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Yorwort.

Die vorliegende Auflage unterscheidet sich von der fritheren insofern,
als in jener meine Originalmitteillungen dber die meisten Methoden mit
Belegen enthalten waren, wihrend in dieser Ausgabe nur dasjenige be-
sprochen wird, was fiir die praktische Ausiibung zun wissen notwendig ist.
Betreffs eingehenderer kritischer Untersuchungen muss ich daher auf die vor-
hergehende Auflage dieses Werkes, sowie auf meine Veriffentlichungen in
der Biochemischen Zeitschrift hinweisen. Dafiir enthilt diese neue Ausgabe
viele praktische Einzelheiten, Verbesserungen sowohl in bezug auf die Aus-
fithrung der Bestimmungen, als auch in bezug auf die anzuwendenden
Apparate, welche in vieler Hinsicht einfacher, eleganter und leistungsfihiger
geworden sind.

Abgesehen wvon den von mir und memmen Schiillern ausgearbeiteten
Methoden sind ausserdem drei von Prof. Bock und seinen Schiilern Dr. Buch-
holtz, Dr. Jversen und Dr. Friderichsen angegebene Verfahren zur Be-
stimmung von Jodiden, Ammoniak und Salizylsiure im Blute aufgenommen,
da sie auf demselben allgemeinen Prinzip beruhen.

Herrn Dr. Czapski in Wiesbaden, der die sprachliche Korrektur iiber-
nommen hat, spreche ich meinen verbindlichsten Dank aus.

Meinem Freunde, Prof. Boek in Copenhagen, bin ich fiir die mir er-
teilten Ratschlige zu grossem Dank verpflichtet und widme ithm in Erinne-
rung an unsere langjihrigce Freundschaft dieses Biichlein.






Ivar Bang.

Am 11. Dezember 1918 starb Ivar Bang in seinem Laboratorium; am
Arbeitstisch beschiiftigt, fiel er ohne vorhergehende Krankheit plotzhch meder
und war in einigen Minuten tot. Er hatte soeben mit einem Schiiler wissen-
schaftliche Fragen, eifrig und interessiert wie je, diskutiert und Pline fiir
die Arbeiten der niichsten Tage besprochen. Es war eine Coronarsklerose,
die sein Leben beendete.

Bang war in Gran, Norwegen, 1869 geboren und war also bei seinem
Tode nur 49 Jahre alt. Sein Arztexamen absolvierte er 1895 in Christiania
und wurde in demselben Jahre daselbst als Assistent des physiologischen
Institutes angestellt. Wilhrend einiger Monate der Jahre 1896 und 1897
studierte er analytische Chemie bei I'resenins in Wiesbaden und 1897—1899
physiologische Chemie bei Hammarsten in Upsala. 1899 iibersiedelte er nach
Lund ais Vorsteher des physiologisch-chemischen Instituts und wurde 1904
zum ordentlichen Professor der physiologischen Chemie ernannt.

Mit Bangs Hinscheiden hat die medizinische Wissenschaft einen schwer
zu ersetzenden Verlust erlitten. Was er wissenschaftlich geleistet hat, lidsst
sich nicht in einigen Zeilen ausdriicken; vom Hauptsiichlichsten geben jedoch
Bangs drei bekannte Monographien: Die Lipoide, der Blutzucker und die
Mikromethoden beredtes Zeungnis. Ganz besonders die letztgenannte Arbeit
hat Bangs Namen berithmt gemacht. Diejenigen Untersuchungen, welche die
(irundlage fiir diese Monographien bilden, haben ja neune, weite Aussichten
fiir die Wissenschaft erdffnet und sich als ausserordentlich erfolgreich fiir
die medizinische Klinik erwiesen.

Aber wir, die téglich mit Bang zusammen waren, hofften von ihm
noch wviel mehr und diese unsere Hoffoungen wurden durch seinen Tod
grausam vereitelt.

Wir sahen, wie er wiithrend der letzten Jahre in vielleicht noch hisherem
Grade als frither von neuen Ideen fir kommende Untersuchungen sozusagen
iiberquoll und wie er von einer so intensiven Arbeitsfreude erfiillt war, wie
man sie nur selten und bei gam-.zwemgen Leuten trifft. Nie scheute er sich
vor noch so grosser Miithe, um seine wissenschaftlichen Ziele zu erreichen,
nie konnte man ihm eine Untersuchung vorschlagen, deren Ausfiihrung
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ihm zu schwer erschien. Fielen die Resultate nach der Berechnung aus, so
war er entziickt, taten sie es nicht, so freute es ithn bisweilen ebenso in der
Hoffnung, eventuell noch bemerkenswerteren Entdeckungen auf die Spur
zu kommen.

Diese Eigenschaften Bangs machten das Arbeiten mit thm zu einem
grossen Vergniigen, und zweifelsohne bewahren auch alle, welche als Mit-
arbeiter oder Schiiler mit Bang gearbeitet haben, diese Arbeitszeit in schiner
Erinnerung, gewiirzt wie sie war durch angeregte Unterhaltungen iiber wissen-
schaftliche oder zur Abwechselung auch iiber allgemein interessante Fragen,
bei welchen Bangs originelle Auffassung, seine dialektische Schlagfertigkeit,
sowie seine Neigung zu Paradoxen alle Anwesenden belebten.

Der Umgang mit Bang war iiberhaupt immer sehr anregend. Er war
eine vielseitig interessierte, fein gebildete, auch mit musikalischen Gaben
ausgestattete Personlichkeit. Stark in seinen Sympathien wie in seinen Anti-
pathien und dazu ein Mann, der den Streit eher liebte als vermied, hatte er
freilich nicht nur Freunde, diese aber standen ithm um so nither und vermissen
durch sein Hinscheiden nicht nur den hervorragenden Gelehrten, sondern
auch den lieben, trenen Freund mit dem reichen, warmen Gefiihlsleben.

Lund, Oktober 1919,

J. Forssman.
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Einleitung.

Obwohl keineswegs siimtliche normal oder pathologisch vorkommenden
Blutbestandteile nach den hier mitgeteilten Methoden bestimmt werden
kiinnen — hauptsiichlich deshalb, weil viele in zu geringer Menge im Blute
auftreten — sind doch Verfahren fir so viele — und zwar die wichtigsten —
Komponenten des Blutes ausgearbeitet worden, dass man von einer all-
gemeinen Methode zur Untersuchung desselben sprechen kann. Im folgenden
sollen nun Mikromethoden zur Bestimmung der Chloride, der Jodide, der
Alkaleszenz, des Zuckers, des Gesamtstickstoffs, des Fiweissstickstoffs, des
Albumosenstickstoffs, des Reststickstoffs, des Harnstoffs und der Amino-
siiuren, des Ammoniaks, des Neutralfettes, des Cholesterins, der Phosphatide
und der Fettsiiuren, der Cholesterinester, des Wassers und der Trockenmasse,
sowle der Salizylsiure beschrieben werden. Wahrscheinlich lassen sich ausser-
| dem noch zur Bestimmung anderer Bestandteile des Blutes, z. B. von Kalk
- und Brom, #hnliche Mikromethoden ausarbeiten. Das Verfahren, welches
- urspriinglich nur zur Bestimmung von Blutzucker angegeben wurde, hat sich
. also recht entwickelungsfithig erwiesen.

Wie bemerkt, sind simtliche Methoden auf dasselbe allgemeine Prinzip
gegriindet worden. Dasselbe besteht darin, dass das Blut durch ein kleines
Stiickchen Lischpapier aufgesaugt wird. Dies Stiickchen Papier dient als
Filter und hilt nach Zusatz eines Lisungsmittels alle in dem betreffenden
Liisungsmittel unltslichen Blutbestandteile zuriick, die die weitere Bestimmung
beeintriichtigen kimnten. Man hat also hauptsichlich nur das geeignete
Losungsmittel fiir den zu bestimmenden Blutbestandteil sowie eine sichere
Analysenmethode fiir denselben ausfindig zu machen. Die grundlegende
Behandlung des Blutes bleibt infolgedessen in jedem Fall dieselbe.

Demgemiiss soll zuerst das allgemeine Verfahren besprochen werden.
Dann folgt die Beschreibung der Methoden zur Bestimmung der einzelnen

Blutbestandteile.
Bang, Mikromethoden zur Blutuntersuchung. 4. n. 5. Auflage. 1
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Das allgemeine Verfahren.

Dasselbe besteht darin, dass man ein paar Tropfen Blut durch ein
kleines gewogenes Stiickchen Lischpapier aufsaugen lisst. Daranl wird das
Papier wieder gewogen und mit dem betreffenden Losungsmittel behandelt.
Hierbei kommen folgende Punkte in Betracht: 1. Das Papier. 2. Die Wage
und die Wiigung. 8. Das Aufsaugen des Blutes. 4. Die weitere Behandlung
der Blutprobe. Es soll gleich hier bemerkt werden, dass alle, auch die
kleinsten Einzelheiten fiir das Gelingen der Bestimmung von Wichtigkeit sind;
wenn dieselben auch hiufig tiberfliissig oder ohne Bedeutung zu sein scheinen,
so sind sie nichtsdestoweniger beinahe immer von grosser Wichtigkeit, und
ihre Nichtbeachtung kann viel Verdruss bereiten. Gerade diese Einzelheiten
sind oft die Frucht langwieriger und schwieriger Untersuchungen, und es ist
ihnen kaum anzusehen, dass ihre Ausarbeitung solch grosse Miihe verursacht
hat. Beachtet man aber diese Vorschriften nicht, so wird man nachtriglich
ihre Bedeutung sicher erkennen. Auf der anderen Seite bilden diese Einzel-
heiten organische Bestandteile des gesamten Verfahrens und fiigen sich so
natiilich in das Ganze ein, dass man sie bald bei der Ausfithrung der Be-
stimmungen ganz automatisch beachiet. Aus diesem Grunde aber soll man sich
bei der Einiibung der Methode peinlich genau nach den Vorschriften richten.

1. Das Papier.

Von den {iiblichen Handelssorten Filtrierpapier ist kein einziges
brauchbar, weil sie nicht die Fiihigkeit haben, das Bluteiweiss quantitativ
zuriickzuhalten. Bei der Behandlung mit dem Losungsmittel trennt sich etwas
Eiweiss von dem Papier, so dass man genitigt ist, die Losung zu filtrieren.
Dagegen ist Loschpapier vorziiglich geeignet '). Beim Ausprobieren der mir
auginglichen Sorten Lischpapier erwiesen sich die schwedischen und deutschen
Fabrikate weniger geeignet als einige englische Fabrikate. Von ihnen
bewiihrte sich am besten die Marke E. J. K., bezogen durch die Aktien-Gesell-
schaft Emil Jensen, Kopenhagen. Das einzelne Blatt dieses Papiers soll
mindestens 50 g wiegen; solche von geringerem Gewicht sind nicht zu ver-
wenden, da sie zu diinn sind. Jedes Lischpapier enthilt Verunreini-
gungen, die bei den Mikromethoden zu Fehlern Veranlassung
geben konnen und deshalb entfernt werden miissen. Die Reinigung
des Papiers wird je nach seiner Verwendung anf verschiedene Weise ausgefiihrt.

Fiir die Zuckerbestimmung wird das Papier in Streifen von 26 mm
Breite geschnitten und mehrmals erst mit Essigsiiure enthaltendem, dann
mit reinem destillierten Wasser von 50—60° ausgezogen, um Verunreinigungen
zu entfernen, die sonst bei der Bestimmung Jod werbrauchen wiirden. In
jeder der beiden Waschfliissigkeiten verbleibt das Papier mehrere Stunden,

1} Doch haftet defibriniertes und dekalziniertes Blut weniger fest an Lischpapier.
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withrend welcher Zeit ofter wmgeriihrt und daliir gesoret wird, dass die
Bliitter nicht zusammenkleben; dann wird das Papier bei Zimmerwiirme
getrocknet, in Stiicke von 16 ¢ 26 mm Grisse zerschnitten und in Schachteln
oder in Gefiissen mit Glasverschluss aufbewahrt.

Fiir Stickstoffbestimmungen wird das Papier zuniichst in der-
selben Weise behandelt. Nachdem es aber zerschmitten ist, wird es mit
Wasser noch so lange gewaschen, bis eine Probe mit etwa 10 cem Wasser
“versetzt, mit Nesslers Reagens keine Reaktion mehr gibt. Nun giesst man
das Wasser ab, trocknet das Papier an der Luft und bewahrt es, vor Luft
geschiitzt, in Gefiissen oder Schachteln auf. Fiir Ammoniakbestimmungen
muss das Papier besonders sorgliltig gereinigt werden.

Fiir Fettbestimmungen darf nur entfettetes Papier verwendet werden.
Die zerschnittenen Papierstiickchen werden mit siedendem Alkohol mehrere
Stunden ausgezogen, an der Luft getrocknet und wie oben aufbewahrt.

Fiir die Bestimmung des Chlors und der anderen Stoffe kann dasselbe Papier
wie zur Zuckerbestimmung verwendet werden. Iliir die Alkaleszenzbestimmung
jedoch wird das Papier mit Wasser allein, ohne Siurezusatz gewaschen !).

2. Wage und Wiigung.

Vor dem Gebrauch wird das Papierstiickchen zunidchst gewogen. Dazu
kann man zwar eine gewihnliche analytische Wage benutzen. Viel schneller
und bequemer fithrt man aber die Wigung mittels der Torsionswage
von Hartmann und Braun, Frankfurt a. M., aus. Nur fiir die Bestim-
mung des Wassers, bzw. der Trockensubstanz hat sich die analytische Wage
besser bewihrt (s. unten 5. 42). Das Papierstiickchen wird mittels einer
kleinen Klammer aus Messing an dem Wagebalken aufgehiingt. Eine solche
Klammer liegt den Schachteln mit Papierstiickchen bei und ist auch einzeln
kiiuflich. Der Arretierhebel (f) wird auf ,,Frei" und darauf mittels des Ein-
stellhebels (d) der Zeiger (b) auf den Nullpunkt eingestellt. Der Skalenzeiger (c)
gibt dann das Gewicht des Papierstiickchens in Milligrammen und Zehntel-
milligrammen an. Die ganze Wiigung lisst sich in etwa 2—8 Sekunden
ausfithren. Von der Torsionswage gibt es mehrere Ausfithrungsformen. Die
jetzt meist verwendete ist folgende (siche Fig. 1, 8. 4). Es ist dies eine Wage
mit einem Messbereich bis 500 mg mit Messerzeiger und Spiegelskala, die mit
dem Zubehir, 3 Stahldrahtklammern 2) zum Anhiingen der Papierstiickchen
und einer Pinzette zum Preise von Mk. 120,— zuziiglich Teuerungszuschlag
(zur Zeit 150%,) geliefert wird. Wagen mit zwei Messbereichen von 250 unid

') Fertig ausgewaschene Liachpapierstreifen von vorgeschriebener Grisse fiir alle Arten
von Bestimmungen kiinnen von Warmbrunn, Quilitz & Co.. Berlin oder von Grave, Stock.
holm bezogen werden.

%) An Stelle der Stahldrahtklammern haben Hartmann & Braun neuerdings ein
Drahtgestell (siche Fig. 2, 8. 4) ausgebildet, das sich gut bewihrt hat und von der genannten
Firma bezogen werden kann.

1*
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500 mg haben den Vorzug doppelter Empfindlichkeit, werden aber wegen der
Miiglichkeit, versehentlich Ablesungen auf der falschen Skala zu machen,
weniger verwendet. Der Mehrpreis dafiir betriigt Mk. 15,— zuziiglich Teue-
rungszuschlag.

:’i“’ﬂi’_fl{l]lﬁﬁ-.‘;igﬂr ]]'IIEl [EL"{L E‘]Jl’-!]ﬁl} E.’:I“I.lfj.]l[“il:}l “'j.E!- E‘i“f.‘! llll-lllln-ﬂgﬂ l]l“,. }:'ﬁ'f(".-i
Messbereichen ist eine Wage mit
unterdriickten Anfangswertender

Skala, bei welcherder Messhereich
e A nur von 200—500 mg reicht, auf
e o0 b LipRa g
P P T e g ﬁ g

der also Objekte von weniger als
200 mg nicht gewogen werden
kimnen. IMes wird dadurch er-
reicht, dass der Feder eine solche
Vorspannung erteilt wird, dass
der Wagebalken erst bei einer
Belastung von 200 mg auf Null
einspielt. Zur Prifung der Null-
stellung ist daher ein Normal-
gewicht von 200 mg erforderlich,
das der Wage beigegeben wird.
Der Mehrpreis dieser Ausfiih-
rung betrigt gegeniiber dem
Grundpreis Mk. 5,— zuziiglich
Tenerungszuschlag. Die grissere
Emphindhichkeit dieser Wagen
kommt dadurch zustande, dass

T

Figur 1. Figur 2.

der volle Skalenbogen von etwa 2000 fiir einen Bereich von 500—200 == 300 mg
200

500
grad ergibt, wihrend bei der normalen Wage der gleiche Skalenbogen fiir
einen Bereich von 500 mg ausreichen muss, was fiir 1 mg einen Ausschlag von

ausgenutzt wird, so dass sich fiir 1 mg ein Ausschlag von etwa = 2/, Bogen-




200
500
Wage mit zwei Messbereichen ist im tibrigen nichts anderes als die mit unter-
driickten Anfangswerten, nur mit dem Unterschied, dass die ganze untere
Hilfte der Skala unterdriickt ist, und der eigentliche Messbereich nur mehr
von 200—500 mg reicht. Um nun auch unterhalb 200 mg wiegen zu konnen,
ist das oben erwiithnte Normalgewicht zur Kontrolle des Nullpunktes so aus-
gebildet, dass es seinerseits wieder als Haken zum Anhiingen einer Last be-
nutzt werden kann. Man wiigt also kleinere Lasten als 200 mg stets gemein-
sam mif dem Normalgewicht und miisste den Betrag des letzteren von dem
abgelesenen Gewicht abziehen, wenn nicht die Wage gleich mit einer zweiten
Teilung versehen wiire, in der diese Rechnung bereits ausgefiihrt ist.

Will man eine Universalwage haben, die fiir alle Bestimmungen brauch-
bar ist, so soll man eine solche mit dem Messbereich von 0-—1000 mg nehmen.
Sonst ist fiir die Bestimmung von Zucker, Chlor und Reststickstoff die Wage
mit dem Messbereich von 0—500 oder besser von 200—3500 mg vorzuziehen.
Dabei muss darauf aufmerksam gemacht werden, dass ein Wigefehler von
0,5 mg keine Rolle spielt, da man doch meistens auf ganze Milligramme
abrundet.

Schliesslich muss man noch darauf achten, dass die Wage immer auf
demselben Platz stehen bleibt. Hat man sie auf einen anderen Platz gestellt,
80 muss man vor ihrer Benutzung priifen, ob sich der Nullpunkt nicht ver-
andert hat, und muss gegebenenfalls die Wage nen einstellen.

= 2/, Bogengrad, d. h. nur 609, der obigen Empfindlichkeit ergibt. Die

3. Die Blutentnahme.

Nach der Wiigung des Papiers wird dasselbe mit Blut getriinkt und dann
sofort wieder gewogen. Hierbei macht sich der Vorteil der Torsionswage, die
ausserordentlich rasche Ausfithrbarkeit der Wagung geltend, da infolge derselben
ein in Betracht kommender Gewichtsverlust durch Wasserverdiinnung nicht ein-
treten kann. Man entnimmt das Blut beit Kaninchen, Hunden, Katzen und
Meerschweinchen auns einer Ohrvene, beim Menschen aus der Fingerbeere oder
dem Ohr. Durch leises Streichen wird das Blut herausgedriickt und gleich in das
Papier eingesangt, Starker Druck ist unbedingt zu vermeiden, weil dabei auch
Gewebefliissigkeit austreten wiirde; bei zu heftigem Driicken erhiilt man bei
Kaninchen schliesslich reine Lymphe. Kaninchen mit diinnen Ohren bluten
immer schlecht. Solche Tiere sollte man am besten ausschalten. Kaninchen mit
grossen Ohren — Rassekaninchen — bluten immer gut, besonders wenn man
die Ohren, bevor die Vene gebffnet wird, etwas frottiert. Bluten Kaninchen
schlecht, so kann man auch durch Bepinseln der Ohren mit Xylol eine starke
Hyperiimie erzeugen. Allerdings werden die Ohren spiter aniimisch und
bluten dann noch schlechter. FEine zweite Xylolbehandlung hilft in den
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meisten Fillen nichts. Hunde bluten meistens gut. Ebenso auch Katzen
und Meerschweinchen, letztere trotz der kleinen Ohren.

Iis 18t wichtig, das Aufsaugen und die nachfolgende Wigung des Blutes
so schnell wie miglich vorzunehmen, weil das aufgesaugte Blut durch Ver-
dunstung fortwithrend Wasser verliert. Bei Zimmerwiirme betrigt der Ver-
lust ca. 0,5 mg in 1 Minute, im Sonnenlicht ist er doppelt so gross. Direktes
Sonnenlicht bewirkt noch griissere Verluste und ist deshalb unbedingt zu
vermeiden. Ein betriichtlicher Wasserverlust entsteht auch, wenn das mit
Blut getrinkte Papier bis zur Wage eine Strecke getragen wird. Am besten
wird die Blutentnahme ganz in der Nihe derselben ausgefiihrt.

Beim Arbeiten in der Klinik kann man das Papierstiickchen nach Auf-
saugen des Blutes in ein Proberthrehen iiberfiithren, das, um Wasserverluste
zu vermelden, auf dem Boden einen feuchten Wattebausch und dariiber ein
Stiickchen Drahtnetz enthilt; dann wverschliesst man es mit einem Kork-
stopfen und bringt es so an die Wage.

Ein sehr hiiufig gemachter Versuchsfehler ist der, dass das Papier ganz
mit Blut durchtriinkt wird, weil man durch Verwendung der grisstmig-
lichen Blutmenge den Multiplikationsfehler zu verringern sucht. Man be-
geht aber hierdurch einen anderen um so grissseren Fehler. Denn erstens
haftet das Eiweiss schlechter an dem Papier. Zweitens — und dies ist
noch viel wichtiger — erfolgt die Diffusion der Extraktivstoffe
bedeutend langsamer, wenn das Papier von einer mehr oder
weniger dicken Kruste von FEiweiss umgeben ist. Selbst
24 Stunden geniigen dann nicht fiir eine Extraktion, d ie
sonst im Verlaufe von 10—380 Minuten beendigt wire. Ja, die
Erfahrung hat gelehrt, dass man unter Umstiinden iiberhaupt
keine quantitative Extraktion erzielen kann. Mehr als 120 mg
oder hichstens 130 mg Blut diirfen nicht eingesaugt werden.
Wiinscht man mehr Blut fiir die Analyse anzuwenden, so muss
man ein entsprechend griosseres Papierstiickchen nehmen.
Man liisst also nur so viel Blut durch das Papier aufsangen, dass etwa 8/,
bis hiichstens %/, des letzteren damit getriinkt sind.

Andererseits darf man auch nicht zu wenig Blut nehmen. Weniger als
80 mg Blut darf man in der Regel nicht verwenden. Nur wenn der zu be-
stimmende Bestandteil in grosser Menge vorhanden ist, wird es sich emp-
fehlen, bis auf 50 mg Blut herabzugehen (bei Koma, Urimie und Ikterus
fiir Zucker, Reststickstoff- und Cholesterinbestimmungen).

4. Nachbehandlung.

Nach der Wigung wird das bluthaltige Papier in ein Proberihrechen
iibergefithrt und mit der Lisung eines entsprechenden, je nach den verschie-
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denen Bestimmungen wechselnden Reagenses versetzt. Nur bei der Bestim-
mung der Lipoide (sowie des Wassers) wird das Papier zuerst getrocknet.
Sonst empfiehlt es sich, in allen Fillen nicht so lange zu warten, bis das
Papier villig trocken wird. Die Erfahrung hat nimlich gelehrt, dass dann
die Diffusion wesentlich langsamer erfolgt, auch haftet das Fiweiss schlechter
an dem Papier. Man wartet am besten nur etwa 5 Minuten, bis das Papier
nicht mehr feucht aussieht, und fithrt es dann erst in das Proberiihrehen
iiber. Von der Liisung setzt man immer so viel hinzu, dass das Papier voll-
stitndig in der Losung untertaucht und letztere eimge Millimeter dariiber
steht. Je mehr die Liosung das Papier iiberragt, um so sicherer
ist man, dass sich keine Eiweissspuren loslésen. Da man ge-
withnlich nur 7—10 em Lisung verwenden soll, empfiehlt es sich also, recht
enge Proberihrchen zu verwenden. Nur muss das Papier bis zum Boden
hinuntergleiten. Wenn das Papier die obere Fliissigkeitsschicht beriihrt, er-
hiilt man immer unrichtize Werte.

Nach der Extraktion, die fiir die verschiedenen Blutbestandteile eine
verschieden lange Zeit in Anspruch nimmt, wird die Fliissigkeit abgegossen
und, falls sie nicht vollstiindig klar ist, filtriert. Das Papier wird dann
einmal mit dem Extraktionsmittel ausgewaschen und die Auswaschfliissig-
keit mit dem ersten Abguss vereinigt.

Schliesslich sei bemerkt, dass die Extraktion nicht linger andauern
darf, als es der Vorschrift entspricht.

Die Bestimmung der Chloride.

Die Methode beruht auf der Tatsache, dass man eine alkoholische
Chloridlosung durch Titration mit n/100-Silberlisung und Kaliumchromat als
Indikator ebenso genau bestimmen kann, wie eine wisserige Lisung durch
Titration mit n/10-Silberlisung. Die Ursache hierfiir liegt darin, dass das
rotbraun gefirbte Silberchromat in Alkohollisung nicht dissoziiert ist, withrend
es 1 wisseriger Lidsung, wenn auch nur zum kleinen Teil, gelb gefiirbte
Chromsiiureionen bildet. Folglich geniigt beim Titrieren in alkoholischer
Liosung viel weniger Silberchromat, wm den Farbenumschlag erkennen zu
lassen. Auch ist weniger Kalinmehromat als Indikator erforderlich.

Alkohol ist weiter fiir den Gebrauch bei der Mikromethode ein aus-
gezeichnetes Losungsmittel fir die Chloride des Blutes aus dem Grunde, weil
durch denselben sonst keine die Reaktion storenden Verbindungen, unter
denen namentlich die Eiweisskiirper in Betracht kiimen, geliist werden. Aller-
dings ist das Lésungsvermigen des Alkohols fiir Kochsalz nicht gross, aber
reichlich geniigend fiir die bei der Mikrobestimmung in IFrage kommenden
Mengen. Ein 929%,-iger Alkohol hat sich erfahrungsgemiiss als der geeignetste
erwiesen. Fine Extraktionszeit von 5 Stunden geniigt, wenn das Blut noch
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feucht mit Alkohol versetzt wird. An der Luft getrocknetes Blut erfordert
jedoch 24 Stunden fiir die Extraktion. Man lisst das Blut am besten nicht
trocken werden. In diesem Falle kann man das bluthaltige Papier ohne
Schaden viel linger im Alkohol verweilen lassen.

Die Ausfiihrung der Bestimmung.

Nach Wiigung des mit Blut getriinkten Papiers wird dasselbe, nachdem
das Blut vollstiindig angesaugt worden ist, d. h. nach etwa 5 Minuten, in ein
Proberohrehen iibergefiihrt und mit so viel 929/,-
igem Alkohol versetzt, dass die Flissigkeit etwa
4—>5 mm iiber dem Papier steht. Nach wenigstens
5 Stunden wird der Alkohol in ein kleines Spitz-
glas, welches sich besser eignet als ein Becher-
glas, iibergefithrt und das Papler mit etwa 5 cem
Alkohol nachgewaschen. Die Waschiliissigkeit wird
mit dem ersten Abguss vereinigt. Inzwischen hat
man n/100-Silberlésung in eine Mikrobiirette nach
Bang, Fig. 3 (eine in f;, cem eingeteilte 10 cem-
Biirette mit Glashahn gentigt auch) gebracht ). Die
Hihne der Biirette diirfen nieht eingefettet werden;
die Biiretten sind hiufig mit Chromséinre-Schwefel-
siure-Mischung zu reinigen.  Mit einem Glasstabe
fiigt man nun zu der alkoholischen Liésung einen
Tropfen gesittigter oder T%,-iger Kaliumchromat-
lisung als Indikator hinzu und titriert, indem man
vorsichtig die ganze Zeit mit einem diinnen, etwa
2 mm starken Glasstabe die Flissigkeit nmriihrt,
bis ein Umschlag in lichtbraun eintritt, welcher
nach Zusatz von emnem Tropfen der Titerfliissigkeit
im Uberschuss scharf zu erkennen ist. Nur eines
darf hierbei nicht befremden. Beim Zusatz des
Chromates zum Alkohol fillt es als gelber Nieder-
schlag aus und der Alkohol selbst bleibt farblos.

Figur 3. Nach und nach aber wird infolge des Zusatzes der
Massfliissigkeit der Alkohol so wasserhaltig, dass

etwas Chromat in Lisung geht und die Fliissigkeit demzufolge gelb gefirbt wird,
und zwar um so stiirker, je mehr Lisung zugesetzt wird. Diese reine kanarien-
g{_:l_be Farbe, die wegen des gebildeten kolloidalen Silberchlorids opalisiert,

'} Die Mikrobiirette ist, wie Fig. 3 zeigt, in zweierlei Weise verbessert worden. Einer-
seits ist der Ausflusshahn horizontal gestellt und damit leichter zu handhaben, anderer-
seits ist die Biirette an einem verstellbaren Stativ angebracht und kann also eine allgemeine
Verwendung finden,




kann aber niemals mit der lichtbraunen Firbung des Umschlagspunktes ver-
wechselt werden, wenn die Beleuehtung gut ist. Die Titration er-
fordert nidmlich unbedingt ein gutes Licht, am besten ist Tageslicht.

Von den verbrauchten Kubikzentimetern zieht man so viel ab, als von
der Massfliissigkeit fiir den blinden Versuch, welcher immer angestellt werden
muss, verbraucht wurde. Diese Menge betrigt gewihnlich 0,05 cem, kann
aber auch geringer sein. Die Differenz, mit 0,585 multipliziert, entspricht
der Menge des in der angewandten Substanz vorhandenen Kochsalzes in
Milligrammen. Will man die Rechnung vereinfachen, so kann man 11,70 cem
n/10-Silbernitratlosung auf 100 cem verdiinnen und braucht dann nur mmt
0,5 zun multiplizieren.

Es empfiehlt sich, die Methode zuerst unter Verwendung einer n/100-
Kochsalzlésung einzuiiben, ehe man zu den Versuchen mit Blut iibergeht.

Die Bestimmung der Jodide
(mach Dr. J. Buchholtz).

Fir diese Bestimmung wird etwas mehr Blut in Arbeit genommen.
Es werden dementsprechend etwas grissere Stiicke Lischpapier von rechit-
winkeliger Form (3 x 4 em) verwandt. Ihr Gewicht betrigt etwa 250 mg. Sie
werden der Liinge nach zusammengefaltet und die Stelle der Faltung durch
einen einzelnen Stich mit einem diinnen Seidenfaden an beiden Enden fixiert,
worauf man die beiden zusammengelegten Seiten wieder voneinander entfernt,
50 dass das ganze Stiick die Gestalt eines Bootes erhilt; es darf nur so gross
sein, dass es leicht in ein Reagenzglas von gewihnlicher Form hinabgelassen
werden kann, kann aber trotzdem 600—700 mg Blut aufsaugen. Die Wiigung
des Papiers vor und nach dem Aufsaugen des Blutes geschieht auf einer
Torsionswage mit einem Messbereich bis 1000 mg. Nach Zusatz einer Salz-
losung diffundieren die Jodide aus. Sie werden durch Permanganat in Jod-
siure fibergefiihrt, welche mit Jodkalium die 6-fache Jodmenge in Freiheit setzt.

Ausfiihrung der Bestimmung.

Nach der Wigung wird das bluthaltize Papier in ein reines, trockenes
Proberihrehen iibergefithrt und mit etwa 15cem kochender, 20 0/-iger Kalium-
chloridlisung, die durch Zusatz von 15 cem 259/ -iger Salzsiiure pro Liter
angesiiuert worden 1st, tbergossen. Dadurch koaguliert das Blut auf dem
Papier, withrend die Fliissigkeit klar bleibt; einzelne losgerissene Flocken von
koaguliertem Eiweiss stiiren die weitere Analyse nicht. Nach einigen Stunden
sind die im Blut vorhandenen Jodide in die Losung diffundiert. Die Liosung
bringt man darauf in einen 100 ccm-Erlenmeyerkolben, spiilt das Probe-
rohrchen einmal mit kochendem Wasser nach und versetzt mit 2 cem 2 n-Kali-
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lauge, einigen Kristallen Permanganat und ein wenig Wasser. Nachdem man
nun erhitzt und 1 Minute im Sieden erhalten hat, sind die Jodide quantitativ
in Jodat tibergefiihrt nach der Gleichung:
KJ + 2 KMnO, + H,0 = KJO, + 2 MnO, + 2 KOH.

Dann wird tropfenweise Alkohol zugesetzt, wodurch das iiberschiissige Per-
manganat zu unloslichem Braunstein (MnO,) reduziert wird, worauf der Rest
des Alkohols durch Kochen entfernt wird. Das Jodat wird dadurch nicht
beeinflusst.

Man filtriert nun den Braunstein ab und wiischt zweimal mit heissem
Wasser nach. Um ein vollstindig klares Filtrat zu erhalten, ist es notwendig,
ein dichtes Filter zu benutzen. Ausser den Jodiden enthiilt das Filtrat u. a.
Nitrite, die durch Oxydation stickstoffhaltiger Bestandteile des Blutes ge-
bildet sind. Sie miissen unbedingt entfernt werden, da sie die folgende Titra-
tion beeinflussen. Dies erzielt man durch Zusatz von 10 cem Essigsiiure und
etwa 1 g Chlorammonium. Durch 5 Minuten langes Kochen werden die
Nitrite in Wasser und Stickstoff zerlegt.

Nach dem Kaltwerden der Fliissigkeit werden einige Tropien 5%g-ager
Kaliumjodidlisung zugesetzt und mit Salzsiiure angesiuert. Es wird dann
eine der Jodatmenge entsprechende Jodmenge frei gemacht, die also 6mal
so gross ist als der urspriingliche Jodgehalt der Blutprobe und die nach Zu-
satz von ein paar Tropfen Stirkeldsung durch Titration mit n/250-Thiosulfat-
losung !) ermittelt wird.

Bei besonders geringem Jodgehalt kann man zwei oder mehrere Blut-
proben zusammen oxydieren.

Die Bestimmung der Alkaleszenz.

Nur die durch Titration bestimmbare Alkaleszenz kommt hier in Frage.
Man hat dabei entweder das Siurebindungsvermigen des Blutes oder das
sogenannte diffusible Alkali zu ermitteln. Im ersteren Falle brauchen die
Eiweisskorper vorher nicht abgeschieden zu werden, im letzteren Falle ist
dies jedoch erforderlich. Zu diesem Zweck muss das Bluteiweiss auf dem
Papier koaguliert werden, withrend das Alkalh herausdiffundiert und in dem
ixtrakte bestimmt werden kann. Je nachdem die Koagulation bei Gegen-
wart oder bei Abwesenheit einer bestimmten Menge Siure ausgefithrt wird,
hestimmt man entweder das Siurebindungsvermogen oder das diffusible Alkali.
s hat sich gezeigt, dass man nur durch Verwendung von Alkohol hierbel
sum Ziele kommt. Am besten bedient man sich frisch destillierten Alkohols
von 80%,, da das Biweiss durch Einwirkung desselben quantitativ koaguliert.
Durch cine weitere Extraktion mit Wasser geht kein FEiweiss mehr in Losung.

1) Oder anch n/100—n/200 Thiosulfatlisung.
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Daraus, dass 10 cem 809%,-igen Alkohols 2,2 mg Soda zu lisen vermigen,
diirfte man schliessen, dass alles diffusible Alkali schon in den Alkohol iiber-
ginge. Dies ist aber bei weitem nicht der Fall. Nur etwa ein Drittel des-
selben findet sich in der alkoholischen Lisung, wihrend etwa zwei Drittel
spiter durch Wasser extrahiert werden konnen. Diese Ergebnisse stimmen
also mit den Angaben Hamburgers, welcher alles diffusible Alkali schon
durch Alkohol extrahiert haben will, durchaus nicht iiberein. Indessen fillt
Hamburger!) die in dem Blut enthaltenen Eiweisskirper mit nur zwel
Volumen Alkohol, wihrend hier etwa 10 cem Alkohol fiir zirka 0,1 g Blut
angewandt werden. (Ausserdem wird der Alkohol bis zum Kochen erhitzt.)
Wahrscheinlich geht nach Hamburgers Verfahren mehr Alkali in  den
Alkohol iiber. Andererseits hat Hamburger das Eiweiss nach der Behand-
lung mit Alkohol nicht auf diffusible Alkali untersucht. Ferner hat sein
Verfahren den Fehler, dass die Eiweisskirper durch Mischung des Blutes
mit zwel Volumen Alkohol und sofortige Filtration be1 weitem nicht voll-
stindig abgeschieden werden. Das in Lisung gebliebene Eiweiss muss aber
— wie bel der Bestimmung nach Loewy ohne Entfernung des Fiweisses —
Siiure binden. Andererseits ist es nicht abgemacht, dass alles diffusible
Alkali in den Alkohol iibergeht. Iolglich kann man beim Arbeiten nach
Hamburgers Verfahren meht genau wissen, was man bestimmt.

Da nach unserem Verfahren nur ein Teil des Alkalis in den Alkohol
iibergeht, wiihrend letzterer tatsiichlich wviel mehr Alkali — in Form von
Soda — aufzulisen vermag, kann man mit Wahrscheinlichkeit {olgern, dass
nur das freie Alkali in Lisung gegangen ist, withrend das gebundene Alkali
zuriickbleibt. Beim Zusatz von Wasser wird das gebundene, aber diffusible
Alkali frei gemacht und geht in die wiisserige Lisung iber. Fiir die Richtig-
keit dieser Vorstellung spricht noch die Tatsache, dass viel mehr Siiure
beim Titrieren des Alkohols in Gegenwart des bluthaltigen Papiers verbraucht
wird, als nach vorheriger Entfernung desselben. Die Siure wird demgemiiss
von den Blutbestandteilen (zum Teil aber auch von dem Papier selbst) ge-
bunden und diese Verbindung dann von dem Alkohol nicht abgespalten.
Infolgedessen ist es daher angebracht, sowohl das freie Alkali, als auch das
gebundene, aber diffusible getrennt fiir sich zu bestimmen, was auch sehr
einfach ist. Die alkoholische Lésung wird anf dem Wasserbade zur Trockene
verdampft, der Rickstand wird mit Wasser aufgenommen. Titriersiiure hin-
augefiigt und der Uberschuss der letzteren bestimmt. In ganz derselben
Weise verfiihrt man mit dem wiisserigen Extrakt. Wegen der hier in IFrage
kommenden, dusserst geringen Siiuremengen kann man den Siureiiberschuss
nicht azidimetrisch durch Titration mit Lauge, mit gutem Erfolge aber jodo-
metrisch ermitteln, da die Siure nach Zusatz von Jodkalium und Kalium-

') Arch. f. Anat. u. Phys. Phys. Abt. 1808,
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jodat eine dquivalente Menge Jod frei macht, die durch Titration mittels
einer 1n/100—n/200-Thiosulfatlésung bestimmt werden kann (siehe niiheres
Seite 18). Hierbei kinnte aber die Mioglichkeit eintreten, dass etwas Jod von
den Blutlipoiden, welche in die alkoholische Lisung iibergegangen sind, ver-
braucht wird. Besonders angestellte Versuche haben jedoch gezeigt, dass dies
bei der gegebenen Versuchsanordnung nicht der Fall ist. Schliesslich sei
bemerkt, dass eventuell noch vorhandene Spuren Alkohol ebenfalls kein Jod
verbrauchen.

Ausfithrung der Bestimmung.

Die bluthaltigen Papierstiickchen werden, nachdem sie einige Minuten an
der Luft eingetrocknet sind, in Proberihrchen iibergefiihrt, mit etwa 10 cem
809/ -igen Alkohol versetzt, 15 Minuten sich selbst iiberlassen, dann bis zum
Sieden erhitzt und erkalten gelassen. Alles extrahierbare Alkali ist jetzt in den
Alkohol iibergegangen. Die Papierstiickchen werden nun mit einem Glasstabe,
an welchem ein hakenformig umgebogenes Platindrihtchen befestigt ist,
herausgenommen und in andere Proberihrchen iibergefiihrt. Der Alkohol
wird im Wasserbade verjagt, zu dem Riickstand 1 cem n/200-Schwefelsiure
und 8—10 cem Wasser getan und gekocht. Schliesslich fiigt man nach dem
Erkalten 0,5 cem 5% -ige Jodkalimmlisung und einen Troplen 29/ -iger Kalium-
jodatlosung hinzu und titriert nach 5 Minuten mit n/200-Thiosulfatlosung bis
zur Entfiirbung. Die Papierstiickchen werden darauf mindestens eine Stunde
lang mit Wasser extrahiert, dann herausgenommen und die wiisserige Lisung
ganz in derselben Weise mit n/200-Schwefelsiure, Kaliumjodid- und -jodat-
lisung versetzt und mit n/200-Thiosulfatlésung titriert, wie es bei der alko-
holischen Lisung geschehen 1st ).

Zur Bestimmung des Saurebindungsvermigens setzt man am besten zu
der durch die zweite Extraktion erhaltenen Losung 0,3—0,5 cem n/10-Schwefel-
siiure oder mehr hinzu und entfernt die Papierstiicke nach einer Stunde.
Man muss so viel Siure zusetzen, als iiberhaupt gebunden werden kann.
Auch muss man Parallelversuche mit Papier allein anstellen, da dasselbe
ebenfalls etwas Séure bindet. Das Siurebindungsvermigen ist zum Teil von
der vorhandenen Siuremenge abhiingig. Aus diesem Grunde muss man einen
bedeutenden Uberschuss an Siure verwenden, so viel ndmlich, dass eine
zweite Probe mit hiherem Siurezusatz nicht mehr zu binden vermag. (Aus
diesem Grunde macht es den Eindruck, als ob diese letzte Bestimmung viel
weniger Bedeutung als die tibrigen Alkaleszenzbestimmungen besitzt.)

1) Das Papier selbst bindet nur sehr wenig Alkali. Will man diesen Umstand bei ge-
nanem Arbeiten beriicksichtigen, so kann man das Bindungsvermiogen durch einen blinden
Versuch mit demselben Papier unter Zusatz von 100 mg 0,5°.iger Sodalisung bestimmen,
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Die Mikrokjeldahlmethode.

Die Bestimmung siimtlicher stickstoffhaltiger Bestandteile des Blutes
geschieht durch Verwendung einer Mikrokjeldahlmethode, welche Resultate
mit einer Genauigkeit von etwa 0,002—0,008 mg liefert.

Das Prinzip des Verfahrens besteht darin, dass das nach der Behand-
lung des Blutes mit Schwefelsiure und einem Katalysator gebildete Ammoniak
durch heissen Wasserdampf in die Vorlage iibergefiihrt und dann jodometrisch
bestimmt wird. Die Vorteile dieser Methode sind: 1. Die Destillation geht
sehr rasch vor sich und ist bei den meisten Bestimmungen nach 2 Minuten
beendigt. 2. Die Fehlerquellen sind teils giinzlich entfernt, teils auf ein so
seringes Mass reduziert, dass sie keine praktische Bedeutung besitzen. 3. Die
Korrekturen fiir den Ammoniakgehalt der Losungen sind dusserst klein, was
von Wichtigkeit ist, wenn es sich um die Bestimmung geringer Spuren
Stickstoff handelt. 4. Nach dem jodometrischen Verfahren kénnen dusserst
geringe Mengen Stickstoff mit grosser Genauigkeit bestimmt werden, was auf
azidimetrischem Wege nicht in demselben Masse moglich ist.

Fiir die Mikrokjeldahlmethode kommen folgende Gesichtspunkte in
Betracht:

1. Die zur Oxydation der Substanz nétige Menge reiner konzentrierter
Schwelelsiure (von Merck) betrigt immer 1 cem. Sie enthiilt nur sehr wenig
Ammoniak. Beim Stehen kann sie aber viel Ammoniak aus der Luft auf-
nehmen und st dann unbrauchbar. Auf Grund manmigfacher Versuche halte
ich es fiir das Beste, ans der Vorratsflasche (immer mit Glasstopfen!) etwa
100 cem in eine kleinere Flasche, ebenfalls mit Glasstopfen, iiberzufithren und
fiir jede Bestimmung 1 ccm mittels einer reinen Pipette herauszunehmen.
Die Siiure bringt man direkt in den Kjeldahlkolben, am besten einen 50 cem-
Standkolben aus Jenaer Glas.

Ein Zusatz von Kaliwmsulfat ist tiberfliissiz und aus dem Grunde nicht
ratsam, weil es schwierig ist, dasselbe absolut ammoniakfrei zu bekommen.
Und selbst, wenn man dies erreicht hiitte, so nimmt das Salz beim Stehen
doch 1mmer wieder Ammoniak auf. Als Katalysator soll nur Kupfer-
sulfat verwendet werden. Zwei Tropfen einer 10%,-igen Lisung desselben
geniigen. Bel der Bestimmung des Reststickstoffes eriibrigt sich der Zusatz
eines Katalysators, da die Phosphormolybdiinsiiure selbst ein vorziiglicher
Katalysator ist.

Die Dauer der Oxydation betrigt etwa 5 Minuten nach dem Verdampfen
des Wassers. Man soll so lange erhitzen, bis die Flissigkeit villig farblos
geworden 15t oder eine rein griinliche Farbe angenommen hat. Nur die
Oxydation bei der Harnstoftbestimmung erfordert mehr Zeit — etwa eine
halbe Stunde —, da hier viel organische Substanz — Alkoholriickstiinde und
die Lipoide des Blutes — vorhanden sind.
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Das Uberdestillieren des Ammoniaks geschieht, nachdem die
Aufschlussfliissigkeit alkalisch gemacht worden ist, direkt aus dem Aufschluss-
kolben. Dies kann selbstverstiindlich durch Erhitzen desselben bewirkt werden.
Indessen hat sich die Verwendung von heissem Wasserdampf besonders gut
bewiihrt und ist aus folgenden Griinden viel angenehmer als das erstere Ver-
fahren. Die Destillation geht schneller vor sich. Sie ist im Laufe von
2 Minuten bei den meistens in Frage kommenden Bestimmungen beendet.
Das direkte Erhitzen erfordert regelmissig lingere Zeit. Die indirekte De-

stillation verliult ruliger, es tritt kein Stossen ein. Auch braucht man nicht
zu befiirchten, dass die Fliissigkeit zu stark eingedampit wird, was ein listiges
Stossen und infolgedessen eine Unterbrechung der Analyse zur Folge hat.
Schliesslich ist die ganze Apparatur einfacher und bequemer, besonders wenn
man — wie es oft vorkommt — eine ganze Reihe von Bestimmungen aus-
zufiithren hat.

Wie aus Iigur 4 ersichtlich ist, wird der Wasserdampf in einer Koch-
flasche von 200—300 cem Inhalt entwickelt. Fir gleichmissiges Kochen, was
unbedingt notwendig ist, sorgt man durch Zusatz von Siedesteinen. Sehr




empfehlenswerte Siedesteine stellt man sich selbst aus Gips her. Gebrannter
Gips wird mit Wasser gemischt und auf einer Glasplatte in emer 2—3 mm
hohen Schicht ausgebreitet. Nach dem Trocknen bricht man erbsen- bis
bohnengrosse Stiicke ab: Sie sind pords und leicht und funktionieren des-
wegen ausgezeichnet. Man muss sie nach jeder Versuchsreihe durch neue
ersetzen, indessen sind sie nach dem Trocknen wieder zu gebrauchen.

Der Kochkolben 1st mit einem durchbohrten Korkstoplen verschlossen,
welcher ein Glasrohr trigt, das mittels eines Gummischlauches mit einem
zweiten Glasrohr verbunden ist. Durch dieses zweite Glasrohr wird der
Wasserdampf bis auf den Boden des Kjeldahlkolbens geleitet. Dieses Glas-
rohr ist unten schief abgeschnitten. Der Kjeldahlkolben trigt ausserdem ein
Destillationsrohr mit einer Vorrichtung zum Verhiiten des Uberspritzens der
Lauge. Diese nach Hopkins konstruierte Vorrichtung wirkt so ausgezeichnet,
dass dieser Ubelstand nicht eintritt. Oben ist das Destillationsrohr etwa
rechtwinkelig gebogen und mittels Korkstopfens mit einem ebenfalls ge-
bogenen Rihrehen aus Platin, Silber oder Quarz (nicht aus Glas!) verbunden,
das einen kleinen kupfernen Kiililer triigt. Zu Beginn der Destillation muss
das Platinrohrehen, welches gleichfalls unten schief abgeschnitten ist, in die
Titriersiiure, die sich in einem etwa 20 cem fassenden Spitzglas befindet,
gintauchen. Das Spitzglas steht wiithrend der Destillation auf einem Stativ,
das mittels ener federnden Einrichtung gehoben und gesenkt werden kann
(siehe Figur 4). Sobald das Ammoniak nicht mehr als Gas, sondern als
wiisserige Losung iibergeht, kann man das Spitaglas senken, die Spitze des
Platinrohres mit der Spritzflasche abspiilen und — 2 Minuten nach Beginn
der Destillation !) — mitiels Lackmuspapiers priifen, ob bereits alles Ammoniak
iibergetrieben i1st. Dies ist bei richtiger Ausfilhrung immer der Fall, wenn
nicht mehr als 0,1 mg Stickstoff zu bestimmen ist. Zeigt sich keinerlei An-
deutung einer Blaufiirbung, so lisst man noch 10 Tropfen iibergehen und
bricht dann die Destillation ab, indem man den Bunsenbrenner wegnimmt
und die Verbindung zwischen Koch- und Kjeldahlkolben lost. (Um das
heisse Glasrohr bequemer handhaben zu kimnen, ist es mit einem kleinen
Stilck Gummischlauch iiberzogen.) Reagieren die iibergehenden Tropfen
noch alkalisch, so spiilt man das Lackmuspapier mit Wasser in das Spitzglas
ab und setzt die Destillation weiter fort, wobei es gleichgiiltig ist, ob man
dabei das Rohrchen in die Titrierfliissigkeit eintauchen lisst oder nicht.

Um die Lauge in den Kjeldahlkolben einzufithren, ist das Glasrohr,
welches zum Einleiten des Wasserdampfes in den Kjeldahlkolben dient, mit
einem kleinen Seitenrohr versehen, das durch einen Gummischlauch mit
emem kleinen, 8 cem fassenden Trichter versehen ist. Noch einfacher
und eleganter hat sich die Verwendung eines Sicherheits-

1) Zur Markierung der Zeit ist eine Sanduhr zu empfehlen.
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trichters erwiesen, welcher (sieche Figur 4) in das Glasrohr ein-
ceschmolzen ist!). Da dasselbe bis zum Boden des Kolbens reicht,
kann wiihrend des Eingiessens von Lauge (und spiiter) kein Ammoniak ent-
weichen, und da die Lauge erst zugesetzt wird, wenn das mit dem Destilla-
tionsrohr verbundene Platinrihrchen schon in die Titriersiiure taucht, kann
auf diesem Wege kein Ammoniak verloren gehen, weil die Lauge eben in
ein geschlossenes System eingefiihrt wird. Daraus erwiichst der Vorteil, dass
man die Schwefelsiiure nur mit wenig Wasser zu verdiinnen braucht, und
dass man gesiittigte Natronlange verwenden kann. Das in verhiiltnismiissig
wenig Flissigkeit geloste Ammoniak geht daher um so schneller iiber, wih-
rend beim Eingiessen der zihflissigen, gesittigten Lauge in einen offenen
Kolben Ammoniakverluste zu befiirchten wiren. Auch kann die Verunreini-
cung des Kolbenhalses mit Lauge ein Abgleiten des Gummistopfens bewirken,
und hierdurch wird der Stopfen bald zerstort.

Der Trichter gibt unmittelbar das Mass der notwendigen Menge Lauge an.

Die gesiittigte Lauge stellt man sich durch Auflésen von festem Natrium-
hydroxyd in Wasser dar, wobei man das Atznatron nach und nach zusetat.
Hierbei darf nur ein missiges Erwiirmen stattfinden, und man muss ifter mit
einem Glasstabe umriihren, damit das Natron nicht festbackt. Sobald kein
Natron mehr in Losung geht, wird die dickflissige Lauge, die viel ungelistes
Natriumkarbonat (das in gesiittigter Lauge unloslich ist) enthilt, durch ein
Asbestfilter abgesaugt und das klare Filtrat in einer Flasche mit Korkstopfen
aufbewahrt. Absolut notwendig ist diese Trennung jedoch nicht, und wenn
man das Karbonat absetzen lisst, kann man die verhiltnismiissig karbonat-
freie Lauge einfach abgiessen. Das Natron ist bisweilen nicht unerheblich
mit Ammoniak verunreinigt. Elektrolytisch hergestelltes Natron zeigte sich
dagegen ganz ammoniakfrei.

Erst nachdem die Lauge zugesetzt ist, wird der Kjeldahlkolben mit dem
schon erhitzten Kochkolben verbunden.

Von grosser Wichtigkeit ist, dass der Kochkolben stark erhitzt wird.
Nur in diesem Falle geht das Ammoniak rasch iiber. Im entgegengesetzten
I"alle geht die Destillation so langsam vor sich, dass man schwer feststellen
kann, wann sie beendigt ist. Das Ammoniak geht in diesem Falle in so
geringen Spuren iiber, dass man mit Lackmuspapier tiberhaupt keine Reak-
tion erhiilt. Auch muss das Glasrohr fir den Wasserdampf bis zum Boden
des Kjeldahlkolbens reichen, sonst wird das Ammoniak ebenfalls langsamer
ausgetricben.

Am besten iiberzeugt man sich durch eine vorherige Destillation mit
bekannten Mengen Ammoniak, ob der Apparat richtig funktioniert. Zu diesem
Zwecke stellt man sich eine Losung von Salmiak oder Ammoniumsulfat dar,

1y Um Spritzen zu verhindern, enthilt der Sicherheitstrichter eine kleine massive Glas-
perle (siche Figur 4).



_— T =

deren Gehalt man am besten durch eine Makrokjeldahlbestimmung feststellt.
(IHierzu kann dieselbe Apparatur verwendet werden, nur gibt man in die
Vorlage 5—10 cem n/10-Lange und bestimmt das Ammoniak azidimetrisch.)

Im Laufe emmer Stunde kann man bequem 10 Destillationen ausfiithren.
Nach Beendigung der Destillation giesst man sofort etwas Wasser durch den
Sicherheitstrichter, sonst klebt die Glasperle leicht an der Wand des Trichters
an. Falls dies passieren sollte, kann man sie jedoch durch Einblasen von
Luft in den Trichter wieder loslisen.

Die ganze Apparatur wird vorschriftsmiissig von der Firma Grave,
Stockholm, hergestellt und geliefert. Die von auslindischen Firmen her-
gestellten Modelle sind oft minderwertig, da von diesen bisweilen ohne jede
Berechticung und zum Schaden fiir die richtige Ausfithrung sogenannte
Verbesserungen angebracht worden sind. Trotzdem werden sie unter meinem
Namen angepriesen!

Das iiberdestillierte Ammoniak kann einwandfrei nur auf jodometri-
schem Wege bestimmt werden. Bei der azidimetrischen Bestimmung macht
sich die hydrolytische Dissoziation des Ammoniumsulfats bzw. des Salmiaks
so stirend geltend, dass man mit keinem Indikator einen scharfen Um-
schlag bekommt. Auch nicht beim Arbeiten mit kohlensiurefreien Fliissig-
keiten! Wiihrend der Neutralisation schligt die Farbe immer wieder zurick,
und man muss nach anfiinglicher Neutralisation mehrere Tropfen Lauge zu-
setzen, bis die Farbe bestehen bleibt. Man muss also ziemlich stark iiber-
titrieren, was bedenklich 1st, wenn es sich um Hundertstel und Tausendstel
Milligramme handelt.

Demgegeniiber befriedigt die jodometrische Stickstoffbestimmung
selbst sehr hoch gespannte Anforderungen, wund ist fir den vorliegenden
Zweck durchaus brauchbar, wenn sie auch fiir die Mikroanalyse etwas ab-
geiindert werden muss. Bekanntlich verliuft die Reaktion nach der Gleichung:

SKJ +KJO; +-6HCl=6KCl 4 3H,0 +6J
grissstenteils momentan, stellt sich aber schliesslich nur langsam aunf ein
Gleichgewicht ein. Das Zeitmoment spielt also eine wichtige Rolle. Titriert
man unmittelbar nach der Mischung der Salze und der Siure bei Gegenwart
von Stirke bis farblos, so erfolgt rasch wieder Blaufiirbung.

Ausserdem st das Fliissigkeitsvolumen von Bedentung. Arbeitet
man mit einem geringeren Volumen, so tritt das Gleichgewicht schneller ein
als bei Verwendung eines griisseren.

Aus diesem Grunde ist es wichtig, dass man mit einem soweit wie mog-
lich konstanten Volumen arbeitet und eine bestimmte Zeit nach dem Zusatz
des Jodid-Jodatgemisches abwartet. Titriert man zu friih, dann ist die Re-
aktion noch nicht beendet, und wartet man zu lange, dann geht etwas Jod
weg. Dank der Einfilhrung des Spitzglases braucht man ausser der Titrier-
siure kein Wasser zuzusetzen. Selbst bei Verwendung von 1 cem Schwefel-

Bang, Mikromethoden zor Blutuntersuchung. 4. u. 5. Auflage. 2
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siure tancht die Spitze des Destillationsrohres vollstiindig in die Siure ein.
Weiter ist eine konstante Destillationszeit, niimlich 2 Minuten, vorgeschrieben.
Also geht immer eine annihernd gleiche — und dabei kohlensiurefreie —
Wassermenge iiber. Unter diesen Umstéinden i1st die ganze Jodmenge 5 Mi-
nuten nach der Mischung der Salze und der Séure in Freiheit gesetzt, nach
welcher Zeit die Titration auszufiihren ist. Wartet man linger, dann geht
Jod verloren. Dieser Ubelstand lisst sich aber auch vermeiden. Ein Uber-
schuss von Jodkalium verhindert das Entweichen des Jods,
wie folgender Versuch zeigt: 1 cem n/200-Jodlisung wurde im Spitzglas
mit 10 cem Wasser verdiinnt. Bei der unmittelbar darauf erfolgten Titration
wurden 0,98, 0,98 und 0,99 cem n/200-Thiosulfatlisung werbraucht. Nach
15 Minuten langem Stehenlassen aber nur 0,92 und nach einer halben Stunde
nur 0,87, 0,88 und 0,89 cem. Dieselbe Jodmenge, mit 8 cem Wasser und
2 cem 5%g-iger Jodkaliumlosung versetzt, verbrauchte nach einer halben
Stunde 0,96 cem Thiosulfatlosung. Aber schon durch Auflegen eines
Uhrglases auf das Spitzglas kann man die Verflichtigung des Jods ver-
hindern. So wurden fiir eine Mischung von 1 cem der Jodlisung mit 10 cem
Wasser ohne Zusatz von Jodkalium nach halbstiindigem Stehen im Spitzglas
mit aufgelegtem Uhrglas 0,99, 0,96 und 0,96 ccm und unter Zusatz von 2 cem
Jodidlisung, aber sonst unter gleichen Bedingungen, 0,99, 0,99 und 0,99 cem
Thiosulfatliisung verbraucht.

Folglich soll man immer 2 cem 59%;-1ge Jodkaliumlisung, die auch
nach mehrtigigem Stehen nicht die geringste Gelbfarbung zeigen darf, zu-
setzen und dann ein Uhrglas iiber das Spitzglas legen. Weiter muss Jodat-
lisung zugesetzt werden. Es wurde frither empfohlen, 0,1 cem einer 4%;-igen
Kaliumjodatlisung zu verwenden. Bequemer ist jedoch, das Jodat
mit der Titriersiiure zusammen zuzusetzen. Man stellt sich das
Germisch her, indem man 5,0 cem n/10-H;80; und 20 cem n/10-KJO;, in einen
100 eem-Messkolben gibt und mit Wasser bis zur Marke auffillt. (Das Jodat
muss selbstverstiindlich vollstiindig neutral reagieren.)

Etwa 5 Minuten nach dem Zusatz der 2 cem Jodidlisung setzi man
2 Tropfen Stirkelosung hinzu und titriert bis farblos. Nach einer Viertel-
stunde fingt die Flissigkeit an nachzublauen, was jedoch nicht beriick-
sichtigt wird. Sollte dagegen in den ersten Minuten nach der Titration eine
solche Nachblinung eintreten, so muss man die Titration weiter fortsetzen
und den nachtriiglichen Verbrauch zu dem ersten zuziihlen.

Wie aus der Gleichung hervorgeht, wird eine dem Uberschuss an Silure
dquivalente Menge Jod in Freiheit gesetzt und letztere durch Titration mit
Thiosulfatlisung ermittelt. IMe Differenz zwischen der vorgelegten Menge
Siiure und der verbrauchten Thiosulfatlisung entspricht, falls dieseiben gleiche

1} Bei Verwendung von kohlenséiurefreiem Wasser hiilt sich die Jodlosung besser.
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Normalitdt besitzen, der vorhandenen Menge Ammoniak, ausgedriickt in der-
selben Normalitit.

Es ist fiir die meisten Bestimmungen erforderlich, das Ammoniak mit
einer Genauigkeit von 0,001—0,003 mg, berechnet auf Stickstoff, zu bestimmen.
Bei Verwendung von n/100-Lésungen von Siiure und Thiosulfat entspricht
ein Tropfen von 0,02 cem 0,0028 mg Stickstoff, was geniigt. Wiinschenswert
ist es jedoch, eine noch grissere Genauigkeit zu erzielen. Tatsichlich gibt
auch ein Tropfen (0,02 cem) einer n/200-Thiosulfatlosung einen geniigend
scharfen Farbenumschlag. Sogar bei 0,01 cem n/200-Thiosulfatlisung ist der
Umschlagspunkt unzweideutig. Infolgedessen sollen n/200-Lisungen von Siure
und Thiosulfat zur Verwendung kommen. Zum Abmessen der Siiure muss
man sich, um Ungenanigkeiten zu vermeiden, einer Vollpipette von 1
bzw. 2 cem bedienen. Der Fehler im Abmessen betriigt dann kaum 0,01 cem,
entsprechend 0,0007 mg Stickstoff. Die Thiosulfatlisung muss man selbst-
verstindlich aus einer Biirette zufliessen lassen. Die n/200-Thiosulfatlosung
kann man entweder vorritig halten. In diesem Falle verdiinnt man 50 ccm
n/10-Thiosulfatlésung mit ausgekochtem und durch ein Natronkalkrohr vor
der Kohlensiiure der Luft geschiitzten Wasser auf 1 Liter, setzt den Stopfen
auf und schiittelt sachte um. Inzwischen hat man eine braune 1-Literflasche
mit einem doppelt durchbohrten Stopfen versehen, die ein Natronkalkrohr
und ein diinnes, bis zum Boden der Flasche reichendes Glasrohr triagt, welches
oben umgebogen und luftdicht mit einer in !/, cem geteilten 10 com-Biirette
verbunden ist. Die Biirette ist zum Schutz vor der Aussenluft gleichfalls mit
einemn Natronkalkrohr versehen. Dieses zweite Natronkalkrohr triigt einen
Gummischlauch, durch den man die Thiosulfatlisung in die Biirette einsaugen
kann. Ein Quetschhahn zwischen der Vorratsflasche und der Birette ver-
_ hindert, dass die Lisung zuriicksteigt. Die Biirette ist mittels eines Metall-
biigels an dem Flaschenhals befestigt. Nachdem die Thiosulfatlosung in die
Flasche tibergefithrt worden ist, dichtet man tiberall mit festem Paraffin ab, so
dass die Luft nur durch die Natronkalkrohren mit der Losung in Beriihrung
kommen kann. Die Biirette soll immer mit Thiosulfatlosung gefillt sein. In
dieser Weise bereitete und aufbewahrte Thiosulfatlosung hiilt ihren Titer
gewihnlich recht lange unveriindert bei. Leider kommt es aber gelegentlich
vor, dass der Titer sich rasch veriindert. Es hat den Anschein, dass die Zer-
setzung, sobald sie einmal angefangen hat, immer rascher fortschreitet. Die
Kohlensiiure ist nicht die Veranlassung hierfiir. Dagegen macht es den
Eindruck, als ob die Gegenwart eines Katalysators die Zersetzung
beschleunigt. Fillt man die Flasche mit neubereiteter Thiosulfatlisung, ohne
erstere vorher zu reinigen, so indert sich der Titer rasch. Ist die Ilasche aber
vorher griindlich gesiiubert, so bleibt der Titer meistens monatelang unver-
dndert. Selbstverstiindlich kann man die n/200-Thiosulfatlésung in geringeren
Mengen fiir den augenblicklichen Gebrauch auch frisch bereiten; in diesem
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I'alle bedient man sich einer Mikrobiirette. Tatsiichlich ist eine solche
Losung, wenn man fiir ihre Darstellung kohlensiurefreies Wasser
benutzt, mindestens drei Tage unveriindert haltbar, wenn sie in ener
Flasche mit Glasstopfen aufbewahrt wird. Da eine n/10-Thiosulfatlosung
lange unveriindert haltbar ist, ist die Darstellung der n/200-Thiosulfatlosung
in dieser Weise vielleicht ebenso bequem. Kohlensiurefreies Wasser stellt
man sich so her, dass 8—4 Liter destilliertes Wasser in einem entsprechen-
den Kolben eine halbe Stunde gekocht werden. Der Kolben wird dann
angenblicklich mit einem Stopfen, der sowohl ein Natronkalkrohr als auch
eine Hebervorrichtung triigt, verschlossen.

Gegeniiber der Thiosulfatlisung besitzt arsemige Siiure gewisse Vorteile.
Eine n/10-Lisung derselben ist unverindert haltbar. Nach Verdiinnung auf
n/200 hilt sich die Losung mindestens eine Woche unverdndert. Bekanntlich
muss aber die bei der Titration gebildete Arsensiure neutralisiert werden,
aus welchem Grunde man Natriumbikarbonat oder in nenerer Zeit Dinatrium-
phosphat zusetzt. Zweckmiissig hat sich folgende Anordnung erwiesen:
10 g Dinatriumphosphat (nach Sérensen mit 2 Molekiilen Kristallwasser),
1 cem 25%-1ge Salzsiure und 5 cem nf10-Arsemigsiurelisung bringt man in
einen 100 cem-Messkolben, Nach Zusatz von Wasser bis zun vollstindiger
Auflisung des Phosphates fillt man mit Wasser bis zur Marke auf und
schiittelt um !). Diese Liosung wird in die Mikrobiirette iibergefiithrt. Die
Vorteile derselben gegeniiber Thiosulfat sind folgende: Sie ist linger halt-
bar. Kohlensiiture wirkt nicht auf sie ein. Sie behiilt den richtigen Titer bei,
withrend sich die Thiosulfatlosung oft veriindert. Schliesslich st der End-
punkt noch schirfer zu erkennen als bei Thiosulfat, da die blaue Farbung
bis zum Umschlag stirker hervortritt. Auf der anderen Seite verliuft die
Reaktion bei Thiosulfat rascher als bei Arsenik. Man muss mit letzterem
folglich etwas langsamer titrieren. Dies ist jedoch bei einiger Ubung
nicht von Bedentung. Da die Arsenigsiurelosung iiberhaupt weniger Vorsicht
erfordert und, wie gesagt, haltbarer ist, verdient sie vielleicht den Vorzug.

Die Stirkelosung wird in folgender Weise bereitet. 1 g losliche
Stiirtke wird in emem Proberdhrchen mit etwa 10—15 cem heissem Wasser
tibergegossen. Nachdem man wmgeschiittelt hat, erhitzt man vorsichtig iiber
freier Flamme, bis alles gelost ist. Darauf verdiinnt man unmittelbar mt
gesittigter Kalinmehloridlosung auf 100 cem, schiittelt um und filtriert even-
tuell. Diese Stirkelosung ist haltbar. Doch darf sie nur so lange verwendet
werden, als sie mit einem Tropfen sehr verdiinnter Jodlsung rein blaue Farbe
gibt. Nach lingerem Stehen erhiilt man mit derselben eine violette bis rot-
violette Farbe: in diesem Falle ist sie nicht mehr brauchbar. Die Berech-
nung ist sehr einfach: Die Differenz zwischen der vorgelegten Siuremenge

1y Noch praklischer izt es jedenfalls, die mit Salzsiiure versetzte Phosphatlisung vor-
riitig zu halten wnd die Argseniklésung einfach damit zu verdiimnen.
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und der verbrauchten Menge Thiosulfat, bzw. Arsenik in cem, mit 0,07
multipliziert, entspricht dem Stickstoffgehalt in mg, wovon die durch den
blinden Versuch in den Reagenzien gefundene Stickstoffmenge abzuziehen
ist. Gewbhnlich entspricht dieselbe etwa 0,10 cem Siure = 0,007 mg N,

Infolge der oben besprochenen Vorsichtsmassregeln sind die Versuchs-
fehler bei Verbrennung, Destillation und Titration auf ein Minimum reduziert.
Fin Versuchsfehler muss aber noch beriicksichtigt werden, nimlich die
Verunreinigung der Reagenzien und Gerite mit aus der Luft
stammendem Ammoniak., Dieser Versuchsfehler erreicht bisweilen eine
solche Ilohe, dass er die Analyse vollstindig unbrauchbar machen kann.
Gliicklicherweise ist diese Fehlerquelle nicht schwer zu vermeiden, wenn man
ihr einige Aufmerksamkeit schenkt.

In chemischen Laboratorien bemerkt man, dass Geriite, die einige Zeit
an der Luft gestanden haben, mit einer feinen, egranen Staubschicht bedeckt
sind. Der Staub besteht grosstenteils ans Salmiak. Das Ammoniak und
die Salzsiiure, welche die Luft verunreinigen, verbinden sich zu  feinen
Teilchen von Salmiak, die nach und nach jede freie Oberfliche bedecken.
Alle Kolben, Destillationsapparate, Pipetten, Bechergliser, Reagenzgliiser,
ebenso alles Filtrierpapier enthalten nach einiger Zeit eine feine Schicht von
Salmiakstaub. Urspriinglich stickstofffreies Papier gibt auch nach Aulf-
bewahrung in einer Schublade nach recht kurzer Zeit eine positive Ness-
lersche Reaktion, sogar auch dann, wenn es in Schachteln oder Gefissen
mit Glasdeckeln anfbewahrt wird. Auch der Inhalt von mit Korkstopfen
verschlossenen Flaschen wird nach und nach ammoniakhaltig, und sogar in
destilliertem Wasser, das in einem Glasballon mit Hebervorrichtung  auf-
bewahrt wurde, konnte nach einiger Zeit Ammoniak nachgewiesen werden.

Zur Verhiitung dieser Verunreinigung muss man vor allem die Zimmer-
ventilation fordern. Ferner éffne man in dem Arbeitszimmer und in seiner
Nihe keine Ammoniak{lasche. Im hiesigen Krankenhause haben sich Schach-
teln mit Filtrierpapier fiir die Blutanalyse lange Zeit unveriindert ammoniakfrei
erhalten, withrend sie im hiesigen Laboratorium schon nach 14 Tagen stark
ammoniakhaltic geworden waren. Das Laboratorium ist allerdings schlecht
ventiliert, und befindet sich in der Niihe des Laboratorinms fiir Studierende.

Die Luft, die mit dem destillierten Wasser und den Lisungen in Be-
rithrung kommt, soll einen nicht zu kleinen Wattebausch passieren; dadurch
allein bleiben die Flissigkeiten monatelang ammoniakarm. Schliesslich sollen
simtliche Geriite wie Reagenzgliser, Kjeldahlkolben usw. kurz vor dem Ge-
brauche (1—2 Tage vorher geniigt) mit destilliertem Wasser sauber cemacht
werden. Der Destillationsapparat muss tiiglich einmal vor dem Gebrauche
durch stromenden Wasserdampf gereinigt werden. Man versiume auch nicht,
den Trichter des Destillationsapparates vor dem Gebrauch mit Wasser zu
spiilen. Man benutze iiberhaupt keinen Gegenstand, der einige Zeit an der



a R

Laboratoriumsluft gestanden hat, ohne vorherige Reinigung und achte immer
darauf, dass die Ilaschen mit Lésungen nicht offen stehen bleiben. Die
Papiere zur Blutanalyse miissen ofter mit Nesslers Reagens gepriift werden.
Uberhaupt hat man in der Nesslerschen Reaktion ein einfaches Mittel zur
Kontrolle aller Geriite und Reagenzien auf Reinheit. Und so ist diese Fehler-
quelle, wenn man erst einmal anf sie aufmerksam gemacht 1st, unschwer zu
vermeiden,

Die Ausfiihrung der Stickstoff bestimmung.

Nach Uberfithrung des zu analysierenden Stoffes — am besten in ge-
léstemn Zustande — in einer Menge, die fir gewihnliche Bestimmungen
einige Hundertstel Milligramme Stickstoff enthalten darf, in einen gereinigten
50 cem fassenden, langhalsigen Kjeldahlstehkolben setzt man 1 cem reine
konzentrierte Schwefelsiure hinzu. Enthiillt die Lisung der zu analysierenden
Substanz an und fiir sich keinen Katalysator, so setzt man ausserdem ein
paar Tropfen 10%,-1ger Kupfersulfatlisung hinzu. Man erhitzt nun anfangs
vorsichtig, bis alles Wasser verjagt ist, und spiter etwas stirker, bis die
Losung farblos oder rein gringefirbt erscheint. Dann lisst man erkalten,
setzt etwa 10 cem Wasser hinzu und schiittelt eimge Male um, his sich
eine eventuell gebildete Ausscheidung wieder geltst hat. Inzwischen wird
durch den Destillationsapparat behufs Reinigung ein Wasserdampfstrom hin-
durchgeleitet. Ist dies geschehen, so wird ein kleines Bpitzglas von etwa
20 e¢em Inhalt nut 1 cem n/200-Schwefelsiure oder eventuell mehr unter
das Abflussrohr des Apparates gestellt. Die Spitze des Rohres soll in die
Titriersivure eintauchen. _

Der Kjeldahlkolben wird jedoch erst, nachdem er vollstindig erkaltet
ist, mit dem Destillationsapparat verbunden und die bewegliche Stativplatte
darunter befestigt. Nun wird Natronlange (3 cem geniigen) durch den
Trichter einlaufen gelassen und die Verbindung des IKjeldahlkolbens mit
dem vorher erhitzten Kochkolben, der mit destilliertem, angesiinertem Wasser
dreiviertels voll gefiillt ist, hergestellt. Ein paar Siedesteine sind gleichfalls
vorher in den Kochkolben eingeworfen worden. Die Wasserleitung zu dem
kleinen Kiihler wird vorher geiffnet und miiglichst stark gekiihlt. Jetzt
wird der Brenner unter den Kochkolben gestellt, und der Inhalt desselben
bis zu lebhaftem Sieden erhitzt. Nach zwei Minuten langem Sieden senkt
man das Spitzglas, bis die Spitze des Abflussrohres leicht zugiinglich ge-
worden ist, spritzt diese mittels der Spritzflasche ab und priift mit Lackmus-
papier, ob alles Ammoniak ibergegangen ist. Ist dies nicht der Fall, so
spritzt man das Lackmuspapier in das Spritzglas ab, lisst noch 10 Tropfen
iibergehen, nimmt dann den Brenner weg und iffnet die Verbindung. zwischen
Destillationsapparat und Kochkolben. Wird das Lackmuspapier auch dann
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noch blaugefirbt, so spritzt man es ab und setzt die Destillation forf, wobei
die Spitze nicht mehr in die Siure emnzutauchen braucht.

Zum Destillat setzt man 2 cem 5% -iger Kaliumjodidlosung (und eventuell
0,1 eem (2 Tropfen) 4%;iger Kaliumjodidlosung) und 5 Minuten spiter
2—8 Tropfen der Stirkelésung. Schliesslich titriert man mit n/200-Thio-
sulfatlosung oder Arseniklésung bis farblos. Tritt bei Verwendung von Thio-
sulfat im Laufe von 5—10 Minuten ein Nachbliuen ein, so muss die Titration
fortgesetat werden 1). :

Die Bestimmung des Reststickstoffes.

Der physiologische Gehalt des Blutes an Reststickstoffen betrigt etwa
20—35 mg in 100 g Blut. 100 mg Blut enthalten folglich 0,02—0,035 mg
Reststickstoff, eine Menge, die sich mit einem Fehler von etwa 10%, nach
der Mikromethode bestimmen lisst. Da dieser Fehler recht wenig bedeutet,
kann man sich mit einer Analyse begniigen. Besser ist es jedoch immer,
die Analysen doppelt auszufiihren und dies um so mehr, als zwei Analysen
nur unbedeutend mehr Zeit erfordern als eine.

Die Voranssetzung der ganzen Methode st eine exakte Trennung
des Reststickstoffes von dem Bluteiweiss. Es ist infolgedessen notwendig,
dass das zu diesem Zweck angewandte Reagens das Fiweiss absolut quantitativ
ausfillt, und dass andererseits die Extraktivstoffe vollstindig in Lisung gehen.
Die erste Forderung ist, soweit es sich um die gewihnlichen Eiweisskorper
des Blutes, Himoglobin, Albumin und Globulin handelt, leicht zu erfiillen.
Ganz anders verhalten sich aber die Albumosen und Peptone, welche
“ von Quecksilberchlorid in salzsaurer Lisung, von Metaphosphorsiiure und
von Trichloressigsiure sowie durch Kochen gar nicht oder nur unvoll-
stindig ausgefallt werden. Da die genannten Reagenzien auch heute noch

fiir Mikrobestimmungen verwendet werden, sind allein aus diesem Grunde
* die meisten der letzteren ganz wertlos. Denn Albumosen kommen recht
hiiufig im Blute vor. Die Angaben iiber das normale Vorhandensein von
50—100 mg Reststickstoff im Blut finden zum Teil dadurch ihre Erklirung.
Tatsiichlich haben eingehende Versuche im hiesigen Laboratorium gezeigt,
dass nur zwei Fillungsmittel alle berechtigten Forderungen erfillen, ndm-
lich Phosphormolybdinsiure in schwefelsaurer Losung sowie Uranyl-
azetat (bzw. -chlorid). Vollstindig gleichwertig sind sie zwar nichf, da
bald das eine, bald das andere Fallungsmittel zu geringe Werte erzielen
lisst. In bezug auf die Abscheidung von Albumosen und Peptonen war die
Phosphormolybdiinsiiure dem Uranylazetat iiberlegen. Echte Peptone werden
jedoch auch von diesen beiden Reagenzien nicht vollstindig gefillt. IHochst-

!} Handelt es sich um Stickstoffmengen von 0,5—2,0 mg, =0 verwendet man besser 1 bis
2 cem nf10-Siure als Vorlage und bestimmt schliesslich den Stickstoff azidimetrizch mit Methyl-
rot als Indikator.
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wahrscheinlich kommen aber echte Peptone in nennenswerter Menge im
Blute nicht vor. Andererseits haben Versuche mit Aminosiiuren (und
Diaminosiiuren) ergeben, dass dieselben von Phosphormolybdinsiinre unter
den gegebenen Versuchsbedingungen nicht gefillt werden.

Die Phosphormolybdinsiure wird in Form einer 0,5%-igen Liosung ver-
wendet. Der Schwelelsiuregehalt des Reagenzes soll 1,59, betragen. Obwohl
hierdurch die Eiweisskirper quantitativ gefiillt werden, haften dieselben
schlecht an dem Papier. Ein Zusatz von 0,5%, Natriumsulfat verhindert
diesen Ubelstand. Schliesslich werden auf 2 Liter Lésung 0,5 g Trauben-
zucker zugegeben. Der Zucker verkohlt, und bei der Verbrennung der Kohle
wird fortwithrend Wasser gebildet, welcher Umstand die Ammoniakbildung
befordert. Ein Liter der Extraktionsfliissigkeit enthilt also:

5 ¢ Phosphormolybdinsiure, 15 g Schwefelséiure, 5 g Natrium-
sulfat und 0,25 ¢ Dextrose.

Darstellung der Extraktionsflissigkeit: Man geht am besten
vom phosphormolybdinsauren Natriom aus, Das Salz ist jedoch immer
ammoniakhaltiz. Deswegen werden 10 g desselben und 10 g Glanbersalz
mit etwa 150 cem Wasser unter Zusatz von 15—20 Troplen 25%-iger
Natronlauge in einer Porzellanschale zum Kochen erhitzt und 15 Minuten
um Sieden erhalten. Nach dem Erkalten bringt man die Salzlosung in einen
2-Liter-Messkolben, spiilt mit Wasser nach und fiigt vorsichtig 80 ¢ konzen-
trierte Schwefelsiure (Merck) hinzu. Schliesslich werden 0,5 ¢ Trauben-
zucker zugegeben. Man fiilllt am besten mit frisch destilliertemm Wasser bis
zur Marke auf und giesst die Losung in eine Flasche mit Hebervorrichtung
oder mit Abflusshahn. Um vor Verunreinigungen aus der Luft zu schiitzen,
liisst man die Luft vor ihrem Zutritt zur Flasche einen Wattebausch oder
Wasser passieren.

Die zur Bestimmung des Reststickstoffs benutzten Papierstiickchen
werden, wie 8. 12 angegeben, vorbereitet.

Fir den Fall, dass man die Lisung nach der Extraktion des Blutes
filtrieren will, benutzt man einen kleinen, 3 cem fassenden Trichter und
wiischt das Filter 8—4mal mit destilliertem Wasser auns. Falls das TFilter
nicht zu stark mit Salmiak verunreinigt war, ist es nun ammoniakfrei ge-
worden. Da die Filtration und das Auswaschen nur ganz kurze Zeit und
nicht mehr Flissigkeit erfordert, habe ich bei Blutanalysen in der Regel
eine solche Filtration vorgenommen. Man hat dann die unbedingte Gewiss-
heit, dass keine Spur von Fiweiss mitgerissen worden ist.

Die Ausfiihrung der Mikrobestimmung.

100—120 mg Blut werden in ein Papierstiickchen von bekanntem Ge-
wicht eingesaugt und gewogen. Dann lisst man das Papier etwa 5 Minuten
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an der Luft trocknen, bringt es in ein reines, trockenes Proberihrehen und
setzt so viel von der Phosphormolybdinlosung zu, dass dieselbe 83—4 mm iiber
dem Papier steht. Je hoher die Flissigkeit iiber dem Papier steht,
um so besser haftet das FKiweiss. Maglichst engwandige Proberihrchen
sind deswegen vorzuziehen. Nach mindestens einstiindigem Stehen ist die
Extraktion beendet, und die Lisung kann in den Kjeldahlkolben iibergefiihrt
werden. Doch kann man auch 24 Stunden warten. Zuvor priife man jedoch,
ob keine Eiweissteilchen losgerissen sind. IHierauf ist auch nach dem Ab-
giessen der Lisung genau zu achten, da sich Eiweisspartikelchen wihrend
des Dekantierens von dem Papier lostrennen konnen. Gegebenenfalls muss
man filtrieren. Nach dem Abgiessen der Lisung setzt man ungefihr die
gleiche Menge destillierten Wassers zu dem Papier und giesst sofort auch
dieses in den Kolben iiber, gegebenenfalls unter Filtration. Nach Zusatz
von 1 cem konzentrierter Schwefelsiiure schiittelt man um und erhitzt zu-
niichst mit kleiner Flamme, bis alles Wasser verjagt ist, und darauf etwas
stiirker. Wenn vollstiindige Entfiirbung eingetreten ist, lisst man abkiihlen
und setzt etwa 10 ccm destilliertes Wasser hinzu. Nachdem das Gemisch
wiederum erkaltet ist, fingt man mit der Destillation an. Auf Zusatz von
Lauge zur Flissigkeit im Kjeldahlkolben soll dessen Inhalt voriibergehend
gelb und spater farblos werden. Bleibt die Gelbfarbung bestehen, so ist dies
ein Zeichen dafiir, dass zu wenig Lauge zugesetzt worden ist. 1st der In-
halt des Kjeldahlkolbens beim Zusatz der Lauge noch warm,
dann tritt eine so starke Wirmeentwickelung ein, dass derselbe
plitzlich in die Titriersiiure iiberkochen kann. Gewihnlich braucht
man nur 1—2 cem n/200 Schwefelsiiure vorzulegen, bei hiherem Reststick-
stoffgehalt entsprechend mehr. Glaubt man, dass die Sidure nicht ausgereicht
hat, so setzt man nach beendigter Destillation einen Tropfen Methylrotlosung
hinzu. Schligt dabei die IFarbe in gelb um, dann muss mehr Siure zuge-
setzt werden. Nach Zusatz von Jodid wird die Titration jodometrisch zn
Ende gefiihrt, wobel der Farbenumschlag nicht von blau in farblos, sondern
in gelb iibergeht.

Bei der Berechnung des Analysenergebnisses muss man stets den durch
blinde Versuche, die mindestens einmal wochentlich ausgefithrt werden sollen,
gefundenen Gesamtstickstoffgehalt des Papieres und der Lisungen als Kor-
rektur anbringen. Diese Korrektur betrug bel uns etwa 0,10 cem n/200-
Schwefelsiure, oft auch etwas mehr.

Die Mikrobestimmung des Harnstoffs,

Die qualitativ und quantitativ wichtigsten Bestandteile unter den stick-
stoffhaltigen Extraktivstoffen des Blutes sind die Aminosiuren und der
Harnstoff. Ihre physiologische Bedeutung ist aber durchaus verschieden.



Aminosiuren sind die wichtigsten Abbauprodukte der stickstoffhaltigen
Niihrstoffe des Blutes, Harnstoff ist das wichtigste Endprodukt bei der Ver-
brennung dieser Nihrstoffe. Die Aminosiduren werden durch das Blui zu
den Zellen hingefiihrt, der Harnstoff wird durch das Blut entfernt. Die Be-
stimmung des gesamten Extraktivstickstoffs allein, die beide Gruppen um-
fasst, gestattet demnach keinen tieferen Einblick in den Eiweissstoffwechsel,
sofern es sich nicht um besondere Verhiiltnisse handelt, unter denen eine be-
deutende und einseitige Vermehrung der einen oder der anderen Komponente
stattgefunden hat. Dies ist jedoch fast immer ber der klinischen Verwen-
dung der Methode der Fall. Fiir die Untersuchung des Blutes von Patienten
mit Nephritis ist es praktisch gleichgiiltig, inwieweit man den genannten
Reststickstoff oder den Harnstickstoff allein bestimmt. Eine Vermehrung des
Reststickstoffs lisst in diesem IFall auf eine Vermehrung des Harnstoffzehaltes
schliessen. Da die Bestimmung des Reststickstoffes viel weniger Zeit er-
fordert als die Harnstoffbestimmung, eignet sich die erstere entschieden besser
fiir klinische Untersuchungen. Nichtsdestoweniger st es fiir viele Zwecke
erwiinscht, die Mikrobestimmung des Gesamt-Reststickstoffes mit einem
Verfahren zu verbinden, das den Harnstoff und die Aminosiiuren getrennt zu
ermitteln gestattet. Ein solches Verfahren ist in Anlehnung an die von Morner
und Sjoquist angegebene Methode zur Harnstoffbestimmung im Urin aus-
grearbeitet worden.

Um den Harnstoff von den iibrigen Blutbestandteilen quantitativ zu
trennen, hat sich die Extraktion mit einer Mischung von gleichen Teilen
absoluten Alkohols und Athylither (pro narcosi) als geeignet erwiesen. Die
Lislichkeit des Harnstoffes in diesem Gemisch ist zwar gering, aber sie reicht
fiir den vorliegenden Zweck vollkommen aus, da 10 cem 132 mg Harnstoff
zu lbsen vermogen. Von den iibricen Bestandteillen des Blutes sind die
Aminosiuren und die meisten Harnbestandteile, die zudem in sehr geringer
Menge vorkommen, in der Mischung vollkommen unléslich. Dagegen gehen
die Phosphatide des Blutes quantitativ iiber; der gesamte in ihnen vorhandene
Stickstoff betriigt jedoch kein Tausendstel-Milligramm.

Die Ausfiihrung der Harnstoffbestimmung,

S0 einfach diese Bestimmung auch im Prinzip ist, so muss man bei
der praktischen Ausfithrung doch bestimmte FKinzelheiten sorgfiiltic beriick-
sichtigen, um gewisse Schwierigkeiten zu umgehen. Nachdem die Blutproben
in das Papier eingesaugt, gewogen und in Proberihrehen gebracht worden
sind, setzt man gleich so viel Atheralkohol hinzu, dass die Fliissigkeit einige
Millimeter iiber dem ID’apier steht. Dann wverschliesst man das Rihrchen
mit einem Stopfen und lisst es mindestens 5, besser jedoch 24 Stunden
stehen. Die Diffusion des Harnstofles geht sehr langsam vonstatten. Iat
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man mehr als etwa 130 mg Blut abgewogen, dann verliuft die Extraktion
iiberhaupt nicht ganz quantitativ! Nach dem Stehen giesst man die Lisung
in einen 50 cem-Kjeldahlkolben, wiischt mit einigen cem Ather-Alkohol
nach und bringt auch diese in den Kolben. Nach Zusatz von 5—6 cem
Wasser, 2—3 Tropfen 10%iger Kupfersulfatlisung und 1 cem konzentrierter
Schwefelsiiure wird der Kolben in ein Wasserbad gestellt und hier so lange
erhitzt, bis der Ather-Alkohol verdunstet ist. Falls das Wasserbad schon
vorher erwidrmt war, muss man darauf achten, dass der Ather-Alkohol nicht
iiberkocht. Wenn der Inhalt nur noch schwach nach Alkchol riecht, erhitzt
man den Kolben anfangs vorsichtig, spiiter, wenn Verkohlung eingetreten
ist, stiirker, bis der Inhalt eine reine griine Farbe angenommen hat. Nach
Zusatz von etwa 10 cem Wasser kann man mit der Destillation beginnen.
Hat man das Zusetzen von Wasser unterlassen, dann wird viel Athyl-
schwefelsiiure gebildet. Dementsprechend fritt eine so starke Verkohlung
ein, dass alle Schwefelsiure verbraucht und die Analyse infolgedessen un-
giiltic wird. Die Verkohlung ist aber auch an und fiir sich nach Zusatz von
Wasser so bedeutend, dass die Verbrennung eine ansehnliche Zeit fordert.
Um die Bildung von Athylschwefelsiure mioglichst einzuschriinken, kann
man mit Vorteil nach Uberfithrung des Ather-Alkohols in den Kjeldahlkolben
statt der friiheren Vorschnft einen Tropfen einer Mischung von 10 g Kupfer-
sulfat in 100 cem 209/ -iger Schwefelsiiure zusetzen und nun den Ather-Alkohol
im Wasserbade verjagen, was ausserdem weniger Zeit erfordert, als wenn
erst Wasser zugesetzt wird. Nachher setzt man 1 cem konzentrierte Schwefel-
siiure sowle einige cem Wasser hinzu und verbrennt iber freier Flamme.
Jetzt verliuft die Verbrennung viel schneller. Von den gefundenen Werten
hat man die Korrektur fiir den Stickstoffzehalt der Lisungen einschliesslich
des Ather-Alkohols abzuziehen.

Die Mikrobestimmung der Aminosiiuren.

Wenn die Papiere nach Behandlung mit Ather-Alkohol mit der Phos-
phormolybdiinsiurelésung extrahiert werden, gehen die Aminosiuren in die
Lésung iiber und kinnen dann wie gewihnlich bestimmt werden. Eine
Extraktionszeit von einer Stunde geniigt, doch kann man auch linger extra-
hieren. Tatsiichlich gehen nicht nur die Aminosiiuren allein, sondern auch
alle iibrigen stickstoffhaltigen Extraktivstoffe, die in Ather-Alkohol unlislich
sind, in die Phosphormolybdinsiurelosung iiber. Gewdhnlich aber repriisen-
tieren alle diese zusammen nur einen verhiiltnismissig geringen Bruchteil
des Aminosiurenstickstoffs. Bisweilen, besonders bei Nephritis, kimnen sie
jedoch eine recht bedeutende Rolle spielen. Man kann diesem Umstand da-
durch Rechnung tragen, dass man statt von Harnstoff und von Aminosiiuren,
besser von einer Harnstoff- bzw. Aminosiurenfraktion spricht.



Die Bestimmung des priiformierten Ammoniaks.
(Von Dr. Poul Iversen.)

Trotzdem der Ammoniakgehalt des Blutes nur etwa 0,4 mg Stickstoff
in 100 g Blut entspricht, ist es Iversen gelungen, ein Verfahren auszu-
arbeiten, welches zufriedenstellende Werte liefert.

Das Blut wird durch Papierstiickchen von gleicher Form, wie sie fiir
die Jodbestimmung verwendet werden, aufgesangt. Man stellt sich 50 der-
selben, jedes von etwa 250 mg Gewicht, her, bringt sie in ein Becherglas und
iibergiesst mit etwa 800 cem destilliertem Wasser von 50—70° Nach 15 Mi-
nuten giesst man das Wasser ab, fiigt neue 300 cem Wasser und 1 cem etwa
16%,-iger Kalilauge hinzu und kocht ein paar Minuten. Nun giesst man
wieder ab und wiischt die Papierstiickchen erst mit schwach angesiuertem
und dann mit reinem Wasser aus. Dann werden sie in einem Vakuumapparat
getrocknet und im Exsikkator iiber Schwefelsiiure aufbewahrt.

Nach Aufsaugen des Blutes werden die Papiere mit ungefiihr derselben
Iransalzlosung, wie sie fiir die Zuckerbestimmung Anwendung findet (siche
S. 80), extrahiert. Dieselbe muss vollstindig ammoniakirel sein und wird in
folgender Weise hergestellt: 200 g Kaliumchlorid werden in zwei 1-Liter-
Kolben verteilt. In jeden Kolben gibt man etwa 500 cem Wasser, 20 cem
169%,-ige Kalilange und ein paar Tropfen Phenolphithalein. Nachdem sich
das Salz unter Erwiirmen gelost hat, wird filtriert und das Filtrat etwa 15 Mi-
nuten gekocht, abkithlen gelassen und mit Salzsiure neutralisiert. Darauf
werden noch 1,5 cem 25%-iger Salzsiiure zugesetzt. Von dem Uranylehlorid
werden 3 g in etwa 200 cem Wasser geldst und filtriert. Das Iiltrat wird nach
Zusatz von einigen Kubikzentimetern Kalilauge etwa 10 Minuten gekocht und
das ausgeschiedene Uranoxyd durch Dekantation ausgewaschen, auf einem
Filter gesammelt und hier mit zirka 20 cem verdiinnter Salzsiiure iibergossen.
Das Filtrat wird so oft auf das Filter gegossen, bis vollstindige Lisung ein-
retreten ist. Die klare, gelb gefirbte Liosung wird anf dem Wasserbade ein-
gedampft, mit Wasser aufgenommen und mit der Kaliumchloridlosung ver-
einigt. Schliesslich wird das Ganze mit Wasser auf 1 Liter ergiinzt. 20 cem
dieser Iliissigkeit und 20 cem destilliertes Wasser sollen bei einem blinden
Versuch zusammen hochstens 0,20 com n/300-Thiosulfatlosung verbrauchen.

Zur Destillation des Ammoniaks wird folgender Apparat verwendet:
Ein 300-cem-Rundkolben, der einen doppelt durchbohrten Gummistopfen
triigt, wird in ein Wasserbad von 409 C gestellt. Durch die eine Bohrung des
Gummistopfens geht ein oben umgebogenes Glasrohr, das bis zum Boden
des Kolbens reicht. Ausserhalb des Kolbens ist es — wie bei dem Apparat
fiir die Mikrokjeldahlbestimmung — mit einem kurzen seitlichen Ansatz ver-
sehen, der mittels eines dickwandigen Gummischlauchs einen kleinen Trichter



triigt. Fin anderer dickwandiger Gummischlauch wverbindet das Rohr mit
einer Waschflasche mit Schwefelsiure. Beide Gummischliuche sind mit
Quetschhithnen wversehen. Durch die zweite Bohrung des Gummistopfens
fithrt ein Glasrohr, welches unmittelbar unter dem Stopfen endigt. Es geht
oben in einen Tropfenfiinger und dann in ein etwa 30 cm langes Kiihlrohr
iiber. Mittels eines kleinen Gummischlauches wird es mut einem Glasrohr,
das zu der Vorlage fithrt, verbunden. Diese Vorlage bildet ein 100-cem-Rund-
kolben, welcher withrend der Analyse in Eiswasser steht. An diese schliesst
sich eine zweite Vorlage, die mit der Saugpumpe in Verbindung steht.

Ausfithrung der Ammoniakbestimmung.

Fiir die Bestimmung sind etwa 2 g Blut erforderlich. Das Blut kann
in einen Messkolben von 25 cem abpipettiert und danach mit der Salzlosung
bis auf die Marke versetzt werden. Der Kolben wird mitunter geschiittelt.
Nach 2 Stunden filtriert man und misst 15—20 cem des Filtrats fiir die Ana-
lyse ab. Einfacher ist es jedoch, das Blut in die bootformigen Papierstiickchen
aufzusangen. Fiir 2 g Blut sind 4 solcher Papierstiickchen erforderlich.
Diese werden in zwei Proberihrchen iibergefithet und je 10—12 cem Salz-
lisung zugefiigt. Nach 2 Stunden dekantiert man die Lisung, filtriert, wenn
nittig, und wiischt mit ein paar cem Wasser nach.

Die Fliissigkeit, die nicht weniger als 30 cem betragen soll, wird in den
Destillationskolben iibergefiihrt. In die erste Vorlage gibt man 2 cem n/200-
Schwelelsiiure, in die zweite Vorlage 10 ecm destilliertes Wasser.

Nachdem der Apparat zusammengesetzt ist und die Gummischliuche
mittels der Quetschhihne abgeklemmt sind, setzt man die Saugpumpe in
Gang. Sobald ein Vakuum von 20—30 mm erreicht 1st — d. h. nach ein
paar Minuten — iffnet man den Quetschhahn an dem Schlauch, der zu der
Waschflasche mit Schwefelsiiure fithrt, vorsichtiz so weit, dass alle 2—38 Se-
kunden eine Luftblase durchgeht. Die Fliissigkeit beginnt nun zu sieden.
Ist der Apparat in Ordnung, dann sollen doppelt so viele Blasen durch die
zweite Vorlage als durch die Waschilasche gehen. Gehen mehr Blasen hin-
durch, dann ist entweder der Apparat undicht, oder es wird zn stark gesaugt.
Man reguliert dann das Saugen durch einen an dem zur Saugpumpe fiihrenden
Gummischlauch angebrachten Quetschhahn.

Durch den Trichter lisst man nun vorsichtig 8 cem gesiittigtes Baryt-
wasser in den Kolben eintreten, worauf die Destillation des Ammoniaks so-
fort beginnt und innerhalb 12 Minuten, nachdem 8—10 cem Wasser iiber-
gegangen sind, beendigt ist. Nur wenn die angewandte Menge Blut mehr
Ammoniak enthiilt, als 5—6 cem n/800-Lisung entspricht, ist es notwendig,
lingere Zeit zu destillieren. Nach vollendeter Destillation unterbricht man
das Bangen durch Schliessen des Quetschhahnes und offnet vorsichtig,
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damit von der ersten Vorlage nach der zweiten nichts iiberspritzt, die Ver-
bindung zur Waschflasche. Die Vorlage wird nun herausgenommen und
das zu ihr fihrende Glasrohr mit kohlensiiurefreiern Wasser ausgespritazt.
Das Gesamtivolumen soll 20 cem betragen. Dann wird das Ammoniak in
iiblicher Weise jodometrisch bestimmt.

Vor der Analyse muss der Apparat gereinigt werden, indem man nach
Zusatz von Wasser und Barytlosung etwa 10 Minuten destilliert. Nachher
stellt man zwei blinde Versuche an. Die Differenz in dem Verbrauch an
n/300-Thiosulfatlisung darf nicht mehr als 0,08 cem betragen.

Die Bestimmung des Blutzuckers.

Seit der Zeit, als das Verfahren zum ersten Male verdffentlicht wurde
(1912), sind einerseits an demselben verschiedene kleine Verbesserungen an-
gebracht worden, andererseits ist in letater Zeit das ganze Verfahren in einer
wichtigen Beziehung umgearbeitet worden, so dass es viel einfacher geworden
ist und auch genauere Resultate liefert, als die erste Arbeitsweise. Da in-
dessen wvielleicht jemand das urspriimgliche, spiter verbesserte Verfahren vor-
ziehen kimnte, wird es notwendig sein, beide Methoden fiir sich zu besprechen.

A. Das alte Verfahren.

Nach demselben wird das mit Blut getriinkte Papier mit der Uransalz-
lisung, deren Herstellung bei der Ammoniakbestimmung (siehe 8. 28) aus-
fiithrlich besprochen ist, extrahiert. Nach Zusatz von alkalischer Kupferltsung
wird die IFlissigkeit zur Reduktion 2 Minuten gekocht und das gebildete
Kupferoxydul, welches durch das Kalinmchlorid in Losung gehalten wird,
jodometrisch bestimmt. Hierbei miissen verschiedene Fehlerquellen ausge-
schaltet werden. Urspriinglich wurde nur eine heisse, saure IKaliumchlorid-
lisung zugesetzt. Infolgedessen gingen aber Spuren Eiweiss in Lisung iiber
und verbrauchten dann etwas Jod. Durch Verwendung von Uran wurde
dieser Ubelstand beseitigt. Ferner oxydiert sich das Kupferoxydul rasch an
der Luft. Dies vermeidet man durch Uberleiten von Kohlensiure. Wihrend
des Erkaltens vor Ausfithrung der Titration muss die Luft durch einen auf
dem Kochkolben angebrachten Gummischlauch mit Klemme ferngehalten
werden. Weiter ist die Dauer des Siedens sehr von Einfluss auf das Resultat.
Dieselbe muss genau 2 Minuten betragen. Schon ein Unterschied von 5 bis
10 Sekunden mehr oder weniger kann einen Fehler von mehreren Prozenten
verursachen. Dieser Fehlerquelle kann man durch Benutzung einer Kontroll-
uhr aus dem Wege gehen. Sogar eine Differenz in der Kochdauer von 1 Se-
kunde bewirkt nach E ge?l) einen merkbaren Fehler, derselbe ist jedoch
fiir die meisten Bestimmungen nicht von Bedeutung. Auch ist der Beginn
B 1) ]I]-E;i'h-l.'l.'li. Zeitschrift 87, 77 (1918).
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des Siedens nicht immer scharf zu erkennen. Dieser Umstand iibt aber gleich-
falls kaum einen Einfluss auf die Resultate aus. Von Wichtigkeit ist aber
die Intensitit des Kochens. Die Flamme muss so reguliert werden, dass der
Inhalt des Kolbens nach 90 Sekunden zu kochen anfingt. Schon eine Diffe-
renz von 5 Sekunden bedeutet hier recht wiel. Nun ist aber der Gasdruck
meistens sehr schwankend, und es ist infolgedessen schwer, die Flamme kon-
stant zu halten. Durch Anbringung eines Thermostaten kann man auch diese
Fehlerquelle znm grissten Teil vermeiden. Allerdings kinnen so grosse Schwan-
kungen im Gasdruck vorkommmen, dass der Thermostat versagt. Schliesslich
hat E g e darauf anfmerksam gemacht, dass der Gummischlauch immer wieder
jodbindende Substanzen abgibt. Diese Fehlerquelle trifft vielleicht fiir die
jetzigen minderwertigen Gummisorten zu. Bei Verwendung der besten Gumimni-
sorten aus Iriedenszeit machte sich diese Fehlerquelle jedenfalls nicht geltend.
Nach den oben angedeuteten Verbesserungen gestaltet sich das Verfahren
wie folgt:

Kaliumehlorid — gewihnliche Handelsware — wird einmal aus Wasser
umkristallisiert und von demselben ein grisseres Quantum gesiittigter Lisung
hergestellt.

Dann werden 8 g reines Uranylazetat in etwa 200 com Wasser gelost
(die Uransalze kinnen bisweilen jodbindende Stoffe in stérender Menge ent-
halten!), 1300 cem der gesittigten Kaliumcehloridlisung und 1,5 cem 25%-ige
Salzsiure zugefiigt, und die Mischung mit Wasser auf 2 Liter ergiinzt.

Die Kupferstammliosung besteht aus 160 ¢ Kaliumhydrokarbonat (KHCO,)
100 g Kaliumkarbonat (K;C0,), 66 g Kaliumchlorid und 4,4 ¢ Kupfersulfat
(CuS0, + 5 H,0), in Wasser zu 1 Liter gelost.

Am besten list man zuerst das schwerer lisliche Kaliumhydrokarbonat
in 600—700 ccmn Wasser, setzt dann die iibrigen Salze hinzu, lisst unter
Kiihlen erkalten und fiillt bis zur Marke auf. Diese Stammlisung ist, ohne
ihren Titer zu veriindern, unbegrenzt haltbar. Fir die Zuckerbestimmung
werden nach Belieben 1-—3 cem derselben verwendet.

Nach Vermischung der zuckerhaltigen Salzlosung — 18 cem — mit der
Kupferlisung in einem 50 cem-Jenenser Stehkolben, dessen umgebogener
Rand abgesprengt ist, zieht man einen nicht zu diinnwandigen Gummischlauch
von etwa 5 cm Linge bis etwa zur Hilfte tiber den Kolbenhals. Da der
Gummischlanch fortwithrend jodbindende Stoffe abgeben kann, empfiehlt
Ege, den Schlauch in n/200-Jodlisung aufzubewahren. Der Kolben wird
nun auf ein Drahtnetz gestellt und bis zum Sieden erhitzt. Die Zeit bis zum
Beginn des Siedens soll 90 Sekunden betragen. Der Brenner muss zu diesem
Zwecke mittels einer Schraube reguliert werden. Um den Gasdruck konstant
zu halten, wird das Gas von der Leitung aus erst durch ein T-Rohr geleitet.
Ein Teil des Gases geht zum Brenner, ein anderer Teil zn einer Flasche, die
als Uberlaufventil fungiert (Figur 5). Durch das Rohr ¢ wird das Gas in
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Wasser geleitet und hat eine bestimmte Menge desselben zu verdringen.
Das entweichende Gas wird durch das Rohr a abgeleitet und verbrannt. Das
Rohr ¢ ist ausserdem mit einem kleinen Loch b versehen fiir die Dauer-
flamme. Die Glasrohre ¢ und a sollen einen inneren Durchmesser von etwa
8 mm besitzen. Um das Wasserniveau auf 3—4 mm Hohe konstant zu halten,
triigt die Flasche ausserdem das Glasrohr d mit einem inneren Durchmesser
von etwa 2 mm. Das Glasrohr ist mit einem Gummischlauch versehen, durch
welchen man Wasser emnfiithren kann. Senkt man den Gummischlauch, so
liuft das iiberschiissige Wasser wieder ab. Durch diese Vorrichtung entweicht
je nach dem Gasdrucke mehr oder weniger Gas durch das Ventil, wiihrend

Figur 5.

die zum Brenner gehende Gasmenge konstant bleibt, insofern nicht der Gas-
druck unter ein gewisses Minimum herabsinkt. Finmal reguliert, funktioniert
das Ventil automatisch, wenn die Wasserhihe konstant bleibt. Nur wenn
das Drahtnetz verbrannt wird oder die Licher durch Russ verstopft sind,
oder wenn der Brenner verunreinigt wird, éindert sich die Iéhe der Flamme.
Man muss deswegen bisweilen durch einen blinden Versuch den wirklichen
Gasdruck kontrollieren. Das Drahtnetz muss vor diesem Versuche durch die
Flamme angewiirmt sein, wozu 15 Sekunden geniigen. Die Dauer des Siedens
wird mittels einer Kontrolluhr markiert. Diese Zeit wird von dem Aungen-
blicke an gerechnet, in dem der Inhalt, gewihnlich mit einem Schlage, in
lebhaftes Kochen geriit. Genau nach Verlauf von 2 Minuten wird der Kolben
von dem Brenner entfernt. Wenn nur noch einige SBekunden an den 2 Mi-
nuten fehlen, greift man mit einer eigens konstruierten Klemme sowohl iiber



das freie Schlauchende, wie iiber den Kolbenhals, klemmt nach vollen 2 Mi-
nuten den Schlauch zu und kiithlt sogleich unter dem fliessenden Wasserhahn
ab. Wegen der Luftverdiinnung kocht die Flissigkeit hierbei noch einige
Sekunden, bei ruhigem Halten des Kolbens ohne Schiitteln bis zu 15 Sekun-
den. Die Klemme ist etwa nach dem Prinzip einer Operationspinzette nach
P é a n konstruiert, besitzt aber noch zwei Schenkel, die zugleich den Kolben-
hals fassen (vegl. Fig. 5). Wiihrend des Kihlens darf kein Wasser in das obere
freie Ende des Schlauches hineingelangen. Dies Wasser wiirde spiiter in den
Kolben eingesaugt werden und zu unrichtigen Resultaten bei der Titration
fithren (Ilge). FEinige Forscher ziehen es vor, withrend des Kiihlens Kohlen-
siiure in den Kolben zu leiten. Dies ist jedoch unnitig.

Nach dem FErkalten aber soll die Luft auch wihrend des Titrierens
danernd, und zwar durch Zufuhr von Kohlensiure ferngehalten werden. Dies
reschieht am besten dadurch, dass die Kohlensiiure aus einer Stahlflasche
mittels eines Ventils und eines damit verbundenen Gummischlauches in den
Kolben eingeleitet wird. Der Gummischlauch ist zu diesem Zwecke mut
einem etwa 3 mm dicken, hakenformig umgebogenen Metallrohrehen ver-
bunden. Das Rohrchen wird am Kolbenrand aufgehingt und sitzt daran
ziemlich fest, so dass es beim Titrieren nicht stirt., Verschiedene andere
Anordnungen, die vorgeschlagen worden sind, haben sich als unpraktisch
erwiesen.

Als Indikator werden 1-—2 Tropfen Stirkelisung (dieselbe wie bei der
Reststickstoffbestimmung) verwendet. Die Jodlisung ist 1/, oder !/ normal.
Man bereitet sie aus Kaliumjodid und Kaliumjodat unter Zusatz von Siure.
Fine der Siuremenge Hquivalente Jodmenge wird in Freiheit gesetzt und
durch das iiberschiissige Jodid in Losung gehalten.

SKJ + KJOg 4+ 6HCl=6J + 6 KCI 4 511L,0.

2 g Kaliumjodid und 1 cem einer 2% ,-igen Kaliumjodatlisung werden
in einem 100-cem-Messkolben eingefithrt und mit 10 cem n/10-Salzsiiure
versetzt. Schliesslich wird kohlensiiurefreies Wasser bis zur Marke zugefiigt.
Nach Umschiitteln und Stehen wilhrend 5 Minuten kann die Lisung in die
Mikrobiirette iibergefiihrt werden. Zur Darstellung einer n/200-Lisung ver-
wendet man 1 g Jodkalium, 1 cem Jodatlosung und 5 cem nf10-Salzsidure.
Die Jodlosung ist im Winter wenigstens zwei Tage haltbar. Im Sommer
muss sie tiglich frisch bereitet werden. Bei der Titration soll der Kolben
auf einer weissen Unterlage stehen. Es ist darauf zu achten, dass wihrend
der Titration eine reichliche Menge Kohlensiure eingeleitet werden muss.
Ferner darf man den Kolben bei der Titration nicht mehr als nitig schiitteln.
Leise, drehende Bewegungen geniigen. Ber unvorsichtigem Arbeiten und
ungeniigender Kohlensiiurezufuhr erzielt man zu geringe Werte. Diese Ver-
suchsfehler sind nach meiner Erfahrung von grisserer Bedeutung, als die
meisten iibrigen.

Bang, Mikromcethoden zur Blotuntersuchinng, 4. u. &5 Auflage. a
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Die Ausfiihrung der Blutzuekerbestimmung.

100—130 mg Blut lisst man durch das vorher gewogene Papier auf-
saugen und wigt wieder. Unmittelbar darauf wird das Papier in die Salz-
liisung — 6,6 cem ') — iibergefiihrt, in welcher es mindestens 30 Minuten
verweilen soll. Doch kann es auch 24 Stunden in derselben verbleiben. Die
vollstiindig klare Losung wird in den Kochkolben iibergefiihrt. Liisst man
das bluthaltige Papier an der Luft mehr oder weniger eintrocknen, so haftet
das Eiweiss in der Salzlosung entsprechend schlechter an dem Papier. Das
Proberihrchen und das Papier werden mit 6,5 cem Salzldsung nachgespiilt
und diese zu der ersten Extraktionsfliissigkeit zugegossen. Schliesslich wird
mit 1—3 cem Kupferlosung versetzt, der Gummischlauch iiber den Kolben-
hals gezogen und der Kolben auf das Drahtnetz gestellt. Der Anfang des
Kochens wird mittels der Kontrolluhr festgestellt. Nach 110—115 Sekunden
langem Sieden fasst man mit der Klemme um Kolbenhals und Schlauch,
kneift letzteren nach vollen 2 Minuten rasch zu und kiihlt den Kolben schnell
unter dem Wasserhahn ab. Die Flissigkeit erkaltet auf diese Weise inner-
halb 80 Sekunden vollstiindig. Der Kolben wird unter der Biirette auf eine
weisse Unterlage gestellt und die Klemme langsam gedffnet, damit die
Luft nicht auf einmal zu stiirmisch auftritt. (Man kann schon wiihrend des
Offnens des Kolbens mit der Kohlensiiurezuleitung beginnen. Nur soll man
dies systematisch ausfithren oder unterlassen.) Sofort wird dann auch
das Zuleitungsrihrchen fiir die Kohlensiiure am Rande aufgehiingt und das
Ventil an der Kohlensiureflasche geoffnet. Es 1st unbedingt notwendig, hier-
bei ein Drnckreduzierventil zu benutzen. Man setzt nun 1—2 Tropfen Stirke-
lisung hinzu und titriert, wihrend man unter kreisender Bewegung schwach
schiittelt, bis zu bleibender Blaufirbung, die 10—15 Sekunden bestehen
bleiben muss. Aus dem Verbrauch an Jodlosung kann man entweder mittels
einer empirischen Formel (a — 12) : 4 die gesuchte Zuckermenge in Dezimilli-
grammen berechnen 2), wobei a die verbrauchte Menge n/200-Jodlosunz in
Zehntelkubikzentimetern bedeutet.  (IFiir n/100-Jodlosung 1st die Formel
(a — 6) : 2). Bequemer ist es jedoch, die folgende Tabelle (Seite 85) zu be-
nutzen, in welcher die der verbrauchten Jodlisung entsprechenden Zucker-
werte bis zu 0,8 mg (bzw. 2,5 mg) direkt angegeben sind,

Bei der Mikrobestimmung entsprechen die Werte allen im Blute vor-
handenen reduzierenden Stoffen, die nicht immer mit Traubenzucker identisch
sind. Doch teilt die Mikromethode diese Schwiiche mit simtlichen Reduk-
tionsmethoden. Da die reduzierenden Stoffe zwischen Plasma und Form-
elementen nicht gleichmiissig verteilt sind, muss man sich hier wie auch sonst
vor einer unrichtigen Mischung derselben bei der Blutentnahme hiiten.

" Man kann auch mehr von der Salzlisung susetzen, nur muzs man in diesem Falle mit
entaprechend weniger ],.-f_'wung nachwaschen, Das Gesamitvoluomen soll immer 13 com 'lu*trn.gim.
%) Die Ziffer 12 entspricht dem Jodverbrauch der Lisung an sich.
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Reduktionstabelle

ul,n'EI.lll-.Iu-rI!i.i.un:gi Zucker  nfl00.Jodlbsung u,n'ﬂ!ll.l-.]ocil-;i.almgi ducker  |[n/100-Jodlésung

LRI I} | I.Ilg | LGN i} oo JI Iﬂg N
0,18 0,02 | 1,24 0,28 0, 64
0,23 0,08 | - 1,28 0,29 i, it
0,28 L 0,04 0,12 1,32 0,30 | 0,69
0,32 0,05 0,16 1,36 031 | 0,71
0,36 0,06 | 0,18 1,40 0,32 0,73
0,40 0,07 0,20 1,42 (.33 0,75
0,44 0,08 0,22 1,48 0,34 0,77
048 0,00 0,24 1,52 0,35 L. 11
0,52 0,10 0,26 1.56 0,36 0,82
T | 0,11 (0,28 1,640 0,37 54
0 G 0,12 0,30 1,64 0,38 0,86
0,64 0,13 0,32 1,68 0,30 0,88
0,68 014 | 0,34 1,72 0,40 0,91
0,72 015 0,36 1,76 0,41 0,03
0.76 016 | 0,38 1,80 0,42 0,95
0,80 0,17 0,40 1,84 043 | 0,97
0,84 0,18 0,42 1,88 0,44 0,99
0,58 0,19 0,44 1,02 0,45 1,02
0,92 0,20 | 0,47 1,06 0,46 1,04
0,96 0,21 0,49 2,00 0,47 1,06
1,00 0,22 0,51 2,04 0,48 1,08
1.0k 0,23 0,53 2,08 0,49 1,10
1,08 0,24 0,55 212 0,50 1,12

1,12 0,25 0,58 2 52 | 080 i

116 | 0,2 0,60 2 42 0,70 i

1,20 ' 0,27 0,652 1,32 0,80 i
' L 1,00 2,95

B. Das nene Verfahren,

Um miglichst exakte Werte mit der Mikromethode zu erhalten, muss
man die Vorschriften peinlich genan befolgen. Nur dann lassen sich die
Fehlerquellen vermeiden. Die wichtigsten von diesen sind 1. die Intensitiit
des Kochens, 2. die Kochdaner und 3. die Luftoxydation. Hierzu kommt
die Verunreinigung durch den Gummischlanch, der noch dazu bisweilen un-
dicht sein kann. Similiche Schwierigkeiten sind nun bei dem neuen Ver-
fahren so vollstindig beseitigt worden, dass sie nicht mehr beriicksichtigt
zu werden brauchen. Auch verlinft die Titration insofern schiirfer, als der
Farbenumsehlag von blau in farblos erfolgt.

Das Prinzip der Methode besteht darin, dass das gebildete Kupferoxydul
durch Jodsiure oxydiert und der Uberschuss an Jodsiiure nach Zusatz von
Jodkalium durch Titration mit Thiosulfatlisung ermittelt wird. Ihe kupfer-
oxydulhaltige Losung muss vorher angesiiuert werden, da die Jodsiure nur
in saurer Losung Kupferoxydul oxydiert. Die iibrigen in der Lisung vor-
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handenen Blutbestandteile werden unter den gegebenen Bedingungen von der
Jodsiiure nicht angegriffen. Man verwendet dieselbe Uransalzlésung, und die
Extraktion des Blutes wird in gleicher Weise aunsgefithrt. Dagegen werden
statt der alkalischen Kupferstammlisung folgende Lisungen benutzt:

1. Die Alkalilésung enthilt 75 g Kalinmkarbonat und 20 g Seig-
nettesalz in 1 1 Wasser. 2 cem derselben werden fiir jede Analyse verwendet.
Sie kimnen aus einer Biirette abgemessen werden. Die Reduktionsfliissigkeit
15t ans dem Grunde etwas stiirker alkalisch als frither gewiihlt, weil dadurch
etwas mehr Kupferoxyd durch den Zucker reduziert wird.

2. Die Jodatlésung, welche zadem das Kupfersulfat enthiilt, be-
steht aus 10 cem n/10-Jodatlisung, 0,25 ¢ Kupfersulfat (oder 2,5 cem einer
109 -igen  Kupfersulfatlosung), welche mit Wasser anf 100 ccm erginzt
werden. Diese Losung ist haltbar, wenn eine saure Jodatlisung benutzt
wird. Das Jodat muss ganz rein sein und kann selbst in folgender Weise
bereitet werden: 20 g Jodkalinm werden in méglichst wenig Wasser geliist,
mit einer heissen Losung von 40 g Permanganat m 1 1 Wasser eine halbe
Stunde anf dem Wasserbade erhitzt und dann durch Zusatz von Alkohol
entfirbt. Man filtriert den entstandenen Braunstein ab,

— tropfenweise
ginert mit Essigsiure an und dampft das Filtrat bis auf etwa 50 cem ein.
Die ausgeschiedenen Kristalle werden einmal umkristallisiert, auf einem Uhr-
glase gesammelt (sie diirfen nicht mat Papier in Beriithrung kommen), bei
200° getrocknet und im Exsikkator aufbewahrt. Zur Darstellung der n/10-
Jodatlosung werden 3,5667 g Jodat mit 20 cem 209%-iger Schwefelsiiure und
Wasser auf 1 1 ergiinzt.

Die Ausfiithrung der Zuckerbestimmung.

Die mit dem Blut getriinkten Papierstiickchen werden wie vorher mittels
6,5 + 6,5 cem (bzw. 10 4+ 8 cem) Salzlosung extrahiert und die Lisung in
einen 100—125 cem fassenden Erlenmeyerkolben iibergefiihrt. Iierzu
gibt man 2 cem der Jodatlisung und 2 cem Alkalilisung. Dann wird wie bei
der Mikrokjeldahlmethode indirekt erhitzt. Der Wasserdampf wird in einem
500-cem-Kochkolben entwickelt (ein Zusatz von Siedesteinen ist erforderlich)
und durch ein Glasrohr bis unmittelbar auf den Boden des Erlenmeyerkolbens
geleitet (siche IMig. 6). Das Glasrohr ist am unteren Fnde kugelformig auf-
geblasen und die Kugel mit 56 kleinen Lichern versechen, damit der Wasser-
dampt sich gleichmiissig in der Flissigkeit verteilt und nichts iiberspritzt.
Der Erlenmeyerkolben befindet sich anf einem beweglichen Stativ. Unmittelbar
nachdem die Zuleitung von Wasserdampf aus dem vorher erhitzten Koch-
kolben begonnen hat, wird die Zeit mittels einer 4 Minuten anzeigenden
Sanduhr festgestellt. Nachdem die Sanduhr abgelaufen ist, setzt man auns
einer Pipette 2 cem 20%-ige Schwefelsiure (Vol.-%,) hinzu, senkt das Stativ



und spiilt das Glasrohr mit der Spritzflasche ab. Man nimmt nun den Kolben
weg und liasst ihn mindestens 5 Minuten — oder auch linger — ruhig stehen,
setzt dann etwa 25 cem Wasser hinzu und kiithlt, wenn nitig. Nach Zusatz
von 0,5 cem einer 5%g-igen Jodkaliumlisung und 1—2 Tropfen Stirkelisung
fitriert man mit n/100- oder n/200-Thiosulfatlésung etwa bis farblos. Bel
einem blinden Versuch sollen 0,08 cem n/100-Thiosulfatlisung verbraucht
werden. 0,28 cem n/100-Thiosulfatliisung entsprechen regelmiissig 0,1 mg
Zucker. Die Reduktionsformel ist folglich einfach (1,97—a) : 0,28 = der ge-

Figur 6.

suchten Zuckermenge in Zehntel-Milligrammen. Man kann auch die Jodsiure
zuletzt mit der Schwefelsiiure zusammen zusetzen. Nur muss man in diesem
Falle die Mischung genau abmessen, und zwar verwendet man 10 cem der
n/10-Jodatlosung, welche man vorher mit 209 -iger Schwefelsiiure anf 100 cem
ergiinzt hat. Wird das Kupfersulfat zugleich mit der Uran-Salzlosung zu-
gesetzt (800 mg CuSO; + 5 Hy0 zu 2 1 Salzlisung), so kommt man mit einer
Abmessung weniger aus.

Die Vorteile dieser Methode sind einleuchiend: Das Kupferoxydul wird
von der Jodsiiure so schnell oxydiert, dass die Luft nicht einwirken kann.
Die Reduktion ist ferner nach 4 Minuten langem Kochen beendet, doch
schadet auch lingeres Kochen nichts. Tatsichlich ist sie schon friiher fertig
und so macht es auch nichts aus, ob man 8 oder 4 Minuten erhitzt. Aus



demselben Grunde iibt das Schwanken des Gasdruckes, sobald ein kriiftiger
Bunsenbrenner verwendet wird, keinen Einfluss auf die Resultate aus.
Schliesslich ist der Umschlag bei der Titration sehr scharf. Ein Nachblauen
tritt erst nach mehreren Minuten ein.

Die Bestimmung der Lipoidstoffe.

Bekanntlich kommen im Blute mehrere Lipoide vor, die eine verschiedene
Bedentung besitzen. Sie kimnen folgendermassen eingeteilt werden: 1. Das
Neutralfett und die Fettsiuren, 2. das Cholesterin, 8. die Cholesterinester
und 4. die Phosphatide. Die Bestimmung der einzelnen Lipoide setzt voraus:
1. eine exakte Methode zur Fettbestimmung, 2. die Trennung der verschie-
denen Lipoidstoffe von den iibrigen Blutbestandteilen und voneinander.

A. Die Methode der Fettbestimmung.

Ebenso wie sich der Traubenzucker durch die Reduktionsmethoden
bestimmen lisst, kiimnen auch die Lipoide nach einem #hnlichen Verfahren
bestimmt werden. Das Prinzip desselben besteht darin, dass Chromsiure
von den Fettarten reduziert wird, und zwar ist die reduzierte Menge der
vorhandenen Lipoidmenge genau proportional. Der Uberschuss an Chrom-
siure setzt eine fquivalente Jodmenge in Freiheit. Da die Fettarten aber
viel stirker als der Zucker reduzieren, wverwendet man auch fir die Mikro-
analyse besser n/10- als n/100-Losungen. 0,1 mg Triolein reduziert niamlich
0,245 cem n/10-Chromsiurelosung, entsprechend 0,245 cem n/10-Jodlisung,
withrend 0,1 mg Traubenzucker 0,24—0,258 cem n/100-Jodlosung verbraucht.
Es hat sich herausgestellt, dass Cholesterin und Cholesterinester genau die-
selbe Chromsiuremenge wie Fett verbrauchen, wihrend 0,1 mg Phosphatide
viel weniger, nimlich 0,17 cem n/10-Chromsiure reduzieren. 0,1 mg Fett-
siuren reduzieren 0,25 cem Chromséure. Fiir die Bestimmung werden die
Lipoide immer in Lésung angewandt. Vor dem Zusatz der Chromsiiure muss
aber das Losungsmittel stets vollstindig entfernt werden, da es gleichfalls
Chromsiiure verbraucht. Dies ist jedoch leicht zu erreichen, da siimtliche
iiblichen Lésungsmittel fliichtiz sind. Weiter hat es sich gezeigt, dass nur
drei Lisungsmittel praktisch brauchbar sind, niimlich Benzol, Petrolenm-
ither (Bdpkt. 50°—70% und Alkohaol. Alle diese miissen vor dem Gebrauch
durch nochmalige Destillation gercinigt werden. Finmal gereinigt, sind sie
haltbar.

Nach Abmessung einer gegebenen Menge Fettlisung — die im allge-
meinen nicht mehr als 1 mg Substanz enthalten soll — in ein Proberéhr-
chen wird 1 cem 1%-ige Natronlange zugesetzt und die Mischung in einem
Sandbade so lange erhitzt, bis jeder Geruch nach dem Lésungsmittel ver-
schwunden ist. Infolge der Anwesenheit des Alkalis verteilt sich das Fett
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zu einer Emulsion, in welcher Form es von der Chromsiure rasch oxydiert
wird. Ohne Alkalizusatz ballt sich das Fett usw. zusammen und wird nur
langsam und unvollstindig von der Chromsiiure angegriffen. Nachher setzt
man genau 1 eem n/10-Chromsiurelosung hinzu und kiihlt ab, bazw. lisst
stehen, bis die Mischung erkaltet 1st. Die Chromsiurelosung enthiilt 4,9088 o
Kaliumbichromat und 10 ecm konzentrierte Schwefelsinre im Liter. Sie darf
nicht mit Gummischlivehen oder iiberhaupt mit organischen Substanzen in
Beriihrung kommen.

Schliesslich fiigt man aus einer Birette mit Glashahn 5 com konzen-
trierte reine Schwefelsiure hinzu, schiittelt um und lisst die Mischung ruhig
mindestens 15 Minuten am Stativ stehen. Die Reduktion ist nun beendet.
Man kann das Proberéhrchen auch 24 Stunden stehen lassen. Wiihrend der
Reduktion schligt die rein gelbe Farbe der Chromsiure infolge der Bildung
von griimem Chromoxyd in gelbgriin um. Eine rein griine Farbe zeigt, dass
die Chromsiure verbraucht worden ist. IhMe Analyse ist deshalb jedoch noch
nicht ungiiltig. Man muss in diesem Falle nur nach Bedarf noch 0,5 bis 2,0 cem
mehr Chromsiure hinzusetzen, bis sich eine bleibende gelbgriine Farbe zeigt.
Setzt man mehr als 2 cem Chromsiure im ganzen hinzu, dann muss man
anch mehr Schwefelsiure — 2,56 cem — zufiigen.

Schliesslich fiillt man das Proberhrchen mit Wasser, giesst den Inhalt
in ein Becherglas und spiilt zweimal mit Wasser nach bis zu einem Gesamt-
volum von etwa 100—150 cem. Nach Zusatz von 1 cem 59 -iger Jodkalinm-
lisung und ein Paar Tropfen Stirkeldsung titriert man mit n/10-Thiosulfat-
lésung bis zum Umschlag in schwachgriin (von Chromoxyd bedingt). Durch
blinde Versuche wird der Chromsiinreverbrauch der Reagenzien festgestellt.
Die Berechnung ist einfach. Die Chromsiuremenge a weniger der wver-
brauchten Thiosulfatlisung b, dividiert durch den Faktor 2,45 entspricht der
Fettmenge in mg. Von der zugesetzten Chromsiiuremenge muss ausserdem
die durch die blinden Versuche festgestellte Menge Chromsiiure, welche von
den angewandten Reagenzien verbraucht wird, abgezogen werden.

B. Die Trennung der Lipoide des Blutes,

Eine exakte Trennung des Cholesterins und der Cholesterinester von
den tibrigen Lipoiden ist mit Hilfe der Digitominmethode von Windaus
recht einfach. Jedoch ist es zur Zeit unmoglich, die Phosphatide von den
Fettarten exakt zu trennen, wenn sie zusammen in Lisung vorkommen.
Dagegen gelingt diese Trennung, soweit es sich um die Blutuntersuchung
handelt, sehr bequem durch eine fraktionierte Extraktion. s hat sich
gezeigt, dass man durch Extraktion von auf Papier eingetrocknetem Blut mit
Petroleumiither allein das Cholesterin und das Neutralfett extrahieren
kann, withrend die Phosphatide, die Cholesterinester und die Seifen zuriick-
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bliecben. Durch eine folgende Fxiraktion mit Alkohol werden die letzteren
samtlich quantitativ gelist. Man hat also 1. die primére Petrolitherextraktion
und 2. die sekundire Alkoholextraktion. Durch weitere Behandlung der
Ixtrakte kann man das Neutralfett von dem Cholesterin und die Phosphatide
von den Cholesterinestern trennen. Dagegen werden die Seifen (und Fett-
siuren) mit den Phosphatiden zusammen bestimmdt.

Die Bestimmung des Nentralfettes.

Von dem zu untersuchenden Blut werden hichstens 180 mg in ein
entfettetes Papierstiickchen eingesaugt. Nachdem das Blut an der Luft
vollstindig eingetrocknet ist (Trocknen bei hiherer Temperatur fithrt zu
unrichtigen Resultaten), wird das Papier in einem reinen Proberihrchen mit
8—10 ccm Petrolither versetzt. Nach min-
destens 10 Minuten — man kann aber auch
24 Stunden warten — ist alles Neutralfett und
alles Cholesterin heransdiffundiert. Man nimmt
mittels eines mit einem Platindrahte versehenen
(ilasstabes das Papier Leraus und fithrt es in
ein anderes Proberdhrehen iiber, wo es mit
8—10 ecem 929 -igem Alkohol versetzt wird.

Der Petrolither wird auf dem Sandbade
soweit wie miglich abdestilliert. Der ganze
Destillationsapparat (siehe IMig. 7) besteht aus
einem Liebigschen Kiihler, dessen inneres
Rohr oben umgebogen und durch einen Kork-
stopfen mit dem Proberihrchen verbunden

Figur 7. 18t. Das untere Ende ist mit einem Kork-

stopfen, der wegen der Luftzufuhr seitlich

mit einer Rinne versehen ist, in dem Ilals der Petrolitherflasche befestigt.

Die Flasche steht wihrend der Destillation in einem Gefiisse mit kaltem

Wasser. Schliesshch umwickelt man den Dreifuss, auf dem das Sandbad

steht, mit einem Drahtnetz, nm eine Explosion des Petroliithers zu ver-
hindern.

Nachdem der Petroliither grisstenteils abdestilliert worden ist, setzt man
0,1 cem emer 1/, g-igen Digitoninlésung hinzu und erwirmt einige Augen-
blicke 1m Sandbad. Das Cholesterindigitonid scheidet sich sofort ab. Doch
lisst man das Ganze einige Stunden oder noch besser bis zum niichsten Tage
stehen, setzt darauf einige cem Petroliither hinzu, riithrt den Niederschlag
mit einem Glasstabe gut um und filtriert durch ein entfettetes kleines Filter
(von etwa 8 em Durchmesser). Man spiilt mit einigen cem Petrolither nach
und destilliert den Petrolither auf dem Sandbade ab. Nach Zusatz von



1 cem Alkali erhitzt man noch, bis der Geruch nach Petrolither verschwun-
den ist, setzt dann Chromsiiure hinzu und arbeitet weiier, wie oben beschrieben.
Sowohl das Cholesterindigitonid wie das Digitonin selbst ist in Petroleum-
fither absolut unlislich. Am besten wird, da meistens nur sehr geringe
Mengen Fett zugegen sind, gleichzeitig ein blinder Versuch angestellt. e
Digitoninlésung wird aus kristallisiertem Digitonin (Merck) und nochmals
destilliertem, absolutem Alkohol bereitet. In der Iilte kristallisiert das
Digitonin gewdhnlich wieder aus, geht aber beim Erwirmen schnell wieder
in Liisung.

Die Bestimmung des Cholesterins.

Man bestimmt alles in Petrolither Lisliche in iiblicher Weise. Die Diffe-
renz zwischen dem hierbei erhaltenen Werte und dem fiir Neutralfett ge-
fundenen entspricht dem vorhandenen Cholesterin. Dasselbe besitzt das
gleiche Reduktionsvermiigen wie Neutralfett. Da der Cholesteringehalt ge-
withnlich ziemlich unverinderlich bleibt, kann man sich oft mit den Werten
fiir die ganze Petrolitherfraktion allein begniigen.

Die Bestimmung der Cholesterinester.

Die sekundiire Alkoholextraktion geht viel langsamer vonstatten als
die Petrolitherextraktion, sie ist erst nach Verlauf von 24 Stunden beendet.
IMe Papierstiickchen werden dann aus der Losung entfernt und der Alkohol
nach Zusatz von einem Tropfen 25°%-1zer Natronlauge und einem kleinen
(etwa 2 X2 mm grossen) Papierstiickchen als ,,Siedestein” im Wasserbade
eingedunstet. Schliesslich kann man einige Augenblicke Luft durchsaugen,
notwendig ist dies allerdings nicht. Die Phosphatide und auch die Ester
sind nun quantitativ verseift und das Cholesterin der Ester in Freiheit
gesetzt. Man fiigt darauf etwa 8—10 cem Petrolither hinzu, verschliesst das
Proberhrehen mit einem Korkstopfen und lisst es 24 Stunden stehen, nach
welcher Zeit das Cholesterin herausdiffundiert i1st. Nach dem Filtrieren und
einmaligen Auswaschen mit Petrolither wird das Filtrat auf dem Sandbade
abdestilliert und das Cholesterin nach Zusatz von Alkali ete. wie iiblich be-
stimmt. Da 100 Teile Cholesterinester etwa 56 Teilen Cholesterin entsprechen,
muss man den gefundenen Wert mit 0,56 dividieren, um den Wert fir die
Ester zu finden.

Die Bestimmung der Phosphatide.

Nach der Alkohol-Extraktion werden die Papierstiickchen aus der
Lisung herausgenommen, und nach Zusatz eines Tropfens 4% -iger Natron-
lange sowie eines kleinen (2 x 2 mm grossen) Papierstiickchens wird der
Alkohol im Wasserbade verjagt. Schliesslich wird das Réhrchen mittels der
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Saugpumpe getrocknet. Man setzt nun 1 Troplen 5%iger Schwefelsiure
und 8—10 cem Petrolither hinzu, rithrt mit dem Glasstabe um und filtriert
durch ein trockenes Filter. Der Riickstand wird einmal mit Petrolither
nachgewaschen. Wasser darf nicht auf das Filter gebracht werden. Die
Verseifung der Phosphatide ist notwendig, um ein farbloses Filtrat zu er-
ziclen. Sonst gehen Parbstoffe in den Petrolither iiber, und man erhilt
infolgedessen falsche Resultate. Schliesslich wird der Petrolither aus dem
Sandbade abdestilliert und weiter wie iiblich verfahren. Von dem gefundenen
Werte wird der Wert fiir die Cholesterinester abgezogen (selbstverstindlich
erst nach Umrechnung auf Prozente!l). Die Differenz entspricht dem Gehalt
des Blutes an Phosphatiden und Seifen, als Fettsiuren berechnet. Da eine
Trennung dieser beiden Korper nicht gelungen ist, wird die Differenz
am besten einfach als Phosphatide berechnet. Die Phosphatide machen
nimlich den grissten Teil der Fraktion aus, wiihrend die Seifen-Fettsiiuren
gewihnlich nur in sehr geringer Menge vorhanden sind. Da die Phosphatide
in geringerem Masse als die Fettsiiuren reduzieren, muss man entweder die
Phosphatide als Fettsiinren berechnen oder den erhaltenen Wert durch
Multiplikation mit #/, in Phosphatide nmrechnen. Oft gentigt die Bestimmung
der ganzen Alkoholfraktion allein, da die Ester meistens ziemhch unver-

indert bleithen.

Die Bestimmung des Wassers, bzw. der Trockenmasse.

Fiir diese Bestunmung muss man entweder iiber eine Torsionswage
verfilgen, die das Gewicht mit einer Genauigkeit von 0,1 mg zu schétzen
erlaubt, oder man benutzt — und das st noch besser — eine gewdhnliche
analytische Wage. Ferner bedarf man eines Trockenschrankes fiir Tempe-
raturen bis zu 100° in dem die Papierstiickchen zunichst bis zu konstantem
Gewicht getrocknet werden, woranf man sie im Exsikkator tiber Schwefel-
sinre aufbewahrt. Fir die Bestimmung wird das getrocknete Papier zu-
erst gewogen, mit Blut getriinkt, wieder gewogen, hieranf eine Stunde bei
100° getrocknet, worauf man schliesslich im Exsikkator erkalten lisst. Schon
nach einigen Minuten kann man dann die Schlusswiigung ausfiihren.

Iis 15t klar, dass die Wigefehler bei der ersten und letzten Wigung von
grosster Bedeutung fiir die Ergebnisse sind. Hat man z. B. 100 mg Blut
mit 18 mg Trockenmasse abgewogen, so bedeutet ein Fehler von 0,5 mg ber
der Wiigung des Gesamtblutes nur eine absolute Differenz von 0,19, Trocken-
masse, withrend derselbe Fehler bei der Wiigung des Papiers allemn oder des
Papiers mit der Trockenmasse 0,5%, ausmacht. Schon ein Wigefehler von
0,1 mg bedingt eine absolute Differenz von 0,19, d. h. er lisst 17,9%/, bzw.
18,1%/, Trockenmasse statt des nchtigen Wertes 18%[, finden. Damit also
der Wiigefehler nicht zu gross wird, muss man bei Verwendung der Torsions-
wage [olgende Punkte beriicksichtigen:
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1. Bei der Wigung wird keine Klammer benutzt, sondern das Papier-
stiickchen soll ein rundes Loch besitzen, mit Hilfe dessen es an der Wage auf-
gehidngt werden kann. Beim Trocknen wird es auf einen massiven Stahldraht,
der im Exsikkator Platz finden kann, gehiingt. Dieser Stahldraht ist auf
einer kleinen Holzplatte montiert; statt seiner geniigen anch Stecknadeln auf
Korkplatten.

2. Man verwendet mehr Blut als 100 mg, am besten 150 mg, woliir
man die Papierstiickchen entsprechend grisser wihlt. Andererseits bietet es
keinen Vorteil, noch mehr Blut zu nehmen, da dann das Aufsaugen zu lange
Zeit beansprucht und Wasserverluste durch Verdunstung entstehen kimnen.

8. Aus diesem Grunde ist es auch nitig, dass das Blut schnell und
reichlich aus der Wunde strimt, was iiberdies auch deshalb erforderlich ist,
weil eine unrichtige Mischung von Plasma und Formelementen durch Aus-
pressen hier von grisserer Bedeutung als bei den iibrigen Mikromethoden ist.

4. Man fithre stets Doppelbestimmungen aus.

Unter Beriicksichtigung aller dieser Umstédnde kann man mittels der
Torsionswage genaue Resultate erhalten. Finfacher gestaltet sich jedoch die
Sache, wenn man die etwas mithsamere Wiigung auf der analytischen Wage
ausfiihren will. Das Papierstiickchen wird in einem Wiigegliischen mit Glas-
stopfen ber 100? eine Stunde getrocknet und gewogen. Nach Aufsaugen des
Blutes fiithrt man das Papier sofort in das Wilgfrgii{:inllun iiber, setzt unmittel-
bar darauf den Stopfen auf und wiigt wieder. Da kein Wasser verdunsten
kann, kann man mit der Wigung nach Belieben warten. Schliesslich trocknet
man wieder eine Stunde bei 100% und fithrt die Schlusswiigung aus. Die
Gefahr einer Wasserverdunstung ist anf diese Weise viel geringer als bei
Verwendung der Torsionswage. Benutzt man immer dieselben Wigegliischen,
so ist das Anfangsgewicht ungefiihr bekannt, da die Papierstiickchen, welche
selbstverstiindlich nicht durchlocht zu sein |jrrr;|.u,(,'|‘u_-.||r ||_;|;__||'uf§i.h[‘ das _L':']_L’!jl:ll{‘.
GGewicht besitzen. Die letztere Methode wird im hiesigen Institute vor-
gezogen.

Die Bestimmung der Salizylsinre.
(Von Dr. C. Friderichsen.)

200—600 mg Blut werden durch bootfirmige Papierstiickehen eingesaugt
und deren Gewicht sofort mit IHilfe der Torsionswage festgestellt. Dann
wird das Papierstiickchen in einem Reagenzglas mit zirka 10 cem einer kochend
heissen Ul!]Ul‘ku.[il!lrl"']mlllg, die 1,5 cem 25”;"0-]';;1_2 Salzsiiure pro Liter ent-
hilt, versetzt, worauf man das Gemisch 8 Stunden stehen lisst. Die Chlor-
kaliumlosung wird nun in einen Scheidetrichter iibergefiihrt, das Papier
mit Chlorkaliumlisung und Wasser nachgewaschen, und die gesamte Fliissig-



k&i‘tﬂmnngﬂ viermal mit Ather ausgeschiittelt. Alle Salizylsinre ist nun
in die #dtherische Lisung iibergegangen. Der Ather wird daranf in einem
klemmen Frlenmeyerkolben im Wasserbade bei 84° verdunstet. Scobald aller
Ather verjagt ist, entfernt man den Kolben sofort aus dem Wasserbade, da
es sich gezeigt hat, dass die Salizylsiure sich verfliichtigt, wenn man den
Kolben lingere Zeit bei der angegebenen Temperatur stehen lisst.

Um die letzten Reste der Atherdimpfe aus dem Kolben zu verjagen,
leitet man einen Luftstrom hindurch, dann lést man die Salizylsiurekristalle
in Wasser und verdiinnt je nach der Menge des angewandten Blutes und der
vorhandenen Salizylsiure auf 25-—50 cem. Das im folgenden beschriebene
kolorimetrische Verfahren gibt die genauesten Resultate, wenn die Ver-
dilmnung zwischen 1: 50 000—1 : 100 000 legt. Doch kann man auch bel
Verdiinnungen von 1 : 20 000—1 : 200 000 genaue Ablesungen erzielen. Bei
stiirkerer oder schwiicherer Konzentration ist die Bestimmung sehr unsicher.

Fiir die kolorimetrische Bestimmung werden eine Reihe von Probe-
riohrchen von genau derselben Breite und von gleich dickem Glase, dann
eine 1%-ige Eisenalaunlosung und eine Standardlisung von Salizylsiure (B)
benutzt. Fine 0,01%-ige Natrinmsalizylatlosung, die 0,0862 mg Salizylsiure
pro cem enthilt, eignet sich am besten.

Zuerst wird der ungefihre Balizylsiuregehalt der Losung festgestellt.
Darauf findet die genane Bestimmung statt: 10 cem der unbekannten Salizyl-
siurelosung (A) werden in eins der Proberihrehen abpipettiert und tropfen-
weise mit der Eisenalaunlisung versetzt, bis die violette Farbe an Stirke
nicht mehr zunimmt. Darauf gibt man in ein anderes Reagenzglas 10 cem
Wasser, wozu ebenso viele Tropfen Eisenalaunlisung gesetzt werden, wie ins
erste (Glas. Schliesslich setzt man aus einer Biirette so viele Tropfen der
Standardlosung (B) hinzu, bis die Farbe der beiden Lisungen tibereinstimmt.
Aus den hinzugesetzten ccm Wasser und Salizylsiurelosung wird der unge-
fihre Salizylsiuregehalt von A berechnet, und darauf folgt die endgiiltige
Bestimmung von A. Mittels der Standardlisung B stellt man eine Skala
von T Glisern mit zunehmendem Salizylatgehalt her. Der Unterschied zwi-
schen den einzelnen Proben betrigt 0,005 mg Natriumsalizylat (= /3y com
der Standardlisung). Jedes Glas enthiilt 10 cem Fliissigkeit. Den mittleren
Punkt der Reihe bildet der bei der vorliufizen Bestimmung gefundene Wert.
Darauf pipettiert man von der zur Bestimmung vorliegenden Lisung A 10 cem
ab, setzt zu jedem Glase in Ubereinstimmung mit dem bei der vorliufigen
Bestimmung Gefundenen dieselbe Anzahl Tropfen Eisenalaunlésung hinzu
und vergleicht nun die Probe mut den Glisern der Skala bel aunffallendem
Tageslicht gegen einen weissen Hintergrund. Der Vergleich muss sofort nach
dem Zusatz von Eisenalaun angestellt werden.

Ber diesern Verfahren hilt sich die Farbung zwar eine Zeitlang unver-
andert klar violett, beim Stehen kann sie sich jedoch etwas verindern, wenn
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auch viel weniger als es bei den Versuchen der Fall war, bei denen das Blut
im Soxhlet-Apparat direkt extrahiert wurde, da die Farbe bei so ansgefithrten
Versuchen schnell einen ritlichen Ton annahm.

Die Eisenalaunlésung muss jedesmal frisch bereitet werden, da es sich
cezelgt hat, dass sich die Intensitiit der Farbe beim Stehen veriindert. Ein
arisserer Uberschuss an Siure verhindert das Fintreten der Farbenreaktion
vollstindig.

Die Bestimmung der Albumosen.
(Nach Dr. Wolff.)

Wie oben (8. 28) bemerkt wurde, werden die Albumosen von wvielen
Eiweissreagenzien nicht gefillt. Da andererseits die Phosphormolybdinsiure
alles Eiweiss fiillt, ist man in die Lage versetzt, durch vergleichende Analysen
den Albumosengehalt des Blutes zu bestimmen. Das eigentliche Bluteiweiss
wird nimlich quantitativ auch durch die anderen Fillungsmittel koaguliert.
Von diesen hat sich die Metaphosphorsiure in Form einer 8,5%-igen
Losung am besten bewihrt, da zum Blute zngesetzte Albumosen (und Peptone)
sich beinahe quantitativ (genauer zu etwa 909%) in der Metaphosphorsiure-
lisung wiederfanden. Auch bei Verwendung von Phosphormolybdinsiure
erhiilt man ziemlich genan dieselben Werte bei An- oder Abwesenheit von
Albumosen. Albumosenfreies Blut gibt mit Metaphosphorsiure und Phos-
phormolybdinsiiure identische Werte. Bekanntlich geht die Metaphosphor-
siiure 1n wiisseriger Losung nach und nach in Ortophosphorsiure iiber. Es
hat sich aber gezeigt, dass die Metaphosphorsiurelisung jedenfalls vier Tage
lang unverindert bleibt.

Die Ausfiihrung der Albumosenbestimmung.

Die iibliche Menge Blut wird in Papier eingesaugt und nach Feststellung
thres GGewichts noch ganz feucht mut S—10 cem 3,5%-iger Metaphosphor-
siurelisung versetzt. Verwendet man eingetrocknetes Blut, dann verliuft
die Fxtraktion immer unvollstindig. Das Proberdhrchen wird mit einem
Korkstopfen verschlossen, um zu verhindern, dass die Siiure Ammoniak aus
der Luft absorbiert; dann lisst man es 18—24 Stunden stehen. So sehr
genan kommt es anf die Daner der Extraktion nicht an, doch darf die Probe
nicht 48 Stunden lang mit der Lisung in Beriihrung bleiben. Nun wird
die Losung, wenn nitig nach Filtration, in den Kjeldahlkolben iibergefiihrt
und mit einigen cem destillierten Wassers nachgespiilt. Darauf setzt man
2—38 Tropfen Kupfersulfatlosung und 1 cem Sechwefelsiure hinzu und ver-
fiihrt weiter, wie es oben bei der Mikrokjeldahlbestimmung beschrieben ist.
Eine Parallelprobe wird zur Bestimmung des Reststickstoffes mit Phosphor-
molybdiinsiiurelésung verwendet. Die Differenz zwischen beiden Werten,
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unter Anbringung der sich ans den blinden Versuchen ergebenden Korrek-
turen, entspricht dem Albumosenstickstoff. Da die Stickstoffmenge nur
Hundertstel-Milligramme betriigt, muss man sich des jodometrischen Ver-
fahrens bedienen. Extrahiert man nach der Behandlung mit Phosphormolyb-
dinsiiure das Papier zum zweiten Male mit der Metaphosphorsiurelésung,
so verlinft die Extraktion nicht ganz quantitativ.

Gesamtstickstoff.

Fiir die Bestimmung des Gesamtstickstoffes sowie des Fiweissstickstoffes
geniigen 20—380 mg Blut. Tatsiichlich bekommt man hierdurch noch bessere
Werte als bei Verwendung der iiblichen Mengen von 100—120 mg. Weiter
eignen sich fiir diese Bestimmung ganz diinne Papierstiickchen aus ge-
wihnhichem Filtrierpapier viel besser als die sonst gebriiuchlichen aus
Lischpapier. Die Papiere sind etwa 14 X 22 mm gross und wiegen ungefihr
20 mg. Vor dem Gebrauche werden sie mehrmals mit destilliertern Wasser
ausgezogen, getrocknet und in einer Flasche mit Glasstopfen aufbewahrt.
Nachdem das Blut durch das Papier aufgesogen und gewogen worden ist,
wird es in den 50-cem-Kjeldahlkolben iibergefiihrt, in welchen man vorher
1 cem konzentrierter Schwefelsiure, 1 Tropfen 10%1ger Kupfersulfatlisung
sowie 2 cem 4,5%1ger Permanganatlosung gegeben hat. Infolge der
Anwesenheit des Permanganats wird die organische Substanz sehr rasch
zerstort, Um Stickstoffverluste auszuschliessen, ist jedoch die Permanganat-
menge so gering gewithlt, dass sie allein nicht vollstindig zur Oxydation
ausreicht. Der Rest von Papier und Eiweiss wird durch die Schwefelsiure
zerstirt. Nach der Verbrennung wird der Stickstoff nach der Mikrokjeldahl-
methode wie iiblich bestimmt. In die Vorlage werden 2—4 cem n/200-Schwefel-
siinre gebracht.

resmmteiweiss.

Da der Reststickstoff gegeniiber dem Eiweissstickstoff unter gewdhn-
lichen Verhiiltnissen in nur sehr unbedentender Menge (weniger als 19/,)
vorhanden ist, kann man meistens von dieser Bestimmung absehen. Bei
Reststickstoffretention, besonders bei gleichzeitiger Hydriimie aber kann der
Reststickstoff bis zu 109/ des Gesamtstickstoffs ansmachen. Hier ist infolge-
dessen die Ermittelung beider Arten von Stickstoff nicht zu umgehen. Das
liisst sich aber auch ganz einfach ausfithren, indem man die bluthaltigen
Papierstiickchen am besten nach dem Trocknen an der Luft zuerst mit Phos-
phormolybdiinsiiurelésung mindestens 1 Stunde lang extrahiert und dann
weiter, wie oben beschrieben, verfilirt.
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Albumin und Globulin,
(Nach Dr. R. Fahrius.)

A. Bestimmung beider zusammen. Zu dieser Bestimmung wird
Serum verwendet. Man saugt etwa 150 mg Blut aus der Ohrvene oder
Fingerkuppe in ein U-firmig gebogenes Kapillarrohrchen anf. (Das Kapillar-
ribhrchen fiillt sich mit dem Blut von selbst, wenn es horizontal an die
Wunde gehalten wird.) Nach beendigter Koagulation wird das Riéhrchen
einige Minuten zentrifugiert, wodurch sich das Serum in dem oberen Teil
der beiden Schenkel — etwa 30 mg in jedem — ansammelt. Man bricht
das Rihrchen beiderseits an der Grenze zwischen Serum und Blutkorperchen
ab und blist vorsichtig 25—80 mg Serum auf ein Papierstiickchen von be-
kanntem Gewicht. Dann wird das Gewicht des eingesaugten Serums fest-
gestellt, mit Phosphormolybdinsiiurelisung extrahiert und weiter wie oben
verfahren.

B. Getrennte Bestimmung von Albumin und Globulin. Nach-
dem das Serum in das Papier eingesaugt ist, wird es sogleich, ohne es
vorher zu trocknen, in einem Proberihrchen mit gesiittigter, reiner Mag-
nesiumsulfatlisung versetzt. Man muss darauf achten, dass das Papier nicht
ganz vollstindig vom Serum befeuchtet wird. Nach 24 Stunden — wiihrend
welcher Zeit man das Rihrchen dann und wann gelinde schiittelt — nimmt
man mittels eines mit einem hakenfirmigen Platindraht versehenen
(Glasstabes das Papier herans, spiilt es mit einigen Tropfen gesittigter Mag-
nesiumsulfatlisung — die mit der iibrigen Losung vereinigt werden — ab
und lidsst so weit wie miiglich abtropfen. Die letzten Heste saugt man mittels
Filtrierpapiers, welches man nur vorsichtig von unten mit dem Papier in
Berithrung bringt, ab. Schliesslich wird das Papier in den Kjeldahlkolben,
der vorher mit Schwefelsidure, Kupfersulfat und Permanganat beschickt ist,
tibergefithrt und verbrannt. Ist das Magnesiumsulfat nicht ordentlich ent-
fernt worden, so stisst der Kolbeninhalt bei der Verbrennung. Geringe Spuren
von Salz schaden nichts, Der gefundene Stickstoff, mit 6,25 multipliziert,
entspricht dem Globulin. Dieses Verfahren liefert ebenso gute Werte wie
jede Makromethode.

Das Albumin ist quantitativ in die Magnesiumsulfatlosung iiber-
gegangen. Diese Lisung — etwa 8—10 cem — wird in elnem Zentrifugenrohr
mit der gleichen Menge I'hosphormolybdiinsiurelosung versetzt und zentri-
fugiert. Das Eiweiss haftet nach dem Zentrifugieren fest an dem Boden des
(ilases. Die Losung kann also ohne Verluste von Fiweiss abgegossen werden.
Wenn nitig, wird zur Entfernung des Magnesinmsulfats nochmals Phosphor-
molybdiansiure zugesetzt und die Mischung wieder zentrifugiert. Schliess-
lich lést man den Niederschlag in einigen cem 59/;-iger Natronlange und fiihot
die Lisung quantitativ in den Kjeldahlkolben iiber. Da das Papier hier fehlt,
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1st der Zusatz von Permanganat iiberfliissig. Die Ergebnisse der Albumin-
bestimmung fallen etwas, obwaoh! nicht viel, niedriger aus als nach der Makro-
bestimmung. Sie sind jedoch durchaus brauchbar. Noch bessere Ergebnisse
erhiilt man aber durch Bestimmung des Albumins und Globulins zusammen
und Subtraktion des Globulinrestes von der Summe von beiden. Da diese
Bestimmung auch viel schneller auszufithren ist, verdient sie unzweifelhaft

den Vorzug. 150 mg Blut geniigen fiir beide Bestimmungen.

Fibrinogen, bzw. Fibrin.

Zur Bestimmung des Fibrinogens wird gewishnliches Blut — etwa 50 mg —
und diinnes Papier verwendet. Nach Aufsaugen des Blutes und nach Wiigen
desselben wartet man einige Minuten und extrahiert dann die tibrigen Blut-
bestandteile mit 8—10 cem dusserst verdiinnter Lauge in der Kilte. Wenn
das Papier nach einigen Minuten farblos geworden ist, wird die Lisung ab-
gegossen und das Papier mit Wasser nachgespilt. Dann verbrenni man am
besten das ganze Papier zur Bestimmung des Fibrinstickstoffes. Doch kann
man auch das Fibrin mittels 8—10 cem n/100-Natronlange, unter Erwirmen
anf 30—40% extralieren und das Fxtrakt allein verbrennen.
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