischen mit der Endfarbe daneben.

Die Berechnung ist begriindet auf der Tatsache, daB
1 cem n 100-Silbernitratlosung 0,355 mg  Chlor,  bazw.
0,085 mg NaCl entspricht.  Man braucht also nur die
verbrauchten Kubikzentimeter der Silberldsung mit diesen
Zahlen zu multiplizieren, um die Anzahl Milligramm Cl
bzw. NaCl m der angewandten Blutmenge zu erhalten.

Lhe Angabe des vorhandenen Cl als NaCl ist nur konventionell:
sie driickt nur aus, wieviel NaCl vorhanden wiire, wenn alles Cl
an Na gebunden wire, was aber bekanntlich in Wirklichkeit nicht
der Fall ist.

Wurde die Volhardsche Titrationsmethode angewandt,
=0 1st die Menge verbrauchten Silbernitrats aus der zu-
nichst zugegebenen Menge abziiglich der verbrauchten
Kubikzentimeter Rhodanlosung zu berechnen.

Beispiel: Gewicht des abgewogenen Blutes 110 me.
Zur Titration verbraucht 1,15 cem ?"'-I]htlIllll.ll]llhlll'lll....
Gehalt der Losung an C1 1,150,355 — 0,108 mg, in
100 mg 0,371 mg, in 100 ¢ Blut 0,371 ¢ Cl. ‘h‘l.'ir:l alles

h
Chlor als NaCl berechnet, so ergibt sich der NaCl-Gehalt
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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

294.
b) Bestimmung nach Veraschung!),

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

Erforderliche Reagentien: 1. L/100 n-Silbernitrat-
losung; 2. 1,,, n-Rhodanammonlésung; 3. verdiinnte Sal-
petersiure fret von salpetriger Sdure, Cl-frei: 4. Kalium-
permanganatlosung, ungefihr 1/, 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 fassen-
den Pipette nimmt man Blut aus der Fingerbeere, wischt
das aullen anhaftende Blut ab und blist den Inhalt in
ein kleines, ca. 30 ccm fassendes Kdlbchen aus Jenaer
Glas hinein. Wenn mehr Blut zur Verfiigung steht, lil3t
man gerinnen und arbeitet mit Serum, das man eben falls mit
der Pipette aufnimmt, Man wiischt die Pipette durch Auf-
saugen wiederholt in doppelt destilliertem Cl-freiem Wasser
aus, welches man in Menge von ca. 2 bis 3 cem in einem
Reagensglas bereit hat, und gibt dieses Wasser ebenfalls in
das Kélbchen hinein. Man gibt dazu ca. 2 cem verdiinnte Sal-
petersiure, dann aus einer genauen Biirette oder Pipette dcem
Silbernitratlésung und 1 2Tropfen Permanganatlisung (aus
einer Tropfflasche). Man stellt das Kolbchen auf ein Asbest-
drahtnetz, erhitzt mit kleiner Flamme zum Sieden und
erhilt dann 5 Minuten bei gelindem Sieden. Sobald infolge
des Verbrauchs 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 bestchenbleibt. Nach
Ablauf von 5 Minuten wird die Flamme entfernt und
der wenig abgekiihlten Lésung zur Reduktion des iiber-
schiissigen Permanganats eine Messerspitze Traubenzucker
zugefiigt, wodurch die Lésung vollkommen entfirbt wird.

1) Ahnlich Ruszniak,
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Weiteres Kochen ist unbedingt zu vermeiden. Nach dem
Erkalten wird eine Messerspitze Eisenalaun zugegeben
nnd, bis zum Erscheinen einer Rosafirbung, mit Rho-
danammon titriert.

Zur Berechnung wird die zum Zuriicktitrieren ver-
brauchte Menge Rhodanammonlésung von der zuerst
zugefiigten  Silberlosung  abgezogen und  die Differenz
mit 0,355 bzw. 0,585 multipliziert, je nachdem, ob man
die in der angewandten Menge vorhandenen Milligramm (1
erhalten oder alles Cl als NaCl ausdriicken will.

Beispiel: Angewandte Blutmenge 0,2 cem, zugegeben
Silbernitratléosung 5 cem, zum Zuricktitrieren 2,6 cem,
verbrauchtes Silbernitrat also 2,4 cem. Gehalt an Chlor
(1,300 - 2,1 = 0,852 mg Clin 0,2 ccm bzw. 0,426 g in 100 ccm
Blut. Gehalt an NaCl (wobei alle Chloride als NaCl ange-
nommen werden) 0,585 multipliziert mit 2,4 — 1,404 mg
in 0,2 cem bzw. 0,702 g in 100 ccm oder 0,7029.

Die Menge der Chloride im normalen Blut, als NaCl
berechnet, betriigt ungefihr 650 mg?/,.

Bestimmung der Sulfate im Serum’).

Prinzip: Im enteiweiBten Blutfiltrat wird die freie,
bzw. nach Siurebehandlung die gesamte Schwefelsiure
durch Benzidin gefillt und das verbrauchte Benzidin nach
Oxydation mit H,0, und Fe,Cl; kolorimetrisch bestimmt.

Erforderlich: 1. Trichloressigsiiure, 209%1ge Lisung. Zur
Reinigung wird das dibliche Priparat unter vermindertem
Druck destilliert, wobei zu 100 g der geschmolzenen Siure
2 cem einer 0,5% igen Losung der Benzidin-Base zugegeben
wird, 2. Wasserstoffsuperoxydlisung: das iibliche Produkt
wird nach Bedarf 5mal mit Wasser verdiinnt. 3. 0,5%,ige
Losung von Fe,Cl,. 4. Reines Aceton. 5. 0,5%1ge Lésung
von Benzidinbase in Aceton (mull verworfen werden, wenn
Losung gelb geworden ist). 6. Testlésung. 2,0071 ¢ Benzidin-
chlorid werden in 500 cem n/5 HCI gelist., 1 cem dieser
Lisung entspricht 1,5 mg SO,. Von dieser Standardlésung
werden mit n/5> HCI Verdiinnungen auf das 10fache,
o0- und 100fache hergestellt, entsprechend 0,15, 0,03 und
0,015 mg Sulfat,

') Wakefield, J1. of biol. chem. 81, 713 (1929).
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Jcem Serum werden in ein kleines Zentrifugenglas
pipettiert, dazu 3 ccm reines destilliertes Wasser, 3 cem
20%;ige Trichloressigsiure (1) und auf 15 cem mit Wasser
aufgefiillt. Nach guter Mischung und Zentrifugieren werden
2 ccm der klaren Losung in ein anderes Zentrifugenglas mit
feiner komischer Spitze, das schon 10 cem der Benzidin-
Basen-Losung (5) enthilt, pipettiert. Das bedeckte Reagenz-
glas bleibt mindestens 1, Stunde stehen und wird dann
30 Minuten lang in einer gut laufenden Zentrifuge mit einer
Kappe zentrifugiert. Es wird die tiberstehende F liissigkeit
abgegossen und das Réhrchen umgekehrt fiir einige Minuten
auf trockenes Filtrierpapier gestellt und danach die Offnung
gut abgewischt. Es werden 15 cem reines Aceton zugefiigt,
der Niederschlag mit einem feinen Glasstab zerteilt und
gut gemischt, wieder eine Kappe aufgesetzt und wieder
I5 Minuten in einer schnell laufenden Zentrifuge zentri-
fugiert. Hienach wird wieder Aceton abgegossen, das
Rohrchen umgedreht und nach volligem Ablaufen der
Fliissigkeit die inneren Wandungen mit Filtrierpapier
getrocknet und ebenso die Offnung des Glischens. Es
werden dann zur Losung des Niederschlages 2 cem n/5 HC
zugegeben und, wenn nitig, vorsichtig erwidrmt. Zum
abgekiihlten Glas wird 6 ccm Wasser, 1 cem verdiinnte
H,0p-Lisung (2) und 1 ccm Eisenchloridlésung (3) zu-
gegeben, gemischt und 5 Minuten stehen gelassen, Die
Firbung ist nach 5 Minuten vollstindig entwickelt und
bleibt 5 Minuten lang konstant, um dann schnell abzu-
nehmen. Durch Zugabe von 0,5 cem konzentrierter HCI
zur Probe und zur Testlésung hilt sich die Farbe linger.
Wichtig ist in jedem Fall gleiche Aciditit von Probe und
Vergleichslosung,

Die Vergleichsproben miissen zu gleicher Zeit fertig
werden wie die Versuchsprobe, Da die H,S0, von 1 cem
Serum untersucht wird, mul auch 1 cem Standard ge-
nommen werden, dem 1 cem n/5 HCIL, 6 cem Wasser, 1 cem
verdiinnter Peroxydlosung und 1 cem der Eisenchlorid-
losung zugefiigt wurden.

Die Berechnung ist die iibliche: War die Standard-
losung mit 0,15 mg im ccm angewendet worden und war
bei Farbengleichheit im Kolorimeter die Schichthéhe der
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standardlosung 10, die der Versuchslosung 30, <o be-

: . : 10 r
rechnet sich die Menge des Sulfates zu 30 mal (0,15 — 0,20 mg

mm cem, oder zu 0,20 mg?,,.

Zur  Bestimmung  der gesamten  Schwefelsiure mull,
wie auch beim Harn beschrieben wurde, die ,, Ather-Schwefel-
siure’” autgespalten werden. Das geschieht durch Erhitzen
von o cem der bet der Entwelllung mit Trichloressigsiure
gewonnenen Flissigkeit unter Zusatz von 2 Tropfen kon-
gentrierter Salzsiure mm Reagenzglas durch 15 Minuten
langes Einstellen in kochendes Wasser. s wird dann
abgekiihlt und 1m abrigen, wie angegeben, verfahren,

Normales menschliches Blutserum enthilt 0,3—0,5 mg S
als freie Schwefelsaure in 100 cem, 1,0—1,5 mg?%, S als
Gesamtschwefelsidure; 1m Vollblut ist die Menge der an-
organischen Schwefelsiure ungefihr doppelt =0 hoch als
im  Serum, besonders hohe Werte sind bei Nephritis
beobachtet worden.

Bestimmung der Phosphate.
a) Nephelometrische Methode.

Eine Mikrobestimmung der verschiedenen Frak-
tionen des Phosphors im Blutserum, und zwar einer-
seits des im wesentlichen anorganischen Phosphors und
anderseits des Lipoidphosphors, dem kleine Mengen
Protein- bzw. Nukleinphosphor beigemengt sind, Lit sich
nach dem Prinzip von Greenwald durch Fillung des
Blutes mit einer essigsinrehaltigen Pikrinsiiureldsung  be-
wirken, in welcher der erstere Teil loslich ist, wiihrend der
Lipoid- bzw. Nukleinphosphor in den Niederschlag geht.
Die beiden Fraktionen werden nach Trennung verascht
und in den so erhaltenen klaren Lisungen mit Hilfe eines
Molybdin-stryehnin-Reagens eine Triibung erzeugt, welche
mit einer Triibung einer bekannten aufl gleiche Welse
behandelten Phosphatlosung im Nephelometer verglichen
wird,

Ertorderliche Reagentien: 1. In einer Lisung von
I Tell konzentrierter Essigsiure (Eisessig) auf 99 Teile
Wasser wird 1 Teil Pikrinsiure unter leichtem Erwirmen
gelist und die Losung gat durchgemischt: 2. konzentrierte
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Schwefelsiure; 3. rauchende Salpetersiure; 4. verdiinnte
Salpetersiure (1 Teil konzentrierte Salpetersiiure spez,
Gewicht 1,40 + 2 Teile Wasser); 5. Molybdinsiure-
Strychnin-Reagens (Modifikation von Kleinmann): 30,4 g
ammoniakfreie Molybdinsiure (MoOy,) (fiir Glithfiden,
reinst, wasserfrei) 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) gelést hat, Man filtriert,
gibt der noch warmen Losung 160 ccm  konzentrierte
Salzsiure (spez. Gew. 1,19) zu und liBt erkalten. Ander-
seits wird eine Lésung von 1.6 g reinem Strychninbisulfat
In ca. 100 cem Wasser bei 90 Grad hergestellt und diese
nach Erkalten zu der Mnl}-*I)diinsiiureiiﬁsun;{ gegeben.
Man fiillt die Mischung auf 1000 cem auf und bewahrt
in dunkler Flasche auf. 6. Phosphorsiure-Standard-
l6sung: 302,9 mg Na,HPO, + 12 H,0 werden in Wasser
gelist, die Léosung auf 1000 cem aufgefiillt. Zur Her-
stellung der gebrauchsfertigen Losung wird diese Stamm-
losung auf das 10fache verdiinnt. Diese Liosung enthilt
in 5 ccm 0,03 mg PO, 7. Gummiarabicum-Lisung 109,
Herstellung: die kalt gesittigte Lésung von reinem Gummi-
arabicum (Vorschrift des Arzneibuches) wird mit 2 Teilen
Wasser verdiinnt. Die Losung muB optisch leer sein, d. h.
bei der gleichen Konzentration, die sie im Versuche hat
(also 25 cem Wasser + 2 cem Losung), keinen Tyndall-
Effekt geben. ZweckmiBig wird die konzentrierte Lisung
im Eisschrank aufbewahrt und Verdiinnungen nur nach
Bedarf (fiir ca. 1 Woche) hergestellt,

In prinzipieller Anlehnung an das Greenwaldsche Ver-
fahren wird 1 cem Serum, das durchaus himoglobin-
frei sein muB (es gibt sonst infolge des hohen Gehaltes
der Blutkérperchen an Phosphatiden unkontrollierbare
Verhiltnisse), in einem Zentrifugenglas mit 8 cem der
Pikrinsiurelosung (1) versetzt und mit einem Glasstab
gut durchgemischt, Man zentrifugiert in einer schnell-
laufenden Zentrifuge scharf ab und gieBt die iiberstehende
Flissigkeit, welche den anorganischen Phosphor enthiilt,
in einen Mikrokjeldahlkolben vollstiindig ab. Man dampft
bis zum Volumen von ungefihr 1 ccm ab, gibt nach Ab-
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kithlen 1 cem konzentrierter Schwefelsiure hinzu und
erhitzt weiter, bis alle Pikrinsiure entfernt ist. Zum
schlusse fiigt man einige Tropfen konzentrierte Salpeter-
siure hinzu und erhitzt nochmals. Die Pikrinsiure mul
vollstiindig entfernt sein, auch die vielleicht an den
Wandungen haftende, was durch kurzes Erbitzen des
Kolbenhalses leicht erreicht wird. Nach Abkiihlen figt
man ca. 10 cem Wasser hinzu. Ist die Flissigkeit nicht
villig farblos, so kann die vorhandene gelbliche Farbung
entweder durch Stickoxyde bedingt sein oder eine nicht
vollige  Veraschung anzeigen. Durch  Erwirmen muld
in ersterem Falle die Firbung verschwinden und man
kann die Lésung weiter verarbeiten. Im anderen Falle
mul} eingedampft und die Veraschung durch Zusatz
neuer Salpetersiure zu Ende gefithrt werden. Nach Be-
endigung der Veraschung und Abkiihlung iibertrigt man
den Inhalt des Kélbchens unter wiederholtem Nach-
spilen mit destilliertem Wasser in ein MeBkdlbehen von
ol cem, gibt als Indikator 2 Tropfen p-Nitrophenol (s. S. 186)
Zu, neutralisiert mit ungefihr 109 iger Natronlauge!),
bis ganz schwache Gelbfirbung entstanden ist, und fiillt
auf 50 ccm auf. Von dieser Mischung bringt man — je
nach dem erwarteten P-Gehalt — 15 oder 25 cem in ein
MeBkolbchen von 30 cem, gibt mit einer Pipette 5 ccm
verdiinnte Salpetersiiure (1) hinzu und so viel Wasser.
dall das Volumen ca. 40 cem betrigt, und stellt zur Seite.

Zum Riickstand im Zentrifugenglas, der den Lipoid-
Phosphor enthiilt, werden 2 cem konzentrierter Schwefel-
sdure zugegeben; nach einigem Stehen entsteht eine
gleichformige Mischung. Man gibt diese in einen Mikro-
kjeldahlkolben, spiilt mit méglichst wenig konzentrierter
Salpetersiure nach und nimmt die Veraschung wie bei
der anderen Probe vor. Diese erfolgt erheblich schwerer
als die der Fliissigkeit. Man gibt in das Kélbehen von Zelt
zu Zeit einige Tropfen konzentrierter Salpetersiiure zu,
gelegentlich auch einige Tropfen konzentrierter Schwefel-
siure, bis das Farbloswerden des Kolbeninhalts die villige
Veraschung des zunichst schwarz werdenden Gemisches

') Natronlauge enthilt bisweilen P: vorher priifen!
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anzeigt. Hienach liBt man erkalten und iiberfiihrt die
Fliissigkeit unter Beachtung der oben angegebenen Mal3-
regeln in ein 50-ccm-Kélbchen, neutralisiert mit Natron-
lauge gegen Nitrophenol und verwendet 15—25 cem der
zur Marke aufgefiillten Losung zur Analyse. Man gibt
auch hier genau 5 cem verdiinnte Salpetersiure und Wasser
bis zum Volumen von ungefihr 40 cem hinzu und stellt
ebenfalls beiseite. Die Vergleichslosung wird folgender-
malen hergestellt: Man bringt in ein 30-cem-Kélbehen
o cem der Standardlésung mit einem Gehalt von 0.03 mg
P,0;, figt ebenfalls genau 5 cem verdiinnte Salpeter-
saure zu und verdiinnt gleichfalls bis zu ungefihr 40 cem.,
Man setzt nun zu jeden der 3 MeBkolben, deren Inhalt
vorther gut durchzumischen ist, je 2 cem des Molybdan-
Strychnin-Reagens, das, wenn nicht ganz klar, vorher
filtriert werden mub, fiillt alle Kolben bis zur Marke auf
und Lilt 20 Minuten stehen. Hierauf wird zu jedem Kalb-
chen 2cem der Gummiarabicum-Lisung gefiigt und gut
durchmischt.  Der Vergleich erfolgt im Nephelometer,
bei dessen Benutzung auch ziemlich weit auseinander-
liegende Differenzen (bis 1:4) richtig angegeben werden.
Es schadet nichts, wenn die fertigen Proben bis zur Ab-
lesung bis zu 2 Stunden stehenbleiben.

Beispiel: Es seien 1 ccm Serum in Arbeit genommen.
Sowohl die sdurelisliche Fraktion (also in der Haupt-
sache der anorganische Phosphor) wie die Fallung (Lipoid-
phosphor) seien nach Veraschung auf 30 cem aufgefiillt
und von diesen je 25 cem zur nephelometrischen Bestimmung
benutzt. Die Testlosung enthilt in 50 cem 0,03 mg. Wiirde
im Nephelometer bei gleicher Schichtdicke der Testlésung
und der Versuchslisung gleiche Helligkeit bestehen, so
wiirden 25 ccm der Versuchslisung, die ja auf 50 ccm
aufgefiillt  waren, ebenfalls 0,03 mg P,0. enthalten,
o0 cem dieser Losung bzw. 1 cem Serum, aus dem sie
gewonnen ist, also 0,06 mg P,0;, d. h. 100 cem Serum
wiirden 6 mg P,0O, enthalten. Ist die Schichtdicke bei
Gleichheit der Felder ungleich, so hat auch fiir die nephelo-
metrische Ablesung das fiir die Kolorimetrie entwickelte
Gesetz  Geltung, Die Konzentration der Versuchslosung
1st gleich der Konzentration der Vergleichslésung mul-



tiphiziert mit dem Quotienten der Schichtdicke der Ver-
gleichslosung durch die Schichtdicke der Versuchslosune
oder "', Es sei fiir die anorganische Fraktion s, 20 mm,
-
s 30 mm; dann ergibt sich die Konzentration des an-
20
orgamschen P,O; in 100 ccm Serum zu a0 -6 mg P,0O,

| mg P,0..

Sei anderseits fiir die Lipoidfraktion s, — 10, s 30,
so ergibt sich die Menge des Lipoid-P,O, in 100 cem Serum
10
Zu - o mg P,0; =8 mg P.0..
30 = a
Die Menge des P ergibt sich aus den erhaltenen Werten
durch Multiphikation mit 0,137,

Normales Serum enthilt ungefihr | mg, anorganischen,
2 mg?, organischen P.
Wenn man, was nicht ganz der Fall ist, den organischen Phosphor

nur als Lipoidphosphor betrachtet, kann man aus dem P-Gehalt
durch Multiplikation mit 24,9 das Lecithin berechnen

b) Kolorimetrische Bestimmung!),

Prinzip: Plasma bzw. Serum wird mit Trichloressig-
siaure enteiweil3t. Das Filtrat dient ohne weitere Behand-
lung zur Bestimmung des anorganischen Phosphors, nach
Veraschung zur Bestimmung des gesamten siurelislichen
Phosphors, also ausschlieBlich des Lipoidphosphors, jedoch
cinschlieBlich des sogenannten Rest-P (ans Znckerphos-
phaten, vielleicht auch Nuklein-P).

Erforderliche Reagentien: 1. Trichloressigsiure 200, .
2. Molybdinsiureldsung. 3. Hydrochinonlisung., 1. Car-
bonatsulfitlésung. 5. Standardlésung mit 1 mg Pin 1 cem.
Herstellung von 2 bis 5s. S. 20. Zum Gebrauch wird
die Standardlésung (5) auf das 200fache verdiinnt. indem
2 cem im MeBkolben auf 1000 aufgefiillt werden. Diese
verdiinnte Losung enthilt im eem 0,005 mg P, in 3 cem
also 0,025 mg, in 10 cem 0,05 mg P. Die Werte fiir B
errechinen sich durch Multiplikation mit 2,29

1) Nach Bell und Doisy
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2,5 ccm Serum oder Plasma (zur Gewinnung des Plasmas
verwendet man echtes Hirudin) werden in einem Me[3-
kolbchen von 25 ccm mit ca. 15 ecem Wasser verdiinnt,
2,5 ccm 'I‘richlm'c-ﬁ.uigaii11re]i3:~‘.ung zugefiigt, gut durch-
geschiittelt und zur Marke aufgefiillt. Nach 10 Minuten
wird durch ein (mit Siure gewaschenes) quantitatives
Filter abfiltriert oder auch abzentrifugiert. Von der klaren
Losung werden je 10 cem zur Bestimmung des anorganischen
und des gesamten siurelislichen Phosphors verwendet.

a) Anorganischer Phosphor. In einen 25-cem-
MeBkolben (oder graduiertes Réhrchen) werden 10 cem
des Filtrates und zu gleicher Zeit in einen anderen gleichen
5 cem der verdiinnten Vergleichslésung mit einem Gehalt
von 0,025 mg P einpipettiert und dazu 4 cem Wasser
und 1,0 cem  der Trichloressigsiurelosung (1) gegeben.
In beide Kélbchen wird nun je 1 ccm Molybdinsiure-
l6sung und 2 cem Hydrochinonlésung zugegeben und
umgeschiittelt. Nach 5 Minuten langem Stehen wird
je & cem Carbonatsulfitlésung zugefiigt und nach Mischen
mit Wasser zur Marke aufgefillt, Nach 5—10 Minuten
wird im Kolorimeter verglichen: die Menge des an-
organischen P ergibt sich nach der bekannten Formel

210,025 . ! mg P, wobei s, die Schichtdicke der Vergleichs-
S

lésung, s die der Versuchslésung bei Farbengleichheit
im Kolorimeter bedeutet. Da nur /. der in Arbeit genomme-
nen 2,5 cem Serum (Plasma), also 1 cem Serum (Plasma)
zum Vergleich genommen wurden, ist die P-Menge in
100 cem  einfach durch Multiplikation mit 100 zu er-
halten, so daB} diese betrigt

0,025 - %‘- - 100 mg in 100 cem.

b) Gesamter siureléslicher Phosphor. 10 cem
Trichloressigsiurefiltrat werden im kleinen Mikrokjeldahl-
kolben mit 6—8 Tropfen konzentrierter H,S0, (1,81) auf
ca. 2cem eingeengt und unter Zusatz von 1ccm kon-
zentrierter Salpetersiure solange weiter erhitzt, bis die
Losung ganz klar und farblos geworden ist. Sobald weiBe
Dimpfe auftreten, unterbrechen, damit keine erheblichen
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Mengen Schwelelsiure fortgehen! Die erkaltete Losung
wird in einen MeBkolben von 25 ccm mit ca. 8 cem Wasser
iiberspiilt, in ein zweites Kolbehen kommt 5 cem der
Vergleichslosung mit 0,025 mg P, ferner 36 Tropfen
konzentrierte H,S0,. In beide Kolbchen werden nun
nacheinander 1 cem Molybdinsiurelosung und 2 cem Hydro-
chinonlisung gegeben und gemischt. Nach 5 Minuten wird
zu beiden Lisungen 10 cem Carbonatsulfitlosung zugefiigt,
zur Marke aulgefiillt, gemischt und nach 5>—10 Minuten
die kolorimetrische Bestimmung angeschlossen.,

Die Berechnung wird in gleicher Weise ausgefiihrt
wie fir den anorganischen Phosphor. Fiir die gleichen
angewandten Mengen Dberechnet sich also der gesamte
siurelosliche Phosphor in 100 eem zu

b
e \I me.
=

Beispiel: Angewandt 2,5 cem Serum, nach Enteiweiung
auf 25 aunfgefiillt. Zur Bestimmune des anorganischen P
verwandt 10 cem. War s, = 30, s 20, so enthilt das
Serum 2.5 - ?:: 3,75 mg anorg. P in 100 cem. War bei der
Bestimmung des gesamten siureléslichen P in ebenfalls
10 cem Blutfiltrat s; = 30, s = 135, so betrug der Wert
Al

15

Die Phosphorwerte im Gesamtblut sind hiher als im
Serum oder Plasma: man wird daher geringere Mengen
Blut in Arbeit nehmen (z. B. 1cem) bzw. statt 5 cem
Standardlbsung mit 0,023 mg P 10 cem mit 0,05 P withlen.
Analysengang und Berechnung erfolgt im iibrigen in der
geschilderten Weise,

2.0 amg in 100 cem.

Die Bestimmung des anorganischen P muB sobald als
moglich  erfolgen, da  sonst orgamscher Phosphor mit-
bestimmt  wird.

Dharely entsprechende Reduktion kann man die Methode
auch in kleineren Mengen Serum oder Plasma (z. B. 1 ccmy)
ausfithren, doch ist das Arbeiten mit der hier angegebenen
Menge angenchmer und sicherer.,



Bestimmung des Natriums').

Prinzip: Natrium wird im Serum direkt als Pyro-
antimoniat  gefillt:  die abzentrifugierte Fillung wird
mit Salzsiure gelést und das Antimon durch Zusatz von
Schwefelnatrinm als Sulfid gefillt. Die erhaltene orange-
gelbe Farbe wird kolorimetrisch mit der einer gleich-
behandelten Testlésung verglichen.

Gebrauchte Reagentien: 1. Pyroantimoniatreagens:
10 g gepulvertes Kaliumpyroantimoniat werden in 500 cem
kochendem Wasser (in einem Jenaer Kolben) aufgelést,
darauf unter flieBendem Wasser schnell abgekiihlt und
15 cem 10%iger Kalilauge (natriumfrei) zugefiigt. Die
Losung wird gut umgeriihrt und durch ein aschefreies Filter
in eine mit Paraffin ausgegossene Flasche filtriert. Halt-
barkeit bei Zimmertemperatur mindestens einen Monat ;
2. Salzsdure vom spezifischen Gewicht 1,15 (3 Teile konz.
HCI [1,19] gemischt mit einem Teil Wasser); 3. 109%ige
Losung von Natriumsulfid: bei Zimmertemperatur min-
destens einen Monat haltbar; 4. Absoluter Alkohol:
3. S0volumenprozentiger Alkohol aus gleichen Mengen
von absolutem Alkohol und Wasser gemischt: 6. Gelatine-
Iosung 3%g; 7. Vergleichslosung (Natriumpyroantimoniat -
losung): 1,108 g Natriumpyroantimoniat werden in
125 cem Salzsiure 1,15 (2) aufgelést und im MeBkolben
mit destilliertem Wasser auf 1000 aufgefiillt. 1 cem dieser
Lisung entspricht 0,1 mg Ngtrium.

Zur Herstellung des Natrium-Pyroantimoniats werden zu 500 cem
Pyroantimoniatreagens (1) 530 ccm  einer 2,5%1gen  Losung von
Natrinmchlorid langsam zugefiigt und zu der gut gemischten Lésung
110 cem absoluter Alkohol unter fortwihrendem Riithren zugegeben,
wobei sich das Natriumpyroantimoniat ausscheidet. Man 4Bt
2 Stunden stehen und saugt dann durch einen mit einem feuchten
Filter Dbeschickten Biichnertrichter ab. Man wischt mehrmals
mit 3 com 5l volumenprozentigem Alkohol, bis das Waschwasser
auf Zusatz von Salzsiure und Schwefelnatriumlésung keine Fiarbung
mehr gibt.  Der Niederschlag wird im Exsikkator getrocknet und
aus dem s0 erhaltenen Praparat die standardlisung hergestellt.

Man bringt 1 ccm Reagens (1) in ein konisches kleines
Zentrifugenglas aus Jenaer oder Pyrex-Glas. Dazu gibt
man 0,1 ccm Serum und darauf unter daverndem Riihren

') Joshimatsu, Tohoku Jl. of exp. med. 8, Nr. 4/5 (1927).
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mit ecinem feinen Glasstab tropfenweise den 5. Teil, also
0,22 cem absoluten Alkohol (1), Man liBt 15 Minuten
stehen und zentrifugiert scharf den Niederschlag ab. Die
liberstehende Fliissigkeit wird abgegossen. 2 cem MO e
Alkohol (5) zugegeben, wieder zentrifugiert und dieses
dreimal  wiederholt. Nach dem letzten Zentrifugieren
gieBt man den Alkohol wieder ab und 16st den Riickstand
i 0.5 cem Salzsiure (2). Man bringt dann den Inhalt
unter Nachwaschen mit  destilliertem Wasser in  einen
MeBkolben von 25 cem.  Anderseits bringt man in einen
aleichen Kolben 3 cem der Standardlisung (7) und gibt
in beide GefiBe 10 cem Wasser, 3 cem der Crelatinelosung
und 2.5 cem Schwefelnatriumlosung (-3). Es wird gut
gemischt und mit destilliertem Wasser zur Marke auf-
gefiillt. Man vergleicht dann im Kolorimeter und berechnet
die Natriummenge daraus, dal die Vergleichslosung 0,3 mg
Natrium enthielt. Die Konzentration des Natriums 1m
Serum wird also durch die Gleichung gegehen

==

S . , =
mg i 0,1 ccm bzw. ¢, =03 L g
s s
m 100 cem Serum bzw, 9,
Beispiel: Angewandt 0.1 cem serum, die Schichtdicke
der Vergleichslosung bei  Farbengleichheit sei 20 die
Schichtdicke der Versuchslosung 18, dann ergibt  sich
tiir die Konzentration des Natriums im Serum
20

18

Der Bestimmung des Natriums im Vollblut mul3 emne
Veraschung vorangehen, welche nach Yoshimatsu fol-
gendermallen vorgenommen wird. 0.1 cem Blut werden
in einem Platintiegel bei 110 Grad getrocknet.  Dann
wird dieser Tiegel in einen griBeren Porzellantiegel oder
Quarztiegel so hereingestellt, daB er in diesem auf einigen
kleinen Porzellanscherben steht. Man erhitzt den idulleren
Tiegel mit kleiner Flamme, bis keine Dimpfe mehr avf-
steigen, bedeckt dann diesen groBen Tiegel mit einem
Deckel und erhitzt mit voller Flamme welter, bis das
Material in dem Platintiegel vollstiindig verascht ist. Das
weitere Verfahren ist das gleiche wie eben beschriehen

0,3 g in 100 cem = 0,333°, Natrium.
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man lost die Asche in 0,5 cem n/10 Salzsiure, alkalisiert
mit wenigen Tropfen 1%iger Kalilauge und gibt diese
Lasung in das bereits 1 cem Reagens (1) enthaltende Zentri-
fugenglas. Man fiigt dann wieder 1/5 des Gesamtvolumens,
also in diesem Falle ca. 0,32 cem absoluten Alkohol hinzu
und verfihrt sonst wie vorher beschriecben. Auch die
Berechnung ist die gleiche.

Nach vorangegangener Veraschung gibt auch die S. 28
fiir Harn beschriebene Methode gute Resultate.

Bestimmung des Kaliums').

Prinzip: Das Kalium wird direkt im Serum als Kobalt-
nitrit-Doppelverbindung gefillt und diese durch Kalium-
permanganat oxydiert.

Erforderliche Reagentien: 1. Natrium-Kobaltnitrit-
reagens. Es wird hergestellt Losung A: 5 g Kobaltnitrat
werden in 10 cecm Wasser gelost und der Losung 2,5 cem
Eisessig zugegeben. Liosung B: 24 gkaliumfreies Natrium-
nitrit werden in 36 ccm Wasser gelost, was ungefihr 41 cocm
Losung ergibt. Zur Herstellung des fertigen Reagens
werden zu der gesamten Lisung A 42 cem 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 fertig und hilt
sich 1m Eisschrank mindestens einen Monat lang un-
verindert. Vor dem Gebrauch stets filtrieren. py  des
Reagenses 5,7, 2.20 volumenprozentige Schwefelsiure
(20 cem konzentrierte Schwefelsiure +— 80 cem destilliertes
Wasser). 3. Y/, n-Oxalsiiurelosung hergestellt aus 10 cem
n/10 Oxalsiurelosung + 2 cem n/10 H,50,, mit Wasser
auf 100 cecm zu verdiinnen. 1. '/,,, n-Kallumpermanganat-
lGsung,

Die Lisungen 3 und 4 miissen genau aufeinander ein-
gestellt sein.

In ein Zentrifugenglas wird 1 cem Serum, das mdoglichsi
schnell nach der Blutentnahme abzentrifugiert werden
mufl — es geht sonst K aus den Korperchen in das Serum
iiber — einpipettiert und 2 cem Kobaltreagens troplen-

1) Nach Kramer und Tisdall
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welse unter leichtem Bewegen zugegeben. Nach 3 1 Stunden
werden ungefihr 2 cem Wasser zugefiigt und scharf ab-
zentrifugiert.  Die  uberstehende  Flissigkeit  wird  ent-
fernt, indem der kleine Apparat (Abb. 16) fest aufl das
Zentrifugenglas  aufgesetzt  wird und  durch
das Mundstiick kriiftig, aber vorsichtig Luft
cingeblasen wird. Man kann auch einfach in
ein Reagensglas abgiellen: man kann so mit
Sicherheit feststellen, ob nicht Niederschlag
mitgegangen ist. Zum Riickstand werden ca.
3 cem Wasser zugegeben, leicht  gemischt,
wieder zentrifugiert, das Wasser wieder abge-
blasen und dieses Verfahren so oft (2—3mal)
wiederholt, bis die tiberstehende Fliissigkeit ganz
farblos ist. Nachdem nunmehr das Wasser in
gleicher Weise entfernt worden ist, wird zum Riickstand ein
Uberschull der Kaliumpermanganatlosung (ca. 5 cem aus
einer Mikrobiirette genau gemessen) und 1 cem Schwefel-
saure zugeliigt, mit einem diinnen Glasstibehen aufgeriihrt
und 11 Minuten in ein siedendes Wasserbad gestellt, wo-
bei die rote Farbe nicht véllig verschwinden darf. Ist
dies dennoch der Fall, so mul} etwas Permanganat nach-
gegeben und noch 1, Minute erhitzt werden. Man nimmt
aus dem Wasserbad heraus, gibt unter leichtem Umriiliren
aus einer anderen Mikrobiirette Oxalsiiurelosung  dazu,
bis die Fliissigkeit farblos wird. Aus der ersten Birette
gibt man dann so lange Permanganatlosung hinzu, bis
gerade eine rotliche Firbung auftritt, die 1 Minute lang
bestehen bleibt.

Berechnung: 1cem!/,, n-Kaliumpermanganat oxvdiert
so viel Kalinm-Kobaltnitrit, wie 0,071 mg Kalium (dieser
Wert ist empirisch festgestellt worden) entspricht. Durch
Multiplikation der verbrauchten Kubikzentimeter Perman-
ganat abziiglich der zugegebenen Oxalsiiuremenge mit
7,1 erhiilt man die Milligramme Kalium in 100 cem Serum,

Beispiel: Angewandt 1 cem Serum, zugegeben 4 cem
‘100 N-Permanganatlésung, nach dem Kochen zur lint-
firbung 2 cem  Oxalsiurelosung, 1,2 cem Permanganat
bis zur Rosafirbung. Zur Oxydation demnach erforder-
lich 4¢cem 4+ 1,2 cem — 2 cem 3,2 cem. Durch Multi-

Abb. 16,

Pincussen, Mikromethodik. 6. Aufl, i
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plikation mit 7,1 erhilt man den Wert 22,72 mg K in
100 cem Serum.

Der K-Gehalt des normalen Serums betrigt ungefihr
200 mg9..

Bestimmung des Calciums!').

Prinzip: Im himolysierten Blut, im Plasma oder
Serum wird mit Oxalat das Calcium ausgefillt und die
aus dem Niederschlag freigemachte Oxalsiure mit Perman-
ganat bestimmt,

Notwendige Reagentien: 1. 3%ige Ammoniumchlorid-
losung, 2. 3% ige Ammoniumoxalatlésung, 3. ! 100 Normal-
Kaliumpermanganatlosung, 1. n-Schwefelsiure,

a) I'm Vollblut, Man bringt in ein 30 cem-MeBkaolbehen
das mit ungefihr 20 cem destilliertem Wasser beschickt
und so gewogen war, 7—9 cem Vollblut, wiegt wieder,
mischt, gibt warmes destilliertes Wasser bis zur fast villigen
Filllung zu, mischt gut durch und LABt zur vollstindigen
Himolyse ungefihr 1, Stunde lang stehen. Man fillt
zur Marke aut, mischt wieder durch, bringt den Inhalt
in ein oder zwei Zentrifugenrohrchen und zentrifugiert
nun scharf, so dafl das Stroma sich vollstindig am Boden
absetzt und die Losung ganz durchsichtig erscheint,
Von dieser iiberstehenden Lésung wird ein aliquoter Teil
(z. B. 15 cem), der sehr vorsichtig zu entnehmen ist, damit
keine Stromateilchen mitgenommen werden, in ein anderes
Zentrifugenglas iiberfithrt, 1 cem der Ammoniumchlorid-
l6sung (1) zugegeben, gut gemischt und dann sehr langsam
unter daverndem Mischen mit einem diinnen Glasstab
3cem der Oxalatlosung zugefiigt. Mit anderen 15 cem
wird zweckmiillig eine zweite Bestimmung ansgefiihrt,
Man LiBt nun mindestens 16 Stunden stehen, damit das
Calcium vollstindig ausgefillt wird., Hienach zentrifugiert
man schart, giel3t die iiberstehende Lisung ab, gibt unter
leichtem  Aufrithren des Niederschlages ungefihr 20 cem
kaltes destilliertes Wasser in das Réhrchen, zentrifugiert
nochmals nnd wiederholt diese Prozedur, wenn der Nieder-
schlag noch nicht rein weill und die iiberstehende Fliissig-

1) Nach Clark.
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ket noch gefiirtbt sein sollte.  Das Ammonoxalat  mull
restlos entfernt sein. Um ganz sicher zu gehen, priift man
das Waschwasser daraufhin nach Zusatz von etwas Essig-
siaure mit Caleiumchlorid, wobei sich kein Niederschlag
bilden darf. Nach Abgieflen des letzten Waschwassers
gibt man zum Niederschlag 5 com n-Schwefelsiure (1),
erwiarmt das Rohrchen im Wasserbad auf 75— 80 Grad
nnd titriert  bei  dieser Temperatur unter  dauerndem
Rithren gegen einen weillen Untergrund mit n'100 Kalium-
permanganatlésung aus einer Mikrobiirette, bis eine Rosa-
firbung die Beendignng der Reaktion anzeigt. Die beiden
Analysen miissen auf 2 Teilstriche — 2, cem miteinander
itbereinstimmen.

b) ITm Plasma. Das Blut wird mit Hirudin-Zusatz
entnommen, zuniichst die Blutkorperchen abzentrifugiert
und das so erhaltene Plasma zur Analyse verwendet. Man
nimmt 2—5 cem Plasma in Arbeit, setzt die gleiche Menge
Ammoniumchloridlésung wie fiir Blut und nach Mischen
langsam  5—10 coem  einer 3%igen Ammonoxalatlésung
zu. Im iibrigen verfihrt man wie beim Vollblut.

¢) Im Serum. Dieses wird genau wie Plasma ver-
arbeitet. Angewandte Menge meist 2 cem. Die Bestimmung
im Sernm ist die meist angewandte.

Die Berechnung griindet sich darauf, dad durch 1 cem
'1oo N-Permanganatlésung 1 com ', Normal-Oxalsiure-
losung, entsprechend 06305 mg  Oxalsiure (COOH),
2 H,0, oxydiert wird. Diese Menge entspricht ander-
seits 0,61 mg Calciumoxalat oder 0,2 mg Calcium. Es
seien 9 g Vollblut in Arbeit genommen, auf 30 cem auf-
gefiillt und 15 cem davon weiter verarbeitet worden. Zur
Titration der aus dem Caleiumoxalat freigesetzten Oxal-
sdure seien im Mittel 1,6 cem Permanganat verbraucht
worden, dann wire der Kalkgehalt der Probe 1.6-0.2
0,32 mg. Da nicht die ganze Blutmenge, sondern nur
15 cem der auf 30 cem verdiinnten 9 ¢ Blut zur weiteren
Verarbeitung genommen worden wiaren, so muld diese Zahl,

: ; .oob)

um den Kalkgehalt in 9 ¢ Blut zu erhalten, noch mit
5

multipliziert werden; wir bekommen also in Y e cinen
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Kalkgehalt von ﬂ,.}‘_?'.--]]__] = 1,067 mg, also in 100 ¢ Blut

einen Kalkgehalt von 11,9 me.

Unter Kalkgehalt wird stets die Menge an Ca, nicht an CaO
verstanden.

Die Berechnung des Ca im Plasma und Serum erspart
diese Umrechnung. Bei Anwendung von 2 cem ergibt sich
der Ca-Gehalt in mg in 100 cem einfach aus den ver-
brauchten cem n/100 Permanganat x 10.

Der Ca-Gehalt des normalen Blutes, auch des Serums,
betrigt ungefihr 10—I11 mg9,.

Bestimmung des Calciums und Magnesiums,

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

Gebrauchte Reagentien: 1, Molybdinsiureldsung
(50 g Ammonmolybdat werden mit n-Schwefelsiure auf
1000 cem gelést). 2. Hydrochinonlésung: 20 g Hydro-
chinon werden auf 1000 cem Wasser gelést und 1 cem
konzentrierte Schwefelsiure zugesetzt. 3. Carbonatsulfit-
losung: 2 Volumina einer 209/ Na,CO,; + aq.-Lisung und
1 Volumen einer 159, Na,SO,-Lisung werden gemischt, (Gut
verschlossen aufbewahren. Hilt sich héchstens 2 Wochen.)
. Standardlosung: 5,605 g reines saures Kaliumphosphat
(KH,PO,) [zu Enzymstudien nach Sorensen] wird auf
11 gelost. Die Losung wird zum Gebrauch auf das 20fache
verdiinnt; 2 cem dieser Losung entsprechen 0,1 mg Mg.
2. Ammoniumoxalatlisung  gesiittigt. 6. Ammonium-
phosphatlésung 29%,ig. 7. Ammoniak 20°ig. 8. Ammoniak-
losung 2%ig (10 cem 209%iger Losung mit Wasser ad 100).
2. n-Schwefelsiure. Ferner die zur Ca-Bestimmung nétige
0o Normallosung (S. 82).

2 cem Serum oder Plasma werden in einem Zentrifugen-
glas zur Entfernung des Calciums mit 3 cem Wasser und
I ccm Ammoniumoxalatlosung  (5)  versetzt und  iiber
Nacht stehengelassen. Nach dieser Zeit wird zentrifugiert
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und von der klaren iiberstehenden Lésung 5 cem in ein
anderes  grilleres, konisches Zentrifugenglas iiberfiihrt,
Der Rickstand wird nach den S. 82 angegebenen Regeln
zur Bestimmung des Ca verwendet.

Zur  Flissigkeit (3 cem) werden 1 cem Ammonium-
phosphatlosung  (6) und 2 cem 209%iges Ammoniak (7)
zugefiigt, mit einem feinen Glasstab gemischt und das
Zentrifugenglas mit Inhalt auf 5 Minuten in ein Wasserbad
von 80 Grad eingestellt. Man nimmt heraus und LBt
bis zum niichsten Tag leicht verschlossen stehen. Sodann
wird scharf zentrifugiert, wobei sich der Niederschlag
von phosphorsaurer Ammoniakmagnesia am Boden des
Zentrifugenglases absetzt. Es wird nunmehr die klare
uberstehende Fliissigkeit moglichst vollstindig abgegossen,
ungefiihr die gleiche Menge 2°%iger Ammoniaklosung (8)
zugefiigt und  wieder zentrifugiert.  Diese Behandlung
wird noch zweimal wiederholt; nachdem die letzte Fliissig-
keit abgegossen ist, wird ungefihr 0,5 cem n-Schwefel-
siure (9) zugegeben und aufl diese Weise der Niederschlag
gelost. Durch leichtes Erwiirmen wird dieser Proze3, wenn
er nicht ohnedies glatt vor sich gehen sollte, beschleunigt.
Man spiilt nun mit 10 cem destilliertem Wasser den In]mll;
des Zentrifugenrohrchens quantitativ in ein MeBkélbchen
von 25 cem diber. In ein zweites MeBkalbchen der gleichen
GrioBe bringt man 2 cem der auf das 20fache verdiinnten
ht.umidlrllnmng_{ (1) mit einem Gehalt von 0] mg Mg
und gibt 8 ccm destilliertes Wasser dazu. Nach leichtem
Mischen gibt man in jedes Kolbchen 1 eem Molybdiin-
saurelosung (1), mischt kurz, fiigt sodann je 2 cem Hydro-
chinonlisung zu, mischt wieder und it 5 Minuten stehen.
Danach werden in jedes Kolbchen 3 cem der Carbonat-
sulfitlésung zugegeben und nach leichtem Umschwenken
bis zur Marke mit destilliertem Wasser anfgefiillt. Die
erhaltenen  durchmischten blaven Liosungen werden im
Kolorimeter sofort verglichen.,

Dic Berechnung erfolgt auf Grund der Tatsache,
dall in der Verbindung MgNH,PO, mit dem Molekular-
gewicht 1373 (phosphorsaure Ammoniakmagnesia, als
welche das Magnesium  ausgefillt worden 1st) 31 Teile
Phosphor 21,3 Teilen Magnesium entsprechen. Die Phos-
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phatstandardlosung ist von dieser Uberlegung ausgehend
so hergestellt, dall 2 cem der 20fachen Verdiinnung (1)
direkt 0,1 mg Mg entsprechen.

Beispiel: Der kolorimetrische Vergleich der aus dem
Blut gewonnenen Lésung mit der Testlésung habe er-
geben, daB Farbengleichheit bei einem Stand der Ver-
suchslosung von 55 und der Testlésung von 30 war. Da
die Vergleichslésung 0.1 mg entspricht, so ergibt sich

. ; = 5 :
nach der kolorimetrischen Formel ¢ — ¢;- ' die Menge
S

des in der Blutprobe enthaltenen Mg zu 0,1 - :_i[! - 0,015 mg.

55
Da 2 cem Serum zunidchst auf 6 cem verdiinnt, nach der
Fillung des Calciums davon 3 cem benutzt worden waren,
1st der gefundene Mg-Gehalt in
< : i :
2. 6 CCIm Serum .67 cem Serum
enthalten. 100 ccm Serum enthalten also
0,0545 - 100
1,67

Die Menge des Magnesiums in normalem Blut betrigt
ungefihr 2 mg 9.

- 3,27 mg Me,

Bestimmung des Eisens.

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

Gebrauchte Reagentien: (Simtliche Fe frei!) 1.
Schwefelsiure konzentriert. 2. Wasserstoffsuperoxyd, 309, ige
Lisung (Perhydrol). 3. Rhodankaliumlésung: 15 g Rhodan-
kalium werden in Wasser gelost und auf 100 cem aufgefillt.
. Eisenchlorid-Standardlésung, enthaltend 0,01 g Eisen
im Kubikzentimeter (wird zweckmiiBig fertig bezogen, kann
auch durch Losung von 2,90 g trocknem Eisenchlorid auf
100 cem Wasser hergestellt werden. Die selbst hergestellte
Ldsung muli analytisch kontrolliert sein!).
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Mit einer genauen Pipette von 0,1 cem werden 0,1 com
Blut entweder direkt aus der Fingerbeere oder von durch
Hirudin oder dureh 0,29 trockenes Kaliumoxalat un-
gerinnbar  gemachtem  Blute entnommen.  Die  Pipette
wird aullen gut abgewischt, der Inhalt in einen Mikrokjel-
dahlkolben hercingeblasen. In einem Reagensglas, welches
ungefihr 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,50, (ca. 0.8 cem) zugeliigt und das Kolbehen
erst langsam, dann intensiver erhitzt, bis weille Schwefel-
saurediampfe aufsteigen, und das Erhitzen dann noch
2 Minuten lang fortgefithrt. Man lilit abkiihlen, fiigt
ungefithr 0,5 cem Wasserstoffsuperoxvd  (2) dazu und
erhitzt nochmals bis zur Bildung weiller Dimpfe und
2 Minuten linger'). Veriindert sich die Firbung der Lisung
nicht mehr — ein schwacher gelblicher Schein kann durch
L1sengehalt bedingt sein —, so ist die Veraschung vollendet,
sonst mull nochmals Perhydrol zugefiigt und auf gleiche
Weise  die Veraschung fortgesetzt  werden.  Nachdem
die Flissigkeit ganz farblos geworden ist, liBt man ab-
kithlen und iiberfiihrt nach Verdiinnen mit etwas Wasser
die Losung in ein Rohrchen mit Glasstopfen, welches je
eine Marke bei 15 und 25 hat. Man spiilt mit Wasser aus
dem Kjeldahlkolben nach, bis die Lésung bis zur Marke 15
geht, setzt den Glasstopfen anf und schiittelt um.

Anderseits wird die Vergleichslosung aus der Standard-
losung  folgendermaben (frisch!) hergestellt.  Zuniichst
werden 10 cem der Losung (1) auf das H0fache verdinnt,
imdem in einen MeBkolben von 500 cem 10 cem eingebracht
und bis zur Marke aufgefillt wird. Von dieseir Lisung
wird nochmals eine 10fache Verdiinnung hergestellt, indem
1 cem auf 100 cem anfeefiillt werden., Von dieser Ver-
diinnung, welche im  Kubikzentimeter 002 mg  Eisen
enthiilt, werden 5 cem enthaltend 0,10 mg Eisen in ein
anderes  gleiches Rohrchen eingefiilit, 20 Tropfen  kon-
zentricrte Schwefelsiure zugefiigt, chenfalls mit Wasser

1) Es wird zweckmiibig ein kleiner Glastrichter anf das Kolbehen
aufresetzt, um LEntwelichen von II._,:-v'd.“}nl 211 vermeiden
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bis zu 15 cem aufgefiillt und nach Aufsetzen des Glas-
stopfens gemischt. In beide Réhrchen kommen nun je
10 cem  Rhodankalilsung (3) (bis zur Marke 25): nach
Aufsetzen des Stopfens wird gemischt und im Kolorimeter
verglichen,

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

-

S 5 = . s .
¢c=¢ - ' die Konzentration des Eisens im Blut zu

30 _
0,1 - 55 ME oder 0,0938 mg in 0,1 cem. Dementsprechend

enthalten 100 cem Blut 0,0938 g oder 93,8 mg Fe.

Bestimmung der organischen Bestandteile.

Bestimmung des Reststickstoffes im Blut,

Unter der Bezeichnung: Reststickstoff werden die
nichtkoagulierbaren  stickstoffhaltigen Bestandteile des
Blutes zusammengefal3t — Abbauprodukte des EiweiBes
und der Purinkérper. Der Begriff ist nicht ganz fest-
stehend, da je nach dem EnteiweiBungsverfahren, durch
welches die nichtkoagulierbaren Stoffe vor den koagulieren-
den getrennt werden, die Menge des , Reststickstoffs
etwas schwankt. Aus diesen Grunde ist bei fortlaufenden
Bestimmungen stets dasselbe EnteiweiBungsverfahren an-
zuwenden,

a4) Halbmikrobestimmung im Serum nach Michaélis.

Zur EnteiweiBung erforderliche Reagentien: 1. kolioi-
dales Eisenhydroxyd (méglichst chlorarm), 2. gesiittigte
Mg50,-Losung'). 2 cem Serum werden mit einer Voll-
pipette in einen MeBkolben von 100 cem iiberfithrt, un-
gelihr 50 cem destilliertes Wasser langsam, um Schaum-
bildung zu wvermeiden, zugefiigt und 5 cem  kolloidales

'} MgSO, enthilt hiufis NH,. Stets vor Gebrauch priffen und
reinste Priparate (,mit Garantieschein') verwenden!
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Eisenhydroxyd (Ferrum oxydatum dialysatum) zugegeben,
Nach guter Mischung gibt man 2 cem einer gesittigten
Losung von Magnesiumsulfat zu, wodurch das gesamte
Eiweill mit dem adsorbierenden Eisenkolloid ausgelillt
wird.  Man verdiinnt durch Auffilllen mit destilliertem
Wasser bis zur Marke, mischt wiederum durch und 1t
ungelithr 1, Stunde stehen, bis sich der Niederschlag etwas
gesetzt hat. Darauf filtriert man durch einen trockenen
Trichter mit Hilfe eines trockenen Filters in ein trockenes
Gelill und nimmt von dem Filtrat 50 cem, entsprechend
also 1 cem des angewandten Serums, zur Bestimmung,
War weniger Serum verfiigbar, so kann man die Ent-
ciweilung mit den halben Mengen vornehmen: in diesem
Falle nimmt man aber eine grobere Menge des Filtrates,
30 oder 10 cem, die man leicht erhalten kann, zur Analyse,
In einer kleinen Probe des Filtrates priift man auf die
Abwesenheit von Eiweil, am besten durch Zufiigen einiger
Tropfen einer 109, igen Sulfosalicylsiureldsung; bei Gegen-
wart von LKiweill sofort auftretende Tritbung. Mit einer
Pipette milt man die zur Analyse verwandten 50 cem
in einen Mikrokjeldahlkolben, gibt 1 cem bzw. 30 Tropfen
konzentrierte Schwefelsiure und |4 Tropfen 109ige Kupfer-
sulfatlésung dazu, dampft, nachdem man zum Vermeiden
des StoBens einige Glasperlen zugeliigt hat, tiber kleiner
Flamme das Wasser weg und verbrennt welter, bis die
zuerst schwarz, dann gelb gefirbte Losung griinlich ge-
worden ist. Man verfiihrt im ibrigen genau wie bei der
Bestimmung des Gesamtstickstoffs im Harn (s. S. 41):
auf die Priifung der Reagentien wird besonders aufmerksam
gemacht.  Anch die Destillation erfolgt in der dort an-
gegebenen Weise.

Berechnung: Wurden n/50 Normallésungen ange-
wandt, so ergibt die Differenz zwischen vorgelegter Siiure
und verbrauchter Natronlauge, multipliziert mit 0,28,
die Milligramme Reststickstoff in 1 cem Blut,

Beispiel: 5cem n/50 H,S0, vorgelegt, zum Zuriick-
titrieren (Indikator Methylrot) verbraucht 3.2 cem n/50
NaOH. Differenz 1,8 0,28 — 0501 mg Rest-N in 1 cem,
201 mg in 100 Serum.
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b) Halbmikrobestimmung nach Pincussen.

Zur  EnteiweiBung erforderlich:  Trichloressigsiure
20%,, Natrium-Wolframatlésung 10%,. Zu 2cem  Serum
werden 16,4 com Wasser zugegeben, gemischt und 0,8 cem
209,1ge Trichloressigsiure zugefiigt. Man mischt  wieder
und gibt nun 0,8 ccm 109, Wolframatlésung (s. o.) dazu.
Es wird gut gemischt, abfiltriert und 10 cem des eiweiB-
freien Filtrates, wie oben beschrieben, verascht. Weitere
Behandlung wie bei A. Man erhilt ebenfalls den Rest-N-
(rehalt 1n 1 com Serum.

¢) Halbmikrobestimmung nach Folin,

Zur  EnteiweiBung dient Wolframsiure, welche der
Blutlosung zunichst als wolframsaures Natrium zugesetzt
wird ; durch Zusatz von Schwefelsiure wird die Wolfram-
siure in Freitheit gesetzt und die Koagulation bewirkt,
Zur Enteiweilung nitige Reagentien: 1. 10%,ige Lisung
von Natriumwolframat, 2. 2/3 n-H,S0, (hergestellt
durch Mischen von 2 Vol. n-H,S0, und 1 Vol. destilliertem
Wasser).

Man kann mit Serum oder Vollblut arbeiten. lLetzteres
wird nach der 5. 60 beschriebenen Methode durch Kalium-
oxalat ungerinnbar gemacht. Man nimmt mit der Pipette
1 Vol. Blut oder Serum (je nach der zur Verfiigung stehenden
Menge 1, 2 oder mehr cem) und {iberfithrt 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 7mal
dasselbe Volumen, wodurch gleichzeitig die Pipette aus-
gewaschen wird, Man fiigt zu der Losung nunmehr 1 Vol.
der Wolframatlosung und mischt die klare himolytische
Blutlosung bzw. Serummischung gut durch. Nun gibt
man tropfenweise 1 Vol. der Schwefelsiure hinzu, wodurch
infolge Freisetzung der Wollramsiiure Koagulation entsteht.
Nach Aufsetzen des Stopfens wird 6—8mal durch ruck-
welses  Schiitteln der Flasche gut durchgemischt. Man
bereitet ein trockenes Faltenfilter vor, welches das ganze
Volumen fassen kann, und filtriert durch dieses den ganzen
[nhalt der Flasche in ein trockenes Gefils, nachdem man
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zuerst  mit  einigen Tropfen der Mischung das Filter
etwas angefeuchtet hat. Von dem Filtrat werden  zur
Reststickstoffbestimmung 10 ecm verwendet,  die  also
| cem Blut  entsprechen.  Die  Veraschung, Destilla-
tion  und Titration erfolgt in der bei A angegebenen
Weise.  Die  ebenfalls in  gleicher Weise ausgefiihrte
Berechnung  ergibt  die Menge Reststickstoff.  der im
Gesamtblut in der Regel etwas niedriger ausfillt als
m Serum.

Die drei soeben beschriebenen EnteiweiBungsmetho-
den sind auch fiir die Bestimmung anderer Blutbestand-
tetle brauchbar. Vor allem die Folinsche Methode findet
in diesem Sinne weitgehend Anwendung, besonders fiir
die anderen von Folin ausgearbeiteten Blutbestimmungen,
wie Harnstoff, Harnsiure, Blutzucker. Die Reststick-
stoffwerte, die nach den verschiedenen Verfahren erhalten
werden, sind besonders infolge Adsorptionserscheinungen
am niedrigsten bei der Methode von Michaélis, am héchsten
bei der Methode von Pincussen, doch sind die Unter-
schiede nicht sehr groB, im allgemeinen bis 10%,. Es
empfiehlt  sich, Reststickstoffbestimmungen  stets  nach
derselben Methode vorzunehmen, damit die genannten
Differenzen nicht zu Trugschliissen AnlaB geben,

Bestimmung des Gesamtstickstoffes.

Man verwendet bei den verhiltnismaliig grollen Mengen
Gesamtstickstoff im Blut zweckmiBig cine kombinierte
Methode. Man saugt in besonders diinne, stickstoff-
frete Lischpapierbliittchen ungefihr 15—20 mg Blut auf,
iiberfithrt das Blittchen nach dem Wiigen sofort in einen
Kjeldahlkolben und gibt 1 cem konzentrierte Schwefel-
sdure, 3 Tropfen Kupfersulfat und, zwecks schnellerer
Veraschung, 2cem  einer 290 igen Kallumpermanganat-
losung dazu. Man verascht wie gewohnlich und destilliert
nach einer der oben beschricbenen Methoden. Bel dem
verhiltmsmiiBig groBen N-Gehalt des Gesamtblutes st
die 5. 41 beschriebene Methode (Erhitzung nnd n/30 Lisin.
gen) die einfachste und empfehlenswerteste. Die Bereeh-
nung erfolgt in iiblicher Weise,



Bestimmung des Harnstoffes.

a) Halbmikromethode.

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

Erforderlich: 1. Phosphatmischung. 13,6 g KH,PO, und
83,5 g Na,HPO, + 12 aq. in 500 ccm Wasser. 2. Urease-
lGsung,

In eine Flasche von 200 ccm Inhalt werden 3 g Permutit (Bezugs-
quelle:  Permutitgesellschaft, Berlin) fein pulverisiert, eingefiillt
und diese einmal mit ungefahr 100 cem einer 2% igen Essigsiure
gut durchgeschiittelt. Nach Absetzen des Permutits wird die ssip-
sdure abgegossen und in gleicher Weise das Pulver zweimal mit
destilliestem Wasser ausgewaschen. Nach Abeielen des letzten
Sphlwassers gibt man in die Flasche 5 g feingepulvertes Sojabohnen-
mehl oder Jackbeanmehl (Mehl der Bohnenart Canivalia ensiformis)
und 100 cem 30%igen Alkohol (hergestellt aus 35 ccm 959, igem
Alkohol und 63 cem Wasser). Man schiittelt ', Stunde gut durch,
laBt absetzen und filtriert. Die Lésung hilt sich bei Zimmer-
temperatur ungefihr 1 Woche wirksam, im Eisschrank 3—5 Wochen.

Vollblut oder Serum wird in der (S. 90) angegebenen
Weise mit  Wolframsiure enteiweifit.  Zur Harnstoff-
bestimmung dient ein aliquoter Teil, in der Regel 10 cem,
entsprechend 1 ccm Blut, der in das Reagensglas A der
Apparatur S. 34 eingefiillt wird. Zur Uberfithrung des
Harnstoffs in Ammoniak wird eine Messerspitze Urease
oder 2 cem Ureaseldsung zugefiigt.

Aulierdem gibt man in das Reagensglas 3 cem Phosphat-
mischung (1) und stellt das Reagensglas wihrend 15 Minuten
in ein Wasserbad von 45 bis 50 Grad ein. Man destilliert
das gebildete Ammoniak in dem S. 31 beschriebenen
Apparat iiber unter Vorlage von 5 cem n/50 H,S0,. Die
Temperatur kann hiebei auf 65—70 Grad gesteigert werden.,
Zur Verhinderung des Schiumens wurden in das Destilla-
tionsgefill 2 cem  Paraffinum liquidum und 6 Tropfen
Oktylalkohol gegeben. Tritt wiihrend der Destillation
erneut Schiumen auf, so filgt man durch den Trichter
einige Tropfen Oktylalkohol erneut zu. Titration mit
n/50 NaOH in 5. 36 beschriebener Weise mit Methylrot
als Indikator. Durch Multiplikation der Differenz zwischen
vorgelegter und zuriicktitrierter Sidure mit 0,28 erhilt
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man die Milligramm Harnstoff-N in der angewandten
Blutmenge in Milligramm, durch Multiplikation  dieser
Zahl mit 2113 die Menge Harnstoff. Multiplikation der
Differenz mit 0,60 ergibt singemild sofort die Harnstoff-
menge 1 Milligramm.,

b) Xanthydrolmethode.

Prinzip: Im mit Trichloressigsiure enteiweiten Blut-
filtrat wird Dixanthyvlharnstoff gefillt. Der N-Gehalt
wird nach Veraschung bestimmt,

Notige Reagentien: 1. Trichloressigsiiurelsung 207,
2. Ewsessig. €. Xanthydrollésung 109/, in Methylalkohol,
I. Methvlalkohol, ferner die fiir die N-Bestimmung nach
INjeldahl nitigen Reagentien.

2cem Serum werden nach Zusatz von 6 ecem Wasser
mit 2 cem Tric hlulv«-.-l=r-.ulw!{:-mm entetweillt und vom
Niederschlag abfiltriert bzw. abzentrifugiert. 5 cem Blut-
filtrat werden in einem Kkleinen Jenaer Zentrifugenglas
mit 5 cem Eisessig und in gleicher Welse wie beim Harn
(>. 10} beschrieben, mit 3mal 0.25 cem Nanthydrollsung
versetzt. Nach dem letzten Zusetzen wird 1 Stunde stehen-
gelassen, abze mnfu-fuat che Fliassigkeit abgegossen, der
Ritickstand nach Aufwirbeln mit Methylalkohol gewaschen
und nach Ze 11'ltlf11L{ll.'tL‘II die klare lihlml"LNt wieder ent-
fernt. Der Riickstand wird auf einem Sandbad oder del.
getrocknet, darauf ca. 6 Tropfen konzentrierte Schwelel-
sdure, 2 lmpfvn Kupfersulfatlosung und etwas Perhydrol
zugefiigt. Nach den S. 40 angegebenen Regeln wird unter
wiederholter Zugabe von l’mhulln verascht und die
Destillation und Titration in der S. 41 angegebenen Weise
Vorgenomimen.

Berec Imum_{ Die Menge der vorgelegten n 50 Schwelel-
siure weniger die zum Zuriicktitrieren ver brauchte Natron-
lauge multipliziert mit 28 gibt die mg Harnstoff-N in
100 cem Blut. Durch Multiplikation der Differenz mit 60
erhiillt man direkt die mg Harnstoff in 100 cem Blut.

Bestimmung der Aminosiuren').

Prinzip: Das gleiche wie bei der Bestimmung im Harn,
>. 46, beschrieben,

1 Nach Folin.
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Gebrauchte Reagentien: 1. Natriumcarbonatlésung -
o cem einer fast gesiittigten Lisung von Natriumcarbonat
werden auf 500 ecem verdinnt. Die Losung mull jetzt
so eingestellt werden, dal3 8,5 ccm (Met hylrot als Indikator)
200 cem n/10 HCI entsprechen. Zu diesem Zweck werden
20 cem n/10 HCL in einen Kolben pipettiert, einige Tropfen
Methylrot zugegeben und von der verdiinnten Natrium-
carbonatlosung so lange zugegeben, bis die rote Firbung
gerade in gelb umschligt. Je nach der verbrauchten Menge
st die Losung zu verdiinnen. Wurden z. B. nur 7,0 ccm
Natriumcarbonatlésung verbraucht, so ist die Verdiinnung
so vorzunehmen, dall 7,5 cem mit destilliertem Wasser
auf 85 ccm zn verdiinnen sind. Will man z. B. 500 cem
der richtig verdiinnten Losung herstellen, so weschieht
das nach der Formel 7,5: 8,5 = x: 500, woraus sich berech-
net x .1[}[; ;"3- oder 441. Es miissen also 441 cem der

0y,

zuniichst hergestellten verdiinnten Natriumcarbonatlsung
auf 500 im MebBkolben aufgefiillt werden. 2. Essigsiure-
acetatlosung: 100 cem 50%ige Essigsiure werden mit der
gleichen Menge einer 5%igen Lisung von Natriumacetat
vermischt. 3. Thiosulfatlosung 19ig in Wasser. 1. Gly-
kokoll-Vergleichslosung: 70 cem der S. 46 beschriebenen
Vergleichslosung  fiir Harn werden mit n /10 Salzsiure
auf 100 aufgefiillt (die Losung mul} spiitestens jeden Monat
neu hergestellt werden). 5. Reagenslésung: frisch bereitete
Losung wvon 0,1 g naphthochinonsulfosaurem Natrium
(s. 5. 46) in 20 ccm Wasser. 6. 7. die' S. 90 zur Ent-
elweiliung angegebenen Reagentien: wolframsaures Natrinm
10%,1g und 2’3 n-Schwefelsiure.

Von der nach S. 90 nach Folin enteiweiBten Blutlosung
(wenn keme andere Bestimmung ausgefiithrt wird, geniigt
es, 2 ccm Blut bzw. Serum zu enteiweillen) werden 10 cem
in ein groles Jenaer Reagensglas einpipettiert, das eine
Marke bei 25 trigt. In ein zweites gleiches Glas wird
1 ccem der Vergleichslosung (1) einpipettiert und 8 cem
destilliertes Wasser zugefiigt. In beide Gliser kommt
nun | Tropfen einer 0,25%igen Phenolphthaleinlésung,
in das Rohrchen mit der Vergleichslosung sodann 1 cem
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Natriumearbonatlosung (1), wodurch der Inhalt des Glases
sich rotlich firbt. Man gibt nun in das Rohrchen mit
der Versuchslésung troplenwetse  Natriumearbonatlisung
zu, bis die Fiarbung der der kontrollésung  entspricht,
wozu im allgemeinen ungefihr 25 Tropfen, gelegentlich
etwas mehr oder weniger, gebraucht werden. Nun wird
in jedes Glas 2 cem der Reagenslosung (5) zugefiigt, leicht
gemischt und die Proben mindestens 16 Stunden an einem
dunklen Ort stehengelassen. Am niichsten Tag wird in
jedes Rohrchen zunichst 2 com Essigsitureacetatgemisch (2)
unter leichtem Mischen zugefiigt und dann ebenfalls in
jedes Rohrchen je 2 com der Thiosulfatlisung (3) zugegeben.
Es wird bis zur Marke 25 mit destilliertem Wasser erginzt,
gut vermischt und sofort im Kolorimeter verglichen.

Die Berechnung griindet sich darauf, daBl 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-
metrischen Formel, also zu ¢ = 0,07 - H_' mg, wobel s, die

S
Schichtdicke der Vergleichslésung, s die Schichtdicke der
Versuchslosung bei Farbengleichheit bedentet.

Beispiel: Bei Farbengleichheit sei die Schichtdicke
der Vergleichslésung 25, die der Versuchslosung 20, Der
Gehalt an Amino-N in der angewandten Blutmenge (1 cem)

. = Ty s B
1st (0,007 - o0 M€ (L0870 mg, 100 ccm enthalten also 8,75 mg

Amino-Stickstoff.
Der Amino-Stickstoff  betrigt  in normalem  Blut
h—8 mg9;,.

Bestimmung von Ammoniak').

Das Prinzip ist dasselbe wie fir Harn beschrieben. Das
Ammoniak wird durch Zusatz von Alkali aus dem Blut
- einem geschlossenen System freigemacht und in einem
Ronrchen, das mit verdiinnter Salzsiure beschickt 15t
aufgefangen. Die Menge des Ammoniaks wird nach Ver-
setzen mit NeBlers Reagenz durch Vergleich mit Losungen

1) Nach Nash und Benedict. J1. of. biol. chem. (1921},
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bekannten Gehaltes, die in gleicher Weise behandelt wurden,
ermittelt.

Erforderlich: (Alle Reagentien miissen peinlich frei
von NHy sein, wie auch der Arbeitsraum keine N H,-Diampfe
enthalten darf.) 1. Kaliumoxalat, ammoni: ukfrv wenn
nicht rein erhiiltlich, durch wiederholtes lil‘lktl*:.t:llllhll'l(_‘l‘l
mit NHj-freiem Wasser (dieses ist zu gewinnen durch
UL“-IIHIL‘IL‘I] sehr verdiinnter H,S0O,) zu erhalten. 2. n/10HC].
3 Tropfen in 5 cem NH-freiem Wasser diirfen mit NeBlers
Reagenz keine F ;ubunrf H*hvn 3. Carbonat-Oxalat-Lésung.
8 g Ky,CO; und 12 g Kaliumoxalat (4 aqu.) werden in
ca. 50 cem NHg-freiem Wasser gelost, auf die Hilfte ein-
gedampft, mit I\.H:L freiem Wasser verdiinnt, wieder auf
kleines Volumen eingeengt, schlieBlich mit NH ;-freiem
Wasser auf 80 cem aufgefiillt. 1. NeBlers Reagenz (Vor-
schrift von Bock-Benedict). In einen Liter-Kolben werden
100 ¢ Hg J, und 70 g K J eingebracht und 100 ccm Wasser
zugegeben und bis zur Lisung geschiittelt. Anderseits
werden 100 g NaOH in 500 com Wasser geldst und die
abgekiihlte Ldsung unter dauerndem Schiitteln in den
1000 cem Kolben zugegeben und nach Mischen die Losung
aufl 1000 verdiinnt. Sollte die Lésung nicht ganz klar
sein, absetzen lassen und nach vollstiindiger Klirung
abdekantieren. 5. Capryl-Alkohol. 6. Standardlésung.
1,717 ¢ Ammoniumsulfat werden auf 11 verdiinnt. 1 cem
dieser Losung enthilt 1 mg NH,-N. Zur Hutatcllum,r der
erforderlichen Teste werden 3'wm Lisung im MeBkolben
auf 500 cem verdiinnt. Diese Lisung enthiilt dann 0.4 mg°,,
NH,-N.

Die Destillation erfolgt unter Luftdurchleitung, wie bei
Harn beschrieben, doch sind bei den sehr geringen Mengen
von NH, im Blut besondere VorsichtsmabBregeln erforderlich.
Die Réhren sind sehr hoch, um ein Uberspritzen hintan-
zuhalten; es werden als Verschluf Glasstopfen verwendet,
in welche die Réhren zur Durchleitung der Luft einge-
schmolzen sind und nur die Verbindung zwischen dem
Aufnahmerohr fiir das Blut und dem Auffangerohr fiir
das Ammoniak erfolgt, moglichst Glas an Glas, durch
einen Gummischlauch. Wie aus der Figur ersichtlich,
sind an den Einfithrungsréhren Glasplatten angeschmolzen,
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um gebildeten Schaum zu zerteilen. Zur sicheren Ent-
fernung des NH, der Luft werden vor das System, d. h.
also vor die das Blut enthaltenden Flasche, 2—3 Wasch-
flaschen mit verdiinnter H,S0, und zunichst der das
Blut enthaltenden Flasche noch ecine weitere Waschflasche
mit 1%iger HCl geschaltet.  Die
Durchsaugung der Luft erfolgt in

=

iiblicher Weise durch eine Wasser- 37 -
strahlpumpe,  deren  Schlauch an '
dem  Kurzen Schenkel der Aui- ijj'
fangeflasche aufgesetzt wird. f '

Die Auffangeflasche B wird mit ’155
o cem NH,-freiem Wasser und 23 Hi
Tropfen n /10 HCI beschickt, in die F:r-“
erste Flasche A kommen 5 cem gut Wi f
gemischtes Oxalat-Blut, dazu 1 cem iy
der Carbonat-Oxalat-Lisung (3) und
I Tropfen (nicht mehr) Capryl- ToRel
Alkohol. Der Apparat wird schnell
Zusammengesetzt — es war vorher festgestellt, daB die
Glasstopfen gut schlieBen — und wihrend 15 Minuten

ein mifiger Luftstrom durch das System gesaugt,

[nzwischen wurden in eine Reihe wvon Reagenzglisern
mit genau demselben Durchmesser wie das Auffangegefill
Verdimnungen der  verdiinnten Standardlisung  (mit
0,4 mg % NH,) hergestellt. Fiir die meisten Zwecke
werden folgende Mischungen aweckmiillig sein:

Nr. ccm verdiinnte cem Wasser mg % NH;-N
Standardldsung

| a0 (1) 0,10

2 1,0 1,0 0,32

3 3.0 2.0 0,24

I hih A 0,20

! 2.0 3.0 0,16

¥ ! 3.5 12

F 1.0 1.0 0,08

8 0.5 1,5 001

Nach Beendigung der Destillation wird sowoh!l zu dem
Inhalt  des  abgenommenen AunffangegefiBes wie auch
zu jedem der Vergleichsproben 2 Tropfen des unverdiinnten

Pincussen, Mikromethodik, . Aufl 7
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Neblerschen Reagenz (1) zugegeben und aus dem Vergleich
die Menge des NH,-N im Blute ermittelt.

Der Mittelwert des NH,-N im normalen Blute betrigt
nach Nash und Benedict um 0,2 mg 9, .

Fiir besondere Zwecke kann man die Reihe der Vergleichs-
proben natiirlich enger machen, bzw. nach der einen oder
anderen Seite ausdehnen.

An Stelle des Nesslerschen Reagens benutzen D. D. van
Slyke und Hiller (J1. of biol, chem. Bd. 102, S. 500) ein
Natrium- Phenolat- Reagens folgender Zusammensetzune.
25 g Phenol werden in wenig Wasser gelést, 30 cem 409/ 1ge
Natriumhydroxyd-Losung  zugegeben und auf 100 cem
verdiinnt. Zur Erzeugung der Firbung wird Chlorwasser
verwendet, das folgendermaben hergestellt wird, 30 g
Calctumhypochlorit (mit 569, freiem Chlor) wird in un-
gefahr 500 cem heiBem Wasser gelist. Diese Losung wird
mit einer Lésung von 30 g K,CO, (wasserfrei) in 200 ccm
kaltem Wasser gemischt und auf 1000 cem aufgefiillt. Es
ist zu priifen, ob auf Zusatz von mehr K 2U0,-Lisung die
klare Losung sich triibt; in diesem Falle ist Carbonat-
Losung zuzugeben, bis alles Calcium ausgefillt ist. Die
klare Lisung wird in kleine Flaschen abgefiillt, die im
Eisschrank aufbewahrt werden. Von Zeit zu Zeit mul
in der in Gebrauch befindlichen Flasche der Gehalt an
aktivem Chlor bestimmt werden. Hiezu werden zu 5 cem
Chlorlosung 25 cem Wasser und 0,25 ¢ K] sowie 2 cem
Eisessig gegeben und mit n /10 Thiosulfat titriert. Die
Losung soll 1 g Chlor in 100 cem enthalten.

Nach beendeter Luftdurchsaugung, die wie oben be-
schrieben durchgefiithrt wird, wird in das Auffanggefil}
ebenso wie in die Gliser mit den Vergleichslésungen je
I cem der Phenolatlésung und 0,5 cem Chlorlésung gegeben,
gemischt und die Glaser 3 Minuten in ein kochendes W asser-
bad gestellt: nach Abkithlen unter flieBendem Wasser
werden die Firbungen entweder wie bei der Nash-Methode
angegeben direkt oder im Kolorimeter verglichen.

Bestimmung der Fraktionen des Bluteiweil3es.
Prinzip: Es wird bestimmt 1. das gesamte Eiweil
im  Plasma oder Serum, 2. der Gesamtstickstoff aus
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Fibrinogen (nur im Plasma) als Differenz zwischen dem
Gesamt-N und dem N nach Fibrinogenausfillung, 3. Albu-
min-N im Filtrat der Globulinfillung, 4. Globulin-N nach
Abzug des Albumin-N vom Gesamt-N im Serum: als
Differenz  zwischen Gesamt-N  und  Albumin-N + Fibri-
nogen-N 1m Plasma,

Evrforderlich: 1. NaCl-Losung 0,90, 2. Catl,-Lisung
2,0%, 3. Na,SO,-Lésung (wasserfreies Sulfat), 22,20/ g

Ferner die zur Mikrokjeldahl-Bestimmung nétigen Reagen-
tien (s. p. 42).

Der Gesamt-Protein-N wird in der .91 geschilderten
Weise bestimmt,

Zur Bestimmung des Fibrinogens wird 1 cem Plasme
in einen S0-cem-MeBzyvlinder mit Glasstopfen einpipettiert,
I8 cem NaCl-Losung (1), 1 cem CaCly-Losung (2) zugefiigt,
gut gemischt und mindestens 20 Minuten stehen gelassen,
Durch kreisformige Bewegung des Zylinders bringt man
das Gerinsel an die Wandungen oder man wickelt durch
Rithren mit einem Glasstab das Fibringerinnsel an diesem
auf, so daBl eine klare Losung entsteht. Von dieser werden
10 cem, entsprechend 0,2 cem Plasma, zur N-Bestimmung
verwandt, die nach dem S. 42 angegebenen Verfahren
erfolgt,

Zur Bestimmung des Albumins gibt man in einem
J0-ccm-Mefzylinder mit Glasstopfen zu 1 cem  Plasma
oder Serum genau 29 ccm der Natriumsulfatlosung  (3),
nachdem man sie zuvor auf 37 Grad erwirmt hat. Man
stellt den Zylinder geschlossen 3 Stunden in cinen Brut-
schrank oder in ein Wasserbad von 37 Grad und filtriert
dann durch ein dichtes, trockenes Filter In emn trockenes
Reagensglas, wobei der Trichter withrend des Filtrierens
mit einem Uhrglas zu bedecken ist. Wird das Filtrat nicht
klar, so muB man auf das Filter zuriickgiellen, um eine
ganz klare Lisung zu bekommen. Vom Filtrat werden
Y ccm, entsprechend 0,3 cem Serum  oder Plasma, zur
Analvse genommen.

SchlieBlich wird nach einer der <. 88 angegebenen
Methoden eine Bestimmung des Rest-N ansgefithre,
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[m iibrigen kénnen bei von der Norm abweichendem
Werten der einzelnen Fraktionen grobere oder geringere
Mengen als hier angegeben zur N-Bestimmung genommen
werden,

Berechnung. Die Berechnung der N-Werte erfolgt
wie a. a. O. angegeben. Aus den N-Werten wird der Wert
der verschiedenen Eiweilfraktionen durch Multiplikation
mit 6,25 berechnet.

Beispiel fiir Plasma. Der gefundene Wert des
Gesamt-N  betrug 1250 mg®,, von dem der Rest-N-Wert
von 80 mgY%, abzuziehen ist. Es betriigt also der gesamte
EiweiB-N 1170 mg?,, das Gesamteiweill also i
Das Fibrinogenfiltrat habe 1095 mg%, N enthalten, ab-
ziighch also vom gefundenen Gesamt-N mit Ausschlull
des Rest-N habe der Fibrinogen-N 1170 — 1095 — 75 mg©°,,
betragen, also auf Eiweil3 umgerechnet, 0,479, Fibrinogen.
Die Albuminfraktion nach Ausfillung des Globulins enthielt
970 mg%, nach Abzug der 80 mg?, Rest-N also 890 mg?;,,
entsprechend  5,56%, Albumin. Das Globulin endlich
berechnet sich aus dem gefundenen Gesamt-N abziiglich
der Summe Fibrinogen 4 Albumin, in unserem Falle
also zu 7,31— (35,56+ 0,47), also zu 1,289.

Die Berechnung im Serum vereinfacht sich entsprechend,
weil dieses Fibrinogen nicht enthiilt. Esist also das Globulin
gleich der Differenz zwischen Gesamt-Eiweill und Albumin.

Bestimmung des Zuckers.

a) Methode nach Ivar Bang.

Prinzip: Durch den Blutzucker (oder richtiger die
reduzierenden Substanzen des Blutes) wird Kupfersulfat-
losung reduziert: das gebildete Kupferoxydul wirkt auf
Jodsiure und reduziert diese, indem sich wiederum Kupfer-
oxydstufe bildet. Die Menge des reduzierten Jodates wird
titrimetrisch mit Thiosulfat ermittelt.

Erforderliche Reagentien: 1. Salzlosung. In einen
MebBkolben von 21 werden 1360 cem gesittigte Chlor-
kaliumlésung eingebracht, dazu 8 cem 109 ige Kupfer-
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sulfatlosung. Anderseits werden 2 g Uranylacetat in 200 cem
Wasser gelist, 1,2 cem konzentrierte (spez. Gew. 1,19)
Salzsiure zugegeben und diese Mischung ebenfalls in den
MeBkolben eingefiillt. Mit destilliertem Wasser wird auf
2000 cem aufgefillt. 2. Jodatlésung. 0,3367 ¢ Kalium-
jodat (K JO,) werden in einem MeBkolben von 11 in
Wasser aufgelost, 10 cem 209 ige  Schwefelsiure (s. 4)
zugegeben und anf 1000 cem aufgefiillt. 3. Alkalilésung.
73 g Kaliumearbonat normal (K,CO,) und 20 g welnsaures
Kallumnatrinm (Seignettesalz) werden in Wasser zelost
und das Volumen aufl 1000 gebracht. 1. Schwefelsiaure
20%i1g (aus 80 cem Wasser und 20 cem  konzentrierter
Schwefelsiure). 5. 59%ige  Kaliumjodid-(K J-)Lésung.
b. 1%ige Stiarkelosung &fter frisch herzustellen. Sie darf
kein Bakterienwachstum zeigen. In ca. 80 cem siedendes
Wasser wird 1 g losliche Stirke, die in ca. 10 cem Wasser
aufgeschwemmt war, eingegossen, die Flamme entfernt
und die Losung auf 100 aufgefillt. 7. n/;,, Thiosulfat-

losung,

Man stellt sich bereit: 1 GefdB8 (Reagensglas oder Kélb-
chen) mit Salzlosung (1), darin eine Pipette von 6,5 cem
[nhalt; ein Gefild mit Jodatlosung (2), dazu eine genaue
Pipette von 2 ccm; eine Biirette mit Alkalilsung, ein Gefi
mit  Schwefelsiure, dazu eine 2cem  Pipette, Jodkali-
lisung und Stirkelésung hat man fiir den augenblicklichen
Gebrauch zweckmiiBig in kleinen Tropfflaschen.

Man beschickt, wie S. 62 beschrieben, mehrere vorher
gewogene Blittchen (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 LiBt mindestens o Stunde lang
extrahieren. Lingeres Verweilen bis zu 21 Stunden m der
Extraktionslisung schadet nichts, doch werden die Zucker-
werte etwas niedrviger. Man gieBt dann die Extraktions-
flisssigkeit in Jenaer Kolbchen (Kochsche Form) mit ziemlich
weitem Halse von ungefihr 100 cem Fassungsraum ab,
bringt in das Reagensglas zum Nachspiilen nochmals
genau 6,0 com Salzlosung und gieBBt auch diese in das
entsprechende Erlenmeyerkdlbehen hinein.  Man vergesse
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nicht, die Kolben zu markieren. [Wenn sehr wenig Zucker
erwartet wird, kann man die Extraktionsfliissigkeit aus
2 Reagensglisern, in deren jedes ein Blittchen herein-
getan worden war, in ein Kélbchen zusammengieBen und
das Nachspiilen unterlassen. Man hat dann in dem Kélb-
chen ebenfalls 13 cem Lésung und kann nun weiter wie
fir die zuerst beschriebene Methode verfahren.. Man fiigt
nun je 2cem  Jodatlésung (2) (sehr genau!) und Alkali-
losung (3) zu und nimmt die Reduktion vor. Der hiezu
erforderliche Apparat besteht aus einem Kochkolben
(Dampfentwickler) A, der mit einem eingeschliffenen Glas-
stoplen verschlossen 1st (s. Abb. 18), der eingeschmolzen
ein  zweimal gebogenes
Rohr b trigt. Man kann
auch einen durchbohrten
Gummistopfen verwenden,
in welchem das Rohr ein-
gesetzt wird. Der zweite
senkrechte Schenkel muf
ungefihr 3-—1 cm linger
sein als die Héhe der be-
nutzten Kdélbchen betriigt.
Dieser Schenkel triigt an
Abb. 18, seinem unteren Ende eine
kleine Kugel, die seitlich in
gleichen Zwischenriumen 3-—35 Locher enthilt. Wird in der
Flasche A Dampf entwickelt, so geht er durch das Rohr b
durch und entweicht in der angeschmolzenen Kugel durch
die eingeblasenen Licher. Zur Vermeidung des StoBens gibt
man trockene Tonstiickchen in den Kochkolben A herein.
Das Erlenmeyerkilbchen e mit der Versuchsfliissigkeit
wird zweckmiiBig mit einer Klammer c¢ eingeklammert,
die auf einem Stativ leicht herauf- und heruntergeschoben
werden kann.

Vor Beginn des Versuches wird der Dampfentwickler
angeheizt: sobald die Dampfentwicklung regelmiBig ge-
worden ist, wird das Erlenmeyerkolbechen, das bis dahin
beiseite gestanden hat, mit Hilfe der Klammer schnell
hochgeschoben, bis das Rohr b so tief eintaucht, dal} der
kugelige Ansatz ganz von der Flissigkeit bedeckt ist. Die

p—
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Zeit wird sofort, am besten mit Hilfe einer Stoppuhr oder
Sanduhr, markiert.  Durch den einstromenden  Dampf
wird der Inhalt des Kolbehens in ungefiihr 10 Sekunden
sum Sieden erhitzt und bleibt dann im dauvernden Kochen,
das genau | Minuten nach dem Einfiithren (nicht nach
Beginn des Siedens der Versuchsfliissigkeit!) unterbrochen
wird. Wihrend des Kochens fiilllt man die 2 cem Pipette
mit 20°%iger Schwefelsiure und stellt diese 5 Sekunden
vor dem Ablaufl der | Minuten mit der Fiillung in die Ver-
suchsfliissigkeit herein. Das Unterbrechen der Reduktion
erfolgt auller durch diese H,SO,-Zugabe durch schnelles
Fortzichen des Erlenmeverkslbchens vom Dampfentwickler,
indem man es mit Hilfe der Klammer schnell herunter-
lalt. Man it den Inhalt des Kolbchens 5 Minuten erkalten,
gibt 20 cem destilliertes Wasser zu und kiihlt dann eine
Minute unter flieendem Wasser ab. Die Titration erfolgt
mit n/100 Thiosulfatlisung mit Hilfe der Mikrobiirette
(s. 5. 5). Man gibt zur Losung 10 Tropfen Jodkalium-
losung (5) und 3 Tropfen Stirkelosung (6) und titriert
auf einer weiBlen Unterlage, bis die Blaufirbung gerade
verschwunden ist und innerhalb 3 Minuten nicht wieder-
kehrt.

Anderseits mubl  ein  Leerversuch angestellt werden,
in dem man das jodbindende Vermogen der angewandten
Reagentien feststellt. Dieser Versuch wird genau so an-
gestellt wie der Vollversuch. Man nimmt nur statt der
mit Blut beschickten Blittchen gewdshnliche leere. Dieser
Versuch braucht nicht fiir jede Bestimmung neu aus-
gefithrt zu werden, er mull jedoch mindestens an jedem
Versuchstage in zwei Proben gemacht werden, wobei
naturgemil Bedingung ist, daB fiir alle Versuche dieses
Tages dieselben Lisungen, auch die gleiche Thiosulfat-
lisung, angewandt werden.  Stimmen die Werte nicht
gut diberein, mull wiederholt werden, da der erhaltene
Wert grundlegend fiir die Berechnung ist,

Berechnung: Da bet der Titration mit Thiosulfat das
Irete Jod bestimmt wird, muly die bei der Leerbestimmuneg
verbrauchte Thiosulfatmenge hoher sein als die der Voll
bestimmung. Man subtrahiert diesen letzteren Wert von



dem der Leerbestimmung und dividiert die so erhaltene
Zahl durch 2.8. Diese Zahl leitet sich daher, daB unter
den angegebenen Versuchdbesingungen 2,8 cem n/100° Thio-
sulfatlésung 1 mg Glukose entsprechen. Man erhilt auof
diese Weise die Menge Traubenzucker in der Versuchs-
losung in Milligramm, unter Beriicksichtigung des Ge-
wichtes des angewandten Blutes die Blutzuckermenge
in 100 g.

Beispiel: Die Leerbestimmung habe ergeben 1,92 ccm
n/100  Thiosulfat, die Vollbestimmung 1,65 cem  Thio-
sulfat.  Die Differenz betrigt 0,27 cem  Thiosulfat.
0,27: 2,8 = 0,0964; die angewandte Blutmenge enthielt
also 0,0964 mg Blutzucker. Waren 86 mg Blut abgewogen,
:Lﬂ'gibt sich aus der Gleichung

86 20,0964 100 @ x

der Zuckergehalt in 100 mg Blut zu 0,112 mg, der Zucker-
gehalt in 100 g Blut also zu 0,112 ¢ bzw. g

Der Zuckergehalt des normalen Niichtern-Menschenblutes
betragt 0,08—0,1°/ .

b) Methode von Hagedorn und Jensen!),

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

2 HyFeCyy + 2H) = 2 H,FeCy, ¥

Gebrauchte Reagentien: 1. Zinksulfatlosung: Zink-
sulfat 15 g, in Wasser gelost, auf 100 ccm aufgefiillt. Die
Losung wird zum Gebrauch auf das 100fache verdiinnt.
2. Kahumferricyanidlosung: 1,65 g Kallumferricyanid und
10,6 ausgeglithtes wasserfreies Natriumcarbonat werden
in Wasser gelost und im  MeBkolben auf 1000 auf-
gefiillt. Lésung in brauner Flasche aufbewahren. 3. Zink-
sulfat-Kochsalzlosung: 10 g Zinksulfat und 30 g NaCl

Y Biochem. Zeitschr. Bd. 135 (19233,
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werden in Wasser gelost und auf 160 cem  aufgefiillt.
I Kaliumjodidlosung: 12,5 ¢ KJ werden mit Wasser auf
100 cem aufgefiillt (in brauner Flasche aufheben). Zum
Gebrauch werden 10 Teile (3) mit 10 Teilen (1) gemischt.
Die in dunkler Flasche aufzubewahrende Lisung  hiilt
sich nur kurze Zeit: mindestens wéchentlich frisch her-
stellen! 5. Essigsiurelisung: 3 cem Eisessig werden mit
Wasser auf 100 cem  aufeefiillt., 6. stirkeldsung: 1 ¢
loshiche  Stirke wird unter leichtem Erwirmen in un-
getihr 5 cem Wasser geldst und  mit gesiittigter NaCl-
Losung auf 100 aufgefiillt. 7. Natriumthiosulfatlésung
n/200, hergestellt durch Verdiinnen von 5 cem n/10 Thio-
sulfat auf 100. 8. Kaliumjodatlisung: 0,3567 g KJO,
werden in Wasser gelst und im MeBkolben auf 2000 auf-
gefiillt. Letztere Losung dient zur Einstellung des Titers
der Thiosulfatlésung (7). Diese Kontrolle ist stets vorzu-
nehmen, so oft eine neue Thiosulfatlbsung hergestellt wird,
mindestens aber jede Woche., Die Titerstellung erfolgt
einfach so, dal 2 cem Jodatlosung (8) mit 2 cem Essig-
saure (3), 2 cem der Jodid-Mischung (3 4 4) und 2 Tropfen
Stirke (6) versetzt werden und die bis zum Verschwinden
der Blaufirbung nétige Menge n 200 Thiosulfat festgestellt
wird. 9. NaOH n/10.

Alle Reagentien sind darauf zu prifen, dall sie eisen-
fre1 sind, sonst sind sie zu verwerfen.

Zur EnteiweiBung der Blutproben werden ebensoviel
Reagensgliser aus Jenaer- oder Pyrexglas von ungefihr
15> mm Durchmesser und 120 mm Hohe (es kénnen auch
andere Formate verwandt werden) mit je 1 cem n/10 NaOH
beschickt und dazu 5 cem der auf das 100 fache verdiinnten
Zinklosung (1) zugegeben. Es entsteht eine  kolloidale
Losung von Zinkhydrat. Ein oder besser zwei Glischen
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 ccm  Blut entnommen,
die Pipette von auben anhaftendem Blut gesiiubert und
der Inhalt in die kolloidale Zinklosung ausgeblasen. Man
spitlt die Pipette mit der im Reagensglischen befindlichen
Mischung durch Aufzichen und Zuriickblasen noch 2mal
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aus und blist sie leer. Man stellt nunmehr simtliche mit
Blut beschickten Réhrchen ebenso wie die Kontrollen
auf 3 Minuten in ein siedendes Wasserbad. Inzwischen
hat man soviel Priparatengliser von ungefihr 30 mm
Durchmesser und 100 mm Hihe bereitgestellt, wie der
Anzahl der Proben einschlieBlich Kontrollen entspricht.
Diese Glaschen stehen zweckmiBig in einem dazu an-
gefertigten  Gestell, das man spaterhin  zusammen mit
den Glischen in ein Wasserbad stellen kann. Aunf die
mit den gleichen Zahlen wie die Reagensgliser mit den
Proben zu numerierenden Glischen kommt ein Trichter
von ungefihr 1 em Durchmesser, der einen kleinen Bansch
angefeuchteter, entfetteter, reiner Watte oder ein Papier-
filter enthilt. Man priffe das Filtermaterial, besonders
die Watte, daraufhin, ob es frei von reduzierenden Sub-
stanzen ist. Nachdem die Reagensgliser die oben wge-
nannten 3 Minuten erhitzt worden sind, gief3t man ihren
[nhalt aufl das dazugehérige Filter, worauf ein ganz klares
Filtrat resultieren muB. Man wischt die Reagensgliiser
noch zweimal mit je 3 ccm Wasser gut aus und gieB3t diese
cbenfalls auf das Filter. Man liBt gut abtropfen und
entfernt die Trichter. Nunmehr wird in jedes Glas einschliel3-
lich der Kontrollen mit Hilfe einer Pipette 2 ccm Ferri-
cyvamdlésung (2) sehr genau abzumessen! — zugefiigt
und das Gestell mit den Gliaschen 15 Minuten in ein kochen-
des Wasserbad eingebracht. Man liBt abkiithlen — die
Proben kénnen jetzt auch lingere Zeit stehenbleiben
and fiigt nun zu jeder Probe 2 cem der Zinksulfat-Kalium-
jodidlésung (Mischung aus 3 und 1), darauf 2 com Essig-
losung (5) und 2 Tropfen Stirkelésung (6). Man titriert
mit  der Thiosulfatlésung aus  einer Mikrobiirette in
itblicher Weise bis zum Verschwinden der blauen
Farbe, wobei man das Gliischen auf eine weille Unterlage
stellt.

Zur Berechnung muB man kennen: 1. die ver-
brauchte Thiosulfatlésung a) fiir die Blutprobe, b) fin
die Kontrolle; 2. den Titer der Thiosulfatlisung. Hage-
dorn und  Jensen haben eine Tabelle angegeben, aus
welcher die dazugehdrigen Glukosewerte ohne weiteres
abzulesen sind,
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ccm nf200 Thiosulfat  mg Glukose in 100 cem Blut
0 1 2 3 1 5 6 7 8 a
0,0 385 382| 379|376 | 373 /0 367 | 364 ' 361 | 358
0.1 | 355 | 352 | 350 | 348 | 340 | 343 | 341 | 338 | 336 | 333
0,2 331 3291327 1325|323 | 321 | 318 | 316 | 314 | 312
0,3 310 308 | 306 [ 304 | 302 | 300 298 296 291 2
0,4 290 288 286 | 284 | 282 | 280 | 278 | 276 | 274 | 2
0,0 || 270 268 | 266 | 264 | 262 | 260 | 259 | 257 | 255 | 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
0,8 1 213 211 (209 [ 208 | 206 | 204 | 202 | 200 | 199 | 197

0,9 (195 193|191 | 190|188 | 186 | 184 | 182 181 | 179
1,0 177 175|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 | 134 | 132 | 131 | 120|127 | 125
1,3 124122120 (119|117 | 115 | 113 | 111 | 110 | 108
L4 106 101 102 101 099 097 095 093 092 090
1,5 088 086 081 083|081 079 077 075 071 072
L6 070 068 066 065|063 061 039 057 056 054
1,7 1052 050 {048 | 047 | 045 [ 043 | 041 039 038 | 036
1,8 | 034 032 031 | 029 | 027 | 025 | 024 | 022 | 020 | 019
1,9 017 015 014012 0101008 007 | 005 003 | 002

Die bei der Titration mit Thiosulfat erhaltenen Werte
werden zuniichst mit dem Titer multipliziert, was den
wahren Thiosulfatwert ergibt. In der Tabelle sind die
Glukosewerte  angegeben, welche den  Thiosulfatzahlen
entsprechen, wobel unter Glukose die gesamte reduzierende
Substanz verstanden wird, so dall auch im Leerversuch
. Glukose™ gefunden wurde. Die Oxydation der reduzieren-
den Substanz wurde durch Ferricyankalium bewirkt und
die hiezu nicht verbrauchte Menge mit Thiosultat zuriick-
titriert ; ans diesem Grund ist der Thiosulfatwert der
Leerprobe hoher als der der Vollprobe. Um den Glukose-
wert des Blutes zu erhalten wird der Glukosewert des
Vollversuches  von dem des Leerversuches abgezogen.
Die Differenz ergibt direkt die mg Glukose in 100 cem Blut,

Beispiel: Die Einstellung der Thiosulfatlésung mit
der Jodatlosung habe ergeben, dall fiir 2 cem Jodatlisung
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2,04 ccem  Thiosulfatlésung verbraucht worden sind.  Die

Thiosulfatlésung ist demnach etwas zu schwach und man

mub, um richtige Werte zu erhalten, die beim Zucker-
2.00)

versuch  verbrauchte Thiosulfatmenge mit ‘:'ﬂl 0,98

multiplizieren,

Es sel verbraucht worden im Vollversuch (0,61 cem. Da
diese Zahl mit 0,98 (dem Titer der Thiosulfatlésung) zu
multiplizieren ist, ergibt sich als wahrer Verbrauch VO
Thiosulfat 0,63 ccm. Aus der Tabelle wird der dazu gehorige
Wert mit 245 mg abgelesen. Im Leerversuch selen wver-
braucht worden 1,86 ccm; diese Zahl muB wiederum mit
0,98 multipliziert werden, was 1,82 cem ergibt. Der dazu
gehorige Zuckerwert der Tabelle ist 31 mg Traubenzucker.
Die Differenz 245 minus 31 ergibt den Gehalt von 214 mg
Traubenzucker in 100 cem Blut oder 0,2149,. Die Ergeb-
nisse sind denen des Bangschen Verfahrens durchaus
gleichwertig. Es sei darauf hingewiesen, dall man hier
den Blutzucker in 100 ccm bestimmt, nicht wie nach Bang
in 100 g. Durch Multiplikation mit 0,95 erhilt man den
Zuckergehalt in 100 g.

Dresel-Rothmann (Biochem. Zeitschr. 116) haben die
Hagedorn- Jensen-Methode mit Aufsangung des Blutes
in Blittchen nach Bang kombiniert. Die in iiblicher Weise
mit Blut beschickten Blittchen werden nach dem Wiegen
mit der Torsionswaage sofort in die kolloidale Zink-
hydroxvdlosung iiberfithrt, 3 Minuten gekocht, und es
wird von da an genau so verfahren. wie es fiir die Original-
Hagedorn- Jensen-Methode angegeben ist. Zur Leer-
bestimmung werden leere Blittchen in gleicher Weise
behandelt.

¢) Mikromethode nach Folin.

Prinzip: Durch den Zucker wird Ferricyanid zu Ferro-
cvanid reduziert, das als Berlinerblau kolorimetrisch
bestimmt wird,

Reagentien: 1. EnteiweiBungslésung: 20 cem 109 1ge
Natriumwolframatlosung werden mit Wasser aufl ca.
o0 cem verdiinnt, hiezu 20 cem 3y n-H,S50, (5. 90)
zugegeben und aufl 1000 aufgefillt. Der Losung werden



104

einige Tropfen Toluol zugefiigt. 2. Ferricyvanidlosung: 1 g
umkristallisiertes  Fervievankalium  auf 500 cem Wasser
gelost. 3. Cyanidcarbonatlésung (sehr giftig!): 8 ¢ Natrium-
carbonat, wasserfrei, in Wasser gelost, dazu 150 cem
einer 1% igen  Natriumevanidlosung, auf 300 cem  anl-
gefilllt. 1. Ferrisulfat-Phosphatlosung: 60 cem  einer
Gummiarabicumlosung, hergestellt nach  Vorschrift  des
D. A, B. (1 Teil gepulvertes Gummiarabicum wird bei
Zimmertemperatur mit 2 Teilen Wasser versetzt, gut
geschiittelt und nach Lisung zur Klirung stehengelassen),
werden mit ca. H00 cem Wasser versetzt. Anderseits werden
3 g Ferrisulfat [Fey(SO,),; + 9 H,0] in 75 cem Phosphor-
saure spezifisches Gewicht 1,70 und 100 com Wasser gelist
und zu der anderen Losung zugefiigt. Auffiillen auf 10007).
2. Standard-Stammlésung: 1 g Traubenzucker reinst wird
ad J00 cem 1in 0,29 iger Benzoesiureldsung gelost,  Wird
zum  kolorimetrischen Vergleich auf das 200fache bzw.
100fache verdiinnt. Die Verdiinnung a enthilt im cem
0,01 mg Glukose, Verdiinnung b 0,02 mg Glukose. Nur
die Stammlésung ist, im Eisschrank aufbewahrt, lingere
Zeit haltbar. Sie mufl von Zeit zu Zeit kolorimetrisch
kontrolliert, aber wenn  Tritbungen auftreten, sofort
verworfen werden.

In ein Zentrifugenglas werden mit der Pipette 10 cem
Losung (1) abgemessen und nun mit einer 0.1-ccm-Pipette
aus einem Blutstropfen bis zur Marke Blut aufgesaugt.
Nachdem das auBen anhaftende Blut abgewischt st
wird das Blut aus der Pipette in das Zentrifugenglas herein-
geblasen und die Pipette durch wiederholtes Aufsaugen
und Zuriickblasen der Lisung von den letzten Blutspuren
gereinigt.  Hiedurch erfolgt zugleich eine gute  Durch-
mischung. Der gebildete LiweiBniederschlag  wird  ab-
zentrifugiert. Von der iiberstehenden Fliissigkeit werden
L cem in ein graduiertes Reagensglas mit einer Marke
bei 25 iiberfiihrt, dazu 1 cem Lisung (2) und 1 cem Losung
(3) aus emer Biirette gegeben. In ein anderes Reagens-
glas mit Marke bei 25 werden 1 cem der 200mal verdiinnten
stammlosung (5) gegeben, bei hohem Zuckergehalt 1 cem

') Mull im Eisschrank aufbewahrt werden.
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der auf das 100fache verdiinnten Stammlosung und eben-
falls je 1 cem Lisung (2) und Losung (3) zugefiigt. Der
[nhalt beider Réhrchen wird gut gemischt und die Réhrchen
fir 8 Minuten in ein siedendes Wasserbad gestellt, Die
Rohrchen werden durch Einstellen in kaltes Wasser ab-
gekiihlt, darauf zu jedem Rihrchen 3 cem Losung (1) ge-
geben und nach 5 Minuten zur Marke mit Wasser auf-
gefiillt. Die blauen Firbungen werden im Kolorimeter
in iiblicher Weise verglichen.

Berechnung: Bei Anwendung der Vergleichslisung
: ; 5 S
ergibt sich der Zuckergehalt der Blutprobe zu 0,1 - ' o/
e

I cem Vergleichslosung enthiilt 0,01 mg Glukose, 1 eccm

der Blutlosung entspricht 0,01 cem Blut — bei Anwendung

von Vergleichslosung b zu 0,2- '/ wo s, die Schicht-
5

decke der Vergleichslosung, s die Schichtdecke der Ver-

suchslosung bedeutet.

Beispiel: Angewandt Vergleichslésung a, Héhe der
Schicht der Versuchslésung (s) 30, der Schicht der
Vergleichslosung (s;) 33. Der Blutzuckergehalt betrigt
Jd
s

Durch diese neue Methode wird das alte Verfahren
nach Folin-Wu in der Regel entbehrlich sein. Es wird
nur noch da Anwendung finden, wo man im Rahmen
der Folin-Wuschen Methodik nach EnteiweiBung mit
Wolframsiure die verschiedenen Blutbestandteile bestimmit
und dafiir sogleich eine groBere Menge Blut enteiweilt.
Da der Blutzucker aber beim Stehen des Blutes sehr schnell
abnimmt, mull man die EnteiweiBung sofort nach der
Entnahme ausfithren, wenn die Werte des Blutzuckers
genau =ein sollen. Man wird schon aus diesem Grunde
die Bestimmung des Blutzuckers nur in seltenen Fillen
zusammen mit der der anderen Stoffe ausfithren. Es
wird darum auf die Wiedergabe der Methode hier ver-
zichtet und auf ihre Darstellung in der 1. Auflage der
Mikromethodik S. 122 verwiesen.

0,1 0,119%, oder 0,11 g in 100 ccm.



Bestimmung der Milchsaure'),
a) Kolorimetrische Methode,

Prinzip: Blut wird mit Metaphosphorsiure enteiweilit,
Aus der eiwelBfrelien Losung werden die Kohlehydrate
durch  Kupfer-Kalkfillung entfernt und in der zucker-
freien Losung die Milchsiure durch heille konzentrierte
Schwefelsiure in Acetaldehyd iibergefiithrt. Die auf Zusatz
von Veratrol gebildete Rotfirbung wird kolorimetrisch
gegen eine anf gleiche Weise behandelte Milchsiureldsung
bekannten Gehaltes oder eine empirisch hergestellte Ver-
gleichslosung bestimmt.

Erforderliche Reagentien: 1. Metaphosphorsiure,
wiillrige 10%1ge Losung, aus glasiger Phosphorsiure (Kahl-
baum) herzustellen (2 Tage haltbar). 2. Kupfersulfatlésung
kaltgesittigt. 3. Calciumhydroxyd zur Analyse. 1. Kon-
zentrierte Schwefelsiure zur Analyse wasserfrei, frei von
Nitrit (von Kahlbaum wird eine konzentrierte Schwefelsiure
pro analysi acidi lactici geliefert). Die Schwefelsiure mul
folgende Bedingung erfiillen: wird zu 3 cem 0,1 cem
einer 0,125%igen Veratrollésung (6) zugefiigt, so darf sich
die Schwefelsiure nicht in einigen Minuten gelbgriin farben.
Esist darauf zu achten, dall die Schwefelsiaure in sorgfiltig
verschlossener Flasche gehalten wird, da sie sonst Wasser
anzieht und unbrauchbar wird. 3. Milchsiure-Vergleichs-
losung: 0,8113 ¢ im Exsikkator getrocknetes, wasserfreies
Zinklaktat werden auf 1000 ccm Wasser gelost.  Diese
Losung enthilt in 1000 ccm 0,6 g Milchsiiure: sie ist zum
Gebrauch auf das 10fache zu verdiinnen?). 6. Veratrol-
losung (modifizierte Darstellung nach Lohmann) 0,125 ecm
Veratrol werden in ungefihr 5 cem absolutem. aldehyd-
freiem Alkohol gelost und mit Wasser auf 100 aufgefiillt

Austithrung der Methode: Das Blut wird mit Hilfe einer
Spritze aus der ungestauten Vene entnommen, wobei,
wenn nicht unter anderen, bestimmten Bedingungen unter-
sucht werden soll, daraufl geachtet werden muB, dal3 der
Patient niichtern und mindestens 1, Stunde vorher ganz

'} Nach Mendel-Goldscheider.
*) Bei geringen Milchsiuremengen verdiinnt man die Standard
losung aut das 20fache und setzt bei der Berechnung ¢, = 30 mg
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ohne koérperliche Arbeit gewesen ist. Das 1st ebenso bei
Tieren zu beachten. 7. B, geben die Zappelbewegungen
beim Téten eines Tieres grobe Fehler. Die Tiere miissen
daher betiaubt werden; Injektion einer Lésung von Mor-
phin-HC1 30 Min. vor Entnahme hat sich fiir diesen Zweck
gut bewihrt. 1ccm Blut wird in ein Reagensglas, das
6 cem destilliertes Wasser enthilt, schnell hereingegeben,
gemischt und unmittelbar 1 cem Metaphosphorsiure-
losung (1) hinzugefiigt (alle Mengen genau abmessen!). Es
wird kriftig umgeschiittelt und nach einigen Minuten
durch ein Faltenfilter abfiltriert. Es ist zweckmiiBig, den
ersten Tropfen des Filtrates in eine 209 ige Sulfosalicyl-
saureldsung einfallen zu lassen, um gleich zu sehen, ob
die EnteiweiBung vollstindig ist: sonst wird nochmals
auf das Filter zuriickgegossen. Schneller geht die Ver-
arbeitung mit nachfolgendem Zentrifugieren, wobel man
natiirlich das Blut sofort in ein mit 6 cem Wasser be-
schicktes Zentrifugenglas hineingibt. Von der eiweili-
freien tiberstehenden bzw. filtrierten Losung werden 1 cem
in einem kleinen Zentrifugenglas mit 1 cem Kupfersulfat-
losung (2) (diese Mengen genau abmessen!) und ca. 1 g
Calciumhydroxyd (3) versetzt, und unter wiederholtem
Umschiitteln 30 Minuten stehengelassen. Nach dieser
Zeit wird zentrifugiert.

Von der nunmehr klaren iiberstehenden Losung, die
absolut zuckerfrei sein muB (Probe: werden unter Schiitteln
in Eis zu 3 cem konzentrierter Schwefelsiure tropfenweise
0,5 cem der auf Zucker zu priffenden Lisung zugefiigt,
das Gemisch dann einige Minuten in siedendem Wasser
erhitzt und nach Abkiihlen in Eis 0,1 ccm einer Veratrol-
losung (6) zugefiigt, so darf sich keine Rotfirbung ent-
wickeln), werden mit der Pipette 0,5 ccem abgehoben und
in ein mit Schwefelsiurebichromat und destilliertem
Wasser gereinigtes, absolut trockenes Reagensglas ein-
gebracht. Das Reagensglas wird in eine Eislisung ein-
getaucht und unter Schiitteln 3 cem  Schwefelsiure (4)
troplenweise zugesetzt. Darauf wird die Flissigkeit genau
1 Minuten in ein siedendes Wasserbad eingebracht und
sofort in Eiswasser gekiihlt. Zur Kontrolle wurden 2 ccm
der auf das 10fache verdiinnten Milchsinrelosung (3) mit
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12 cem Schwefelsiure, unter Eiskithlung tropfenweise ver-
setzt und zu gleicher Zeit mit der Probe in siedendes Wasser
und von da in Eiswasser gebracht. (Die Lisung muf3 villig
vom Wasser umspiilt sein.) Nachdem die beiden Lisungen
vollstindig abgekiihlt sind, wird zu der Versuchslisung
0.1 cem, zu der Vergleichslosung 0,1 cem Veratrollosung (6)
(diese Mengen genau abmessen!) zugegeben, beide Gliser
zur Vertellung des Veratrols kriftig geschiittelt und im
Wasserbad von 25" genau 20 Minuten stehengelassen.
Nach dieser Zeit wird die Vergleichslosung in den Keil.
die Versuchslisung in den Trog des Autenrieth-Kolori-
meters  eingefiillt und unmittelbar die  kolorimetrisehe
Ablesung angeschlossen.

Die Berechnung geht davon aus, dal die Vergleichs-
lisung, bei Beriicksichtigung der im Blute Vvorgenommenen
10%1gen Verdiinnung, 60 mg Milchsiure auf 100 cem
Blut entspricht.

Auf Grund der wiederholt gebrauchten Formel berechnet
sich der Milchsiuregehalt im Blut zu
|

-

C 6O me - in 100 cem,

wobel s, die Schichtdicke der Vergleichslisung (im Auten-
ricth-Kolorimeter also 100 abgelesene Zahl) und s die
Schichtdicke der Versuchslésung, im  Autenrieth-Kolori-
meter also 100 bedeutet.

Beispiel: Die Ablesung im Autenrieth-Kolorimeter sei
tiir Farbengleichheit 60. Dann wire die wahre Schicht-
dicke 100 — 60 10, Der Milchsiiuregehalt in 100 cem
Blut ist dann also

60 mg multipliziert - 21 mg in 100 cem

1)
oder 21 mg?, Milchsiure,
Mendel und Goldscheider empfehlen fiir den Keil eine
empirische Fiilllung, die aus einer verdiinnten alkoholischen
Carbolfuchsinldsung besteht, zu der 1 Tropfen einer stark
verdiinnten Lésung von Orange G augelilgt worden ist,
Die Lésung ist am besten so zu verdiinnen, dal} sie bei
einer Stellung des Keiles bei 0 gleiche Farbe zZelgt  mit
einer in der Art der Versuchsprobe behandelten Milch-

Pincussen, Mikromethodik. 6, Auil, &
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sdurelosung, indem 0.5 cem der 10fach verdiinnten Milch-
saurelosung (5) genau nach Vorschrift behandelt wurden.
Die Firbung des Keiles entspricht dann genau der wie
oben  beschrieben behandelten Versuchslisung und wird
zur  Berechnung mit 60 mg®), eingesetzt. Zweckmilig
werden durch entsprechende Verdiinnung der Standard-
losung Vergleichslisungen mit 45 mg®, und mit 30 mg?;,
Milchsiure in gleicher Weise hergestellt und eine Kurve
angefertigt, indem als Abszisse die im Autenrieth-Kolori-
meter gefundenen Skalenteile, als Ordinaten die dazu
gehorigen  Milchsiurekonzentrationen (mg%,) aunfgetragen
werden. Aus dieser Kurve kann man dann den zu jeder
Ablesung gehérigen Milchsiurewert sofort entnehmen.
dhnlich wie es bei den fiir andere Zwecke hergestellten
kiuflichen Keilen geschieht. Fiir Serienversuche ist die
Anwendung eines solchen, bei guter Paraffinierung 14 Jahr
haltbaren Dauer-Keils unerliBlich. Neuerdings werden
auch fiir die Methode adaptierte gefiillte, geeichte Keile
in den Handel gebracht.

b) Titrimetrische Bestimmung!'),

Prinzip: Milchsiure wird in Acetaldehyd iiberfiihrt
und dieser durch im Uberschu3 vorhandenes NaHSO,
gebunden. Der UberschuBl wird bei saurer Reaktion durch
J gebunden, dann bei alkalischer Reaktion das dem Acetal-
dehyd entsprechende NaHSO,; mit Jodlosung titriert,

Erforderliche Reagentien: Die zur EnteiweiBung
von Blut nach Folin-Wu erforderlichen (S. 90), ferner
I. Saures Mangan-Reagens: In 100 cem n . H,SO, werden
20 g Mangansulfat geldést und dazu 230 cem | n . Na,S0-,
L.osunggegeben (161g?) geldstin250cem Wasser). 2. NaHSO -
Losung 19. 3. n/100 KMnO -Losung. 4. 310 n- Jodlésung.
2. nf200-Jodlésung. 6. Natriumbicarbonat  (Pulver).
7. Stirkelosung 19 in gesiittigter Kochsalzlisung, 8. Kupfer-
sulfatlosung 109, 9. 5%;ige Suspension von Ca(OH), in
Wasser,

Zur Bestimmung dient der in Fig. 19 dargestellte Apparat,
der an allen wichtigen Stellen Glasschliffe hat. Der Ab-

') Nach W. B. Wendel, J). of biol. Chem. 102, 17/1933.
‘) N,50, + 10H,0.
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sorptionsturm E hat Einzichungen an zwei senkrecht aul-
emnander stehenden Ebenen.

Zu je 10 cem Blutfiltrat nach Folin-Wu, entsprechend
1 cem Blut werden zur Entfernung der Glucose je 2 com
kupferlisung (8) und

2 cem Ca-Suspension |
(Y) gegeben, gemischt r]
. 5 $ L;
und zentrifugiert. Vom ¢ Mabe des Apparates

Zentrifugat werden 2.
B. 10 cem, entsprechend
()i ccm Blut zum Ver-
such genommen und in
den kochkolben B ein-
gebracht, dazu 20 cem

Ihirchmesser  des Heser
volirs A 19 mm.
Frurchimeaser des Absorp
tiom=turmes 10 s
Pmrehmesser des Absorp
tionzeeiales 10 25 mm
Fldhe des  Ahsorptions
gebifes 1 105 mam.

Wasser — das gesamte
Volumen soll 25 bis
e cm betragen ue-

geben und etwas Talk
zugefiigt . sodann  wer-
den 5 cem Reagens (1)
hereingegeben. In das Reservoir A kommen 5 cem
KMnO -Losung,  in  das  Absorptionsgefit D werden
2 cem Bisulfitlésung eingefiillt. Der Hahn zwischen A
und B 1st geschlossen. An das obere Ende von E wird
em zu einer Wasserstrahlpumpe fithrender Schlauch an-
gesetzt und miibig Luft durch das System gesaugt.
Nachdem der Kiihler C angestellt worden ist. wird unter
dem Kolben B ein Mikrobrenner angeziindet. und der
Inhalt des Kolbens zum Sieden erhitzt. Der Stopfen
von A wird soweit gedffnet, dald die Permanganat-Lasung
langsam eintropft. Unter stiindigem Sangen wird 23 bis
30 Minuten erhitzt, dann der Brenner lortgenommen, dic
Saugung unterbrochen, indem der zur Pumpe fiihrende
Schlauch abgenommen wird. Jetzt wird das Absorptions-
rohr E von oben zweimal mit je 2 cem destilliertem Wasser
in das Gefall I herein ausgespiilt und dieses abgenommen,
Die Entfernung des freien Bisulfites geschieht nach Zugabe
ciniger Tropfen Stirkelosung zunichst mit der stirkeren
Jodlésung (1) bis kurz vor Aunftreten der bleibenden Blan-
farbung, woranf mit der schwachen Jodlosung  bis zum

g
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Ende, also bis zur grade bleibenden Blaufirbung titriert
wird. Wurde versehentlich iibertitriert, werden einige
Tropfen verdiinnte Bisulfitlisung zugegeben und wieder
bis zum Auftreten der Blaufirbung titriert. Nachdem auf
diese Weise das iiberschiissige Bisulfit entfernt worden
ist, wird durch Zugabe von einer Messerspitze Natrium-
bicarbonat (ca. 0,5 g) die Lésung in D alkalisch gemacht,
wodurch das durch Acetaldehyd gebundene Bisulfit titrier-
bar wird. Es wird die nun wieder entfirbte Losung mit
n200 Jodlésung (3) bis zum Auftreten der Blaufirbung
titriert und aus der hiebei verbrauchten Jodmenge die
Menge der Milchsiure berechnet.

Berechnung: 444 cem  n/200 Jodlosung  entsprechen
I mg Milchsidure, 1 ccm n/200 Jodlosung also 0,225 mg
Milchséiure. Bei der Berechnung ist zu beriicksichtigen,
dal infolge des Zusatzes von Cu und Ca zu der enteiweiBten
Blutlésung 10 cem Losung 0,7 cem Blut entsprechen.

Beispiel: EnteiweiBt 2 cem Blut. Zu 10 cem Blut-
filtrat je 2 cem Lisung 8 und 9 zugegeben. Vom Zentri-
fugat 10 cem = 0,7 cem Blut zum Versuch. Verbraucht
bei Titration bei alkalischer Reaktion (der Jodverbrauch
bei saurer Reaktion ist villig gleichgiiltig) 0,65 ccm  Jod-
l6sung. Es sind also in 0,7 ccm Blut enthalten 0,65 % 0225
= 0,146 mg, in 100 cem Blut 20,9 mg Milchsiiure.

Bestimmung der Acetonkérper!).

Prinzip: Aus enteiweiBtem Blut wird getrennt einer-
seits priifformiertes Aceton und Aceton aus Acetessigsiure
und anderseits Aceton aus Oxybuttersiure destilliert
und das Aceton jodometrisch bestimmt.

Erforderliche Reagentien: 1. Natriumwolframat,
10%: 2. Schwefelsiure 2/, n; 3. Schwefelsiure, verdiinnt
(20 cem konz. H,50, werden auf 100 cem verdiinnt):
1. Bichromatschwefelsiiure (2 g Kaliumbichromat + 20 cem
konzentrierte Schwefelsiure werden mit Wasser auf 100 ccm
verdiinnt); 5. Natronlauge, 33%,1g; 6. n100  Jod-
losung; 7. n/100 Thiosulfatlisung; 8. Stirkelosung, 1°%ig.

W Z. T. nach Engfeldt.
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J—ocem unter Zusatz von Kaliumoxalat ungerinnbar
gemachtes Blut (s. 5. 60) werden in der S. 90 beschriebenen
Art entetwelllt und filtriert. Zur Destillation des Filtrates
benutzt man den fir die Bestimmung des Acetons im
Harn (5. 54) beschriebenen Apparat. 20 cem des Filtrates,
entsprechend 2 cem Blut, werden in den Destillations-
kolben eingefilllt und 1 cem der Schwefelsiure hinzu-
gefiigt. Die AuffangegefiBBe werden beschickt mit je 2 cem
Jodlésung und 2 cem konzentrierter Natronlauge. Nachdem
die Verbindungen fest hergestellt sind, wird unter direktem
l-rhitzen, wenn nétig, unter Erginzung des verdampften
Wassers durch den Trichter, ein starker Luftstrom durch-
gesaugt, der withrend einer Dauer von 25 Minuten unter-
halten wird und das gesamte Aceton (priformiertes und
aus Acetessigsiiure) aus der Lésung mitreiBBt. Nach Be-
endigung werden die AuffangegefiBle abgenommen, gut
verschlossen und 15 Minuten stehengelassen. In diesen
Gefillen hat das freie sowie das aus Acetessigsiiure ent-
standene Aceton  Jodoform gebildet. Man schlieBt nun
an den Apparat zwei andere Vorlagen an, welche genau
m der gleichen Weise mit Jodlosung und Natronlauge
beschickt sind. In das auf seinem Platze gebliebene
Destillationsgefill werden durch den Trichter in vier Por-
tionen in gleichmiBigen Zwischenriiumen im ganzen 10 cem
Bichromatschwefelsiiure zugesetzt und dabei unter FEr-
hitzen weitere 25 Minuten lang destilliert. Das dabei
ubergehende und Jodoform bildende Aceton ist aus f-0Oxy-
buttersiure gebildet. Man liBt auch diese Aufnahme-
gefilBe 15 Minuten lang stehen.

Zur Titration wird in das eine Auffangegefill, dem man
den Inhalt des anderen der gleichen Operation zugefiigt
hat, etwas iber 3 cem Schwefelsiure (3) gefiigt, so daly
die Losung deutlich sauer und durch Jodausscheidung
briunlich gefirbt ist. Man figt einige Tropfen Stirke-
losung dazu und titriert mit n/100 Thiosulfatlisung  bis
zur Farblosigkeit in der wiederholt beschriebenen Weise.

Die Menge des Acetons berechnet sich daraus, dal 1 cem
oo SSormal- Jodldsung 0,102 mg Geamtaceton entspricht,
Da zur Bestimmung 2 ccm Blut angewendet worden waren
(20 cem Filtrat), so wird die Menge Aceton in 1 cem durch
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Multiplikation der gefundenen Zahl mit 00512 in mg
erhalten bzw. mit 5,12 auf 100 cem Blut, (Die Multiplika-
tion mit der Zahl 0,1021 mg statt 00967 mg erklirt sich
daraus, dall man es mit einer Mischung von priformiertem
Aceton und Aceton aus Acetessigsiure zu tun hat.) Das
zweite Destillat enthilt nach den Versuchen von Engfeldt
eine Ausbeute von 69,29 Aceton aus Oxybuttersiure,
so daB 1 cem 150 Normal-Jodlésung 0,25 mg Oxybutter-
siure entspricht, L

Beispiel: Es seien vorgelegt fiir die Bestimmung des
Gesamtacetons (priformiert und aus Acetessigsiure) 1,0 cem
Jodlésung, zum Zuriicktitrieren verbraucht 3,2 cem Thio-
sulfatlésung, verbrauchte Jodlésung demnach 0.8 cem.
Das in der destillierten Blutmenge (2 ccm)  enthaltene
Aceton wiirde sich also zu 0.8 - 0,1024, also zu 0,0819 mg
Aceton berechnen, die Menge des Gesamtacetons (prii-
formiertes und aus Acetessigsiure) in 100 cem also zu
1,095 mg. Zur Bestimmung des Acetons aus A-Oxybutter-
siure seien ebenfalls 4 cem  Jodlésung vorgelegt, zum
Zuriicktitrieren seien 2,8 ccm Thiosulfat verbraucht. Die
Differenz 1,2-0,25 mg — 0,3 mg entspricht der Menge
Oxybuttersiure in 2cem Blut, in 100 cem Blut sind
[5 mg f-Oxybuttersiure enthalten.

Zur Bestimmung der Gesamtacetonkérper des Blutes
zusammen (priformiertes Aceton, Acetessigsiure, Oxy-
buttersiure) erfolgt die Vorbereitung in der gleichen Weise
wie oben beschrieben. Die Destillation erfolgt sofort nach
Zusatz der Bichromatschwefelsiure. Fiir die Berechnung
iIst, wenn man alle Acetonkérper als Acetessigsiure aus-
driicken will, die Menge des nicht verbrauchten Jods nach
Engfeldt mit 0,22 mg zu multiplizieren,

Beispiel: Vorgelegt wurden 4 ccm Jodlosung, ver-
braucht zur Titration 2,4 ccm Thiosulfatlésung, verbrauchte
Jodlésung 1,6 cem. In 2g Blut sind enthalten 1,6 x
< 0,22 mg — 0,352 mg Acetonkérper, in 1 cem Blut also
0,176 mg, in 100 ccm 17,6 mg Acetonkérper  berechnet
als Acetessigsiure,

ks 1st noch mdoglich, bei der anfangs beschriebenen
Methode das als solches vorhandene von dem aus Acet-
essigsiure gebildeten Aceton dadurch zu trennen, daB
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man zunichst ohne Erwirmen destilliert (priformiertes
Aceton) und dann das Aceton aus Acetessigsiiure nach
Wechseln der Vorlage und Erwiirmen der angesiuerten
Losung iberdestilliert. (Vgl. auch ber Harn 5. 50.) An-
stellung eines Leerversuches 1st unerlillhch,

Bestimmungen der Fettkirper.

Vorbemerkung., Die meisten Mikro-Fettbestimmungen
beruhen auf der Reduktionswirkung der Fette gegeniiber
Chromsiiure, Diese Reaktion ist auBerordentlich empfind-
lich: Tiunschungen sind leicht durch andere reduzierende
Substanzen, vor allem auch durch den Gefilen anhaftende
Fettspuren mdaglich. Es 1st daher unbedingt erforderlich,
dalB alle fur diese Methoden gebrauchten GefiBe absolut
rein, am  besten durch heiBe Richromat-Schwelelsiure
sorgfiltiz von allen orgamischen Substanzen befreit sind.
Man liBt die GefiBe in der Bichromat-Schwefelsiure
stehen: erst zum Versuch nimmt man sie heraus, spiilt
sie mit destilliertemm Wasser gut aus und trocknet sie im
Trockenschrank bet 1000,

a) Bestimmung des Gesamtfettes.

Prinzip: Das mit Salzsiure behandelte Blut wird mit
Ather extrahiert und im gewaschenen, abgedampften Ather-
extrakt oxydometrisch das Fett bestimmt.

Notwendige Reagentien:1.19, ige Natronlauge, 2. Nor-
malnatronlange, 3. Normalschwefelsiure, 1. n/10 Chrom-
siurelosung mut  Schwefelsiure, hergestellt durch Auf-
I6sen von 1,9083 ¢ Kaliumbichromat in Wasser, Zugabe
von 10 cem konzentrierter Schwefelsiure und Auffiillen
auf 1000 cem. 5. Ather puriss. 6. Salzsiure, konzentriert:
1,19. 7. Konzentrierte Schwefelsiure. 8. Jodkalilosung:
0% 1g. 9. Thiosulfatlstéung: '/, normal. 10. Stirkelosung:
1%/ 1g.

Mit einer genauen, 0,1 ccm fassenden Pipette wird
dieses  Quantum Blut aus der Fingerbeere entnommen
und quantitativ in ein mit Kalivmbichromat und Schwefel-
siure gereinigtes und nach Abspiilen mit destilliertem
Wasser sorgfiltig  getrocknetes Reagensglas  iiberfiihrt.
Man gibt 3 cem konzentrierte Salzsiure hinzu und stellt
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V2 Stunde in ein siedendes Wasserbad., Man lal3t abkiihlen,
verdiinnt die Losung mit 5 cem Wasser und iiberfithrt sie
quantitativ in einen ungefihr 30 cem fassenden Scheide-
trichter von langer schmaler Form, spiilt das Reagensglas
noch 2mal mit zusammen 5 cem Wasser aus gibt diese
auch in den Scheidetrichter hinein. Man bringt in das
Reagensglas 10—12 cem Ather und gielt diese nun auch
in den Scheidetrichter. Jetzt wird 2—3 Minuten gut
ausgeschiittelt. Sollte beim Stehenlassen sich die ditherische
Schicht schlecht von der willrigen trennen, indem sich
an der Grenze ein ziemlich bestéindiger Schaum bildet, so
liBt man zunichst die Hauptmenge der klaren wiBrigen
Schicht ab und bliast dann mit einer kleinen Pipette Luft
durch die Fliissigkeit durch, indem man die Pipette mit
threr Spitze dicht unter die Trennungsschicht fihrt. st
die Grenze nun scharf geworden, so it man die wiibrige
Lésung maglichst vollkommen ab, stellt sje zur Seite und
gibt nun zu der im Scheidetrichter zuriickgebliebenen
dtherischen Lésung ungefihr 10 cem Wasser. Man schiittelt
mit diesem (zur Entfernung eventueller Spuren von Salz-
sdure) durch, liBt die wiBrige Schicht wieder ab und
gieBt nun durch die obere Offnung des Scheidetrichters
die dtherische Lésung in einen kleinen Erlenmeyerkolben
von 25 cem  Inhalt.  Die vorher abgelassene wiiBrige
Losung  einschlieBlich des Waschwassers wird noch-
mals im Scheidetrichter mit 10 cem Ather tichtig aus-
geschiittelt, die wibBrige Schicht abgelassen, die zuriick-
bleibende :therische Losung ebenfalls mit 5 cem Wasser
gewaschen, das Wasser wieder abgelassen und die Ather-
losung in den Erlenmeyerkolben zu der anderen getan,
Man erwirmt jetzt auf einem elektrischen Sandbad, bis
der Ather vollstindig entfernt ist, lABt kurz ablkiihlen,
gibt dann 1 cem 1",1ge Natronlauge dazu und mischt
durch leichtes Schiitteln gut um,

Man gibt genau 2 cem Chromsiurelosung und 5 cem
konzentrierte Schwefelsiure zu und lilt Ly Stunde lang
stechen.  Sollte eine vollstiindige Reduktion der Chrom.
siure eingetreten sein, was sich durch rein griine Farbung
zeigt, gibt man noch eine genan gemessene Menge nach.
Hienach iiberfithrt man die Lisung quantitativ unter
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Verwendung von 150 cem Wasser in einen groBen Erlen-
meyerkolben, figt 1 cem (20 Tropfen) Jodkalilésung, nach
Umschiitteln ferner 3 Tropfen Stirkelosung hinzu und titriert
aus emer Mikrobiirette bis zur Entfirbung, bzw. Entstehung
eines lewcht griinlichen Tones mit n /10 Thiosulfatltsung.

Neben  der Vollbestimmung mull, wenigstens einmal
am Tage, eine Leerbestimmung ausgefithrt werden, in-
dem die zur Verwendung kommende Menge Ather, die
ebenfalls im Scheidetrichter mit destilliertem Wasser ge-
waschen wurde, auf dem elektrischen Bade abgedampft
und dann wie eine richtige Probe behandelt wird. Es
ergibt sich hier auch bei sehr reinen Substanzen stets
eme gewisse Reduktion.

Die Berechnung griindet sich darauf, dal 1 mg Fett
zur Oxydation 2,45 cem n/10 Chromsiiurelésung verbraucht.
Die Menge der zur Oxydation zugesetzten Chromsiurelisung
abziighch der angewandten Thiosulfatlésung entspricht der
Oxvdation des Fettes. Dieser Wert ist aus dem oben
angegebenen Grunde durch 2,45 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 selen angewandt 0,1 ccom Blut; es seien
zugegeben worden 2 cem Chromsiurelosung, zum Zuriick-
tirieren  selen verbraucht worden 0,96 cem n/10 Thio-
sulfat.  Die Reduktion des Fettes entsprach also dem
Verbrauch von 2,0 — 0,96 1,04 ccm n/10 Chromsiinre-
l6sung. Diese Zahl dividiert durch 2,45 ergibt 0,125 mg
Fett. Der zugleich angestellte Kontrollversuch, bei welchem
nur 1 cem Chromsiurelosung zugegeben worden war, habe
verbraucht 0,52 cem n/10 Thiosulfat. Die verbrauchte
Chromsiure betrug also 1,0 — 0,52 - 0.18: entsprechend
also 018 dividiert durch 2,45 - 0,195 mg Fett. Die Dilfe-
renz 0,125 — 0,195 — 0,230 mg ist also die Fettmenge in
0,1 cem Blut: 100 cem enthalten also 0,230 g — 00,2300/,

b} Bestimmung nach Bloor,

Prinzip: Das durch Extraktion zuniichst mit Ather-
Alkohol gewonnene Fett wird oxyvdometrisch bestimmt
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Erforderlich: 1. Bichromat-Reagens. 3 g HgNoO,
werden in 15 cem Wasser gelst, anderseits 3 g Kalium-
bichromat in 30 cem Wasser. Die Lisungen werden zu-
sammengegossen, der Bichromat-Niederschlag abzentri-
fugiert, Fliissigkeit abgegossen und der Riickstand 2mal
in der Zentrifuge mit Wasser gewaschen. Darauf wird
er ohne besondere Trocknung in 500 ccm konzentrierter
H,50, gelost. 2. Petrolather fiir Fettbestimmungen, Siede-
punkt 43—50 Grad. 50 ccm diirfen beim Abdampfen
keinen Riickstand geben. Gewihnlicher Petrolither mufB
zur Reinigung fraktioniert destilliert werden, wobei die
Fraktion tiber 60 Grad sofort verworfen wird. Die niedriger
siedende Fraktion wird mit konzentrierter Schwefelsiure
durchgeschiittelt und der abgesetzte Petrolither nochmals
destilliert. 3. Alkohol-Ather. 3 Teile 95% iger redestillierter
Alkohol werden mit 1 Teil redestilliertem Ather versetzt.
|. Natrium-Athylat. 2—3 g blankes, metallisches Natrium
werden vorsichtig unter Kiihlung in 100 ccm absolutem
Alkohol gelost. Die Lésung ist kalt und dunkel aufzu-
bewahren: sobald sie sich gelb firbt, mull sie verworfen
werden. 5. n/10 Thiosulfat-Lésung. 6. n-Kaliumbichromat -
Losung. 7. 19%ige Losung von loslicher Stirke. 8. 109,ige
K J-Losung.

Da jede Spur Fett, welche sich schon durch Beriihrung
an den Glassachen u. pp. festsetzt, die Bestimmung erheb-
lich stort, miissen die zu benutzenden (Glasgeriite, ein-
schlieBlich der Pipetten und Biiretten, vorher griindlich
mit Kaliumbichromat und Schwefelsiiure entfettet, sodann
wiederholt mit destilliertem Wasser gespiilt und dann
im Trockenschrank getrocknet werden.

In einem MeBkolben von 50 cem mit Glasstopfen bringt
man ca. 40 ccm der Alkohol-Ather-Mischung (3) und 1iBt
in feinem Strahl unter dauerndem Rotieren des Kolbens
2 cem Plasma oder Serum einflieBen, so daB ein feiner,
flockiger Niederschlag entsteht. Man stellt dann das
Kolbchen in ein siedendes Wasserbad, LiBt die Fliissigkeit
einige Sekunden kochen, 1iBt dann abkiihlen, fiillt mit
der Alkohol-Ather-Mischung zur Marke auf, mischt nach
Aufsetzen des Stopfens gut durch und filtriert die Losung
durch ein fettfreies Faltenfilter.



Von dem Extrakt gibt eine gemessene Menge, bei
normalem  Fettgehalt 15 cem, bet erwartetem hiherem
Fettgehalt entsprechend weniger, 1 einen Erlenmeyer-
kolben von 100 cem, fiigt dazu 2 cem Natriumithylat (1)
und dampft auf dem Wasserbad ab bis der Alkoholgeruch
nahezu verschwunden ist. Der Rest des Alkohols wird
durch Einleiten eines leichten Luftstromes entfernt: es
mull ein teigiger, aber nicht fester Riickstand resultieren.
Man figt dann 1 cem verdinnte Schwefelsiure (1 Teil
konzentrierter H,50, + 3 Teile Wasser) hinzu und erhitzt
im Wasserbad 1 Minute lang. Zu der noch warmen Mischung
filgt man 10 cem Petroliither, der hiebel zum Sieden kommen
mull. Beil der Temperatur des kochenden Wasserbades
schwenkt man leicht um und gieft dann die iiberstehende
Flissigkeit in einen 25 cem MeBkolben ab., Man wiederholt
das Erhitzen und die Extraktion mehrmals mit je ca. 5 cem
Petrolither, wobei das Erlenmeverkolbchen gut ausgespiilt
werden mull und gielt die Fliissigkeit in den MeBkolben
zu der ersten. Man liBt dann auf Zimmertemperatur
abkiihlen, fillt mit Petroliither bis zur Marke auf, ver-
schlieBt und mischt.

10 cem des Extraktes gibt man in ein Erlenmeyer-
kilbchen mit  Glasstopfen von 125 cem  Fassungsraum.
Man dampft, natiirlich nach Abnahme des Stopfens, vor-
sichtig im Wasserbad ab und entfernt den Rest des Petrol-
ithers durch einen schwachen Luftstrom. Darauf gibt
man unter drehendem Mischen 5 cem des Reagens (1)
und 3 eem n-Kalinmbichromatltsung hinzu.

Neben dieser Vollprobe ist eine Leerprobe angesetzt
worden, welche genau dieselben Lésungen in genau der
gleichen Konzentration enthilt wie die Vollprobe, natiirlich
mit  Ausnahme des fetthaltigen Blutextraktes. Beide
holben werden nun leicht wverschlossen und in einem
elektrischen Ofen von 121 Grad oder in ein Wasserbad
von Y0 Grad 5 Minuten eingesetzt, damit sie ungefihr
die richtige Temperatur annehmen. Man nimmt dann
heraus, mischt die beiden Kilbchen durch Drehen gut
durch, setzt die Stopfen dann fest auf und bringt sie wieder
entweder fiir 20 Minuten in den elektrischen Ofen, oder
1 Stunde in das Wasserbad. Man nimmt die Kélbchen
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dann heraus und gibt sofort, ohne vorheriges Abkiihlen,
75 cem Wasser hinzu.,

Jetzt wird jedem Kolben 10 cem der K J-Losung (8)
und einige Tropfen Stirkelosung (7) zugegeben, und unter
kreisformiger Bewegung mit n/10 Thiosulfatlosung (5)
bis zur Entfirbung bzw. zum Auftreten einer hellen, griin-
blauen Fiarbung titriert.

Die Berechnung griindet sich darauf, daf3 1 mg Olsiure,
als hauptsiichlichster Reprisentant des Blutfettes, durch
3,61 ccm Bichromatlésung n/10 oxydiert wird, Die Menge
der in der Probe vorhandenen Olsiure ergibt sich aus
der Differenz zwischen Leer- und Vollprobe, d. h. also
aus der Differenz (Bichromat — Thiosulfat) in der Voll-
probe, abziiglich der Differenz (zugegebenes Bichromat
zur Titration gebrauchtes Thiosulfat) in der Leerprobe.

Beispiel: Wurde zur Oxydation 3 ccm n-Bichromat-
Losung — 30 cem n/10 Bichromatlésung verwandt und
bei der Vollprobe zum Zuriicktitrieren 24,5 cem n/10 Thio-
sulfat verbraucht, so ist die Menge des zur Oxydation
erforderlichen Bichromats n/10 5.5 cem gewesen. Ein
Leerversuch habe zur Zuriicktitrierung des zugegebenen
Bichromates 29,7 ccm Thiosulfat verbraucht, so daB also
hier 0,3 cem zur Oxydation erforderlich waren. 3.5 — 0.3 —
2,2 ccm n/10 Bichromat ist also die zur Oxvdation der
Olsiure verbrauchte Menge Bichromat. Da 1 mg Olsiure
durch 3,61 cem n/10 Bichromat oxydiert wird, so ist die
Menge der in der Serumprobe vorhandenen Olsiure
5,2:3.61 .14 mg, wobei simtliche Fettsiure als Ol-
saure gerechnet ist. Das Blutserum war zuerst auf das
2ofache verdiinnt worden und hievon 15 cem, die also
0,6 g Blut entsprachen, weiter behandelt worden. Von
dieser Menge wurden bei der letzten Mamipulation 2/,
d. 1. 0,24 g genommen. Die festgestellte Olsiuremenge
fand sich also in 0,21 g und dementsprechend enthielten
100 g Serum 600 mg Olsidure.,

Will man nicht die Fettsiure, sondern den Wert des
Fettes wissen, so ist, wenn man das Fett als reines Olein
annimmt, der erhaltene Fettsiurewert mit 1,05 zu multi-
plizieren,
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Will man in derselben Portion auch das Cholesterin
bestimmen, so verwendet man 10 cem des Petroliither-
extraktes, den man in einen klemen Erlenmeverkolben
zur Trockne abdampft, wie bei der Fettbestimmung be-
schrieben wurde. Nach dem Abkiithlen mimmt man den
Rickstand wiederholt miut Chloroform auf und stellt nach
Abdampften des griliten Teiles des Chloroforms, Ent-
wissern durch Natriumsulfat, Filtrieren durch gehiirtetes
Filter und Auffullen der Losung auf 10 cem die S, 127 be-
schriebene Reaktion an.

e Aufnahme zweler oxyvdometrischer Verfahren ergibt sich dar-
aus, dabd die erste sich mir im Laboratorium besonders gut bewiihrt

hat, wihrend an anderen Stellen sich die Bloorsche Methode
besonderer Beliebtheit erfreut.

¢) Nephelometrische Fettbestimmung!).

Prinzip: Die in einer wiillrigen Lisung des verseiften,
extrahlerten Fettes durch Zusatz von Siure erzeugte
Tribung wird mit der emer gleichbehandelten Standard-
losung aus Triolein im Nephelometer verglic hen.

Gebrauchte Reagentien: 1. Alkohol-Athermischung,
bestehend aus 3 Teilen redestilliertem, absolutem Alkohol
und einem Teil reinstem Ather: 2. alkoholische Natronlauge,
normal; 3. wverdiinnte Salzsiure (1 Teill konzentrierte
Salzsiure und 1 Teille Wasser); 1. Standard-Oleinlésung ;
200 mg Triolein werden in der Alkohol-Atherlésung (1) in
einem MeBkolben von 500 aufgelist und mit der gleichen
Lisung zur Marke aufgefiillt. Die Losung enthilt in
2 cem 2 mg Triolein.  Gut wverschlossen aufbewahren,
damit nicht durch Abdunstung des Liosungsmittels die
Konzentration zunimmt !

In cinen MebBkolben wvon 50 cem, welcher ungefihr
10 cem der Losung 1 enthiilt und der vorher mit der
Losung, nachdem der Stopfen aufgesetzt war, zu wiegen
ist, werden aus einer Spritze ungefiihr 2 cem Blat
langsam hereingespritzt, wiilhrend der Kolben dauernd
umgeschiittelt wird.  Ber der Einfiullung des Blutes ist
daranf zu achten, dall man das Koélbchen nicht mit der
warmen Hand anfalit, um Abdunsten von Ather zu ver-
meiden. Der Stopfen wird wieder anfgesetzt: der MeD-

Iy Nach Bloor.
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kolben wird wieder gewogen und so das Gewicht des zi.
gegebenen Blutes festgestellt. Man kann auch das Blut
in die alkoholische Atherlosung — ohne Wigung — 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 annihernd das Gewicht durch Multiplikation
mit 1,05 (mittleres spezifisches Gewicht des Blutes) be-
rechnen.] Man bringt den Kolben in ein kochendes
Wasserbad und liBt ihn dort, bis der Inhalt gerade zu
sieden anfingt, kiihlt dann sofort unter der Wasser-
leitung ab, fiillt mit dem Alkohol-Athergemisch bis zur
Marke auf und mischt gut durch. Man filtriert nun
schnell die Losung durch ein Faltenfilter in ein trockenes
Gefdll, wobei darauf zu achten ist, daB kein Verlust an
Losungsmittel durch Wirme entsteht. An warmen Tagen
mull daher das zur Aufnahme der Losung benutzte Getil
in kaltes Wasser gestellt werden. Es ist darauf zu halten,
dab alle diese Manipulationen bei einer gleichbleibenden
Temperatur erfolgen und mdéglichst  schnell ausgefiihrt
werden,

Von dem Filtrat bringt man in zwei kleine Becher-
glischen oder weithalsige Erlenmeyerkélbchen von un-
gefihr 50 cem Fassungsraum einen aliquoten Teil herein.
Im allgemeinen wird sich bei der Anwendung von ungefihr
2 cem Blut 15 cem als die richtige Menge erweisen. Man
fiigt zu jeder Probe 2 cem der alkoholischen Natron-
lauge (2) und liBt auf einem elektrischen Bade oder einem
Sandbade die Mischung abdampfen, bis alles Losungs-
mittel verdampft und die Verseifung vollzogen ist.

Inzwischen hat man drei Kélbchen von ungefihr 200 cem
Fassungsraum mit je 100 ccm reinem destillierten Wasser
beschickt. Man 16st nun den Riickstand in den kleinen
IK6lbchen in je 5 cem der Alkohol-Atherlésung unter
leichtem Erwidrmen auf, so daB nur noch einige Flocken
des  Natriumhydrats ungelést bleiben, und bringt den
Inhalt unter Umriihren in je eins der mit Wasser be-
schickten Kolbchen: die kleimen Glischen werden durch
Zuriickgielen von etwas Losung aus den grolen Kolb-
chen noch einmal ausgespiilt und der Inhalt wieder in
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den  betreffenden  Kolben zuriickgegossen. (Die Doppel-
analyse empfiehlt sich, vm das Resultat sicher zu ge-
stalten.)  In das dritte Kolbchen mit Wasser gibt man
a cem der Standardlosung (1) herein und mischt auch
dieses  Kdélbchen  durch  leichtes Umschwenken.  Nach
ungefihr 5 Minuten gibt man in jedes Koélbchen 10 cem
der Salzsiure (3), mischt durch leichtes Schiitteln und
schhelit nach 5 Minuten langem Stehen den nephelo-
metrischen Vergleich an, der in weiteren 53 Minuten be-
endet semm mulb,

Die Berechnung griindet sich darauf, daB in der
angewandten  Kontrollosung 2 mg  Triolein  enthalten
sind. Die Menge des in der angewandten Probe ent-
haltenen Fettes entspricht also: 2 mg multipliziert mit
'h‘ worin s, die Schichthéhe der Vergleichslosung, = die
der Versuchslosung bedeutet.

Beispiel: Es seien durch Wigung 1.8 ¢ Blut fest-
gestellt worden. Von diesen, die zuniichst auf 50 cem
aufgefiillt waren, sind 15 zur Analyse verwandt worden.
Die nephelometrirche Bestimmung habe ergeben fiir s, 30,
fir = 10 mm. Es berechnet sich also die Menge des
in den 15 cem der Extraktlosung befindlichen Fettes zu
2 mg multipliziert mit ::: 1,o mg, die Menge des in

den gesamten 50 cem Extrakt, also der angewandten

Blutmenge vorhandenen Fettes zu 1,5 mal 2,0 my
!}

Fett. Da die Blutmenge 1.8 g betrug, so ergibt sich die
Menge des Fettes in 100 g nach der Gleichung 1,8:5
100 : x zu 278 mg oder 00,2789,

Wenn man das Blut abmifit, erhiilt man natiiclich dic
Werte fiir das betreffende Volumen: will man sie darius
auf das Gewicht umrechnen, so mull man durch 1.03
dividieren.

Bestimmung des Cholesterins.

Die  Bestimmung  berulit auf der Farbreaktion des
Cholesterins mit - Essigsiureanhydrid wnd  Schwefelsinre
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und dem kolorimetrischen Vergleich mit einer bekannten
Lisung.

Erforderliche Reagentien: 1. Kalilauge 259 :
2. Chloroform; 3. Natriumsulfat, wasserfrei: 1. [Lssig-
saureanhydrid (CH4C0),0; 5. Schwefelsiure konzentriert -
6. Cholesterin-Vergleichslésung: 100 mg Cholesterin werden
mit Chloroform auf 250 cem gelist. Zum Versuch wird
diese Losung auf das 5fache mit Chloroform (z. B. 5 ccm
ad 25 cem) verdiinnt. Diese letztere Lisung enthilt 2 mg
In 25 cem, sie entspricht fir die angegebenen Versuchs-
bedingungen einem Cholesteringehalt von 200 mg in 100 cem
Serum,

1 cem Serum (mit einer genauen Pipette entnommen)
werden in ein groBes Jenaer oder Pyrex-Reagensglas ein-
gebracht, 10 cem 259%ige Kalilauge zugefiigt, und nach
Umschiitteln das Reagensglas in ein kochendes Wasser-
bad eingestellt. Nach 2—3 Stunden langem Kochen lLif3t
man abkithlen und gieBt dann die Mischung in einen
kleinen, ungefihr 30 ccm haltenden Scheidetrichter ling-
licher Form hinein. Man spiilt das Gefi mit 10 cem
Chloroform aus und gibt dieses ebenfalls in den Scheide-
trichter hinein. Man schiittelt kriftig aus, liBt sich die
beiden Schichten trennen und liBt dann die untere Chloro-
formschicht in ein trockenes Kilbchen ab. (Vorher Stopfen
abnehmen!) Zu der im Scheidetrichter zuriickgebliebenen
Flissigkeit 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 ccem  Chloroform nochmals und vereinigt den
Chloroformextrakt mit den anderen. Um die fast immer
tritbe Chloroformlésung vem tritbenden Wassergehalt zu
befreien, gibt man in das Kalbehen ca. 5 g wasserfreles
Natriumsulfat und schiittelt energisch durch. Die so
wasserfrer gemachte Chloroformlisung wird durch ein
trockenes Filter in ein trockenes 25-cem-MeBkolbehen
filtriert, das Kolbchen mit etwas frischem Chloroform
nachgewaschen, dieses ebenfalls durch das Filter gegossen
und das MeBkolbchen mit Chloroform bis zur Marke auf-
gefiillt.
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Es wird an einem Teil dieser natiirlich gut durchzu-
mischenden Chloroformlosung die Farbenreaktion angestellt.
Bel Benutzung des  Autenriethschen Kolorimeters, wo
die Versuchslosung in den Trog eingefullt wird, geniigen
a2 cem Chloroformlisung, bei Anwendung eines griiBBeren
kolormeters werden 1im allgemeinen 2025 cem erforder-
lich sein.  Die Mengenverhiltnisse fiir die weitere Ver-
arbeitung sind entsprechend zu nehmen. Zu je 5 cem
Chloroformlosung werden 2 cem Essigsaureanhydrid und
3 Tropfen  konzentrierte Schwefelsiure zugegeben und
das Gefill im Dunkeln 15 Minuten bei 32—35 Grad stehen-
gelassen.  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 Autenrieth-
schen Apparates wie fiir die anderen Kolorimeter erforder-
lich —, man mull zu gleicher Zeit wie im Chloroform-
Blutextrakt in der Vergleichslosung die Farbreaktion
ausfithren. Bel Benutzung des , Autenrieth® gibt man zu
10 cem der verdiinnten Vergleichslosung 4 cem Essigsiure-
anhvdrid und 6 Tropfen konzentrierte Schwefelsiure.
Benutzt man Kolorimeter mit gréBerem Fassungsvermigen,
mull man entsprechend gréoflere Mengen nehmen. Die
Losung bleibt mit der anderen zusammen 13 Minuten bei
3235 Grad im Dunkeln stehen. Der kolorimetrische
Vergleich wird in iiblicher Weise durchgefiihrt.

Die Berechnung erfolgt bei Verwendung des Auten-
riethschen Kolorimeters und des fertigen Farbkeiles durch
Ablesen der Skala und Aufsuchen des entsprechenden
Wertes in einer beigegebenen Tabelle'). Bei Verwendung
einer nach obiger Vorschrift angefertigten Vergleichslosung
ergibt sich fiir diese ein Cholesteringehalt von 2 me in
25 cem. Bel Farbengleichheit bei gleicher Schichtdicke wiirde
also die Versuchslosung in 25 cem, bzw. der darin enthaltene
I cem Serum ebenfalls 2 mg Cholesterin enthalten, 100 cem
Serum also 200 mg. Sind die Schichtdicken bei gleicher
Farbtiefe verschieden, so berechnet sich der Cholesterin

) sind  dort  andere Verdinnunesverhiltnisse anzeveben,  so

sind die Werte entsprechend zu reduzieren

Pincussen, Mikromethodik, 6. Aufl. e
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Der Cholesteringehalt in 100 ccem Serum ist demnach

200 mg multipliziert mit dem Quotienten

Schichtdicke der Testlisung
Schichtdicke der Versuchslésung

wert nach der wiederholt angewandten Formel c¢

Fiir stirkere Cholesterinkonzentrationen verwendet man
eine Losung von 4 mg Cholesterin in 25 cem Chloroform,
die genau auf die gleiche Weise behandelt wird; man ver-
diinnt also die Stammlosung auf das Zweieinhalbfache:
also 10 cem Stammlsung + 15 cem Chloroform. Bei der
Berechnung ist dann statt 200 mg 100 mg einzusetzen.

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

LaTH 2 l.)
—;]H,;,”{}q = 160 mg Cholesterin,
25

Der Cholesteringehalt des normalen Blutes betrigt

ungefahr 160—180 mg?,.

Bestimmung der Harnsiure!),

a) Methode von Folin und Wu.

Prinzip: Harnsiure wird in der enteiweillten Blut-
losung zusammen mit den Chloriden durch Silber gefillt,
aus dem Niederschlag die Harnsiure durch HCl-haltige
Kochsalzlosung herausgelost und mit Hilfe des Folinschen
Harnsiiurereagens die freigesetzte Harnsiure kolorimetrisch
bestimmt.

Notige Reagentien: 1. Zur EnteiweiBung (Wolfram-
siure) die bei Reststickstoff S. 90 angegebenen; 2.5%ige
Losung von Silberlaktat in 5%iger Milchsiure; 3. 109, ige

') Fiir die diagnostische Verwertung der Harnsiurewerte beim
Menschen (besonders zur Diagnose der Gicht) soll der Patient 3 Tage
vorher purinfrei ernéhrt sein. Am 4. Tag ist das Blut niichtern
zu entnehmen.
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NaCl-Losung in n 10 HCL; 1 3%1ge Natriume yanidlosung
(giftig, Vorsicht!); 5. Natriumcarbonatlosung  209ig;
4. Natrinmsulfitlosung 10%,g; 7. Harnsiaurereagens
nach Folin: 100 ¢ Natriumwolframat werden mit 80 cem
83 iger Phosphorsiure (spez. Gew. 1.70) und 750 cem
Wasser 3 Stunden (unter dem Abzuge!) unter Ersatz des
verdampfiten Wassers gekocht, nach dem Abkuhlen wird
auf 11 anfeefiillt; & Harnsiurestandardlosung, Durch
Losen von 200 g Natriumsulfit und Auffiilllen mit Wasser
auf 1 1 wird eine 20%;ige Na,50,-Losung hergestellt, die
man zum besseren Absetzen iiber Nacht stehen liBt und
dann zum Entfernen etwaiger Tritbungen noch filtriert.
Man lést 100 mg reinste Harnsidure (genau auf der chemi-
schen Waage wiegen) in 15 cem einer 0,1%igen Lithium-
carbonatlosung und bringt diese Lisung quantitativ unter
Nachspiilen mit destilliertem Wasser in einen 1000-cem-
MeBkolben, Man gibt hiezu noch ca. 300 cem Wasser,
ferner 500 cem der 20°;igen Natriumsulfitlosung (die nicht
gebrauchte 20°jige Na,S0,-Losung verdiinnt man mit
der gleichen Menge destillierten Wassers und gewinnt so
die Losung Nr. 6) und fiilllt mit destilliertem Wasser bis
zur Marke auf. Nach gutem Durchmischen fiillt man
die Losung in saubere trockene Flaschen von 200 cem ab,
verkorkt sie gut und iberziecht Kork und Flaschenhals
mit Paraffin, indem man diese Teile in geschmolzenes
Paraffin eintaucht. Die so verschlossene Lisung hilt sich
einige Monate; wenn sie zum Gebrauch dfter gedffnet wird
— bei dieser Flasche braucht man die Paraffindichtung
nicht immer zu wiederholen ——, bleibt sie ungefihr 1 Wochen
lang unveriindert.

Man enteiweillt mindestens 5 cem Blut in der S. 90
angegebenen Weise.  Man pipettiert 20 cem des Blut-
filtrates in ein groBes Zentrifugenglas hinein, fiigt | cem
Silberlaktatlosung (2) dazu, ribrt gut um und zentrifugiert
o—10 Minuten in einer gut laufenden Zentrifuge. Durch
Zusatz eines Tropfens Ag-Liosung zu  der klaren iiber-
stehenden Flitssigkeit priift man, ob noch eine Fillung
entsteht — bejahenden Falles werden noch 2 cem Silber-
l6sung zugegeben, umgerithrt und nochmals zentrifugiert.
Entsteht keine Fillung mehr, was die Regel ist, so gielit

ajiE
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man die iiberstehende Fliissigkeit ab, was ohne Schwierig-
keit gelingt, da der Niederschlag fest am Boden haftet.
Man fiigt nun zu diesem 2 cem der Kochsalzlosung (3),
ungefihr 10 cem Wasser, riithrt wieder gut nm und zentri-
fugiert. Die Harnsiure geht hiebei in die iiberstehende
klare Fliissigkeit. Man bringt diese nun, vom Bodensatz
abgieBend, quantitativ unter Nachspiilen mit destilliertem
Wasser in einen MeBkolben von 25 cem. Sollte sich etwas
Chlorsilber ablisen und mithereingehen, so schadet dies
nichts, da es wieder gelost wird. Man fiigt nun noch hinzu
I cem  Natriumsulfitlésung  (6), 0,5 cem Cyannatrium-

l6sung (1) — aus einer Biirette zu entnehmen, sehr giftig,
darum nicht mit einer Pipette aufsaugen! — und 3 cem

Natriumcarbonatlésung (5).
Anderseits werden zwei Vergleichslésungen hergestellt. In
je einen MeBkolben von 50 cem Inhalt werden eingefiillt
i Kolben a  Kolben b

Standardlésung (8) 1 cem 2 cem
Natriumsulfitlosung (6) 1 ccm -~

Kochsalzlésung (3) 4 cem 4 ccm
Cyannatriumlisung (1) 1 cem 1 cem
Natriumcarbonatlésung (5) 6 cem b com

Beide Kolbchen werden mit destilliertem Wasser aul
ungefihr 15 cem aufgefiillt und gut durchgemischt. Man
gibt dann zu gleicher Zeit zu Kolben a und b je 1 cem,
in das 25 cem Kélbchen, welches die Versuchslosung
enthilt, 0.5 cem Harnsiurereagens (7), mischt, LBt 10 Mi-
nuten stehen, fiillt dann mit Wasser bis zur Marke auf
und mischt wieder. Man nimmt sofort die kolorimetrische
Ablesung vor, indem man hiebei zum Vergleich die
Standardlésung  benutzt, die etwas dunkler ist als die
zu untersuchende Lisung.

Die Berechnung ergibt sich aus folgendem. Vergleichs-
ldsung a enthilt in 30 cem 0.1 mg Harnsiure, in 100 cem
0,2 mg Harnsiure, die Losung b in 100 cem 0,4 mg Harn-
siure. Die 25 cem der zu untersuchenden Lisung ent-
sprechen 2 cem Blut, 100 cem  dieser Lisung  wiirden
also 8 cem Blut entsprechen. Wiirde also bei dem kolori-
metrischen  Vergleich eine  Farbengleichheit der  beiden



Losungen  bestehen, wenn  beide  glewche  Schichtdicke
haben, so wiirde bel Vergleich der Versuchslosung und
der Testlosung a auch die Blutlésung 0,2 mg Harnsiure
m 100 cem Losung oder in 8 cem Blut enthalten. Der
Harnsiuregehalt i 100 cem Blut wire dann 125mal so
hoch und entspriche in diesem Falle 2.5 mg Harnsiure
in 100 cem Blut., Wiirden die gleichen Verhiiltnisse, d. h.
Farbengleichheit bet gleicher Schichtdicke, bel Anwendung
der Testlosung b sich ergeben, so wiire die in 100 ccm Blut
enthaltene Harnsiduremenge 5 mg. Beir Farbengleichheit
und verschiedener Schichtdicke ergibt sich der Harnsiure-
gehalt in 100 cem Blut unter Anwendung der oben erwithnten
Formel
5

bei Anwendung von Testlosung a zu ' - 2.5 me,
; = : =
S
: : o 5 = "
bei Anwendung von Testlésung b zu - mg Harnsiure,
L

wobel wiederum s, die Schichtdicke der Testlosung, s die
schichtdicke der zu untersuchenden Lisung bedeutet.

Beispiel: War Testlisung 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)

575 29 = 1,82 mg Harnsiiure.
27,9

Der Harnsiuregehalt im normalen Blute betriigt  bei
purinfreler Ernihrung zwischen 1,5 und 3 mg?,.

b) Verbesserte Bestimmung nach Benedict'),

Prinzip: Vorhandensein von Thionein gibt z. B. nach
der alten Methode von Benedict (5. Aufl. Mikromethodik,
S, 199) um 0,5—1,5 mg?,, zu hohe Werte. Die neue Methode
schaltet diesen Fehler aus.

Erforderliche Reagentien: 1. Wolfram-Molybdin-
Reagens. 10 g reinste, NH-freie Molybdin-Siure werden
mit 50 ccm n'l NaOH 5 Minuten langsam gekocht. Es
wird filtriert, das Filter mit 150 cem LieiBem Wasser nach-

'y Nach Benedict. ]I biol. chem. Bd. 92
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gewaschen und zum erkalteten Filtrat eine Lisung von
80 g Natriumwolframat in 600 ccm Wasser gegeben. Dann
auf 1000 auffiillen. 2. 0,62 n-H,SO-Lésung: 620 n-H,S0,
im MeBkolben auf 1000 aufgefiillt. Aus diesen beiden
Losungen wird die verdiinnte Fallungslésung (3) her-
gestellt. 3. 10 ccm Losung (1) werden in einen 230 cem-
Kolben pipettiert, mit ca. 100 ccm Wasser verdiinnt -
hiezu 10 ccm Losung (2), dann aufgefiillt zur Marke und
gemischt. Die Losung ist 3—3 Tage haltbar. 4. Lithium-
chlorid-Losung. 1,5 g Lithiumchlorid in Wasser gelost,
10 cem konzentrierte Salzsdure (1,19) zugegeben und auf
250 aufgefiillt. 5. Silbernitratlésung. 5,8 g AgNO, werden
in Wasser geldst und aufl 250 aufgefiillt. 6. Natriumcyanid-
Losung. 50 g Cyannatrium werden mit Wasser ad 1000 ccm
gelost und der gesamten Lisung 2 cem konzentriertes
Ammoniak zugefiigt. Sehr giftig! Nicht pipettieren!
ca. 6 Wochen haltbar. 7. Harnsiiure-Reagens. 100 ¢ reines
Natriumwolframat wird in ca. 600 cem Wasser gelost
und dann 50 g reine Arsensiure (As,0,), darauf 25 cem
8491ge Phosphorsiure und 20 cem konzentrierte Salz-
sdure zugegeben. Man kocht 20 Minuten, lilit abkiihlen
und fiillt auf 1000 cem auf. Reagens ist unbeschrinkt
haltbar. 8. Harnsiurestandard-Lésung. a) Stammlisung.
9 g sekundires Natriumphosphat (Na,HPO,) und 1 g
primires Natriumphosphat (NaH,PO,) werden in ungefihr
200—300 cem heiBem Wasser gelist, wenn nicht ganz klar,
filtriert und die Losung auf 300 ccm aufgefiillt. 0,2 ¢
reinste Harnsidure, genau abgewogen, werden in ein groles
Becherglas iiberfithrt und durch Zugabe von 3—10 cem
Wasser aufgeschwemmt. Die noch heile Phosphatlsung
wird jetzt schnell auf die Suspension unter leichtem
Schiitteln heraufgegossen, wobei die Harnsiure vollstindig
in Losung geht. Man liBt erkalten, fiigt 1,4 ccm Eisessig
hinzu, bringt die gesamte Lisung in einen MeBkolben
und fillt mit Wasser bis zur 1000 ccm-Marke auf. b) Ge-
brauchsfertige Standardlésung: 1 cem der Stammlosung
(a) werden in einen 300 cem-MeBzylinder einpipettiert,
ca. 300 cem Wasser und darauf 5 cem konzentrierte Salz-
saure zugegeben und schlieBlich mit Wasser zur Marke
aufgefiillt. Diese Lésung enthilt in 500 ccm 0,8 mg Harn-
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saure und entspricht bei den gewihlten Versuchsbedin-
gungen | mg?, Harnsiiure im Blute.

S eem der verdiinnten Fillungslisung (3) werden in emn
kleines Zentrifugenglas einpipettiert, Mit einer genauen
Pipette werden 0,2 cem Blut aunfgesaugt, die Pipette gut
auBen abgewischt, der Inhalt in die Losung hereingeblasen
und die Pipette durch zweimaliges Hochzichen und Zuriick-
blasen der Losung im Zentrifugenglas gut ausgespiilt. Das
Reagensglas wird nochmals gut durchgeschiittelt, bzw. de
Inhalt mit einem kleinen Glasstab durchmischt und nach
kurzem Stehen zentrifugiert. 1 com der klaren iiberstehenden
Fliissigkeit werden in ein anderes kleines Zentrifugenglas
iiberfithrt, dazu 1 cem der Lithhumlosung (1) gegeben, ge-
mischt und 1 cem Silberlézung (3) zugefiigt. Nach gutem
Durchmischen wird wieder zentrifugiert und danach die ge-
samte iiberstehende Flissigkeit in ein Reagensglas abge-
cossen.  Anderseits wurden 1eem der gebrauchsfertigen
standardlosung (8b) in ein anderes Reagensglas einpipettier
und 2 cem Wasser zugegeben. In jedes Rohrchen kommt jetzt
{aus einer Burette, Vorsicht!) 2 cem Cvanidlosung (6) und
0,5 cem Harnsidurereagens (7). Nach  Mischen werden-
beirde Gliger 3 Minuten lang in ein kochendes Wasserbad
gestellt, danach etwas abkiihlen gelassen und noch warm
im  Kolorimeter wverglichen.  Ablesen nach volliger Ab-
kithlung gibt gleiche Werte, doch tritt dann bisweilen
eine Tritbung auf, welche die Ablesung unmoglich macht.

Die verdiinnte Standardlosung 1st so hergestellt, dall
bet den gewihlten Versuchsbedingungen die Konzentration
der Vergleichslosung in der kolorimetrischen Formel zu
I mg?, einzusetzen ist. Ist also wie stets 5, die Schicht-
dicke der Vergleichslosung, s die der Versuchslisung ber
Farbengleichheit, so berechnet sich die Menge der Harn-

i S :
siure in 100 cem Blut zu ' - I mg in 100 cem Blut oder

zu — - 4 mg%,.
-
An Genamgkeit steht die Methode von Folin-Wu der
von Benedict voran; die fiir die kolorimetrische Analvse
verwendeten Phosphorwolframsiure, Arsenphosphor
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wolframsiure und  andere ahnliche  Verbindungen sind
nicht fiir den Nachweis eines bestimmten Kérpers spezifisch :
sie reagieren mit Blaufirbung mehr oder weniger auf
alle reduzierenden Substanzen. [n diesem  Sinne muf
z. B. bei der Benedictschen Probe ein héherer Glukose-
gehalt des Blutes beriicksichtigt werden. Bei der Folin-
Wu-Probe fillt dieser Fehler fort, da die Harnsiure vorher
1soliert wurde und sie allein auf das Reagens wirkt. Trotz-
dem ist fiir klinische Zwecke die Benedictsche Methode
durchaus verwendbar und empfehlenswert.

Bestimmung des Kreatins und Kreatinins.

Prinzip: In dem durch Entetweilbung mit Trichloressig-
saure gewonnenem Blutfiltrat wird die durch Zusatz von
Pikrinsiure erhaltene Firbung kolorimetrisch 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 + Kreatinin
in gleicher Weise kolorimetrisch bestimmt .

Erforderliche Reagentien: 1. TIrichloressigsiure,
209%1ge Losung. 2. 1%;1ge Pikrinsiure (aus reinster. eventuell
wiederholt umkristallisierter Pikrinsiure herzustellen, in
dunkler Flasche aufzubewahren). 3. Natronlauge: 10°)ig.
L. Kreatininstandardlgsung: 0,1 g reinstes Kreatinin wird
unter Zusatz von 10 cem n/10 HCl in Wasser geltst und
auf 100 cem aufgefiillt. Die Lisung ist gut verschlossen
lange Zeit unverindert haltbar. Zum Versuch wird hier-
aus (jedesmal frisch) eine 20fache Verdiinnung hergestellt,
indem 5 cem auf 100 cem  verdiinnt werden. 100 cem
dieser Losung enthalten 5 mg  Kreatinin, | cem 0,2 mg.
Man kann auch von Kreatininchlorzink ausgehen, indem
man  zur  Herstellung  der Standardlosung 0,1611 g in
gleicher Weise in 100 cem 16st

(Herstellung des Kreatininchlorzinks s. 2. Aufl. S, 95.)

[n einem Zentrifugenglas werden 6 cem Serum  mit
21 cem Wasser gemischt und troplenweise unter Um-
rithren 3,6 cem Trichloressigsiure (1) zugefiigt. Es wird
zentrifugiert und die erhaltene klare Losung (ungefihr
9 cem) abgegossen. Zur Bestimmung des Kreatinins werden
I cem in einen MeBkolben oder MeBzylinder a, der eine



Marke bet 15 cem hat, hereinpipettiert.  Andere 1 cem
werden i ein zweites Rohrchen b, das ebenfalls eine Marke
bei 15 cem besitzt, eingebracht und, nachdem die Offnung
mit etwas Zinnfolie verschlossen worden ist, in einen Auto-
kKlaven von mindestens 5 Atm. Arbeitsdruck eingebracht
und 1 diesem 30 Minuten auf 135 Grad (- 3 Atm.) erhitzt.
(Nicht vergessen, in den Autoklaven Wasser einzufiillen')
Man laBt abkiihlen und mimmt die Lisung in dem Gliis-
chen aus dem Autoklaven heraus. Ein drittes Rihrchen ¢
mit derselben Einteilung wird mit 1 cem der verdiinnten
Kreatininstandardlésung mit einem Gehalt von 0,2 mg
kreatinin beschickt und hiezu 1,2 cem Trichloressigsiure-
lisung (1) zugegeben. Zu allen drei Riéhrchen werden
nunmehr je 5 cem einer frisch hergestellten  Mischung
aus 25 cem Pikrinsiurelosung (2) und 10 cem  Natron-
lauge (3) zugefiigt. Nach 5 Minuten langem Stehen werden
alle Rohrchen mit Wasser auf 15 com aufgefiillt, gemischt
und 1m Kolorimeter miteinander verglichen,

Beispiel: 1. Bestimmung des Kreatinins: in den einen
Trog kommt die Testlésung (aus c), in den anderen die
in gleicher Weise behandelte, nicht erhitzte Blutlisung
(aus a). ks bestehe Farbengleickheit beim Stande der
Versuchslésung  von 60, der Vergleichslisung von 15.
= ’ 5 : i
Entsprechend der Formel ¢ = ¢;- ' wo ¢, die Konzen-

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

-

zentration zu 0.2 . ],J 0,05 mg. Da diese der Gehalt
tl) :

von | cem Versuchslosung — 2 cem Serum st durel

die EnteiweiBung war das Serum auf das Doppelte ver-

diinnt worden ——, berechnet sich der Gehalt in 100 ccm

Serum zu 0,05 - 30 — 2.5 mg Kreatinin.

Bei der Bestimmung des Gesamtkreatinins (prifor-
miertes Kreatinin 4 Kreatinin ans Kreatin) sei bei An-
wendung der gleichen Kontrollosung (man  Lilit  diesc
zweckmillig einfach in ihrem Trog im Kolorimeter stehen,
da im Laufe einer halben Stunde eine Farbenverinderung
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nicht eintritt) die Schichtdicke der Vergleichslosung 30,
die der Blutlésung (aus b) 24 bei Farbengleichheit. Nach
der obengenannten Formel ergibt sich die Konzentration

des Kreatinins dieser Probe sinngemiifi zu 0,2 - j(; = 0,25 mg
(resamtkreatinin. Die Menge in 100 ccm Serum wird, wie
oben ausgefiithrt, durch Multiplikation mit 30 erhalten,
so dall in 100 cem 12,5 mg Gesamtkreatinin (Kreatinin
priformiert <+ Kreatinin aus Kreatin) enthalten sind. Die
Menge des Kreatining aus Kreatin ergibt sich aus der
Differenz der beiden Werte zu 10 mg®,. Will man das
Kreatin berechnen, so mub letzterer Wert mit 1,27 multi-
pliziert werden, woraus sich also ein Kreatingehalt von
12,7 mg ergibt.

Im normalen Blut der Erwachsenen betriigt der Gehalt
an Kreatinin 1—2 mg?,, an Kreatin + Kreatinin (Gesamt-
kreatinin) 5—06 mg9;,.

Bestimmung des Glutathions!').

Prinzip: Das mit Sulfosalicylsiure enteiweilite Blut
wird mit Jodat titriert.

Erforderlich: 1. Kaliumoxalatlésung, 309,ig. 2. Sulfo-
salicylsiiureldsung, annahernd molar: 25 g Sulfosalicyl-
siure in Wasser auf 100 cem. Hieraus wird 2 a) eine 19,ige
Lasung hergestellt, indem 45,6 cem mit Wasser auf 250 cem
verdiinnt werden. 3. Jodkalilosung 5%,ig: darf kein freies
Jod enthalten. 4. 1°%,ige Losung von loslicher Stirke.
2. Kaliumjodatlosung, 0,1783 g KJO, in 1000 ccm Wasser
gelost, ergibt eine 0,005 n-Losung. Zur Titration wird,
mindestens jede Woche frisch, eine 0,001 n-Losung her-
gestellt, indem 50 cem der 0,005 n-Lisung und 22,8 de
molaren Sulfosalicylsiureldsung (2) auf 250 cem im Mel-
kolben verdiinnt werden.

Mit einer Spritze, welche einen Tropfen der Oxalat-
losung (1) mit ungefihr 0,04 cem enthiilt, werden 3 ccm
Blut aus der Vene entnommen und sehr schnell in ein
Idlbchen, welches 21 cem destilliertes Wasser enthilt,
eingespritzt. Durch Aufziehen von Wasser aus dem Kélb-

Iy Nach Woodward und Fry, Jl. of biol. Chem. Bd. %7, 465,
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chen und Zuriickspritzen wird die Spritze ausgespult.
Durch leichtes Schiitteln wird die Himolyse des Blutes
vervollstiandigt. Nach 5—10 Minuten gibt man unter
leichtem Schiitteln 3 cem der Sulfosalicylsiureldsung (2]
dazu, mischt durch und filtriert durch ein trocknes Filter

Zur Bestimmung des reduzierten Glutathions bringt
man 10 cem des Filtrates in einen J0 cem Erlenmever
kolben, gibt dazu 2,5 cem der verdiimnten Sulfosalicyl-
siureldsung (2 a), 25 cem Jodkalildsung (3) und 2 Tropfen
der Stirkelosung. Man titriert aus einer Mikrobiirette
mit der 0,001 n Jodatlosung bis zur Blaufirbung, Der
Erlenmever-Kolben steht dabei in einem Wasserbad mit
einer Temperatur von 19 bis 20 Grad mit weillem Unter-
grund, so dall der Farbumschlag sehr leicht erkennbar 1st.

Berechnung: Ber Benutzung der 0,001 n Jodatldosung
1st fiir 1 mg Glutathion 3,26 cem erforderhich, Da 10 cem
Blutfiltrat = 1 cem Blut angewandt wurden, ergibt sich
die Menge des Glutathions hierfiir aus der verbrauchten
Jodatmenge dividiert durch 3,26, der Wert in 100 cem Blut
durch Multiplikation dieses Bruches mit 100,

Zur Bestimmung des gesamten Glutathions ist das
in oxydierter Form vorhandene zuniichst zu reduzieren,
Hiezu gibt man zu dem Rest des bei der Enteiweillung
gewonnenen Filtrates 30— 10 mg Zinkstaub, it 20 Minuten
ber Zimmertemperatur stehen und filtriert dann durch ein
trocknes Filter. Von diesem Filtrat werden 10 cem in der
oben angegebenen Form weiter behandelt.

Berechnung erfolgt in gleicher Weise wie oben. Man
erhiilt das gesamte, in reduzierter und oxvdierter Form
vorhandene Glutathion, Die Differenz zwischen diesem
Wert und dem ohne Reduktion ermittelten ergibt das in
oxvdierter Form vorhandene Glutathion.

Beispiel: 3 cem Blut wie angegeben behandelt. Fir
10 cem Filtrat waurden 1,31 cem 0,001 o Kaliumjodat
verbraucht. Das in diesen 10 cem bzw. 1 cem Blut ent
haltene Glutathion ist 1,31: 3,26 — 0,41 mg oder 11 mg2,,.
Fiir Titration von 10 cem nach Zinkstaub-Behandlung
(gesamtes Glutathion) waren verbraucht 153 cem: es
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waren also vorhanden 1,53:326 — 047 mg in 1 ccm
Blut bzw. 47 mg®,. Der Gehalt an oxvdiertem Glutathion
war also 6 mg?/,.

Bestimmung des Gallenfarbstoffes!),

Prinzip: Die Methode beruht auf der EnteiweiBung
des Serums mit Alkohol, wobei der Farbstoff in letzteren
ibergeht. Durch Zusatz von Diazoreagens wird eine Rot-
firbung erzeugt, welche kolorimetrisch mit einer Standard-
l6sung verglichen wird,

Erforderliche Reagentien: 1, Alkohol, 999ig.
2. Diazoreagens. Dieses wird hergestellt durch Mischung
von 10 cem Diazoreagens I (1 g Sulfanilsiure wird in
Wasser gelost, 15cem  Salzsiure, spezifisches Gewicht
1,19, zugesetzt und auf 11 aufgefiillt) und 0.3 cem Diazo-
reagens 11 (0,5 g Natriumnitrit werden in 100 cem destillier-
ten Wassers gelist). Die Mischung ist stets frisch zu bereiten.
Sie darf keinen UberschuB an salpetriger Siaure enthalten.
Kontrolle: Es darf mit JK-Stirke keine direkte Blaufirbung
auftreten. 3. Vergleichslésung: 2 ¢ wasser- und nickel-
freies Kobaltsulfat werden in 100 cem destilliertem Wasser
gelost. Wasserhaltiges Kobaltsulfat (die kiuflichen Pri-
parate sind in der Regel wasserhiltig) wird durch Erhitzen
zur schwachen Rotglut vom Kristallwasser befreit. Diese
Farblosung entspricht einem Bilirubin-Gehalt von 0.5 mg
in 100 ccm.

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

Man bringt in ein kleines Zentrifugenrohr 1 cem klares
Serum  (bei sehr gallenstoffreichen Seris oder Duodenal-
saft mit hohem Farbstoffgehalt eine Verdiinnung 1 4 2
oder 1 -+ 1 09%iger Kochsalzlosung), gibt dazu 2 cem
Alkohol und mischt durch leichtes Neigen. Steht schr
wenig Serum zur Verfiigung, kann man auch mit den

') Nach Hijmans van den Bergh.
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halben Mengen auskommen. Der Alkohol koaguliert das
Erwelld; man zentrifugiert stark, so dall die iiberstehende
lilssigkeit moglichst klar wird.  Man entnimmt  dann
von dieser mit einer Pipette 1 cem, bringt ihn direkt in
den Trog des Autenriethschen Kolorimeters, fiigt dazu
(1,25 cem der Diazoreagensmischung (2) und gibt noch
0.5 cem Alkohol dazu. Dieser Zusatz list die Fettsiuren
auf, die in vielen Fillen die Fliissigkeit leicht tritben. Man
erhilt eine rote Firbung. Gelegentlich, besonders bet
héherer Aziditit der Mischung, geht diese in kiirzerer
oder Lingerer Zeit von Rot in Blauviolett iiber. In diesem
Falle gibt man ganz wenig alkoholische Ammoniaklésung
zu, wodurch die Farbe wieder rein rot wird. Man macht
den kolorimetrischen Vergleich gegeniiber der in den Leer-
kel des Autenriethschen Kolorimeters eingefiillten Standard-
iosung (3) und berechnet nun aus dieser den Bilirubin-
wert des Serums auf Grund folgender Uberlegung.

Durch den Zusatz von 2 cem Alkohol zu 1 cem Serum
wurde das Volumen der Fliissigkeit annihernd auf das
Dreifache gebracht, in Wirklichkeit nur auf 2/, des wr-
springlichen Volumens, wenn man die Kontraktion beriick-
sichtigt, die durch Zusatz des Alkohols entstand. Das
Prizipitat 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 cem Alkohol auf 1,75 cem.
also auf 7/, weiter verdiinnt wurde. Wir haben also zwei
2 7 ‘
7 4
eine Hfache Verdiimnung resultiert, Wiirde bei gleicher
Schichtdicke also gleiche Farbtiefe bestehen, so wiirde
der Gehalt des Troges mit der Versuchsfliissigkeit an
Bilirubin ' 00000 oder 0.3 mg in 100 cem entsprechen,
der Gehalt des Serums, von dem man alsgegangen 1st,
dem Sfachen dieses Wertes, also Hisoeo oder 2.5 mp in

Verdiinnungen ausgefiihrt, als deren Produkt I

100 ccm. Findet sich gleiche Farbtiele bei einer anderen
Stellung des Keiles, so ist diese Zahl mit dem Ouotienten
Schichtdicke der Vergleichslisung ¢ g ;
o - g — zu multiplizieren.  Ver-
Schichtdicke der Versuchslisung
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wendet man das Autenriethsche Kolorimeter in der ge-
wohnlichen Form, so ist die Schichtdicke der Versuchs-
losung mit 100 anzusetzen, die Schichtdicke der Ver-
gleichsléosung 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 Berech-
nung ist vorausgesetzt, dall der Autenriethsche Apparat
bei einer Schichtdicke gleich der des Troges die Ablesung 0,
bei geringster die Ablesung 100 gibt. Es gibt auch fertig
geeichte Keile, bei deren Benutzung man den Gallenfarb-
stoffgehalt auf einer mitgegebenen Tabelle ablesen kann.

Beispiel: Es seien angewandt 1 cem Serum, in der
oben beschriebenen Weise behandelt, als Vergleichslisung
die ebenfalls beschriebene Kobaltsulfatlésung.  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 -
0.5 - — -+ 5= ¥ () g
- 100 » =1 mg 1in 100 cem

Handelt es sich um Sera oder Duodenalsifte, die auler-
ordentlich reich an Bilirubin sind, so muBte man, ehe man
die Enteiweilung und die weitere Behandlung vornimmt,
mit 0,9%;iger 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 mg9%,.

Die Methode gibt alles im Serum enthaltene Bilirubin
an: es sel jedoch bemerkt, daB Hijmans van den Bergh
durch eine qualitative Probe zwei Arten der Bilirubin-
reaktion unterscheidet: es spricht von einer ,direkten"
Reaktion, wenn bei Verdiinnung des Serums mit der
doppelten Menge Wasser und Zusatz von 15 bis 1, Vol,
Reagens eine Rotfirbung sofort, hichstens in 30 Sekunden
auftritt, und einer ,indirekten Reaktion”, wo diese
erst nach 2—4 Minuten beginnt und erst nach lingerer
Zeit 1hre grolBte Intensitiit erreicht. Diese Reaktion tritt
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ebenso wie die | direkte” fast momentan und maximal
unter Zusatz von Alkohol auf:  ber der beschriebenen
quantitativen  kolorimetrischen  Pritfung  bestehen  also
diese Unterschiede nicht. Die qualitative | direkte’ Reaktion
st typisch fiir Sera von Patienten mit Stauungsikterus,
wihrend alle anderen Sera von Menschen mit lokal ge-
bildetem Bilirubin die | indirekte’” Reaktion geben.
Bestimmung des Indikans.!)

Diese  Bestimmung st durchaus keine quantitative,
sentigt aber fiir die klinische Bewertung vollauf. Sie
beruht auf der Bildung von Indolignon, das in der ent-
eiwelliten  Serumlisung  dwreh Thymol + Obermevyers
Reagens erzeugt wird.

Erforderlich: Trichloressigsiure 20°ig. 2. Thymol-
spiritus: 3%,ige Lisung in 95°,igem Alkohol. 3. Ober-
mevers Reagens: zu 230 ccm konzentrierter HCI (spezifi-
sches Gewicht 1,19) wird ca. 1g Eisenchlorid (Fe,Cl)
zugegeben.

Serum wird durch Zusatz der gleichen Menge von Trichlor-
essigsiurelisung (1) enteiweillt und von der durch Filtration
oder Zentrifugieren gewonnenen Lisung eine Reihe mit
verschiedenen Mengen hergestellt. Diese wird je nach
dem erwarteten Indikangehalt abgestuft; bei erwarteten
geringen Mengen macht man eine Reihe von 6, 5, 1, 3. 2.
1 cem, bel erwarteten grollen Mengen beginnt man schon
mit niederen Konzentrationen, z. B. 2cem und dehnt
die Reihe, eventuell durch Zwischenschaltung vieler Stufen
bis 0,1 cem aus.  Jedes Rohrchen wird nun mit Wasser
auf 10 cem  aufgefiillt, gemischt und 1 eem Thymol-
spiritus (2) und 10 cem Obermeyers Reagens (3) zugegeben.
Nach jeder Zugabe 1st kriiftig zu schiitteln. Bei Anwesen-
heit von Indikan bildet sich der rosa-violett gefirbte Farb-
kirper. Nach 2stiindigem Stehen werden alle Gliser
mit je 2 cem Cloroform gut ausgeschiittelt und nach Ab-
setzen der Schichten die Chloroformlésung auf ihre Firbung
gepriift.  Nach  Jolles tritt eine Firbung noch dann auf
wenn sich in 10 cem der untersuchten Fliissigkeit noch
G322 me Indikan befinden.

'} Nach Rosenbery
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Diese Tatsache dient zur Berechnung: es ist in der Blut-
menge, welche gerade noch die Reaktion gab, 0,0032 mg
enthalten.

Beispiel: Enthilt das Réhrchen mit 6 cem Serum-
filtrat, entsprechend also 3 cem Serum, gerade die durch
Rosafirbung angezeigte geringste Menge, so betrigt die
Menge des Indikans 0,0032 mg in 3 eccm bzw. in 100 cem
(0,107 mg = 0,107 mg?,,.

Eine Fehlerquelle i5t durch Anwesenheit gréBerer Mengen
Jod gegeben, welches ebenfalls mit violetter Farbe in
das Chloroform iibergeht. Die Probe ist daher bei gleich-
zeitiger oder kurz vorhergegangener Jodmedikation nicht
brauchbar.

Mikromethodik der anorganischen Analyse
in Geweben und festen Ausscheidungen.

Wiihrend es bei Harn und Blutserum in fast allen Fillen
moglich ist, anorganische Bestandteile durch Fiallung
direkt zu bestimmen, muB bei der Verarbeitung festen
Materials, selen es Ausscheidungen, wie Fiices, seien es
Gewebe irgendwelcher Art, der Bestimmung eine Ver-
aschung vorausgehen. Diese Veraschung mul} eine solche
sein, dal hiebeir die zu bestimmenden Substanzen nicht
fliichtig fortgehen und dal} sie auBerdem in einen l6slichen
Zustand iiberfiithrt werden, der eine weitere Verarbeitung
gestattet.  Dementsprechend wird sich die Verarbeitung
verschieden gestalten, ob man es mit solchen zu bestimmen-
den Ionen zu tun hat, die bei der Veraschung entweichen
wiirden, oder ob diese auch bei der eingreifenden Ver-
arbeitung in der Lisung zuriickbleiben.

Die Mikrobestimmung anorganischer Substanzen in
den genannten Materialien besitzt die gleichen Vorteile
wie die im Harn und Blut: man kommt mit sehr geringen
Materialmengen aus, was gerade fiir experimentelle Ver-
suche, aber auch z. T. fiir klinische Untersuchungen,
beispielsweise von exzidiertem Material, einen erheblichen
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Vorteill bedentet, der Verbrauch an Reagentien ist gering,
die Dauner der Analyse gegeniiber den Makrobestimmungen
crhebhich verkirzt, ohne dall die Genamgkeit leidet. Die
m folgendem zu schildernden Methoden haben im allge-
meinen einen Fehler von hochstens 129 0 was nicht
schlechter 1st als ber Verarbeitung groler Mengen.

Fiir die Bestimmung der Alkalien und Erdalkalien eignet
sich besonders gut die feuchte Veraschung mit Salpeter-
siure und Wasserstoffsuperoxyd.,  Die Menge des an-
gewandten Materials hiingt ab von der verfiigbaren Menge
einerseits, von dem Gehalt an Mineralsubstanzen ander-
seits, Vorteilhaft wihlt man so viel Material, dall es un-
getithr H0-—-80 mg Mineralbestandteile enthilt. Wenn man

den Aschengehalt von Organen als ranz rohen Durch-
schnittswert — zu 19, annimmt, so wird ungefihr D g,

eventuell etwas mehr, als giinstige Menge gelten dirfen.
Man kann direkt von den feuchten Rohmaterialien aus-
gehen, wird natiirlich in manchen Fiillen, besonders wenn
man auch den Wassergehalt bestimmen will, auBerdem
in den Fillen, wo man eine Durchschnittsprobe von einer
grolleren Menge verarbeiten will, zunichst trocknen und
die getrocknete Masse, wenn sie in der betreffenden Grélen-
ordnung ist, in toto verarbeiten, grisllere Mengen Trocken-
substanz aber sehr gut pulvern und davon eine Durch-
schnittsprobe nehmen, im allgemeinen ', der Menge,
welche man von der wasserhaltigen Substanz anwenden
wiirde.

Handelt es sich um kleinere, vollstiindig zu analvsierende
Organe bzw. Organteile oder ihnliches, bei denen eine
Bestimmung des Wassergehaltes nicht nidtig ist, verfihrt
man am besten folgendermaBen. Man bestimmt das Gewicht
eines Wiigegliischens, das verhiiltnismiBig reichlich grof3
sein. mull, bringt dann in dieses das betreffende Material
herein, wiigt wieder und bestimmt so sein Gewicht. Man
ibergiet im Wiigeglischen selbst das Organ mit so viel
rauchender Salpetersiure, dafl die Substanz davon voll-
stindig bedeckt ist und kann nun das Glischen lingere
Zeit so stehen lassen, mindestens aber iiber Nacht, wenn
es sich nicht um ganz kleine, schnell zerfallende Organ-
telle handelt. Man iiberfithrt dann den Inhalt des Wiige-

Fincussen, Mikromethodik. 6 Andl T
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glaschens — das Organ hat sich vollstiindig in der Salpeter-
sdure gelost, wenn es sich nicht gerade um Knochensubstanz
oder dhnliches handelt — in einen Jenaer- oder Pyrex-
Mikrokjeldahlkolben von ungefihr 100 cem Inhalt, spiilt
das Glischen mit wenig Perhydrol gut ans und gibt die
Losung zu dem iibrigen in das Jenaer Kélbchen herein.
Meist erfolgt jetzt eine ziemlich starke Gasentwicklung,
die aber nach kurzer Zeit sistiert. Es ist zu bemerken,
daB einzelne Perhydrolpriparate zur Haltbarmachung
anorganische Zusiitze (z. B. Phosphor) enthielten: die
neuen Priparate sind davon augenscheinlich frei. doch
ist jedenfalls darauf zu achten. Nach beendeter Gas-
entwicklung setzt man das Kélbchen auf das Verbrennungs-
gestell und erhitzt vorsichtig zunichst mit kleiner Flamme,
um ein eventuelles Uberschiumen zu vermeiden: man
steigert dann die Temperatur, und erhitzt so lange, bis
der Inhalt des Kélbchens fast, aber nicht ganz trocken
geworden ist. Sollten gelegentlich kleine Entziindungen
auftreten, so ist das auf die Bestimmung ohne Einflub.
Man liBt etwas abkiihlen, gibt von neuem 1—2 cem komn-
zentrierte  Salpetersiure und ungefihr 1 cem Perhydrol
dazu, erhitzt wieder und dampft wieder ebenso weit, wie
vorher beschrieben, ab. Diese Prozedur wird so oft wieder-
holt, bis der anfinglich schwarze oder braune Riickstand
verschwunden ist und nur eine helle Masse im Kolben
zuriickbleibt. Sollte sich im Laufe der Arbeit an der starken
Entwicklung von braunen, nitrosen Diimpfen zeigen, dali
noch reichlich Salpetersiure vorhanden ist, geniigt  es
auch, das eine oder andere Mal nur Perhydrol und keine
Salpetersiure zuzufiigen. Ist die Veraschung nun voll-
endet, mull noch die eventuell vorhandene freie Salpeter-
sdaure vertrieben werden. Man liBt abkiihlen, gibt un-
gefihr 25 cem Wasser und 2—3 Tropfen verdiinnte Salz-
siure hinzu und dampft auf ungefihr 5 cem ein. Es diirfen
keine gelben Diampfe mehr aufsteigen, die Lisung darf
auch nicht mehr nach Salpetersiure riechen, sonst ist
dieses Verfahren nochmals zu wiederholen. Zu bemerken
1st, dall eine gelbliche Firbung unter Umstiinden auch
von Eisen herrithren kann. In diesem Falle niitzt natiirlich
weiteres  Eindampfen nichts mehr. Die mit Salzsiure
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versetzte Losung ist im ibrigen klar, da sich die Chlonde
der Alkalien und Erdalkalien in Wasser klar losen; auch
kleine Mengen Calciumsulfat, wie sie in Organen gelegentlich
vorhanden sein kénnen, bleiben gelist. Tritbungen konnen
herrithren von Kieselsiiure, die unter Umstiinden aus dem
Glas anfgenommen sein kann, doch wird dies nur gelegent-
lich beobachtet. Man dberfihrt nun die schwach salzsaure
Lisung quantitativ in ein Mebgefall entsprechender Gréle;
am zweckmibigsten wird es bet den genannten Verhilt-
nissen sein, aufl 25 cem mit destilliertem Wasser aufzu-
filllen, um die zu bestimmenden Ionen nicht in zu grober
Verdiimnung zu haben. Sind ihre Mengen verhiltnis-
miiBig hoch, wird man geringere Mengen der Aschenldsung
zur Analvse verwenden. Bei Material, welches sehr arm
an Salzen ist, wird man die Aschenlésung noch weniger
verdiinnen und unter Umstinden mit Vortell nur aut
10 cem auffiillen. Die auf solche Weise erhaltenen Aschen-
losungen sind naturgemill unbeschrinkt haltbar,  Sie
geniigen, um die verschiedenen Bestimmungen sogar in
Doppelanalysen auszufithren. Sie dienen zur Bestimmung
von Natrinm, Kalium, Calcium, Magnesivm, Phosphor
(beachte aber die eventuell durch Perhydrol gegebene
Fehlerquelle!) und Eisen, wenn solches vorhanden.

Die zur Analyse kommenden Organe sollen moglichst
blutfrer sein, damit durch die Mineralbestandteile des
Blutes keine Fehler erzeugt werden.

Handelt es sich nur um die Bestimmung einzelner lonen,
z. B. Kalium oder Calcium und Magnesium, kann man
die Substanz direkt im Zentrifugenrohr veraschen. Man
bringt die abgewogene Menge in ein passendes Zentri-
fugenglas aus Jenaer Glas, iibergicllt mit Salpetersiure,
fligt nach volliger Lisung und Beruhigung des Prozesses
Perhydrol dazu und setzt das Glischen, soweit es gefiillt
1st, in ein sandbad. Man erhitzt dieses auf 160—180",
gibt in Zwischenriumen wieder Perhydrol bzw. Salpeter-
saure zu, und erhitzt weiter, bis die Veraschung beendet
1st. Man verjagt nach Zugabe von Wasser und einigen
Tropfen Salzsiure die iiberschiissige Salpetersiure und
kann dann in der Losung sofort das betreffende Kation,

liy*®
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z. B. Kalium oder Calcium, nach den nachfolgend be-
schriebenen Regeln ausfillen,

Bestimmung des Wassergehaltes.

Man wiegt, wie S. 63 angegeben, ein Wiigeglischen ab,
bringt die Substanz herein, wiegt wieder, trocknet darauf
im Trockenschrank bei 1009, bis die Masse trocken er-
scheint, und LiBt im Exsikkator abkiihlen. Man wigt
nach Aufsetzung des Deckels, verteilt, wenn notig, die
Substanz etwas mit einem feinen Messer, damit niclit
im Inneren sich Teile der Trocknung entzichen, bringt
wieder in den Trockenschrank und wigt nochmals nach
Abkiihlen im Exsikkator. Das wird solange fortgesetzt,
bis das Gewicht konstant bleibt. Der Wassergehalt be-
rechnet sich auf einfache Weise aus den Gewichten vor
und nach dem Trocknen.

Die Bestimmung des Natriums

erfolgt in der Aschenfliissigkeit nach der S. 28 fiir den
Harn angegebenen Methode,

Bestimmung des Kaliumgehaltes

geschieht durch  Ausfillung  der Kalium-Kobaltnitritver-
bindung in gleicher Weise wie fiir den Harn (S. 29) be-
schricben. Da anch Ammoniumsalze die gleiche Reaktion
geben, mul} das bei der Verbrennung aus Stickstoffsubstanz
gebildete Ammoniak zuniichst entfernt werden. Die
gunstigste K-Menge zur Analyse sind 0,25—0.3 mg. Man
nimmt demnach im alleemeinen 0.5—1 cem der Aschen-
l6sung zur Analyse: im Muskelgewebe betriigt z. B. der
Kaliumgehalt im  Durchschnitt Jg m 1000 g frischer
Substanz, so dall bei Anwendung von 5 g Substanz in
der auf 50 com aufeefiillten Aschenlésung ca. 15 mg, in
I cem  also ungefihr 0.3 mg K enthalten ist. Ist der
Kaliumgehalt grofer, wird der Niederschlag zu grol3;
man wird dann zur Analyse noch weniger, z. B. 0,5 ccm
verwenden. Zur Entfernung des Ammoniaks gibt man
zu der in das Zentrifugenglas hereingebrachten Aschen
losung 1 -2 Tropfen m-Nitrophenollésung und fiigt nun
tropfenweise 2 n-Natronlauge hinzu, bis die Lisung deutlich
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celb geworden 1st. Die Natronlavge muld natiirheh kalium
[ret sein.  Man bringt danr das Zentrifugenglas in ein
stedendes Wasserbad, bis ein dariiber gehaltener angefeuch-
teter Streifen von rotem Lackmuspapier nicht mehr geblint
wird, was im allgemeinen nach 3 bis 5 Minuten erreicht
1st. Man LiBt abkiihlen und gibt tropfenweise, bis zum
Verschwinden der Gelbirbung, n'd Schwelelsiure dazu.
e so erhaltene Lisung wird mit  Kobaltnitritreagens
versetzt, wie tir die Bestimmung des Kaliums im Harn
bzw. Serum beschricben worden ist. Man zentrifugiert
nach 1 Stunde Stehen gut ab und gelit die iiberstehende
Fliissigkeit vorsichtig ab. Man fiigt nun wieder ungefiihr
Jeem Wasser dazu, ohne den Niederschlag stark auf-
zurithren, zentrifugiert wieder, gielbt ab und wiederholt
dies s0 oft, bis die iiberstechende Fliissigkeit farblos ist.
Nach dieser Zeit giel3t man wieder ab und macht die Titration
in derselben Weise, wie bei Blut angegeben. Man macht
nur den einen Unterschied, dall man, je nach der Menge
des Kaliums, n 50 oder n 100 Lisungen verwendet, da
bet griberen Kalinmmengen, wie sie in manchen Organen
vorkommen, der Zusatz von n /100 Permanganat die Fliissig-
keitsmenge zu grold machen wiirde. Man soll als Regel
nehmen, dall nicht mehr als 57 cem Permanganat ver-
braucht werden sollen. Zusatz von Schwefelsiure (1 cem
20%51g) und Erhitzen im Wasserbad erfolgt in der frither
geschilderten Weise. Zum Riithren wiibrend des Titrierens
wird sehr zweckmiillig die schon an friherer Stelle an-
gegebene Methode der Luftdurchleitung verwendet, da
man hiedurch die Hinde vollstiindig frei hat und die
Mischung noch besser erfolgt als mit einem Riihrer. Achten
mull man darauf, dall aufl Zusatz von Permanganat und
Schwelelsiure der Niederschlag des Kalinmkobaltnitrits
sich vollstindig 16st und ferner, dall die Rotfirbung, d. h.
in Wirklichkeit eine schwache Rosafirbung 1 Minute
lang bestehenbleibt. Ein sehr einfacher Test hiefiir besteht
darin, dall man nach der Ablesung und dem Warten noch
einen  Tropfen  Permanganatldsung  hinzofiet, wodurch
eine deutlich rotere Fiarbung entstehen mul.

Die Berechnung erfolgt genau in der gleichen Welse,
wie an anderer Stelle beschrieben worden ist: 1 cem ver-
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brauchte 1/100 Permanganatlésung entspricht 0,071 mg
Kalium. Man berechnet also aus den angewandten cem
n/100 Permanganat vermindert um die angewandten cem
n/100 Oxalsiure (die Lésungen miissen natiirlich genaitl
aufeinander stimmen) multipliziert mit 0,071 den Kalium-
gehalt in mg fiir die angewandte Menge und daraus ent-
sprechend fiir die Gesamtmenge bzw. in Prozenten der
angewandten Substanz. Verwendet man n/50 Losungen,
so erfolgt sinngemil die Berechnung durch Multiplikation
mit 0,142 zum Erhalt der mg Kalium fiir die angewandte
Menge,

Bestimmung des Calciums.

Diese erfolgt sinngemiil in der gleichen Weise wie fiir
Harn und Blut beschrieben: es wird auch in der Aschen-
losung in essigsaurer Lésung mit Ammoniumoxalat gefillt
und nach Zersetzung des Calciumoxalates die Oxalsiure
mit Permanganat oxydimetrisch bestimmt.

Die Menge der anzuwendenden Aschenlésung schwankt
in ziemlich weiten Grenzen, da der Kalkgehalt der ver-
schiedenen Organe nicht unbetrichtliche Abweichungen
zeigt. Fir Muskel, der in feuchtem Zustand schiitzungs-
weise 0,29 enthilt, wird man bei Anwendung einer Asche
aus 5 g frischer Substanz und einer Auffiillung auf 25 cem
ungefihr 5 cem zur Analyse verwenden, da sonst die Mengen
zu gering sind. Von Knochen, der ungefihr 129, enthiilt,
nimmt man dementsprechend weniger. Man gibt zur
Probe der Aschenlésung in einem grolen Zentrifugenglas
Ammoniak bis zur deutlich alkalischen Reaktion zu und
siuert dann mit Essigsiure an, wobel sich ein vorher
gebildeter Niederschlag wieder lésen muB3. Man fiigt nun
dazu 2 cem einer gesiittigten Lésung von Ammonium-
oxalat und liBt mindestens 1 Stunde bis zur villigen Aus-
fillung stehen; lingeres Stehen schadet nichts. Man
zentrifugiert dann scharf ab und iiberfiihrt die itberstehende
Losung vorsichtig in ein anderes Zentrifugenglas konischer
Form, um in ithr sodann die Magnesiumbestimmung aus-
zulithren. Ist eine solche nicht gewiinscht, kann die iiber-
stehende Fliissigkeit natiirlich fortgegossen werden. Man
wischt den Ca-Niederschlag unter jedesmaligem Auf-
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wirbeln 3mal mit reichlichen Mengen Wasser unter Zentri-
fugieren, wie wiederholt beschrieben, sehr gut ans und
macht dann in dem von Oxalat vollstindig belreiten
Privfung des letzten Waschwassers mit  Calcinmehlorid-
losung — Riickstand die Bestimmung in iiblicher Weise,
Will man in derselben Portion das Magnesium bestimmen,
empfichlt es sich, nach AbgicBen der ersten Fliissigkeit,
das erstemal nur mit sehr wenig Wasser zu waschen und
dann die Fliissigkeit der auf Magnesium zu analysierenden
zuzufiigen.  Sonst bekommt man fir die Magnesium-
bestimmung zu viel Flissigkeit. Man mull aber dann
nochmals 3mal, wie eben beschrieben, den Niederschlag
von oxalsaurem Kalk mit der Zentrifuge auswaschen.
Den Riickstand von Calciumoxalat lést man in 5 cem
Normalschwefelsiure und erwiirmt im  Wasserbad auf
80 Grad; man titriert nun in iblicher Weise mit n 100 Per-
manganatlosung, bis gerade ein schwach rosa Farbenton
1 Minute lang bestehenbleibt. Der Calciumgehalt ergibt
sich daraus, dal 1 cem 1100 Permanganat 0,2 mg Calcium
entspricht. Weitere Berechnung erfolgt in iiblicher Weise.

Bestimmung des Magnesiums.

Diese erfolgt wie stets (vgl. auch Harn und Blut) in
der von Calcium bereits befreiten Losung, wird also mit
der des Calciums zusammen ausgefithrt. Man diberfiihrt
die erste, von der Calciumfillung abzentrifugierte Lisung
moglichst quantitativ in ein groBes, unten konisches Zentri-
fugenglas und dazu das erste Waschwasser. Um nicht
zu grole Fliissigkeitsmengen zu haben, wiischt man den
Calciumniederschlag, wie schon oben beschrieben ist, das
erstemal nur mit wenig Wasser aus. Zur Gesamtfliissig-
keit fiigt man 2 cecm einer 10%,igen Losung von Ammonium-
phosphat und 2—3 cem 25%;iges Ammoniak. Die Losung
mul deutlich ammomakalisch riechen ; noch mehr Ammomak
zuzugeben, ist vom Ubel. Man LiBt gut bedeckt, am besten
mit einem Kork verschlossen, iiber Nacht stehen. Ganz
zweckmilbig 1st es, vorher die Winde des Zentrifugen-
glases mit einem feinen, jedoch micht zu scharfen Glas-
stab am unteren Teil etwas zu reiben, um die Ausfillung
zu begiinstigen. Am niichsten Tag zentrifugiert man ab,
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gielit die iiberstehende Fliissigkeit ab und wiischt den
Niederschlag ohne starkes Aufrithren zweimal mit ca.
15 cecm  einer 2% 1gen Ammoniaklisung, hergestellt aus
209 iger Ammoniaklosung  durch 10 fache Verdiinnung
mit destilliertem Wasser. Zuletzt wischt man mit der
gleichen Menge alkoholischer Ammoniakmischung (20 Teile
23%igen Ammoniak + 80 Teile 969%1ger Alkohol). Man
gleBt wieder ab, stellt darauf das Zentrifugenglas in ein
Gefill mit siedendem Wasser, bis der Riickstand ganz
trocken geworden ist. Man gibt 1 cem n/10 Salzsiure
dazu und 14Bt einige Stunden stehen, bis der Niederschlag
sich ganz gelést hat. Macht die Liosung Schwierigkeiten,
s0 wird etwas erwirmt; Zusatz von mehr Salzsiure mull
vermieden werden. Man iiberfithrt die LLosung unter mehr-
maligem Nachspiilen mit Wasser in einen MeBkolben
von 90 cem und fiillt mit destilliertem Wasser auf. Von
der gut durchgemischten Losung werden 1020 cem je
nach dem Magnesiumgehalt zur Analyse verwendet. Ist
der Magnesiumgehalt sehr gering, so kann man auch nur
auf 25 cem auffilllen und davon einen mehr oder weniger
grollen Teil verwenden. Zur Bestimmung des Magnesiums
dient die beim Blut angegebene Methode: ols Standard-
losung wird die auf S. 84 angegebene Losung von primirem
Kaliumphosphat (5,605 g Kaliumphosphat zu Enzym-
studien auf 1000 ccm) verwendet, die im cem 1 mg Magne-
slum entspricht. Diese Losung wird zum Versuch auf
das 100fache verdiinnt und in einen MeBkolben von 23 cem
10 cem, die einem Magnesiumgehalt von 0.1 mg entsprechen,
eingefiillt. In einen anderen gleichen Kolben fligt man die
gewiinschte Menge der Versuchslosung, also 10 oder 20 com.
Beide Kolben werden, wenn notig, mit Wasser so weit
ergianzt, dab sie 20 cem Fliissigkeit enthalten. Man fligt
nun in jeden Kolben in ganz gleicher Weise wie bej der
Magnesiumbestimmung im Blut beschrieben, 1 ccm Moly-
bdinlosung, darauf 1 cem Hydrochinonlésung, mischt durch,
gibt nach einigen Minuten 5 cem Carbonatsulfitlésung
(darf nicht ilter als 2 Wochen sein!) zu, fiillt bis zur Marke
auf, mischt und schlieBt moglichst bald den kolorimetrischen
Vergleich an. Die Menge des Magnesiums in der zuletzt
angewandten Portion ergibt sich nach der iiblichen Formel,
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wober ¢ = 01 mg  Magnesium  ist.  Daraus  berechnet
sich durch entsprechende Multiplikation der Magnesinm
gehalt in der Fliissigkeitsmenge, die zuerst fiir die Caleium
bestimmung  angesetzt war und  darauns sinngemiild  die
Menge in der gesamten angewandten Substanz bzw. in
Prozenten derselben.

Bestimmung des Phosphors.

Hier ergeben sich grundsiitzlich zwei Moglichkeiten: man
kann entweder von der getrockneten Substanz avsgehen
und darin entweder die Bestimmung des Gesamtphosphors
oder die getrennte  Bestimmung  des Lipoidphosphors
und des dbrigen Phosphors ausfithren, wihrend man
zur Bestimmung des siureldslichen Phosphors, des an-
orgamschen sowie des gesamten, von frischer Substanz aus-
vehen muall.

Will man den Gesamtphosphor bestimmen, so benutzt
man die fir die Bestimmung der Kationen hergestellte
Aschenlosung').  Man diberfithrt eine dem erwarteten
Phosphorgehalt entsprechende  Menge dieser in  einen
MeBkolben von 30 cem, im allgcemeinen 2—3 cem (der
Phosphorgehalt der Probe soll 0,06 mg Phosphor nicht
ibersteigen), gibt 1 Tropfen p-Nitrophenollsung  dazu
und neutralisiert mit n-Natronlauge bis zur verade ein-
tretenden schwachen Gelbfiirbung. In ein anderes Kélb-
chen bringt man 5 ccm der S. 72 beschriebenen Phosphat-
losung mit einem Gesamtgehalt von 0,03 mg  Phosphor,
gibt in beide Kélbchen so viel Wasser, daf} die (resamt-
menge ca. 30 cem betrdagt, gibt dann genau mit der Pipette
in beide Kélbchen 5 cem verdiinnte Salpetersiiure (S. 72)
und nach gutem Mischen 2 cem Molybdin-Stryehnin-
Reagens (S. 72). Man fillt bis zur Marke aul, 1aBt 20 Mi-
nuten stehen, gibt je 2 cem verdiinnte Gummiarabikum-
losung (S. 72) in jedes Glas, mischt durch und macht die
Bestimmung im Nephelometer.  Die Berechnung  erfolgt
In der bekannten Weise, wobei selbstverstindlich noch
zum Schlull anf die Gesamtmenge und deren Grewicht
bezogen werden mull,

') Es gibt H,0,-Priaparate, welche P enthalten: mit solchen dari
die Veraschung nicht vorsenommen werden!
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Man kann die Bestimmung auch kolorimetrisch aus-
fithren. Man geht dann ebenfalls von der Aschenlésung
aus, und arbeitet in derselben Weise, wie auf S. 75 fiir
die kolorimetrische Bestimmung des Gresamtphosphors im
Blute geschildert worden ist. Den Acidititsverhiltnissen
ist genaueste Beachtung zu schenken,

Will man den Lipoidphosphor gesondert bestimmen,
s0 18t es nur notig, das trockene gepulverte Organ vor-
her erschopfend mit Ather zu extrahieren und im Ather-
extrakt den Phosphor nach Veraschung in gleicher Weise
wie oben geschildert zu bestimmen. Um mit kleinen
Mengen arbeiten zu kénnen, sind die gewdhnlichen
Extraktionsapparate zu groBl. Man verwendet Mikro-
Soxhlet-Apparate, deren AnsatzgefiBl nur ca. 25 cem Ather
faBit. Die Abmessung des Apparates sind derartige, daB
Hiilsen von 1 em Durchmesser und ca. 5 cm Linge herein-
passen, in welche man, natiirlich genau gewogen, un-
gefabr 1 g der getrockneten Substanz, mittelfein gepulvert
— wenn es zu fein gepulvert ist, backen die einzelnen
Teilchen zu sehr aneinander und lassen sich nicht gut
auszichen — hereinbringt. Man stellt zweckmiillig mehrere
solcher kleinen Extraktionsapparate, wie Abbildung 20
auf 5. 155 zeigt, zusammen auf eine Heizplatte, hat
aullerdem fiir jeden Apparat mehrere Kélbehen, damit
man bei Extraktion vieler Proben schnell hintereinander
arbeiten kann. Gelegentlich wird es auch erwiinscht sein,
das Cholesterin zu bestimmen. Man 16st dann nach er-
folgter Extraktion den Atherriickstand, den man vorher
zur Feststellung der Gesamtmenge des Atherextraktes
gewogen hat, in Ather wieder auf, bringt die Lisung
mit Ather auf ein bestimmtes Volumen, z. B. 10 cem, und
kann nun den einen Teil zur Phosphorbestimmung, den
anderen zur Cholesterinbestimmung in der S. 127 be-
schriebenen Art benutzen. Die Phosphorbestimmung im
F.xtraktionsriickstand in der Hiilse ergibt den Gesamt-
phosphor abziiglich Lipoidphosphor.

Zur Bestimmung des anorganischen (siureldslichen)
Phosphors (Reagentien s. 5. 75) wiegt man ungefihr 3 g
des feuchten Organs ab, bringt es in eine Reibschale und
gefriert es mit fliissiger Luft. Man zerkleinert es in diesem
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Zustande unter Zusatz von Quarzsand so fein wie maoglich

es geht auch, das Zerretben ohne vorheriges Gelrieren auszu-
fithren — und bringt dann die zerkleinerte Masse unter
wiederholtemm Nachwaschen mit Wasser in ein grolles
Zentrifugenglas, das eine Marke bei 10 hat. Man gibt
dann 10 cem 20%1ge Trichloressigsiiure zu, mischt gut
durch, hillt s zur Marke mt
Wasser auf, mischt wiederum und
zentrifugiert scharf ab. Ein al-
quoter  Tell der abgegossenen
klaren Losung dient in der S, 76
beschriebenen Weise zur Bestim-
mung  des anorganischen  Phos-
phors. In den meisten Fillen wird
man 2 cem der Losung benutzen
und mit einem Standard mit einem
Gehalt von 0,1 mg P vergleichen,
Der Standardlosung mull natiirlich
die gleiche Menge Trichloressig-
siurelésung zugefiigt werden, wie
sie in der entsprechenden Menge
der Probe enthalten ist: wurden von dieser 5 ccm be-
nutzt, so gibt man der Vergleichsliosung, unter Beriick-
sichtigung der geringen Adsorption der Trichloressigsiure
an das Koagulat, 1,2 cem 20°%;ige Trichloressigsiure-
Losung zu.

Um den gesamten siureldslichen Phosphor zu
bestimmen, geht man von der durch Zentrifugieren ge-
wonnenen Losung aus. In ein grofles Jenaer oder Pyrex-
Reagensglas pipettiert man 2 cem Lisung, gibt 5 Tropfen
konzentrierte H,50, hinzu, und erhitzt nach Zufiigung
einer soliden Glasperle das Réhrchen unter dem Abzug
auf einem Kjeldabl-Gestell oder dgl. bis der Riickstand
sich briaunt, Man 16scht die Flamme und gibt unmittelbar
2 Tropfen konzentriertes Wasserstoffsuperoxyd?!) (Perhydrol,
Superoxol) dazu und erhitzt nochmals kurze Zeit, wobei
der Riickstand ganz hell werden mull, ohne dal jedoch
die Schwefelsiure entweicht. Ist dies nicht der Fall ge-
wesen, so wird 1 Tropfen H,0, zugegeben und das Er-

) P-frei,

Abb. 20,
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hitzen wiederholt. Nach Zufiigen von einigen ccm Wasser
wird zum Zersetzen etwa noch vorhandenen H,O0, aui-
gekocht und die gesamte Lésung zur Analyse genommen,
Der Standardlésung sind ebenfalls 5 Tropfen konzentrierte
H,50,; zuzufiigen, im ibrigen eifolgt die Bestimmung
wie beschrieben.

Bestimmung des Chlors (gesamte Halogene).

Fiir die Bestimmung des Chlors (in Wirklichkeit der
gesamten Halogene) ist eine besondere Veraschung not-
wendig., Man verfihrt grundsitzlich in der gleichen Weise,
wie es fiir die Bestimmung der Halogene im Blut be-
schrieben worden ist, indem man die Veraschung erst nach
Zusatz von Silbernitrat vornimmt. Das ist aus dem Grunde
notwendig, weil andernfalls das Chlor bei der Veraschung
sich verfliichtigt.

In einen Mikrokjeldahlkolben bringt man eine genan
abgemessene Menge der feuchten oder auch auf dem Wasser-
bad schonend getrockneten Untersuchungssubstanz. Man
wiihlt deren Menge zweckmiilig so, daB diese nicht mehr
als 3 mg Chlor enthilt. Man fiigt zu der Substanz 2 cem
konzentrierte Salpetersiure und — vorausgesetzt, dal
die Chlormenge nicht héher ist als eben angegeben —
> cem n/50  Silbernitratldsung. Man gibt des ferneren
ungefihr 1 cem Wasserstoffsuperoxyd dazu und fiihrt
die Veraschung in der frither geschilderten Weise aus.
indem man bis zum villigen Verschwinden der organischen
Substanz unter éfterem Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd
und gelegentlichem von  Salpetersiure die Veraschung
zu Ende fithrt. Es ist selbstverstindlich, daB hier die
bei der gewdhnlichen Veraschung angegebene Vertreibung
der Salpetersiure unter Salzsiurezusatz unterbleiben
mull. Man {iberfiihrt die im Kalbchen zuriickgeblicbene
Losung unter Zusatz von ungefihr 1 cem verdiinnter Sal-
petersaure und Nachspiilen mit méglichst wenig Wasser in
ein kleines Kélbchen oder in eine kleine glasierte Porzellan-
schale. Man gibt eine Messerspitze Eisenammoniakalaun
zu und titriert in der bereits frither angegebenen Weise
mit n/50 Rhodanammoniumlosung, bis eben ecine Rot-
firbung auftritt. Aus der Differenz der zugegebenen
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cem Silbermitratlosung minus  der s zur  Rotfirbung
verbrauchten cem ]E!uul.uhmmmnnnnl..aun.r,\ ermittelt sich
der Chlorgehalt in der angewandten Substanzmenge in
mg durch Multiplikation mit 0,71,

Der auf diese Weise erhaltene Wert ergibt die Gesamt-
heit der vorhandenen Halogene als Chlor. In vielen Fillen
wird das ohne weiteres als richtig zu unterstellen sein,
man mull jedoch daran denken, dall auch Brom und I:ul
in der gleichen Weise reagieren und diese Halogene in
der Berechnung ebenfalls als Chlor erscheinen. Sollten
also durch qualitative Proben andere Halogene in grioBerer
Menge nachgewiesen sein, so wird man das erhaltene
Resultat so  ausdriicken miissen, dall es die gesamten
Halogene, als Chlor ausgedriickt, wiedergibt, und zwar
entsprechen 35,5 mg Chlor 79 mg Brom bzw. 126 mg
Jod.

Aus der schon oben erwiihnten Tatsache, dall Chlor,
welches nicht an Silber gebunden ist, bei der Veraschung
fortgeht, ergibt sich, daB, wenn schon der erste Tropfen
Rhodanammonium  bei der Titration eine Rotfirbung
erzeugt, die zugegebene Silbermenge nicht groll genug
war, um simtliches Halogen zu binden, die Analyse also
nicht verwertbar ist. Sie mubB dann mit weniger Sub
stanz, bzw. unter Zusatz einer groBeren Menge Silbernitrat-
l6sung vor der Veraschung wiederholt werden.

Bestimmung des Gesamtschwefels.

Diese erfolgt grundsiitzlich nach dem S. 21 fiir Harn
angegebenen Verfahren. Sie mull ebenfalls in einer ge-
sonderten Probe durchgefithrt werden. Man trocknet das
Organ aul dem Wasserbad, zerkleinert gut und nimmt
entweder die ganze Menge oder bei griBeren Substanz-
mengen einen aliquoten, mit der chemischen Wiage genau
abgewogenen Teil zur Analyse. ZweckmiiBig verwendet
man  ber gewohnlichen Trockenorganen 0508 g, bei
Fices etwas mehr, von Hornsubstanz ungefihr dieselbe
Menge wie von trockenem Organ. Man wiegt die zum
Analyse bestimmte Menge direkt in das Porzellan-Zentri
fugenrohr ein, gibt dazu 1--2 ¢ pulverisierten Salpeter
(Kaliumnitrat) und 1—2 cem konzentrierte Salpetersiiure,
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Nachdem die erste Reaktion abgeklungen ist, dampft man
auf kleiner, freier Flamme die Hauptmenge der Salpeter-
siure ab und gibt dann zu der noch nicht ganz trockenen,
erkalteten Mischung 10 cem der Benedictschen Lisung
(5. 24). Man dampft bei kleiner Flamme die Fliissigkeit
ab und erhitzt dann stirker bis zur Rotglut. Nachdem
man das Rohr einige Zeit auf dieser Temperatur gelassen
hat — im allgemeinen geniigen 10—15 Minuten — . erhilt
man eine in der Hitze fliissige Schmelze, die man nun
erkalten LilBt. Man lést, wenn nétig unter leichtem Er-
wiarmen, den Rickstand in 10 cem Salzsiure 1 - 1 (5. 24),
vertreibt durch Aufkochen die eventuell noch vorhandene
Salpetersiure und fillt in der Hitze durch Zusatz von
10%iger Bariumchloridlésung, die man vorher ebenfalls
auf dieselbe Temperatur erwirmt hat. Man mischt mit
einem Glasstab gut durch und verfihrt nun weiter in
der gleichen Weise, wie es bei der Bestimmung des
Gesamtschwefels im Harn beschrieben worden ist. Man
zentrifugiert den Niederschlag ab, entfernt maglichst voll-
stiindig die iiberstehende Losung, gibt warmes Wasser
in der gleichen Weise unter Aufrithren des Niederschlages
hinzu, zentrifugiert nochmals, gibt wieder nach AbgieBen
der klaren Fliissigkeit warmes destilliertes Wasser zu,
rihrt wieder auf, zentrifugiert, gieBt wieder ab und
wiederholt dies so oft, bis die klare Fliissigkeit chlor-
frei ist, d. h. mit Silbernitrat keine Fillung mehr gibt,
Nachdem das letzte Waschwasser abgegossen ist, dampft
man den Rest der Fliissigkeit auf dem Wasserbade ab,
gliht dann das Zentrifugenréhrchen auf langsam heiller
werdender Flamme, iberfilhrt das noch heiBe Réhrchen
In einen Exsikkator, liBt dort erkalten und wiegt. Die
Menge des gebildeten Bariumsulfats, ermittelt aus dem
Gewicht  des Zentrifugenréhrchens leer und nach Be-
endigung des Versuches, multipliziert mit 0,1373 ergibt
die Menge des Gesamtschwefels in der fiir die Analyse
angewandten Substanzmenge. Die Umrechnung auf die
gesamte Trockensubstanz bei Anwendung eines aliquoten
Teils, ferner die Umrechnung auf Schwefelgehalt in der
feuchten  Organmasse  erfolgt nach  den  gewdhnlichen
Regeln.
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Bestimmung der Gesamtsulfate.

Ungefihr 5 ¢ des frischen Organs werden in  eine
schale  (durch Schere oder Messer) zerkleinert, daraul
durch Emstellen der Schale in eine Kiltemischung oder
durch flissige Luft oder Kohlensiure gefroren und mit
emem  Mdarser fein zerrieben. Man iiberfiihrt in  einen
d-cem-MeBkolben, spiillt mit Wasser nach, bis das Vo-
lumen ungefihr 35 cem betriigt, gibt 10 cem einer 209, igen
Trichloressigsiureléosung zu, mischt, fillt zur Marke auf
und filtriert oder zentrifugiert. Von dem meist gefirbten
Filtrat werden 10 ccm mit einigen Tropfen konzentrierter
Permanganatldsung und einigen Tropfen Perhydrol zwecks
Entfiirbung versetzt und aufgekocht. Es werden dann,
wie 5. 27 fiir Harn beschrieben, 1 cem n/10 HCl zu-
gesetzt und erhitzt, bis noch ungefihr 1 com Riickstand
bleibt. Dieser wird in 15 cem n/10 HCl gelst, anderseits
eine Kontrollosung hergestellt aus 1 cem Standardlésung
mit 0,1 mg S mit 15 cem n'10 HCl und beide Lisungen
mit NaOH, Gelatine und Bariumchlorid versetzt. Nach
15 Minuten wird im Nephelometer verglichen und die
Berechnung in iiblicher Weise durchgefiibrt.

Bestimmung des Eisens.

Man verfihrt in gleicher Weise, wie fiir Blut (3. 86)
angegeben.  Man kann die Analvse in der allgemeinen
Aschenlisung  vornehmen und in einem aliquoten Teil
derselben die Bestimmung durchfithren. Sonst wiegt man
eine entsprechende Menge im Wiigeglischen ab, gibt dazu
eine gemessene Menge von konzentrierter Schwefelsiure und
lit iiber Nacht stehen. Dann iiberfithrt man quantitativ
unter Nachspiilen mit Wasser in einen Mikrokjeldahlkolben,
verascht wie S, 87 angegeben unter Zusatz von Wasser-
stoffsuperoxyd und macht in einem aliquoten Teil der
aufgefilllten Losung die kolorimetrische Analyse, wobei
darauf zu achten ist, daB zur Vergleichslosung '/, der
schwefelsiuremenge zugefiigt werden, die in der zum
kolorimetrischen Vergleich verwandten Versuchs-Lasung
enthalten waren, da der Siuregehalt fiir die Ausbildune
der Rhodan-Eisen-Firbung von grober Bedentung 1st.
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I1sen ist ein sehr verbreitetes Element, das sich auch
vielfach als Verunreinigung von Reagentien findet. Diese
sind daher sorgfiltig zu priifen.

Blutuntersuchung durch Gasanalyse.

a) Bestimmungen mit der Barcroftschen Methodik.

Die hier zuniichst zu beschreibenden gasanalytischen
Messungen  beruhen auf der Messung des freigesetzten
(ases mit Hilfe eines Manometers, welches das Gefil
mit der zu analvsierenden Losung und ein gleich groBes
Kontrollgefill mit gleichem Fliissigkeitsinhalt verbindet .
Sie werden im  grollen oder kleinen Barcroftschen
Apparat vorgenommen. Der gri-
Bere (s. Abb. 21) besteht aus zwei
Flaschen von Eiform gleicher GriBe,
die ungefihr 25 ccm enthalten und
aufl 0,1 ccm iibereinstimmen miissen.
Diese dienen zur Aufnahme der
zu analysierenden Substanz. Ver-
bunden werden diese Flaschen durch
ein Manometer (h, {}, das aus einer
Kapillarte von ca. 1 mm Durch-
messer besteht, deren beide Enden
durch Dreiweghiihne (1, ¢) entweder
mit der Aullenluft oder den Flaschen
kommunizieren. Die Verbindung

Al 21 dieser mit dem Manometer erfolgt
durch ein Kopfstiick, das folgender-

malien konstruiert ist (s. Abb. 22 nach Straub).

LK In die Kuppel, auf welche die Flasche von
f J unten  her luftdicht aufgesteckt werden
L kann, st ein kleines Glasrohr eingeschmolzen,
/J "",ji_ das ca. 0,3 com Fliissigkeit falit. Das untere Rohr
»  ende miindet durch ein Loch frei auf die AuBen-

anp, 22 seite der Kuppel. Wird die Flasche aufgesteckt,
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so ist bei gewdhnlicher Stellung dieses Loch durch den Fla-
schenhals verschlossen. An einer Stelle jedoch hat der Fla-
schenhals eme Ausbuchtung; dreht man die Flasche so, daly
die Offnung des Rohres auf diesen Teil fillt. so kann Fliissig-
keit, welche in dem Rohr enthalten war, ausflieen und
sich mit der in der Flasche bereits vorhandenen mischen.
Oben hat die Kuppel eine mit einem Glasstopfen gasdicht
verschlieBbare Offnung, durch welche man das Rohr
von oben her mit Hilfe einer feinen Pipette filllen kann,

Das Manometer liegt auf ciner Skala aus Spiegelglas,
so dall bei der Ablesung parallaktische Fehler vermieden
werden. Das Manometerrohr, das ganz rein und trocken
sein. mull, wird mit Nelkenol gefiillt, und zwar verwendet
man zum Fillen das untere Mittelstiick g, in welches
man, nach Herstellung der Kommunikation der Mano-
meterenden mit der AuBenluft, die Sperrfliissickeit ein-
fiilllt. Man gibt so wviel Ol herein, daBl nach Verschlull
des Stopfens bei g (Gummistopfen, noch mit Paralfin
zu dichten) das Niveau ungefihr in halber Hihe der Skala
steht.  Neuere Apparate baben hier ein Steigrohr, das
ungefiihr in halber Héhe mit einem Hahn verschlossen
wird. Uber diesem befindet sich eine trichterihnliche
Ausbuchtung, durch welche das Einfiillen des Ols erfolgt,

Fiir noch kleinere Mengen dient ein Apparat, bestehend
aus  einem Manometer von 0.5 mm Durchmesser, das
ebenfalls auf einer Spiegelglasskala montiert ist. Am
oberen Ende beider Schenkel sind cbenfalls Dreiwege-
hihne angebracht, so daB das Manometer einmal  mit
der freien Luft, das andere Mal mit einem Ansatzstiick
korrespondiert, an das eine kleine Flasche (Abb. 23a) durch
emen Schliff aufgesetzt werden kann. In ihre untere
Hohlung v wird das zu bestimmende Material eingefillt,
in die obere der Zusatz: durch einfaches Umdrehen der
Flasche am Ansatzstiick (Abb. 23b) wird die obere Fliissig-

keitin die untere herein- L o=
gegossen, so dall  die W -
Reaktion vor sich geht., o " Fad r N

Die beiden Flaschen J"R""i'ﬂf. (AL
miissen ganz gleich sein, ‘;?"A
was sich ja aus der in Abb, 23, Abb, 24

Pincussen, Mikromethodik, . Auifl. 11
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Anwendung kommenden Differenzmethodik  als unum-
gianglich ergibt. Zum Fiillen der oberen Héhlung benutzt
man zweckmilig etwas rund gebogene Pipetten (Abb. 21).
Die Fiillung auch dieses Apparates erfolgt mit Nelkendl
oder mit einer Mischung aus 80 Teilen Amylalkohol und
20 Teilen reinstem Olivensl. Man gibt mit einer Kapillar-
pipette, die man bis zu der Verengerung des Rohres in das
Manometerrohr der einen Seite (x in Abb. 2)) einfiihrt,
etwas Ol herein, wihrend der Hahn des an-
deren 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
Halin wieder und entfernt nun mit Hilfe von
FlieBpapier den Uberschufl von Ol, der sich noch
in den weiteren Teilen befinden sollte, sehr sorgfiltig : man
offnet dann den Hahn der anderen Seite wiederum, worauf
sich das Ol in den beiden Schenkeln horizontal einstellt und
die- Menisken ungefihr in der Mitte der Skala liegen,
Wenn man auch fiir die Barcroftschen Apparate eine
Konstante fiir jede Art der Bestimmung eruieren kann,
indem man z. B. die Menge Sauerstoff milit, 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 benvtzten Apparate eine Konstante festzustellen,
die man fiir alle Zwecke gebrauchen kann, vorausgesetzt,
dall die Fliissigkeitsmenge in den Flaschen die gleiche
bleibt. Diese Konstante mul aussagen, wieviel Millimeter
Ausschlag einer bekannten Gasmenge entsprechen. Am
besten eignet sich hiefiir die Methode von Miunzer und
Neumann. Diese Bestimmung erfolgt folgendermalien
(s. Abb. 21): An den einen Schenkel des Manometerrohrs,
fiir dessen Flasche man die Konstante bestimmen will,
wird durch ein zweimal rechtwinklig gebogenes Kapillar-
stiick, das durch einen Hahn d mit der Aullenluft kommuni-
zieren kann, und durch zwischengeschalteten Druck-
schlauch eine MeBpipette C, in '/ ,, ccm geteilt und genau
kalibriert (wenn man nicht eine solche Pipette erhalten
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kann, mull man sich eine vorhandene selbst eichen. damit
man genau werld, welchem Volumen ein Teilstrich ent-
spricht) angesetzt, deren anderes Ende durch einen Druck-
~chlanch b mit dem Niveaurohr D verbunden ist. Me[3-
pipette und Niveaurohr diirfen nicht kapillar sein und
genau gleiche innere Weite haben. In C und D und das
verbindende  Schlauchstiick  wird Wasser eingelillt, so
dall die Pipetten ungefihr bis zur halben Hihe gelillt
sind. Die Flaschen wurden vorher mit der Menge Wasser
cetiillt, die der spiter beim Versuch gebrauchten Fliissig-
keitsmenge entspricht. Die Hiihne i, e, d werden gedffnet,

D wird so weit gesenkt — die ganze Apparatur befindet
sich dauernd im Wasserbad —, daB der Meniskus im unteren

Teile von C steht. Nachdem sich 1m ganzen Apparat
Atmosphiirendruck eingestellt hat, wird durch Schliefen
der Hiihne i und d die Verbindung dieser mit der AuBen-
luft aufgehoben: withrend der Manometerschenkel { an-
davernd durch Hahn e mit dem Kapillarstiick n kommuni-
ziert, der Meniskusstand in den beiden Schenkeln h und f
und der Eichpipette C notiert: darauf wird das Niveau-
rohr D gehoben, bis im Manometer die gewiinschte Niveau-
differenz auftritt, Hahn e wird geschlossen und D so weit
gesenkt, daB der Wasserstand in ihm und C gleich hoch
ist. Die Differenz der beiden Pipettenablesungen vor
und nach dem Versuche gibt das Volumen des eingepreBten
Gases unter den herrschenden Temperatur- und Druck-
verhiltnissen.  Diese Zahl, dividiert durch den Niveau-
unterschied im Manometer, liefert die Konstante,
Beispiel: Birnenvolumen abziiglich der Fiillung (Raum
der Birne -+ Kapillarschaltung bis zum Nelkendol) 24,33 cem,

Eingeprelites  Hohendifferenz
Luftvolumen 1m Manometer Konstante
CIm mm
1005 209 5 3,00
138 389 3,09
174 18,6 3,08
2l 718 353
20 8202 3,08
2067 70,9 3.52

Mittelwert von k 355
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Bel Berechnungen ist folgendes zu beachten:

Die Konstante ist unabhingig von der Temperatur,
abhingig dagegen — auller von dem Fliissigkeitsinhalt
der Flaschen vom Luftdruck. Fir genaue Messungen
18t es zweckmiilBig, k fiir verschiedene Drucke zu bestimmen
und die Werte graphisch aufzuzeichnen. Man erhiilt eine
gerade Linie, aus der man den gesuchten Wert ohne
Schwierigkeit entnehmen kann.

Fiir jedes Fiillungsverhiltnis mul die Konstante natiir-
lich neu bestimmt werden. Es ist zweckmiiBig, die Kon-
stante fiir verschiedene Fiillungen zu bestimmen und die
Resultate graphisch aufzutragen. Man erhilt dann eben-
falls eine gerade Linie, aus der man die gesuchten Werte
fiir k bei verschiedenem Fliissigkeitsgehalt 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, mimmt man
das Mittel fiir beide Flaschen, sonst mul fiir jede Flasche
ihre Konstante eingesetzt werden.

Von manchen Fabrikanten (z. B. Bleckmann & Burger,
Berlin) werden den Apparaten die fiir die Eichung not-
wendigen Daten beigegeben, und zwar 1. der Inhalt der
Flasche einschlieBlich Kapiliare bis zum Hahn und 2. eine
Konstante b, Die Konstante der Flasche berechnet sich
dann ans der Formel

*

Konstante b,
P
wobei v den Inhalt der Flasche in cem  (angegebener
[nhalt — Fiillung), p den Druck des Nelkendls — 10 000
gesetzt  (fiir Petroleum ist 12900 einzusetzen), b eine
cewisse, fiir jede Flasche charakteristische Zahl, z. B.
0,882 ist. War der Inhalt der leeren Flasche 28 000 cmm,
die Fiillung 3200 cmm, so wiirde sich die Konstante fir
diese Fiillung bei dem angenommenen Wert fiir b und
Fiillung mit Nelkendl berechnen zu
28 000—3200
1Oy (M)

0,882 = 2,48 + 0,882 = 3,302,
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PDurch diese Angaben wird die Berechnung erheblich ver-
einfacht.

Die Eichung des kleinen Barcroftschen Apparates erfolat
m zenau der gleichen Weise,

Ber den spiter zu schildernden Versuchen gibt  das
Produkt  Niveandifferenz - Konstante bei dem  geeichten
Apparat das Volumen des in der mit einer bestimmiten
Menge Flitssigkeit beschickten Birne entwickelten Gases
unter den herrschenden Luftdruck- und  Temperatur-
verhilltnissen an. Die Reduktion dieses Wertes auf 0 Grad
und 760 ma erfolet nach  der  bekannten  Formel

—— 2 : hiebei bedeutet v das bereits mit Hilfe
(O (1 e t)
der Konstanten festgestellte Volumen, p den Luftdruck,
t die Temperatur und ¢ den Ausdehnungskoeffizienten

273

Vi

der Gase

Die gasanalvtischen Messungen erfordern cine Reihe
von Vorsichtsmalinahmen.  Alle Hihne sowie die Glas-
schiiffe zum Ansatz der Flaschen sowie sonstige Schliffe
missen gut gefettet werden, damit kein Gas auf falschem
Wege entweichen kann. Es soll fiir diesen Zweck ontes
Mineralfett (sog. Hahn-Fett) verwendet werden: es ist
mir in diinner Schicht aulzutragen: zu starkes Fetten
erzielt oft die der gewiinschten entgegengesetzte Wirkung,
Richtig gefettete Schliffe erscheinen chiwchweg  dunkel
helle Flecken zeigen Stellen an, die nicht dicht aufein-
anderliegen.  Flaschen usw. miissen vor der Beschickung
mit den Losungen ganz trocken sein. Die Iillung beider
Flaschen muBl stets gleich sein, da bei verschiedenem
Volumen sich  die Konstante dindert.  Zum  Abmessen
Miissen  genau kalibrierte  Pipetten  verwendet  werden,
sic. miissen in jedem Ausmal3 bis zum kleinsten (0,1 cem
getetlt in 0,001 ecem) vorhanden sein.

b) Modifikation der Gasanalyse nach Barcroft
von Verzar,

Um die Bestimmung der ,, Konstanten® bei den Barcroft-
schen Apparaten, welehe immerhin einige Schwierigkeiten
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machen kann, zu vermeiden, hat Verzdir folgende Modifika-
tion angegeben (Abb. 23).

Die eine Seite des Bareroftschen Manometers ist mit
Hilfe eines gebohrten Vierwegehahnes und einer Gummi-
verbindung mit einer Pipette verbunden, welche 0.3 cem
(300 cmm), sehr genau in 0,001 emm graduiert (erst zu
eichen!), fafit. Diese Pipette erhilt
an ihrem unteren Teil eine Fort-
setzung in Form eines zweiten, mit
thr 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 trigt
oben eine Gummikappe, welche durch
eine  Schraube mehr oder weniger
Zusammengequetscht  werden  kann.
Verzar verbindet diese Schraube mit
Hilfe eines wagrechten Stiickes mit
der zweiten Schraube bei den ilteren
Modellen der BarcroftApparate, welche

Abb, 26, in Verbindung mit dem Einfiillschenkel
des Manometers steht und das Niveau
in diesem zu verstellen gestattet. Durch die am duBeren
Schenkel des U-Rohrs vorhandene Schraube kann man in der
0,3-ccm-Pipette das Olniveau beliebig verstellen. Das Prinzip
des Arbeitens mit dem Apparat ist das folgende: Man
lillt in diblicher Weise im Barcroft-Manometer eine Niveau-
differenz entstehen und gleicht dieselbe durch Verinderung
des Ol-Niveaus in der 0,3-ccm-Pipette ans. Die Differenz
zwischen dem Stand des Oles in der Pipette vor und nach
dem Versuche gibt direkt die entwickelten bzw. absorbierten
Kubikmillimeter Gas,

Man arbeitet mit dem Apparat auf folgende Weise. Der
rechte Hahn (also der Vierwegehahn) steht zunichst | ;
in dieser Lage wird das Pipettenniveau bei Luftdruck
eingestellt. Dann wird er | gedreht und nun das Differen-
tialmanometer, welches auch durch den anderen Hahn
mit der Aullenluft kommuniziert, bel Luftdruck eingestellt.
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Dic Filllung der etitdrmigen Ansatzflaschen, die genan
gleichen Inhalt haben miissen, erfolgt mit gleichen Mengen
Fliissigkeit, und zwar kommt die Versuchslosung stets
in die der Mebpipette benachbarte Flasche. Ist nach
5 Minuten Verweilens im Wasserbad Temperaturausgleich
erfolgt, was durchaus nach den frither erorterten Prinzipien
geschieht, wird der linke Hahn des Barcroft-Apparates
zugedreht und der rechte ~\  gestellt, so dal er in
keiner Richtung, weder nach dem Manometer noch nach
der Pipette hin, geofinet ist.  Jetzt werden die Stellungen
des Oles in den beiden Manometerrohren und in der Pipette
abegelesen und notiert. Darauf wird in iiblicher Weise
durch Schiitteln bzw. ZuflieBenlassen der betreffenden
Fliissigkeit die Analvse ausgefiithrt, wobel im Differential-
manometer natiirlich eine Druckdifferenz entsteht. Man
stellt den Vierwegehahn nun [, dal} Differentialmano-
meter und Pipette miteinander verbunden sind, und dreht
jetzt die Schraube, welche das mit der Melpipette kommuni-
zierende U-Rohr abschliel3t, so lange, bis in den Schenkeln
des Differentialmanometers der gleiche Stand erreicht
ist, wie er vor der Anstellung der Analyse bestand, also
im allgemeinen gleich hoher Stand in den beiden Schenkeln,
Es wird nunmehr der Stand des Oles an der MeBpipette
abgelesen: die Differenz zwischen Ablesung vor Anstellung
des Versuches und nach Versuch gibt direkt das entwickelte
(zasvolumen an.

Die anfingliche Einstellung des Olniveaus in der MeD-
pipette richtet sich danach, ob man eine Gasbildung oder
eine Gasabsorption erwartet. Im ersteren Falle ist das
Olniveau mit Hilfe der rechten Schraube aul den oberen
Teil der Skala einzustellen, bei erwartetem Gasverbrauch
dagegen auf den unteren Tell der Skala der MeBpipette.

Man kann mit dem Apparat auch, wenn nitig, Gasvolumina
bestimmen, welche gribBer sind., als der Pipettenskala entspricht.
Das ist z. B. maghch bhei CO -Bestimmungen, wenn eme grollere
Blutmenge genommen wuarde,  als 300 cmm ('U._. t-ntr«'-prirhi, In
solchem Falle, der jedoch besser vermieden wird und in dem es
grundsitzlich zweckmalig ist, die Bestimmung mit eciner geringeren
Blutmenge nochmals zn wiederholen, kann man sich so helfen,
dall man, nachdem zuerst so wviel Luft ausgetriecben warde, dab
das Ol in der Mipette bis zum unteren Skalenrand reicht, dann
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den Hahn | _ stellt, das Ol in der Pipette wieder bis zum oberen
Skalenrand hebt, den Hahn wieder [ stellt, noch einmal Gas iiber-
treibt, bzw. das so oft wiederholt, bis das Differentialmanometer
keine Druckdifferenz mehr zeigt.

Eine Apparatur, welche die Schlauchverbindung  ver-
meidet, ist in dem Migos-Apparat!) gegeben (Abb. 27).
Die Arbeit mit diesem Apparat ist grundsitzlich die gleiche.,
Durch Schliffe sind folgende 3 Stellungen méglich: 1. Ver-
bindung des Manometerschenkels sowie der Melpipette

mit der freien Atmosphire — (Stellung bei Einstellung
der Manometer). — 2. Verbindung des Manometerschenkels
mit der mit der Blutlosung beschickten Birne (Gas-
entwicklung). — 3, Verbindung von
Manometerschenkel und der geelchten

Melpipette — Einstellung der Fliissig-
keit in der MeBpipette, bis das ur-
spriungliche Niveau in den Manometer-
schenkeln wieder erreicht ist. Man be-
achte, dall die Reaktion in der der
MeBpipette benachbarten Flasche er-
folgen muf.

Wie Verzir besonders hervorhebt, ist
fir die Untersuchung von Blut durch
Gasanalyse einerseits eine Verhinderung
der Gerinnung  erforderlich, anderseits
mul} das Blut mit dem Gasgehalt auf-
bewahrt werden, mit dem es entnommen worden ist. Fiir
die Entnahme des Kapillarblutes zur COy-Bestimmung

die Methode l#iBt sich sinngemil auch fiir anderes
Blut verwenden — wird (nach Verzar miodifiziert) folgender-
mallen verfahren.

Abbildung 28 zeigt eine Trichterpipette, deren Trichter
ca. 8 ccm, deren zwischen den beiden Hihnen gelegener
Raum 4 ccm enthiilt, welche in Teile von 0,00 cem eingeteilt
sind; man kann noch 0,01 cem schiitzen. Zur Entnahme von
Kapillarblut zur CO,-Bestimmung wird die Pipette bis etwas
iber den oberen Hahn mit Quecksilber gefiillt, Man bringt
dann in den Trichter genau 2 cem (mit der Pipette ab-
messen) Saponin-Citratlosung folgender Zusammensetzung ;

Abl. 27,

') Hersteller Artur Goldberg, Prag.
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Ammoniak 2591 20 cem
Natriumeitrit 2,0 g
Saponin 0o g

Aqua destillata ad 100 cem.,
Dariiber schichtet man 2—3 com einer blutwarmen Mischung
von Paraffin und Petroliither. Der Finger wird mit Ather
abgewaschen, mit der Frankeschen Nadel ein Einstich
gemacht und die Fingerkuppe sofort in die Petrolither-
losung getaucht, Der Arm soll dabei herabhiingen.,

Man laBt im allgemeinen 0.3 0.6 cem Blut zu- 7
flicen.  Dasselbe  passiert  leicht  die  Paraffin- e
Petroliitherschicht und  wird von  der Saponin- ik
Citratlosung  aufgenommen. Durch  vorsichtiges r
Rithren mit einem Glasstibehen kann man  die I
Mischung des Blutes mit der Lisung beschleuni- Il
gen. Man Offnet nun zuerst den oberen Hahn,
dann vorsichtig den unteren und Lidt das Oueck- -
silber solange abflielien, bis die ganze wiilirige =])

Lisung in die Skala zwischen Quecksilber- und
Paraffindlmeniskus fillt. Man liest nun die Fliissig-
keitsmenge zwischen den beiden Menisken ab. Der
Wert, abziiglich 2 cem der angewandten Citrat-
I6sung entspricht der aus dem Finger gewonnenen Blut-
menge. Man Lillt dann vorsichtig das Quecksilber abflietden,
bis die Blutlisung am Ende der Pipette erscheint. Man
nimmt nun eine Birne des Gasanalvseapparates, gibt in diese
cine mit der Pipette gemessene Menge Saponinlosung
(1 oder 2cem) und schichtet unter sie die Blutlisung,
indem man diese aus der Pipette solange zuflieBen liBt,
bis das Paraffin am Auslanf erscheint. Da man die Menge
der Blutlosung vorher abgelesen hat, weill man nun genau,
wieviel Fliissigkeit in der Birne enthalten ist, und muf
nunin die andere Birne genau die gleiche Menge von Saponin-
losung hereintun.  Die Analvse selbst wird nunmehr in
der unten beschriebenen Weise durcheefiihrt,

Abb. 24,

Bestimmung des Sauerstoffgehaltes im Blute.

Prinzip: Ferricyankalium setzt in schwach alkalischer
Losung aus lackfarben gemachtem Blut den gesamten
Sauerstoff in Freiheit.



170

a) Bestimmung des Sauerstoffgehaltes in mit Sauerstoff
gesittigtern Blut,

Notwendige Reagentien: 1. Ferricyankaliurnlésung,
kalt gesittigt — es wird so viel gepulvertes Ferricyan-
kalium mit Wasser versetzt und gut durchgemischt, daf
noch ein Riickstand bleibt —, Irisch hergestellt, 2. Ammo-
niaklosung (1 cem konzentrierte Ammoniaklisung werden
mit destilliertem Wasser auf 11 verdiinnt).

a) Mit dem griBeren Apparat (Konstante fiir 3.2 cem
mul} vorher bestimmt sein): Man gibt in jede etférmige
Flasche 2 cem Ammoniaklésung und mit einer Pipette,
die man bis auf den Boden fithrt, 1 cem defibriniertes,
frisches, grimndlich mit Luft durchgeschiitteltes und kurz
vor der Anwendung aufgeschiitteltes Blut unter die
Ammoniaklésung. Man schiittelt beide Flaschen gut nm,
bis das Blut ganz hiimolysiert ist. Zugabe eines Kornchens
Saponin beférdert die Hamolyse. In das eine eifrmige
Gefa werden 0,2 ccm destilliertes Wasser zugefiigt und
die beiden gut eingefetteten Flaschen angesetzt. In die
Kuppel des anderen Gefilles — bei Benutzun g des Verzir-
schen Migos-Apparates des nichst der Melipipette befind-
lichen — bringt man 0.2 cem Ferricyankaliumlisung,
wobel die Flasche so angesetzt sein mull, dal} die Lésung
nicht zum Blut flieBen kann, daB aber durch eine kleine
Drehung der AusfluB freigegeben wird. Man hingt den
Apparat in das Wasserbad und 6ffnet und schlieBt die
Hiihne so oft, bis der Stand der Menisken sich nicht mehr
indert. Man notiert den Stand, stellt die Hihne so, dald
das Manometer mit den Flaschen kommuniziert. und
bringt durch eine Drehung der betreffenden Flasche die
Ferricyankaliumlisung zum  Blut.  Man  schiittelt den
ganzen Apparat, nachdem man ihn aus dem Wasser heraus-
genommen hat, mit der Hand griindlich durch, hingt
ithn dann wieder ins Wasserbad, LiBt dessen Temperatur
annehmen, liest die Menisken ab, nimmt wieder heraus,
schiittelt wieder, hingt 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 Schiitteln vorhandenen Differenz multi-
pliziert mit der Konstante, die aber fiir die gleiche Fiillung
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(hier 3,2 ccm) berechnet sein muld, ergibt den gesuchten
Wert. der nun noch liir 0 und 760 mm korrigiert werden
mul. Bel Verwendung des Verzar- bzw. Migos-Apparates
stellt man nach Verbindung zur Mebpipette den urspriing-
lichen Stand in den Manometerschenkeln her (5. 167, 168)
und liest an der Pipette direkt die Gasmenge ab,

by Mit dem klemen Apparat: In den unteren Teil y der
beiden Flaschen wird 0.2 cem Ammomaklosung eingefillt,
darunter je 0.1 cem des vorbereiteten Blutes geschichtet.
Man mischt gut um, bis das Blut ganz lackfarben ist, gibt
dann in die obere Mulde x der einen Flasche mit  der
gebogenen  Pipette 0,05 cem Ferrievankaliumlosung, in
die andore 0,05 cem Wasser, setzt beide Flaschen an,
hingt in das Wasserbad und stellt den Menmskenstand
fest, nachdem der Apparat die Wassertemperatur an-
senommen hat (s, oben). Man dreht dann das Gefiall mat
der Ferrievankaliumlisung so, dald die Mulde nach oben
steht und die Ferrievankaliumlésung in das Blut fliel3t
(Abb. 23). Man schiittelt wieder 2 Minuten lang, hiingt
in das Wasserbad, milt die Differenz, schiittelt wieder
und verfihrt genan wie oben beschriecben. Sobald sich
der Meniskenunterschied nicht mehr dindert, wird ab-
velesen und in der oben beschriebenen Welse die Gas-
menve festgestellt,

Beispiel: Manometerstand nach Eintritt des Temperatur-
oleichgewichtes:

lhinks rechts
120 mm 119,50 mm
nach wiederholtem Schiitteln (gleichbleibend)
91 mm 118,53 mm
Anderung 29 mm 99 0 mm
cesamte Verschiebung also 58 mm.
IKonstante k 3005 (Miar die untersuchte Flissigkeitsmenge)
Volumen v a8 - 3.03 176 cmm 0,176 ccm.

Die Analyse mit dem Verzir- bzw. Migos-Apparat gibt
direkt die Gasmenge durch Ablesung an der gecichten
Pipette.

Wenn der Versuch ber 15 Grad and 755 mm auvsgefithrt
wurde, ergibt die Reduktion anf 0 Grad und 760 mm
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(nach Formel auf S. 165)

Fh |
0176 - — = (168 diis
0 760 - 1.055 Pl

Dieses Volumen ist noch zu reduzieren, wenn die ver-
wandten Pipetten auf einen anderen als den darauf an-
gegebenen Gehalt geeicht wirden.

\

Das  Verfahren  dient zugleich  zur Himoglobin-
bestimmune im Blut  da 1 cem Blnt mit einem Hb-Gehalt
von 17%, (klinische Ausdrucksweise . 100°,ig) 0,185 cem
Sauerstoff abgibt, kann man aus der Menge des abgegebenen
O, den Hb-Gehalt des Blutes berechnen. In  obigem
Bewspiel waren 0,166 cem O, abgegeben. Aus der Gleichung
185 : 100 166 : x folgt ein Hb-Gehalt von a,6%, nach
klinischer Ausdrucksweise oder von 15,29/

b) Bestimmung der Differenz des Sauerstoffgehaltes im
arteriellen und venisen Blut.

Fir diese Bestimmung mufB} das Blut aus der Arterie
und Vene so entnommen werden, dal es ohne Berithrung
mit der Luft unmittelbar in die Flischchen des Apparates
iiberfithrt werden kann. Hiezu wird es mit  Spritzen,
die fiir die betreffende Menge geeicht sind, direkt aus der
Vene und Arterisl) ntnommen: durch Einb-ingen ciner
kleinen Menge (2—3 mg) feinst gepulverten Kaliumoxalats
in die Kaniile wird eine Gerinnung des aufgesaugten Blutes
verhindert., |

Man bringt in jede Flasche 2 cem bzw. 0.2 cem Ammoniak-
losung, nachdem man dafiip gesorgt hat, dal} jede Spur
von Ferricvankalium entfernt ist. Nachdem man die
Kaniile aullen gut abgewischt hat, schichtet man unter
diec Ammoniaklésung der einen Seite 1 bzw. 0,1 cem
arterielles Blut, auf der anderen seite die gleiche Menge
venises Blut, indem man die Kaniile bis auf den Boden
der Flasche fiihrt. Nachdem man die Flaschen fest angesetzt
hat, stellt man nach Eintritt des Temperaturgleichgewichtes
die Stellung des Manometers fest, nimmt dann unter Bei-
behaltung der Kommunikation der Flaschen mit  dem
Manometer den Apparat aus dem Wasser heraus, schiittelt
eine Minute lang, hingt in das Wasserbad ein, liest ab,

') Beim Menschen gelingt dies am besten aus der A. radialis.
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schiittelt wiederum, hiingt nochmals ein und wiederholt
die Ablesung, bis sie konstant geworden ist. Die gefundene
Manometerdilierenz unter  Beriwcksichtigong  emner
ctwaigen, vor dem Ausschiitteln vorhandenen miulti-
pliziert mit der honstante k fitr das angewandte Volumen
ergibt die Differenz zwischen Sanerstoffgehalt des arteriellen
und venosen Blutes.

Die Methode miBt nicht den Sauerstoff des Hiimo-
globins, sondern den Unterschied des gesamten Sauer-
stoffs der beiden Proben. Ferner wird stillschweigend
angenommen, dal arterielles und vendses Blut die gleiche
Sanerstoffkapazitit haben, was nicht immer der Fall 1st,

¢) Bestimmung der
prozentualen Sauerstoffsittigung von Blut.

Diese wird nicht direkt ermittelt, sondern aus der zur
vollstindigen Sittigung  fehlenden Menge, Ist A die
Menge Sauerstoff, welche das Blut enthiilt, C die gesamte
Saverstoffkapazitit und B die zur Sittigung fehlende
Menge, so ist die prozentuale Saunerstoflsittigung oleich

1B

A . : ) (
‘.llll~l, ~oder, da A ==C—-B i1st;, gleich 100 -

B wird bestimmt, indem die ganz trockenen und von
jeder Spur von Ferrievankalium freten Flaschen mit 2
bzw. 0.2 cem Ammoniaklasung gefiilllt werden, 1 baw.
0,1 cem Blut, und zwar in die eine Flasche durch Schiitteln
mit Sauerstoff vollstindig gesiittigtes, in die andere Flasche
unbehandeltes unterschichtet wird. Ferrievankalinm wird
jetzt nicht zugesetzt. Die Flaschen werden angesetzt, die
Hihne geschlossen, nachdem 1m Wasserbad konstante
Temperatur eingetreten ist, so dald die Manometerablesung
nnverindert  bleibt.  Daraul wird griindhich  durchge-
<chiittelt, wobel die ungesiittigte Blutprobe aus der Luft
thres Flischechens Sauerstoff aufnimmt, und in dblicher
Weise die Differenz des Manometerstandes  bestimmt.
Die  Manometersiule steigt unter diesen  Verhiltnissen
natitrlich anf der Seite des anfangs ungesittigten Blotes,

Der Apparat wird dann aus dem Wasserbad heraus-
cenommen und die Hiahne zur Aulenluft gedfinet, bei
dem grolleren Apparat selbstverstiindlich nach ent-
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sprechender  Stellung  der Flaschen, daB nichts herein-
flieBen kann — in die eine Kuppel 0,2 cem, bei dem kleinen
Apparat in die eine obere Mulde | Tropfen Ferrieyvankalinm-
losung gegeben. In die zweite Flasche kommt die gleiche
Menge Wasser. Nach Feststellung des Manometerstandes
und - Regulierung  desselben durch wiederholtes Offnen
und  SchlieBen der Hihne zur Aubenluft wird die Ver-
bindung des Manometers zum Flascheninhalt hergestellt,
nach konstanter Finstellung durch Drehung der Flaschen
die I-"f.-rritjrunk:tlimniiiﬁnng mit dem Blut gemischt, wie
S. 170 angegeben, 2 Minuten stark ceschiittelt, in das
Wasserbad eingehiingt, die Manometerdifferenz abgelesen
und diese Prozedur so oft wiederholt, bis die beiden letzten
Ablesungen miteinander iibereinstimmen.

Berechnung: Da cs sich um eine Differenzmethode
handelt, kann jede Reduktion mit Hilfe der Konstanten
sowie auf Barometerdruck und Temperatur unterbleiben.
War bei der Di[f(-l'unxl)nfciimmnn;: von B die Manometer-
differenz b mm, bei der Bestimmung von ¢ ¢ mmnm, so
berechnet sich die prozentuale Sittigung nach der oben

s ; c—b
angegebenen Formel einfach zu 100) - Prozent.
C

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

; : e 28—19 P
sich die prozentuale Sittigung zu 100 - =5 = 67,29,
5T

Bestimmung des Kohlensiuregehaltes des Blutes.

Prinzip: Aus dem durch Ferricvankalium sauerstofffrei
gemachten, himolysierten Blut wird durch Weinsiiure
die Kohlensiure ausgetrieben.

Erforderliche Reagentien: 1. Ammoniaklésung
(s. 5, 170); 2 Ferricyankaliumlisung (s. ebenda): 3. Wein-
siureldsung 209/, bei Anwendung der Verzar-Methode 509,

Man gibt in die beiden Flaschen je 2 cem bzw. 0,2 cem
Ammoniaklisung (COy-frei) und schichtet darunter wvor-
sichtig auf der einen Seite 0.5 bzw. 0,1 defibriniertes Blut
(s. oben), in das andere Flischchen die gleiche Menge

0,2 cem bzw. -+ 0,05 cem destilliertes, CO,-frei gemachtes
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Wasser (das Wasser 1st vorher gut auszukochen und 1n
einer mit  einem  Sicherheitsverschluld von  Natronkalk
verschenen Flasche aufzubewahren). Das Gefald mit dem
Blut wird gut umegeschiittelt, so dall es lackfarben wird
(IKrogh emphiehlt Zusatz von wenig Saponin zur Belorderung
der Himolyse) ; man achtet beil dem Fliischchen des kleinen
Apparates darauf, dall die obere Mulde nicht benetzt
wird., Man gibt zu dem mit Blut beschickten Flischchen,
nachdem die Himolyse beendet ist, 0,2 cem bzw. einen
Tropfen  Fernievankaliomlosung  und - schiittelt bis zur
vollstiindigen  Austreibung  des  Sanerstoffs.  Am grolien
Apparat setzt man nun die Flaschen nach Fettung der
schliffe an und hinet in das Wasserbad. Die Flaschen
sind so zu drehen, dall das Kuppelrohr mit der Flasche
nicht in Verbindung steht. Man gibt in das Kuppelrohr
der Seite, welche das Blut enthilt, 0,2 cem einer 209 igen
Weinsiurelosung, Lilt, wenn die Temperatur des Wasser-
bades angenommen 1st und die Manometerstellung sich
nicht mehr iindert, die Verbindung des Manometers mit
den Flaschen bestehen und durch Drehung der betreffenden
Flasche die Weimnsiiure zum Blut flielen, schiittelt un-
gefihr 5 Minuten durch, hingt wieder in das Wasserbad,
hest die Manometerdifferenz ab und wiederholt dies mit
Ausschiitteln und Einhiingen, bis die Manometerablesung
konstant geworden ist.

Bei dem kleinen Apparat wird ganz entsprechend ver-
fahren: Man gibt in die obere Mulde des das Blut ent-
haltenden Flischchens nach Austreibung des O, 0,03 cem
Weinsiure, setzt an und liBt nach konstanter Einstellung
des Manometerstandes im Wasserbad die Siureldsung
zum Blute flielen. Durchschiitteln und weitere Behand-
lung erfolgt ebenso wie im grollen Apparat.

Beim Schittteln des Blutes mit Weinsiure bilden sich
durch Koagulation leicht Klumpen; es ist daher auf
schnelles, ausgiebiges Schiitteln zu achten.

Benutzt man die Verzarsche Trichterpipette (S, 168),
s0 15t folgendes zu beriicksichtigen: Man lABt in beide
Birnen ber der Reaktion Welnsiuare hereinflielfen. um
emen Fehler, der sich durch Carbonatgehalt der Saponin-
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citratlosung einschleichen kionnte, zu vermeiden. Hat
man vorher festgestellt, dall diese Ldsung absolut carbonat-
frei ist, eriibrigt sich diese VorsichtsmaBregel.

Da die Saponincitratlésung alkalisch ist, ist zum Frei-
setzen des (€O, eine stirkere Weinsiurekonzentration
notig: man verwendet eine 2% ige Losung.

Die Berechnung erfolgt, wie fiir die O,-Bestimmung

angegeben, unter Anwendung der — fiir das Volumen
geltenden — Konstanten, bei Verwendung des Verzir-

und Migos-Apparates nach einfacher Ablesung und Re-
duktion auf 760 em und 0 Grad.

Bestimmungen mit der van Slykeschen Apparatur.

Der von van Slyke angegebene Apparat (Abb. 29, S. 177)
ist folgendermaBen konstruiert. Der grolie Pipettenraum G
setzt sich nach obenhin in einen stark verengten Teil
und weiterhin in einen fast kapillaren Teil fort. Der
Gesamtraum von einer am unteren Teil des Pipetten-
raumes angebrachten Marke bis zum obersten Ende um.
falit 50 cem. Von diesen entfillt auf den kapillaren Teil
1 ccm, der in 50 Teile zu je 0,02 cem geteilt ist, so dall
0,01 ccm abgelesen werden kann. Der darunter hegende
Teil hat Marken in gréBeren Abstinden, die letzte (2.5 ccm)
am Ausgang des Mittelteiles. Das obere Ende des genau
geteilten MeBrohres kommuniziert durch einen  doppelt
durchbohrten Hahn entweder mit einem kapillaren, zur
AuBenluft fithrenden Rohr a oder mit einem Aufsatz b,
der ebenfalls seine Verbindung durch ein kapillarrohr
erhilt. Der untere Teil des Pipettenraumes kommuniziert
durch einen Hahn f entweder mit einem kleineren Vorrats-
ranm d, oder mit einem Rohr ¢ ¢ und d vereinigen sich
an ihrem unteren Ende zu einem Ansatzstiick. Von
diesem fiihrt ein dickwandiger Schlauch von etwas
groBerer Linge, als die Hohe des gesamten Apparates
betrigt (Druckschlauch), zum Reservoir H.

Der ganze Apparat muB aus starkem Glas angefertigt
sein:  er wird in einem festen Stativ cingekiammert,
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U'm den Hals von H wird ein starker Draht mit Schlinge
befestigt, mit der man dieses Geliald in verschiedenen Hihen
fixieren kann, Die Schhiffe missen tadellos funktionieren,
so dall nur eine geringe Spur Fett notwendig ist, um
einen absolut Iaftdichten Verschluld herzustellen.  Infolge
des starken Druckes dureh die Quecksilberfilllung miissen
die Hihne dureh Gummibiinder, oder

besser noch durch Drahtspiralen so fi- .

. . : diR |
xiert  sein, dall sie bei einer Druck- ﬂ‘ﬂ!'b
erhohung nicht herauszeschleudert wer- ;_u,j'i,e
den konnen. :
3#—5
Neuverdings  sind  Anordnungen  an- :
ceceben (und 1im Handel), ber welchen 1
% i # s Lt LT
der ganze Glasapparat in ecinem mit H#g
Wasser gefiillten Behiilter eingeschlossen G
151, was die spiitere DBerechnung sicherer b
macht.  Bet  konstanten  Temperatur- ﬁ}ﬁ- =
. 1 0 - ¥ - I'-.
verhiltmissen mm Versuchsranm  (ca. 1 AT ¢
Grad Ihifferenz) sind sie entbehrlich. el | i | b
Ly e
Bestimmung der Alkalireserve des i e
Blutes nach van Slvke. O

Prinzip: Aus dem mit 35,5% iger CO,
im  Gleichgewicht befindlichen  Plasma Adibe 2.
wird die gesamte Kohlensiure durch
schwelelsiiure in Fretheit gesetzt; aus dem erhaltenen,
am Apparat abgelesenen Volumen wird der Wert berechnet
oder aus einer Tabelle abgelesen.

Notwendige Losungen: 1. 1%ige, CO,freie Am-
moniaklosung: um eine absolut kohlensiurefreie Lisung
zu gewinnen, wird die Ammoniaklésung mit Bariumhydrat
versetzt, vom ausgefallenen Carbonat abfiltriert und ein
eventueller Uberschull an Barium mit Ammonsulfat aus-
gefiilllt. 2. Schwefelsaure, 109ig, 3. Oktylalkohol, se-
kundir T (Kahlbaum); wenn nicht beschaffbar, gewihn-
licher Caprvlalkohol,

Die Bestimmung der Gesamtkohlensiiure des Plasmas
hat zur Voraussetzung, dall das Plasma bei der Unter-

Mneussen, Mikromethodik, & Aufl, 12
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suchung im Gleichgewicht mit dem CO,-Gehalt der Alveolar-
luft ist. Schon bei kurzem Aussetzen an Luft dunstet CO,
ab. Man muB also entweder das Blut unter Paraffin auf-
fangen, was immerhin kompliziert ist, oder — einfach —
das Plasma kiinstlich mit Kohlensiure sittigen. Man
verfihrt hiezu foleendermafen.

Man liBt das Blut direkt aus der Vene in ein gradulertes
Zentrifugenglas einlaufen, welches 0,0% der zu ent-
nehmenden Blutmenge an feingepulvertem Kaliumoxalat
enthilt. Will man also 10 cem Blut entnehmen, bringt
man vorher in das Zentrifugenglas 0,05 g fein gepulvertes
Kaliumoxalat und it 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 zu 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, wenn man normale Verhiltnisse
haben will, stirkere Muskeltitigkeit zu vermeiden.

Das Blut wird in iib-
licher Weise zentrifu-
giert, das Plasma abge-
hoben und kurz vor
dem Versuch in folgen-
der Weise mit Kohlen-
siure gesittigt. Man

Abb. 30. stellt sich eine  kleine

Apparatur in Form der

Abb. 30 her. In dieser ist A ein Scheidetrichter, der
ber  der gewdhnlichen Versuchsanordnung, bei  der
man ungefihr 3 cem Plasma verarbeitet, ca. 300 ccm
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-
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perlen gefiillt. Man bringt in den Scheidetrichter ca. 3 cem
Plasma und atmet nun durch das Rohr nach gewdhnlicher
FEimatmung tiel aus.  Beim Durchgang durch B schliigt
sich die Feuchtigkeit, die sonst Fehler erzeugen kannte,
auf den Glaskngeln nieder: durch ¢ entweicht die kohlen-
siurehaltige Luft in den Scheidetrichter A und verdriingt
dort die darin enthaltene Luft. Unmittelbar nach der
Ausatmung setzt man den Stopsel { aufl den Scheidetrichter
aul und schhielit ihn auch nach der anderen Seite durch
den Hahn g ab. Man entfernt den Scheidetrichter vom
schlauche und sittigt durch langsames Drehen das Plasma
vollstindig mit der COy-haltigen Alveolarluft.  Genauer
ist es, statt der Ausatmungsluft eine 5,59, CO, enthaltende
Luftmischung anzuwenden, die man aus einer Gasflasche
durch den Apparat schickt!). Vor Beginn der Versuche
mull der Apparat (Abb. 29) mit reinem Quecksilber gefiillt
werden, und zwar mull die Menge des Quecksilbers so grol
sein, dall 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 destilliertem Wasser fillt
und nach Herausdriicken des Wassers durch das Kapillar-
rohr a mit der Waage feststellt, ob das Gewicht dem an-
gegebenen Volumen entspricht. Zur Pritfung auf Dichtheit
stellt man den Hahn e so, dall der Apparat mit der dufleren
Luft durch b kommuniziert, und den Hahn [ ebenfalls anf
Kommunikation von G mit dem unteren Teil. Man hebt
nun H, das man zu ungefihr 34 mit Quecksilber gefiillt
hat, so weit, daB der ganze Apparat mit Quecksilber
gefitllt ist und noch ein geringer Teil iiber dem Hahn e
steht.  Dann schlielt man durch Drehung von e das
graduierte Rohr vollstindig von der AuBenluft ab und
senkt H so tief, wie der Schlauch reicht. Bei Wieder-
erhebung zum fritheren Niveau mul} sich die infolge des
senkens von H fallende Quecksilbersiule unter leichtem
Ans-hlagen wieder bis zum Hahne einstellen,

') Der CO,-Gehalt der Ausatmungsluft schwankt zwischen 4 und

2,0f Fur die klinische Bewertung spielt das keine Rolle.

l'.!i-
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Zum Beginn jedes Versuches geiit man von dem voll-
stindig mit  Quecksilber gefiillten Apparat aus, wobei
der Hahn e so stehen mul, daB eine [Kommunikation
des graduierten Rohres mit dem Ansatzstiick b hergestellt
1st und durch entsprechende Stellung des Niveaugefifes H
das Quecksilber die Kapillare am unteren Ende von b
ganz [ille.

Durch Einfiilllen wvon Ammontaklisung in das Teil b
entfernt man avs diesem simtliche Saurespuren.  Man
pipettiert das Ammoniak wieder heraus bis anf einen
kleinen Rest und unterschichtet diesen mit einer Pipette
mit 1 cem des vorbereiteten Plasmas. Bei cleicher Hahn-
stellung senkt man das NiveaugeliB H so tiel, daB das
Plasma in das graduierte Rohr hercingezogen wird., So-
bald der griBte Teil des Plasmas den Hahn e passiert
hat, ohne daB jedoch Luft angesaugt worden ist. wird
dieser geschlossen, so dall das Rohr keinerlei Verbindung
mehr mit der Aufienluft hat. Man gibt dann in b zu-
nichst ca. 0,1 cem destilliertes Wasser, LBt diese unter
Senkung von H durch Offnung von e zum Plasma ilieBen.
indem man ebenfalls darauf achtet, dali noch etwas
Flissigkeit in b bleibt, wiederholt diese Manipulation
mit weiteren 0,5 cem destilliertem Wasser, das uneefihr
14 Tropfen Oktylalkohol enthiillt und gibt endlich unter
gleicher  Vorsichtsmabregel 05 cem 107 ive  Schwefel-
siure dazu. Die Flissigkeit mufl genau den Raum vom
oberen Ende des kalibrierten Rohres bis zur Marke 2.5
emnehmen, widrigenfalls ist etwas Wasser nachzusaugen,
Man schhiefbit nun durch Drehung des Hahnes ¢ den gra-
duierten Teil vollstiindig gegen aullen ab und fithrt das
Niveaugefill H ganz tief, wodurch infolge Ausbildung
eines Vakuums die Flissigkeit in den Raum G herein-
gesaugt wird und das Quecksilber nur bis zum Hahn f
steht. Man schlieBt nun auch den Hahn f, so da die ganze
Fliissigkeit in dem Raum zwischen den Hihnen e und {
eingeschlossen ist. Durch ungefiihr 15maliges Umdrehen’)

1y Eine newe Konstruktion erlaubt dieses Umschiitteln ohne
Herausnehmen des Apparates aus dem Stativ.
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des aus dem Stativ herausgenommenen  Apparates  wird
die  cesamte Kohlensiure fret gemacht.  Man  befestigt
wieder am Stativ, stellt durch Drehen von [ die lkommu-
nikation von G and d her und Lt durch Senken von H
die Flissigkeit ans G nach d fheben, wober man darauf
achten muld, dald kein Gas mit herausgeht: es muld also
cine ganz geringe Menge Flissigkeit im untersten Teile
von G bleitben. Nunmehr drehit man { so, dall ¢ mit G
kommumziert und hebt H so weit, bis sein Niveau dem
sich  emnstellenden Quecksilberniveau im  graduerten
Rohr entspricht, Unter diesen Bedingungen ergibt die
Ablesung am gradwerten Rohr (bet der der kleine iiber
dem Quecksilber stehende Wasserrest wie Quecksilber zu
rechnen ist) die Menge der entwickelten Ikohlensiure. Da
man, wie oben erwithnt, 3 cem Plasma mat CO, gestiittigt hat,
hat man geniigend Matenial, um sofort einen Kontrollversuch
anzuschhelen.

Die Berechnung der CO,-Kapazitit (Alkalireserve) des
Plasmas erfolgt nach van Slyke in geniigender Anniiherung
nach der Formel

13 - -

= (100,8—0.27 t) (V—0,136-+-0,002 t).

/0l
In dieser Formel bedeutet x die aunf O und 760 cem re-
duzierten cem CQ,, die 1 ccm Plasma, das bei 20" im
Gleichgewicht mit Alveolarluft, bzw. einer 5,57, igen CO,-
[Ldsung ist, als Bicarbonat bindet. B ist der abgelesene
Barometerdruck, t die Temperatur (Centigrade), V die
am Apparat abgelesene {L{-},_,":.'lli_"'“_l_:l,' In cem.

Um die Rechnung zu vereinfachen, haben van Slvke
und Cullen beifolgende Tabelle (S. 182) aufgestellt, aus
der man fiir Temperaturen zwischen 13° und 30" sofort
cdie | Alkalireserve fiir 100 cem Plasma  ablesen kann,

: B |
wenn man das Produkt V- _I,”|.-"11:h-ra|||1,'.; in  ccm.
P K

Barometerstand zur Zeit des Versuches (mm)
J ausgerechnet

760
hat. Fur Zwischentemperaturen mui natiirlich interpoliert
werden,
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Binden

B | alz DBicarbomat com Co,
(0" und 760 pumn)

| 100 com Plasma binden I i cem Plasma
B als  Bicarbonat com O,
V. (O und 76O mm) _
760 |—— — 760
| 150 [ 20" | 250 | 300 | 150 | 200
0,20 0.1 | 9,9 (10,7 [ 11,8 o060 ||47.7 | 481
0,21 10,1 1 10,9 | 11,7 | 12,6 0,61 | 48,7 49,0
0,22 11,0 | 11,8 | 12,6 135 0,62 1| 49,7 50,0
0,23 12.0 | 12,8 | 13,6 14,3 0,63 20,7 | 51.0
0,24 13,0 13,7 (14,5 152| 0,64 51,6 51.9
0,25 13.9 | 14,7 | 15,5 | 16,1 063 ||52,6 528
0,26 || 14,9 | 157 164 17,0] 0,66 |53.6 53,8
0,27 (159 |16,6|174 180| 067 |545 548
0,28 | 16,8 II?Ji 18,3 18,9 .68 55.5.| 557
0,2% 17,8 | 18,5 | 19,2 19,8 0,64 86,0 | 56,7
0,30 | 18,8 | 19,5 20,2 208 0,70 87,4 | 57.6
0,31 | 19,7 | 204 | 21,1 1 21,7 0,71 || 584 | 586
0,32 2007 (21,4 | 221 22.6 0,72 /59,4 | 59,5
(0,33 21,7 (22,3, 23.0 ,23.5| 073 |l603! 605
(), 34 22,6 1 23,3124.0]| 245 0,74 61.3  61.4
0,35 .idJJIELE 249 | 25 4 0,75 62,3 | 62.4
0,36 | 24,6 |252|258]|263 0,76 63,2 | 63,3
0,37 25,5 | 26,2 | 26,8 | 27.3 0,77 | 64,2 | 64,3
0,38 260 1271 127,71 282 1,78 65,2 | 65.3
0,39 27,5 | 281 | 28.7 | 29.1 0,79 || 66,1 | 66,2
0,410 23,1; 29,0 | 29,6 | 30,0 0,80 ﬁT-‘. 67,2
0,41 29,4 | 30,0 | 30,5 | 31,0 0,81 G8.1 | 68.1
0,42 30,3 | 30,9 31,5 | 31.9 0,82 | 69,0 | 69,1 |
0,13 31,3 | 31,9 | 32,4 | 32.8 0,83 | 70,0 | 70,0
0,44 32,3 3281334338 0,54 71.00 | 71,0
0,45 33,2 | 33,8 34,3 | 34.7 .85 71.9 | 72.0
0 A6 J4,2 1 34,7 |1 35,3 | 35,6 0,86 729 | 729!
0,47 39,2 | 35,7 | 36,2 | 36,5 0,87 3.9 | ¥3,9
0,48 | 36,1 | 36,6 | 37,2 374 0,88 74,8 74,8
0,49 37,1 | 37,6 | 38.1 | 38.4 0,849 75,8 | 75.8
0,50 38,1 | 38,5390 393 0,910 6.8 | 76,7
0,51 | 39,1395 40,0 | 40,3 0,91 7.8 | 771.9
0,52 (40,0 | 40,4 | 40,9 | 41,2] 092 | 787|786
0,53 41,0 | 41,4 | 41,9 | 42,1 0,93 | 79,7 | 79.8
0,51 42,0 | 42,4 | 42,8 | 43,0 0,94 | 80,7 | 80,
(1,55 42,9 [ 43,3 | 43.8 | 43,9 0,95 HlJiiﬁlur
0,406 43.9 1 44,3 | 44,7 | 44.9 0, i3 HE.hl 82,5
0,57 | 44,9 | 45,3 | 45,7 45,8 | 0,97 | 83,5 | 83,4 |
(58 15,8 | 46,2 | 46,6 | 46,7 0,98 B4.5 -HI 4
0,59 46,8 | 47,1 | 47.5 | 47,6 0,99 | 85,5 | 85,3
0,60 | 47,7 48,1 | 48,5 | 4%.6 1,00 éili. a6, 2
Van Slyke und Cullen, Journ. of biol. Chem. 30, 316.

| 250 300
48,5  48.06
49.4 | 49,5
50,4 504
51.3 | 51.4
22,2 1523
53,2 | 53.2
34,1 | 54,1
53,1 55,1
56,0 | 56,0
57,0 | 56,9
57.9 | 5.9
38,9 | 58.8
a8 | 597
60,7 | 60,6
61,7 61,6
62,6 | G625
G3.6 | 63.4
64,5 64,3
65,5 | 65.3
Gh, | 66,2
67,3 | 67.1
68,3 | GR.0
69,2 | 59,0
0.2 | 69,9
71,1 | 70,8
721 171.8
730|727
74,0 | 73,6
74.9 | 74.5
753.8 | 75.4
76,8 | 76.4
i S il B i
78,7 | 78,2
196 | 79.2
0.6 | 80,1
81.5 | 81,0
824 | 82,0

£3.4 | 829
84,3 | 83.8
85,2 | 84,8
86,2 | 85,7
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Die aus der Tabelle abgelesenen (korrigierten) Werte
licgen bei normalen Erwachsenen zwischen 77 und 53
(bei Kindern zwischen 63 und 16), bei milliger Acidose
zwischen 10 und 30, ber starker Acidose unter 30,

Bestimmung des Sauerstoffes und des Kohlenoxyds').

Prinzip: Der Sauerstoff und mit ihm das — wenn
vorhandene — Kohlenoxyd wird durch Zugale von
Ferricvankalium in Freiheit gesetzt und das Volumen
das Gases abegelesen. Aus der entwickelten Gasmenge
wird durch alkalische Pyrogallollisung der Sauerstoff ab-
sorbiert und das Volumen des zuriickbleibenden Kohlen-
oxyvds bestimmt. Notwendige Losungen: 1. Ammoniak-
losung: 6 coem  25°,iger Ammomaklésung auf 11 aul-
gefiillt; 2. Ferricyankaliumlosung, gesittigt. Zur Ent-
fernung vorhandenen Sauerstoffs 1st die Lésung aufzukochen;
3. alkalische Pyrogallollosung. 10 g Pyrogallol werden
in 200 ccm emner Losung von 160 g l{zllinmhj.'fh':lt n
130 cem Wasser aufgelost; 1. Capryvl- oder Oktylalkohol;
2. Saponin in Substanz,

Der Apparat wird zuniichst, wie bei der Bestimmung
der Kohlensiure beschrieben, auf Dichtigkeit gepriift,
Um die Ammoniaklosung von etwaigem Gehalt an Sauer-
stoff zu befreien, wird, nachdem das Quecksilber ein wenig
durch den Hahn e in den Aufsatz b hereingedriickt ist,
ungefihr 6 cem Ammoniaklosung mit 5 Tropfen Capryl-
alkohol und eine Messerspitze Saponin in den Aufsatz
hereingetan, durch Offnen des Hahnes e und Senken
des Reservoirs der grobite Teil der Losung in den Apparat
hereingezogen und nach SchlieBlen des Hahnes e die herein-
gezogene Losung durch Herstellung eines Vakuums (wie
ber der Kohlensiurebestimmung) evakutert.  Man  labt
dann ebenfalls das Quecksilber wieder hochgehen, [Abt
die diberfliissige Luft heraus und wiederholt mit  der
gleichen Lisung nochmals die Evakuterunz, Man Lilbt
nun durch Hahn a die sauerstofffrer gemachte Ammoniak-
losung heraus,

Ber der Ausgangsstellung fiir den Versuch, d. h. Ver-
bindung des Mittelteils mit Aufsatz b und Stellung des

1) Nach van Slyke.
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Quecksilbers so, daB es etwas in den Teil b hereinragt,
brinzt man 2cem der evakulerten Ammoniaklésung in
den Oberteil b und schichtet mit einer Pipette 2 ccm Blut
unter die Ldsung. Das Blut war vorher defribriniert
und durch Schiitteln an der Luft mit Sauerstoff gesittigt.
Man zieht nun die Mischung fast vollstiindig in  den
Apparat herein, gibt einige Tropfen der Ammoniaklésung
nach und zieht diese auch in den Apparat. Darauf gibt
man in gleicher Weise 04 cem der gesiittigten, durch Auf-
kochen luftfrei gemachten Ferricyankaliumlésung nach.
gibt ebenfalls noch etwas Wasser in den Aufsatz und
zieht dieses nach, so daB noch etwas Flussigkeit iiber
dem Hahn e steht'). Man schlieGt diesen Hahn, wenn es
noch mnicht geschehen war, und macht nun die Analyse
in gleicher Weise, wie es fiir die Bestimmung der Kohlen-
sdaure beschrieben worden ist.

Die Ablesung des Gasvolumens kann auch vorgenommen
werden, ohne daBl das Wasser beseitigt wird. Man kann,
indem man die Fliissigkeit den gleichen Weg wieder hoch-
steigen lift, die Ablesung direkt vornehmen, wenn man
das spezifische Gewicht der Wassersiiule berticksichtigt,
Da das spezifische Gewicht des Quecksilbers 14mal héher
ist als das des Wassers, mul man den Quecksilberspiegel
im Reservoir so einstellen. dal er etwas hoher steht als der
Quecksilberspiegel im Rohre, und zwar um ! g der Hihe
der Wassersiiule., Die Ablesung erfolgt nach dieser Ein-
stellung am Meniskus der Wasscersiule.

Zur Bestimmung des Kohle noxyds wird der Sauer-
stoff aus dem mit Ferricvankalium freigesetzten Gas-
gemisch durch Pyrogallol absorbiert. Hierzuy gibt man bei
geschlossenem Hahn e in den Aufsatz 3 cem der Pyrogallol-
losung, 6ffnet nun den Hahn e und zieht durch Senken
des  Reservoirs vorsichtig die Fliissigkeit bis auf einen
iiberstehenden Rest in den Mittelteil herein. Man schlieBt
den Hahn e, evakuiert wieder in bekannter Weise, und
schiittelt im Vakuum 1 Minute gut durch. Man 1B jetzt
das tibrigbleibende Gas in iiblicher Weise wieder nach oben

') Zur besseren Abdichtung gibt man einen Tropfen Oueck-
silber herauf.
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steigen, gibt wieder etwas Pyrogallollésung in den Auf-
satz, zicht wieder vorsichtig ecin und evakuiert nach
schhieien des Hahnes e nochmals, Man Eigt dann wieder
bis oben steigen und liest unter Beriicksichtigung  des
spehzischen Gewichtes von Flitssigkeit und  Quecksilber
das Volumen des Kohlenoxvds ab. 1st die Ablesung infolgg
der starken  Dunkelfiirbung  der  Pyrogallollésung  nicht
maglich, so kann man durch Einbringen von etwas wiiBriger
Oktylalkohollisung, die man unter den wiederholt ge-
nannten Vorsichtsmaliregeln einflieBen LBt einen neuen
Menmiskus entstehen lassen.

Das abgelesene Volumen fiir Sauerstoff wird in  be-
kannter Weise auf 760 mm und 0 Grad reduziert, ans
dem abgelesenen CO-Volumen wird der wahre CO-Gehalt

¥
perechnet nach der Formel x v e (L9949 -‘-'LHHH':H%—.

gD

Anhang.

Die Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration
(des Wasserstoffexponenten — py —) durch Indi-
katoren.

Verfahren nach L. Michaelis,

Diese Methode gehirt, streng genommen, nicht elgent-
hich in das hier behandelte Gebiet: immerhin mag sie
als Erginzung manchem angenchm sein, besonders da
sie, obgleich aufl strengster theoretischer Basis aufeebaut,
ohne Vorkenntnisse schnell und sicher auszufithren ist.
Sie ist geeignet fiir Harn und andere physiologische
Flissigkeiten, auch fiir Nihrfliissigkeiten usw.

Prinzip: Aul Grund elektrometrischer Messung werden
mit mehreren Indikatoren, mit einem Umschlag von farb-
los nach gefiirbt, Reihen hergestellt, deren IFarbung it
abnehmender  Wasserstoffionenkonzentration  intensiver
wird. Die so hergestellten Firbungen dienen als Testobjekte
gegeniiber der in der zu untersuchenden Flissigkeit mit
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Hilfe des gleichen Indikators hergestellten Firbung. Wird
eine schon an sich gefirbte Losung untersucht, so wird
als Vergleichsobjekt die Farbung einer Losung bekannter
Wasserstoffionenkonzentration - Eigenfirbung der unter-
suchten Fliissigkeit genommen.

Notwendige Reagentien: 1. 0,033% ige  wiilrige
Lisung von p-Dinitrophenol; 2, 0,05 ige wiibrige Losung
von «(1,2,4)-Dinitrophenol : 3. 0,025°ige wiBrige Lésung
von y-Dinitrophenol; 4. 0,19 ige wiBrige Lisung von
p-Nitrophenol; 5. 0,3 ige willlrige Losung von m-Nitro-
phenol; 6. 1/, Normal-Natriumecarbonatldsung: 7. Kochsalz-
losung 0,85%ig; 8. Kochsalzlssung 294ig.

Zur Herstellung der Testlésungen werden Reagens-
gliser gleicher Weite — man priift dies, indem man in jedes
Rohrchen die gleiche Menge Wasser, z. B. 10 cem gibt,
das dann gleich hoch stehen muf ausgesucht und mit
jedem Indikator 8—9 Mischungen verschiedener Intensitit
entsprechend den verschiedenen Wasserstoffionenkonzen-
trationen auf folgende Weise hergestellt. Fiir Reihe 1
werden 5 ccm der f-Dinitrophenollésung mit 10 Normal-
Sodalésung auf 50 cem verdiinnt, fiir die anderen Reihen
werden von den Indikatorlosungen 2—35 ebenfalls mit
Sodaldsung die gleichen Verdiinnungen hergestellt. Die
Mischung dieser Lésungen mit '1o Normal-Sodalisung
in verschiedenen Verhiltnissen ergibt die erforderlichen
Vergleichslosungen.,  Die Abmessungen sind sehr genau
vorzunehmen. Es ergeben sich dann folgende Reihen:

Reihe 1

Verd. #-Dini-
Nr. Pu trophenol-
losung

n/10 Soda-
losung

124 049 cem 6.1 cem
2. 126 076

. b,24
2] LIE o 2,80 ,,
4. 13,0 1,68 ,, < B v

& 3| 244 Lo6
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IReihe 11 lteihe 111

YVerd. r{-l Mini-
Nr. | Pup trophenol-
losung

Verd. y-Dini-
P trophenol-
lésung

n'10 Soda-
ldsune

n/10 Soda-
lisung

1. 28 051l cem | 649 cem 40| 074 cem | 6.26 com
s A ) I e 6,22 ., 42| LI 3,90
2 132 12 B0 ,, 44| 165 535
k. (34 194 BN o (4] 240 1.6
5. 136 250 150 ,, 48| 340 . .60
B 3.8 340 .. 3,60 .. 150 450 . o580 ..
.40 480 240 . (153 550 1.00 .
2. 42 57 - 1.30 .. (84| 66O .. 010

9. 44 6,70 (.30

Heihe 1V Heihe

Verd. p- . Verd. m- |
B .. ' /10 Sada- .. : [ n/ 10 Soda-
Nr. | Py | Nitrophenol-| ™., g Pu | Nitrophenol- | &
! lésune o, lésuno
osung | losung

1. 194! 016cem | 684 cem 68| 027 cem | 6,73 com
2. 156| 025 ,, |67 . 70| 043 ., | 657 .
3 |58 | 040 .. 660 . (7,2 066 . 6,34

4. 60| 063 , |637 . 74! 10 .. |60

3. 162! 094 . bt . (7.6 15 e 3.0

b. (64| 14 * 0.6 f o J 0 ¥
7. | 66 208 . $192 .. 180 3.0 ” 1.0 "
8 68 20 » 10 ., (§2] 42 y 28 N
9 |70 405 .. 295 ... 184 52 L&

Die gefiillten Reagensgliiser werden etikettiert: aul das
Etikett wird die Rethe und die Nummer sowie der py
notiert. Sie werden mit paraffinierten Korken luftdicht
verschiossen oder zugeschmolzen und halten sich, wenn
aulbler Gebrauch vor Licht geschiitzt, lange Zeit un-
verindert?!),

Iy Fertige Reithen mit allem Zubehar (Indikatoren, Kom-

parator usw.) sind im Handel erhiltlich.
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Zur Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration einer
farblosen  Lisung  wird folgendermalien verfahren: Man
versetzt in einem Reagensglase gleichen Kalibers wie die
Testproben 6 cem der Flitssigkeit mit | cem der Stamm-
lsungen der verschiedenen Indikatoren. Geben mehrere
Indikatoren eine Firbung, so wird fiir den kolorimetrischen
Vergleich der letzte, eine Firbung gebende Indikator
verwendet: wird also z. B. mit Indikator 1, 2 3 eine
Firbung hervorgebracht. so dient die Firbung mit 3 zum
Vergleich. Man sucht nun einfach aus der mit demselben
Indikator hergesteliten Reihe as farbihnlichste Test-
rohrchen heraus, Entspricht dieses genau der mit der
Versuchslosung erhaltenen Firbung, so kann man von
dem Etikett direkt den py ablesen: liegt die Firbung
zwischen zwei Testrohrehen, so interpoliert man.

[st die Losung, deren Pu man feststellen will, gefirbt,
0 wird der Walpolesche Komparator (nach Angabe
von Michaelis) angewandt. Dieser (Abb. 31) besteht aus

emem massiven Holzblock, in den

bis zu ungefihr zwei Drittel herein

u L] - - ]
i von oben 6 Licher in zwei genan
%;ir;lf’"*. entsprechenden Reihien hereingebohrt
O g}f]' l sind, in deren jedes e¢in Reagensglas

e gesteckt werden kann. Von vorn
E . = .,I I = . .. I_ .% ]l n:. ‘_] — I .-\.I =T
| '. A nach hnten sind . LOCHEr durchge

f " - - -
: 7l bohrt, deren jedes zwei hintereinander
. stehende Liécher durchsetzt. Auf der
Riickseite ist eine Mattscheibe an-

Abb, 31.

gebracht: auBerdem kann eine Blau-
scheibe vorgesetzt werden, Will man
£. B. Harn auf seinen Pa untersuchen, so  verfihrt

man  {olgendermallen. In  ein Reagensglas  gleichen
IKahbers wie die Testrishrehen bringt man 2 cem Harn,
b cem 29%ige Kochsalzlosung — der P einer Lisung

wird durch  solche Verdimnung nicht verindert
und 1 cem Indikator. Man steckt dieses Glas in die
Bohrung 2 und in die dahinterliegende Bohrung 5
ein gleiches Reagensglas mit Wasser. In die Bohrung 3
bringt man ein Reagensglas mit 2 cem des gleichen Harnes
2 cem 29 Gge Kochsalzlosung, In Bohrung 6 steckt
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man der Rethe nach die mit dem gleichen Indikator
hergestellten  Testlosungen  und  beobachtet  durch  die
Ssehlocher 8 und 9, bet Einbringen welchen Rohrchens
i Bohrung 6 die Farbtiefe m den beiden Gueklochern
eleich wird, Man hilt dazu den Komparator am besten
gegen  Tageslicht, zuniichst mit der Mattscheibe:  sehr
zweckmiillig i1st die von Michaelis emplohlene  Hinter-
schaltung der Blauscheibe, wodurch die Quantititsunter-
schiede der Farben in Oualititsunterschiede verwandelt
werden, die man bedentend genauer ablesen kann, It
nach Einbringen eines Rohrchens in 6 genan gleiche Farb-
tiefe erreicht, so gibt der anf diesem Testrohrchen notierte
pn direkt den py der untersuchten Losung an. Unter
Umstinden muld auch ner interpohiert werden. IFar Nihr-
bouillon verfihrt man in ganz gleicher Weise, nur dalj
man als Verditmnung 0,857 1g¢ Kochsalzlisung verwendet,

=ind e Lisungen sehr stark gefiirbt oder getriibt,
=0 mimmt man Hir die Versuchszlosung  (in Bohrung 2
1 cem Harn usw., 5 com Kochsalzlosung, 1 cem Indikator:
filr e Losung in Bohrung 3 1 cem Harn usw. 6B com
lhochsalzlosung., Die Ablesung und das sonstige Verfahren
bleil:en unverindert.

Modifikation von Himiliinen, Leikola, Airila'),

Da die nach Michaehs hergestellten Indikatordaner-
rethen mit den verschiedenen Indikatoren sehr idihnliche
Farbtone geben, haben Verfasser eine einzige Reihe her-
gestellt, welche zum Vergleich der mit den verschiedenen
Indikatoren erzeugten Firbungen dienen kann, Iiese wird
folgendermallen  hergestellt: 10 cem witllrige 0,05 ige
Losung von  e-Dinitrophenol werden  (genau wie auch
Michaehs angibt) mit n 10 Natrinmearbonatlosung  aul
100 cem verdiinnt.  Diese (B) dient zur Herstellung der
Rohrchen 1—IX, Fir X und XI wird nur unverdiinnte,
000" jgge e-Dinmtrophenollosung (A) benutzt. Der Ansatz
der verschiedenen Rahrehen ist der folgende:

) Skandinav. Archiv fiir Physiologie 1923, Bd. 43, 5. 244.
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I |11 (1) 1v

v IvI[vi] x| x | xt

Dinitrophenol- bl ] [
ltsung, 1;'111-rh1nn1;I | i | |
(B) 0,51 0,78 1,20 1,74 2,50 3,40 4,60/5,70 6,70
I}initrupht_‘nﬁl- | | i [ |
losung, unver- |
diinnt (A) _ . : 0,77 0,85
n/10 Natrium- | | O |
ﬂ:irlmnatlﬂﬁung | 6,49 6,22 5 80 E.EEial.ﬁﬁl.?,ﬁﬂ'E;I[} 1,30 ﬂ..‘iﬂll

Die Reagensgliser werden entweder mit paraffinierten
Korken wverschlossen oder noch besser zugeschmolzen.

Zur Bestimmung des pPa verfihrt man genau wie vor-
her bei der Methode von Michaelis angegeben. Die
Indikatorlésungen sind die gleichen, auch der Vergleich im
Komparator erfolgt genau in gleicher Weise, nur mit dem
Unterschied, dall eben die eine Reihe fiir alle Indikator-
gebilete benutzt wird. Je nachdem, welcher Indikator zur
Erzielung der Firbung in der zu untersuchenden Lisung
benutzt worden ist, ergeben sich bei Farbengleichheit
mit einem der Standardréhrehen folgende py-Werte.

6,23 6,15

. a-Dinitro- p-Dinitro- p-Nitro- m-Nitro-
phenol phenol phenol phenaol
[ 2,8 a2 6,8
IT 3.0 2,4 7,0
IT1 5 T 2,6 7,2
IV 3.4 el 1,30
Vv 3.0 2,9 745
VI 3,8 2,0 605 7.6
VII ,0) 6,2 v
VIII 4,2 6,35 1,70
X 1 6.5 7.8
X N 6,06 7,9
N 1.8 6,7 8.0

Das Reihenkolorimeter Migos!) erlaubt auf Grund dieser
Tatsachen die Feststellung des P In besonders einfacher
Weise,

') Hersteller: Artur Goldbers, Prag.
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