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Yorwort.

Die Bangschen Mikromethoden sind fiir die theoretische und
praktische Medizin von unschiatzbarem Wert gewesen, und noch heute
— beinahe 10 Jahre nach Bangs Tod — sind sie, trotz der nunmehr
grossen Anzahl dhnlicher Methoden von grosster Bedeutung. Es sind
seit dieser Zeit indessen so zahlreiche Verbesserungen der Methoden
bekannt geworden, die es angebracht erscheinen lassen, diese Erfahrungen
kritisch zu sammeln, und in einer neuen Auflage der ,,Mikromethoden‘‘ den
Fachgenossen leichter zuginglich zu machen. Ich habe daher der Auf-
forderung des Herrm Anton Chr. Bang, eine Neubearbeitung dieses
Werkes seines Vaters zu iibernehmen, gern entsprochen und ich habe
dabei die Erfahrungen anderer durch eigene ergénzt.

Im Laboratorium der medizinischen Klinik an der Universitat
Lund wurden unter der Leitung der fritheren Vorstéinde Chefarzt Dr. med.
M. Ljungdahl und Chefarzt Dr. med. L. Brahme viele praktische Ver-
besserangen der Apparatur und Technik der Mikrokjeldahlmethode aus-
gearbeitet, die sie mir zur Verotffentlichung an dieser Stelle iiberlassen
haben. — Auch die Blutzuckermethode ist in der, den letzten Angaben
Bangs sehr nahekommenden Form mitgeteilt, in der sie seit Jahren im
genannten lLaboratorium in tédglichem Gebrauch steht und sich sehr
zuverlassig gezeigt hat. Eine der fritheren Methoden, die Bestimmung
der Alkaleszenz, ist in dieser Auflage nicht wieder beriicksichtigt worden.
Der von Bang gezeigte Weg hat sich als nicht gangbar erwiesen.

Die aus dem Laboratorium Professor J. Bocks in Kopenhagen
stammenden Methoden habe ich personlich nicht eingehender studiert
und, praktisch erprobt. Von den Herren Dr. med. P. Iversen,
Chefarzt Dr. med. Buchholtz und Dr. med. C. Friderichsen, die
entsprechende Methoden ausgearbeitet haben, wurde ich in giitigster
Weise verstandigt, dass an ihren Methoden seit 1918 nichts gedndert
worden ist. Die Anderungen im Text, die sich auf diese Methoden beziehen,
sind daher nur redaktioneller Art. Dasselbe gilt fiir die Methode von
Herrn Dr. med. R. Fahraeus.

Ich habe mich bemiiht, noch ausfiihrlicher als frither Einzelheiten
der Methoden mitzuteilen, denn gerade kleine Einzelheiten und Kunst-
griffe stellen sich bei diesen Methoden oft als sehr wichtig heraus.
Ich habe auch versucht, gewisse Verfahcen noch weitgehender als friiher
zu prazisieren, da es fiir die Genauigkeit der Resultate von grossem
Gewicht ist, dass man die Bestimmungen stets peinlich genau in der
gleichen Weise ausfiihrt. Bei der sprachlichen Durchsicht wurde ich von
Herrn Fil. Lic. J. Heuberger, Upsala, dankenswert unterstiitzt.

Upsala, im Juli 1927. Gunnar Blix.



Ivar Bang.

Am 11. Dezember 1918 starb Ivar Bang in seinem Laboratorium;
am Arbeitstisch beschaftigt, fiel er ohne vorhergehende Krankheit
plotzlich nieder und war in einigen Minuten tot. Er hatte gerade mit
einem Schiilér wissenschaftliche Fragen, eifrig und interessiert wie je,
diskutiert und Pldne fiir die Arbeiten der nichsten Tage besprochen.
Eine Coronarsklerose machte seinem Leben ein Ende.

- Bang war in Gran, Norwegen, 1869 geboren und war also bei seinem
Tode nur 49 Jahre alt. Sein Arztexamen machte er 1895 in Christiania
und wurde in dem gleichen Jahre daselbst als Assistent des physiologischen
Institutes angestellt. Wihrend einiger Monate der Jahre 1896 und 1897
studierte er analytische Chemie bei Fresenius in Wiesbaden und 1897—1899
physiologische Chemie bei Hammarsten in Upsala. 1899 iibersiedelte er
nach Lund als Vorsteher des physiologisch-chemischen Instituts und wurde
dort 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, lasst sich nicht in wenigen Zeilen schildern; vom Hauptséichlichsten
geben jedoch Bangs drei bekannte Monographien: Die Lipoide, der Blut-
zucker und die Mikromethoden beredtes Zeugnis. Ganz besonders die
letztgenannte Arbeit hat Bangs Namen beriihmt gemacht. Diejenigen
Untersuchungen, welche die Grundlage fiir diese Monographien bilden,
haben ja neue, weite Aussichten fiir die Wissenschaft eréffnet und sich
als ausserordentlich erfolgreich fiir die medizinische Klinik erwiesen.

Aber wir, die taglich mit Bang zusammen waren, hofften von ihm
noch viel mehr, und diese unsere Hoffnungen wurden durch seinen Tod
grausam vereitelt.

Wir sahen, wie er wihrend der letzten Jahre, in vielleicht noch
hoherem Grade als frither, von neuen Ideen fiir kommende Untersuchungen
sozusagen iiberquoll und wie er von einer so intensiven Arbeitsfreude
erfiillt war, wie man sie nur selten und bei ganz wenigen Leuten trifft.
Er scheute sich keiner noch so grossen Miihe, um seine wissenschaftlichen
Ziele zu erreichen, man konnte ihm keine Untersuchung vorschlagen,
deren Ausfilhrung ihm zu schwer erschien. Entsprachen die Resultate
den Berechnungen, so war er entziickt, taten sie es nicht, so freute es ihn
bisweilen doch in der Hoffnung, schliesslich noch bemerkenswerteren
Entdeckungen auf die Spur zu kommen.

Diese Eigenschaften Bangs machten das Zusammenarbeiten mit
ihm zu einem grossen Vergniigen, und zweifelsohne bewahren auch alle,
die seine Mitarbeiter oder Schiiler gewesen sind, diese Arbeitszeit in schoner
Erinnerung. Sie war gewiirzt durch angeregte Unterhaltungen iiber wissen-
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schaftliche oder zur Abwechselung auch iiber allgemein interessante Fragen,
bei welchen Bangs originelle Auffassung, seine dialektische Schlagfertigkeit,
sowie seine Neigung zum 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
Antipathien und dazu ein Mann, der den Streit eher liebte als vermied,
hatte er freilich nicht nur Freunde. Diese aber standen ihm um so niher
und vermissen durch sein Hinscheiden nicht nur den hervorragenden
Gelehrten, sondern auch den lieben, treuen Freund mit dem reichen,
warmen Gefiihlsleben.

Lund, Oktober 1919.
J. Forssman.
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Einleitung.

Obwohl keineswegs sdmtliche normal oder pathologisch vor-
kommenden Blutbestandteile nach den hier mitgeteilten Methoden bestimmt
werden konnen — hauptsichlich deshalb, weil viele in zu geringer Menge
im Blute auftreten — sind doch Verfahren fiir so viele — und zwar die
wichtigsten — Komponenten des Blutes ausgearbeitet worden, dass man
von einer allgemeinen Methode zur Untersuchung desselben sprechen
kann. Im folgenden sollen nun Mikromethoden zur Bestimmung der
Chloride, der Jodide, des Zuckers, des Gesamtstickstoffs, des Protein-
stickstoffs, des Reststickstoffs, des Harnstoffs und der Aminosiuren,
des Ammoniaks, des Neutralfettes, des Cholesterins, der Phosphatide und
der Fettsiuren, der Cholesterinester, des Wassers und der Trockenmasse,
sowie der Salizylsdure beschrieben werden. Wahrscheinlich lassen sich
ausserdem noch zur Bestimmung anderer Bestandteile des Blutes, z. B.
von Kalk und Brom, ahnliche Mikromethoden ausarbeiten. Das Verfahren,
welches urspriinglich nur zur Bestimmung von Blutzucker angegeben
wurde, hat sich also recht entwicklungsfihig erwiesen.

Wie bemerkt, sind die Methoden auf das gleiche allgemeine Prinzip
gegriindet worden. KEs besteht darin, dass das Blut durch ein kleines
Stiickchen Loschpapier aufgesaugt wird. Dies Stiickchen Papier dient als
Filter und hilt nach Zusatz eines Losungsmittels alle in dem betreffenden
Losungsmittel unloslichen Blutbestandteile zuriick, die die weitere Be-
stimmung beeintrichtigen kénnten. Man hat also hauptsiachlich 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
die gleiche.

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

I. Das allgemeine Verfahren.

Dasselbe besteht darin, dass man ein paar Tropfen Blut durch ein
kleines gewogenes Stiickchen Loschpapier aufsaugen lasst. Darauf 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 Wigung. 3. 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 haufig iiberfliissig oder ohne Be-
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deutung 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 nachtréglich ihre Bedeutung sicher erkennen.
Auf der anderen Seite bilden diese Einzelheiten organische Bestandteile
des gesamten Verfahrens und fiigen sich so natiirlich in das Ganze ein,
dass man sie bald bei der Ausfiihrung der Bestimmungen ganz automatisch
beachtet. Aus diesem Grunde aber soll man sich bei der Ein-
iibung der Methode peinlich genau an die Vorschriften halten.

a) Das Papier.

Von den iiblichen Handelssorten Filtrierpapier ist keine einzige
brauchbar, weil sie nicht die Fahigkeit haben, das Bluteiweiss quantitativ
zuriickzuhalten. Bei der Behandlung mit dem Losungsmittel trennt sich
etwas Eiweiss von dem Papier, so dass man genotigt ist, die Losung zu
filtrieren. Dagegen ist Loschpapier vorziiglich geeignet!). Beim Aus-
probieren der zuganglichen Sorten Loschpapiere erwiesen sich frither die
schwedischen und deutschen Fabrikate weniger geeignet als einigé englische
Fabrikate. Von ihnen bewihrte sich am besten die Marke E.J.K., bezogen
durch die Aktiengesellschaft Emil Jensen, Kopenhagen. Das einzelne
Blatt dieses Papiers soll im Format 57 x45 mindestens 50 g wiegen ; solche
von geringerem Gewicht sind nicht zu verwenden, da sie zu diinn sind.
Wihrend der letzten Jahre war es schwierig geniigend schwere E.J.K.-
Papiersorten zu erhalten, gewisse schwedische Papiere (von Finpappers-
bruken, Stockholm) lassen sich aber derzeit mit Vorteil anwenden 2).

Jedes Léschpapier enthdlt Verunreinigungen, die bei
den Mikromethoden zu Fehlern Anlass geben koénnen und
deshalb entfernt werden miissen. Die Reinigung des Papiers wird
je nach seiner Verwendung auf verschiedene Weise ausgefiihrt.

Fir die Zuckerbestimmung wird das Papier in Streifen von
26 mm Breite geschnitten und mehrmals erst mit Essigsdure enthaltendem,
dann mit reinem destillierten Wasser von 50—60 ° ausgezogen, um Ver-
unreinigungen zu entfernen, die sonst bei der Bestimmung Jod verbrauchen
wiirden. In jeder der beiden Waschfliissigkeiten verbleibt das Papier
mehrere Stunden, wihrend welcher Zeit ofter umgeriihrt und dafiir gesorgt
wird, dass die Blatter nicht zusammenkleben; dann wird das Papier bei

1) Doch haftet defibriniertes und dekalziniertes Blut weniger fest an Léschpapier.
2) Fertig gereinigte Papiere von vorgeschriebener Grosse kénnen von der
Firma R. Grave, Stockholm, bezogen werden.
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Zimmertemperatur getrocknet, in Stiicke von 16 X 26 mm Grosse zer-
schnitten und in Schachteln oder in Gefidssen unter Glasverschluss auf-
bewahrt.

Fiir Stickstoffbestimmungen wird das Papier zunichst in der-
selben Weise behandelt. Nachdem es aber zerschnitten ist, wird es mit
Wasser so lange gewaschen, bis eine Probe des Papiers mit etwa 10 com
Wasser versetzt, mit Nesslers Reagenz keine Reaktion mehr gibt. Nun
giesst man das Wasser ab, trocknet das Papier an der Luft und bewahrt
es,vor Luft geschiitzt, in Gefdssen oder Schachteln auf. Fiir Ammoniak-
bestimmungen muss das Papier besonders sorgfiltig gereinigt werden.

Fir Fettbestimmungen darf nur entfettetes Papier verwendet
werden. Die 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 Zuckerbe-
stimmung verwendet werden.

b) Wage und Wiigung.

Vor dem Gebrauch wird
das Papierstiickchen zunéchst
gewogen. Dazu kann man
zwar eine gewohnliche ana-
lytische Wage benutzen. Viel
schneller und bequemer fiihrt
man aber die Wigung mit
einer Torsionswage (von

Hartmann und Braun,
Frankfurt a.M.) aus (Abb. 1).

Nur fiir die Bestimmung
des Wassers bzw. der Trocken-
substanz hat sich die ana-
lytische Wage besser bewihrt
(s. unten S.16). Das Papier-
stiickchen wird mittels einer
kleinen Klammer aus Messing
oder Stahl (Abb. 2) an dem
Wagebalken aufgehangt. Eine
solche Klammer liegt den
Schachteln mit Papierstiick-
chen bei und ist auch einzeln
kéuflich. Man kann die Abb. 1.
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Klammern iibrigens sehr leicht selbst herstellen. Im allgemeinen diirfen
sie nicht iiber etwa 150 mg wiegen?!).

Abb. 2.

Der Arretierhebel (h) wird auf , Frei“ und hierauf der Zeiger (b)
mittels des Einstellhebels (d) auf den Nullpunkt eingestellt. Der Skalen-
zeiger (c) gibt dann das Gewicht des Papierstiickchen in Milligramm und
Zehntelmilligrammen an. Die ganze Wagung lasst sich in etwa 2—3
Sekunden ausfithren. Es gibt mehrere Ausfiilhrungsformen der Torsions-
wage. Die derzeit gebrauchlichste ist in Abb. 1 abgebildet. Es ist dies
eine Wage mit einem Messbereich bis 500 mg mit Messerzeiger und Spiegel-
skala. Wagen mit zwei Messbereichen von 250 und 500 mg haben den
Vorzug doppelter Empfindlichkeit, werden aber wegen der Gefahr, ver-
sehentlich Ablesungen an der falschen Skala zu machen, weniger verwendet.

ZweckmiBiger und fast ebenso empfindlich wie eine Wage mit zwei
Messbereichen ist eine Wage mit unterdriickten Anfangswerten der Skala,
bei welcher der Messbereich nur von 200—500 mg reicht, auf der also
Objekte von weniger als 200 mg nicht gewogen werden konnen. Dies
wird dadurch erreicht, dass der Feder eine solche Vorspannung erteilt
wird, dass der Wagebalken erst bei einer Belastung von 200 mg auf Null
einspielt. Zur Prifung der Nullstellung ist daher ein Normalgewicht von
200 mg erforderlich, das der Wage beigegeben wird. Die grossere Empfind-
lichkeit dieser Wagen kommt dadurch zustande, dass der volle Skalen-
bogen von etwa 200° fiir einen Bereich von 500 — 200 = 300 mg ausgenutzt
wird, so dass sich fiir 1 mg ein Ausschlag von etwa 500" 2/, Bogengraden
ergibt, wiahrend bei der normalen Wage der gleiche Skalenbogen fiir einen
Bereich von 500 mg ausreichen muss, was fiir 1 mg einen Ausschlag von
200

500 = %/s Bogengraden, d. h. nur 609, der obigen Empfindlichkeit ergibt.

1) An Stelle der Klammern haben Hartmann & Braun ein Drahtgestell
(Abb. 3) ausgebildet, das sich gut bewihrt hat und von der genannten Firma
bezogen werden kann.
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Die Wage mit zwei Messbereichen ist im iibrigen nichts anderes als die
mit unterdriickten Anfangswerten, nur mit dem Unterschied, dass die
ganze untere Halfte der Skala unterdriickt ist, und der eigentliche Mess-
bereich nur mehr von 200—500 mg reicht. Um nun auch unterhalb 200 mg
wigen zu konnen, ist das oben erwdhnte Normalgewicht zur Kontrolle
des Nullpunkts so ausgebildet, dass es seinerseits wieder als Haken zum
Anhéngen einer Last benutzt werden kann. Man wigt also kleinere Lasten
als 200 mg stets gemeinsam mit dem Normalgewicht und miisste den
Betrag des letzteren von dem abgelesenen Gewicht abziehen, wenn nicht
die Wage gleich mit einer zweiten Teilung versehen wire, in der diese
Rechnung bereits ausgefiihrt ist.

Will man eine Universalwage haben, die fir alle Bestimmungen
brauchbar ist, so soll man eine solche mit dem Messbereich von 0—1000 mg
wihlen. Sonst ist fiir die Bestimmung von Zucker, Chlor und Reststickstoff
die Wage mit dem Messbereich von 0—500 oder besser von 200—500 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, so muss man vor ihrer Benutzung priifen, ob sich der Nullpunkt
nicht veridndert hat, und muss gegebenenfalls die Wage neu einstellen?).

¢) Die Blutentnahme.

Nach der Wagung des Papiers wird dasselbe mit Blut getrinkt und
dann sofort wieder gewogen. Hierbei macht sich der Vorteil der Torsions-
wage, die ausserordentlich rasche Ausfiihrbarkeit der Wiagung geltend,
da infolge derselben kein in Betracht kommender Gewichtsverlust durch
Abdunstung eintreten kann. Man entnimmt das Blut bei, Kaninchen,
Hunden, Katzen und Meerschweinschen aus einer Ohrvene, beim Menschen
aus der Fingerbeere oder dem Ohr. Durch leises Streichen wird das Blut
herausgedriickt und gleich in das Papier eingesaugt. Starker Druck ist
unbedingt zu vermeiden, weil dabei auch Gewebefliissigkeit austreten
wiirde; bei zu heftigem Driicken erhalt 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 gedffnet wird, etwas frottiert. Bluten Kaninchen

!) Besonders wegen der verhiltnismiBigen Kostspieligkeit der Torsionswage
ist von verschiedenen Forschern bei einigen Methoden ein volumetrisches Ab-
messen des Blutes vorgezogen worden. Niahere Angaben hieriiber werden bei den
Beschreibungen der einzelnen Methoden gegeben.
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schlecht, so kann man auch durch Bepinseln der Ohren mit Xylol oder
Benzol eine starke Hyperdmie erzeugen. Allerdings werden die Ohren
spater andmisch und bluten dann noch schlechter. Eine zweite Behandlung
hilft in den meisten Fallen nichts. Hunde bluten meistens gut. Ebenso
auch Katzen und Meerschweinchen, letztere trotz der kleinen Ohren.

Es ist wichtig, das Aufsaugen und die nachfolgende Wégung des
Blutes so schnell wie moglich vorzunehmen, weil das aufgesaugte Blut
durch Verdunstung fortwiahrend Wasser verliert. Bei Zimmertemperatur
betrigt der Verlust ca. 0,5 mg in 1 Minute. Direktes Sonnenlicht bewirkt
grossere Verluste und ist deshalb unbedingt zu vermeiden. Ein betricht-
licher Wasserverlust entsteht auch, wenn das mit Blut getrankte Papier
bis zur Wage eine Strecke getragen wird. Am besten wird die Blutentnahme
ganz in der Nahe derselben ausgefiihrt.

Ein sehr hiufig vorkommender Versuchsfehler ist der, dass das
Papier ganz mit Blut durchtrankt wird, weil man durch Verwendung
der grosstmoglichen Blutmenge den Multiplikationsfehler zu verringern
sucht. Man begeht aber hierdurch einen anderen um so grosseren Fehler.
Denn erstens haftet das Eiweiss schlechter an dem Papier. Zweitens
— und dies ist noch viel wichtiger — erfolgt die Diffusion der Extrak-
tivstoffe bedeutend langsamer, wenn das Papier von einer
mehr oder weniger dicken Kruste von Eiweiss umgeben ist.
Selbst 24 Stunden geniigen dann nicht fir eine Extraktion,
die sonst im Verlaufe von 10—30 Minuten beendigt wére.
Ja, die Erfahrung hat gelehrt, dass man unter Umstidnden
iiberhaupt keine quantitative Extraktion erzielen kann.
Mehr als 120mg oder hoéchstens 130 mg Blut diirfen nicht
eingesaugt werden. Wiinscht man mehr Blut fiir die Analyse
anzuwenden, so muss man ein entsprechend grosseres Papier-
stiickchen nehmen. Man lisst also nur so viel Blut durch das Papier
aufsaugen, dass etwa 8/,, bis hochstens ?/,, des letzteren damit getrinkt 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 bestimmende Bestandteil in grosser Menge vorhanden ist, wird es sich
empfehlen, bis auf 50 mg Blut herabzugehen (bei Koma, Urdmie und
Ikterus fiir Zucker, Reststickstoff- und- Lipoidbestimmungen).

d) Nachbehandlung.

Nach der Wigung wird das bluthaltige Papier in ein Probershrchen
iibergefiihrt und mit der Losung eines entsprechenden, je nach den ver-
schiedenen Bestimmungen wechselnden Reagenzes versetzt. Nur bei der
Bestimmung der Lipoide (sowie des Wassers) wird das Papier zuerst
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getrocknet. Sonst empfiehlt es sich in allen Fallen nicht so lange zu warten
bis das Papier vollig trocken wird. Die Erfahrung hat namlich gelehrt, dass
dann die Diffusion wesentlich langsamer erfolgt, auch haftet das Eiweiss
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 Probe-
rohrchen iiber. Von der Lésung setzt man immer so viel zu, dass sie das
Papier wenigstens vollstandig bedeckt. Je mehr die Losung das Papier
iiberragt, um so sicherer ist man, dass sich keine Eiweiflspuren loslosen.
Da man gewohnlich nur 7—10 cem Losung verwenden soll, empfiehlt.
es sich also, recht enge Proberthrchen zu verwenden. Das Papier soll
bis zum Boden hinuntergleiten. Wenn das Papier die obere Fliissigkeits-
schicht beriihrt, erhidlt man immer unrichtige Werte.

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

Es sei noch bemerkt, dass die Extraktion nicht linger dauern darf,
als in den einzelnen Vorschriften angegeben ist.

An dieser Stelle soll zuletzt noch ein Sachverhalt besprochen werden,
der sowohl in der Mikrokjeldahlmethode als in den Blutzucker- und Blut-
lipoidemethoden von Bedeutung ist, der aber, wie es scheint, nicht immer
beachtet wird.

Die titrimetrische Bestimmung wird in den genahnten Methoden
in grundsétzlich gleicher Art ausgefiihrt. Eine bestimmte Menge (gewohnlich
1 oder 2 cem) einer Titrierfliissigkeit A wird abgemessen. Ein Teil dieser-
Titrierflissigkeit wird von dem zu analysierenden Stoffe verbraucht;
der Uberschuss von A wird durch eine zweite Titrierflissigkeit B, die
von derselben Normalitit als A ist, ermittelt. Selbstverstindlich muss.
die Genauigkeit, mit welcher A abgemessen wird, von Bedeutung fiir
die Genauigkeit der Analysenresultate sein. Man muss sich aber dariiber
im klaren sein, in welcher Hinsicht diese Volumsbestimmung genau
sein muss.

Bei den genannten Methoden wird auch von den Reagenzien immer
eine kleine Menge von A verbraucht. Darum gehért zu jeder Blutanalyse
ein Blindversuch. Angenommen: accm von A sind abzumessen; in dem
Blindversuche werden x cem von B, in der Blutanalyse y ccm von B ver-
braucht. Von dem zu analysierenden Stoffe sind daher (a—y)—(a—x) ccm
oder x—y ccm von A verbraucht worden. Praktische Konsequenz: Es ist.
gleichgiiltig, ob wir die exakte Grosse von a kennen oder nicht. Wenn es.
z. B. vorgeschrieben ist 2 cem von A abzumessen (a =2), so ist es folglich
ganz iiberfliissig eine genau kalibrierte Pipette (oder Biirétte) bei diesem
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Abmessen zu verwenden, denn es bedeutet fiir das Resultat nichts, falls a in
der Tat gleich z. B. 1,90 oder 2,10 statt gleich 2,00 ist. Dagegen ist es
offenbar von grosstem Gewicht, dass a im Blindversuche und in der Blut-
analyse genau denselben Wert hat, d. h., dass von der Titrierfliissig-
keit A in der Blindprobe und in der Blutanalyse exakt die-
selbe Menge abgemessen wird. — Daher muss erstens natiirlich bei
der Blindprobe und der Blutanalyse dieselbe Pipette benutzt werden,
zweitens muss diese Pipette tadellos rein sein (an ihre Wandung darf keine
Spur von Fett anhaften), drittens muss die Pipette in der Blindprobe und
in der Blutanalyse in dergleichen Weise entleert werden. Am besten lasst
man die Pipette in eine von der Lotrechten ein wenig abweichender
Haltung auslaufen, wobei man die Auslaufsspitze dauernd die Wand
beriithren lisst. Man lasst die Pipette in dieser Lage 10 Sekunden nach dem
Ablaufen verbleiben und entfernt sie dann ohne auszublasen. — Eine
Nichtbeobachtung dieser VorsichtsmafBregeln kann ziemlich bedeutende
Fehler veranlassen.

II. Die Bestimmung des Wassers, bzw. der Trockenmasse.

Fiir diese Bestimmung muss may entweder iiber eine Torsionswage
verfiigen, die das Gewicht mit einer Genauigkeit von 0,1 mg zu schitzen
erlaubt; oder man benutzt — und das ist noch besser — eine gewshnliche
analytische Wage. Ferner bedarf man eines Trockenschrankes fiir Tem-
peraturen bis zu-100°, in dem die Papierstiickchen zunidchst bis zu kon-
stantem Gewicht getrocknet werden, worauf man sie im Exsikkator iiber
Schwefelsaure aufbewahrt. Fir die Bestimmung wird das getrocknete
Papier zuerst gewogen, mit Blut getrankt, wieder gewogen, hierauf eine
Stunde bei 100° getrocknet, worauf man schliesslich im Exsikkator erkalten
lasst. Schon nach einigen Minuten kann man dann die Schlusswigung
ausfiihren,

Es ist klar, dass die Wagefehler besonders 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 bei der Wiagung des Gesamtblutes nur eine absolute Differenz
von etwa 0,1 9, Trockenmasse, wahrend derselbe Fehler bei der Wagung des
Papiers allein oder des Papiers mit der Trockenmasse 0,59%, ausmacht.
Schon ein Wagefehler von 0,1 mg bedingt eine absolute Differenz von
0,1%, d. h. er lisst 17,99, bzw. 18,19, Trockenmasse statt des richtigen
Wertes 18 9%, finden. Damit also der Wagefehler nicht zu gross wird, muss
man bei der Verwendung der Torsionswage folgende Punkte beriicksichtigen :

1. Bei der Wagung wird keine Klammer benutzt, sondern das Papier-
stiickchen soll ein rundes Loch besitzen, mit Hilfe dessen es an den Wage-
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balken oder beim Trocknen an einen Stahldraht oder einen feinen Glas-
stab gehangt wird.

2. Da die getrockneten Papiere sehr hygroskopisch sind, andererseits
Wasser schnell von dem aufgesaugten Blute verdunstet, muss natiirlich
moglichst schnell gewogen werden und die Wagung immer die gleiche
Zeit in Anspruch nehmen.

3. Man verwendet mehr Blut als 100 mg, am besten 150 mg. Anderer-
seits bietet es keinen Vorteil, noch mehr Blut zu nehmen, da dann das
Aufsaugen zu lange Zeit beansprucht und Wasserverluste durch Ver-
dunstung entstehen konnen.

4. Aus diesem Grunde ist es auch notig, dass das Blut schnell und
reichlich aus der Wunde stromt, was iiberdies auch deshalb erforderlich
ist, weil eine unrichtige Mischung von Plasma und Formelementen durch
Aufpressen hier von grosserer Bedeutung ist als bei den iibrigen Mikro-
methoden.

5. Man fiihre stets Doppelbestimmungen aus.

Unter Beriicksichtigung aller dieser Umstdnde kann man mittels der
Torsionswage genaue Resultate erhalten. Einfacher gestaltet sich jedoch
die Sache, wenn man die etwas miithsamere Wigung auf der analytischen
Wage ausfithren will. Das Papierstiickchen wird in einem Wageglischen
mit Glasstopfen bei 1000 eine Stunde getrocknet und gewogen. Nach Auf-
saugen des Blutes fithrt man das Papier sofort in das Wageglaschen tber,
setzt sogleich den Stopfen auf und wigt wieder. Da kein Wasser ver-
dunsten kann, darf man mit der Wagung nach Belieben warten. Schliesslich
trocknet man wieder eine Stunde bei 100° und fiihrt die Schlusswigung aus.
Die Gefahr einer Wasserverdunstung, bzw. einer Wasseraufnahme ist auf
diese Weise viel geringer als bei Verwendung der Torsionswage. Benutzt
man immer dieselben Wigeglischen, so ist das Anfangsgewicht ungefihr
bekannt, da die Papierstiickchen (welche selbstverstindlich nicht durch-
locht zu sein brauchen), ungefahr das gleiche Gewicht besitzen.

III. Die Bestimmung der Chloride.

Die Methode beruht auf der Tatsache, dass der Farbenumschlag bei
Titration einer alkoholischen Chloridldsung mit Silberlosung und Kalium-
chromat als Indikator viel schérfer ist als bei der Titration einer wésserigen
Chloridlésung. Eine alkoholische Chloridlosung lasst sich ganz scharf noch
mit einer n/100-Silbernitratlosung titrieren.

Alkohol ist weiter fiir den Gebrauch bei der Mikromethode ein aus-

gezeichnetes Losungsmittel fiir die Chloride des Blutes aus dem Grunde,

weil durch denselben die Reaktion stérende Verbindungen, unter denen
Bang, Blutuntersuchung. 6. A. 2
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namentlich die Eiweisskorper in Betracht kdmen, gar nicht oder nur in
sehr geringen, fiir die Resultate belanglosen, Mengen gelost werden. Aller-
dings ist das Losungsvermogen des Alkohols fiir Kochsalz nicht gross,
aber reichlich geniigend fiir die bei der Mikrobestimmung in Frage
kommenden Mengen. Ein 929%iger Alkohol hat sich erfahrungsgemiB als
der geeignetste erwiesen. Eine Extraktionszeit von 5 Stunden geniigt,
wenn das Blut noch feucht mit Alkohol versetzt wird. An der Luft getrock-
netes Blut erfordert jedoch 24 Stunden fiir die Extraktion. Man lisst also
das Blut am besten nicht eintrocknen. In diesem Falle kann man aber das
bluthaltige Papier ohne Schaden auch viel linger im Alkohol verweilen
lassen.

Die Austiihrung der Bestimmung.

Nach Wagung des mit Blut getrankten Papiers wird dasselbe, nachdem
das Blut vollstandig angesaugt worden ist, d. h. nach etwa 5 Minuten, in ein
Probershrchen mit einem Durchmesser von 17—18 mm iibergefiihrt und mit
8 ccm 929%igem Alkohol versetzt. Die Tliissigkeit steht dann einige mm
iiber dem Papier. Nach wenigstens 5 Stunden wird der Alkohol in ein
kleines Spitzglas, welches sich besser eignet als ein Becherglas, iiber-
gefithrt und das Papier mit 3 cem Alkohol nachgewaschen. Die Wasch-
fliissigkeit wird mit dem ersten Abguss vereinigt. Inzwischen hat man
n/100-Silbernitratlosung in eine Mikrobiirette nach Bang (Abb. 4) ge-
bracht?). Die Héhne der Biirette diirfen nicht eingefettet werden ; die Biiretten
sind haufig mit Chromsédure-Schwefelsidure-Mischung zu reinigen. Mit
einer Pipette fiigt man nun zu der alkoholischen Losung 0,02 cem gesittigter
oder 79%jiger Kaliumchromatlosung als Indikator hinzu und titriert, indem
man vorsichtig die ganze Zeit mit einem diinnen, etwa 2 mm starken
Glasstabe die Flissigkeit umriihrt, bis ein Umschlag in lichtbraun eintritt.
Nur eines darf hierbei nicht befremden. Beim Zusatz des Chromates zum
Alkohol fallt es als gelber Niederschlag aus und der Alkohol selbst bleibt
farblos. Nach und nach aber wird infolge des Zusatzes der MafBfliissigkeit
der Alkohol so wasserhaltig, dass etwas Chromat in Losung geht und die
Fliissigkeit demzufolge gelb gefarbt wird, und zwar um so stérker, je mehr
Losung zugesetzt wird. Diese rein kanariengelbe Farbe, die wegen des
gebildeten kolloidalen Silberchlorids opalisiert, kann aber bei guter Be-
leuchtung nicht mit der lichtbraunen Farbung des Umschlagspunktes

1) In letzter Zeit sind mehrere andere Typen der Mikrobiirette als die in
Abb. 4 abgebildete vorgeschlagen worden. Wenigstens bei gewissen Methoden ist
es sehr vorteilhaft, die Mikrobiirette direkt auf dem Behilter der Titrierlssung
montiert zu haben; man kann auch die B angsche Mikrobiirette nur so &ndern,
dass man den Behilter (b) wegldsst, das Rohr (a) umbiegt und es nahe am Boden
einer mit der Titrierfliissigkeit gefiillten Flasche miinden lésst. In diesen Féllen
werden die Biiretten durch Einsaugen der Losungen gefiillt.
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verwechselt werden. Die Titration erfordert also unbedingt gutes Licht,
Tageslicht ist jeder kiinstlichen Beleuchtung vorzuziehen.

Von den verbrauchten Kubikzentimetern
zieht man so viel ab, als im Blindversuch, welcher
immer angestellt werden muss, verbraucht wurde.
Diese. Menge betrigt gewohnlich 0,03—0,05 ccm.
Die Differenz zwischen Blutanalyse und Blind-
probe, mit 0,585 multipliziert, entspricht der
Menge des in der angewandten Substanz vor-
handenen Kochsalzes in Milligrammen.

Die einzige technische Schwierigkeit der
Methode liegt in der Erkennung des Umschlages.
— Am einfachsten ist es, nur bis zum ersten
Auftreten eines briunlichen Stiches in der hell-
gelben Fliissigkeit zu titrieren. Der Umschlag
ist dann wunter Verwendung der oben vor-
geschriebenen kleinen Indikatormenge beim Zu-
satz von weiteren 0,02 ccm Silberlosung deutlich,
ja bei einiger Ubung sogar nach 0,01 ccm Silber-
losung zu erkennen. Man kann aber auch so
verfahren, dass man auf eine bestimmte gelb-
braune Farbentiefe titriert. @ Christoffersen
(Ugeskrift for Laeger, Vol. 83, 1921) hat das
folgende Verfahren vorgeschlagen. Die Blind-
proben werden mit einer 0,5ccm n/100-NaCl |
entsprechenden NaCl-Menge versetzt. Man !
titriert, bis der Umschlag erkennbar ist und
setzt noch weitere 0,03—0,05 ccm zu bis die
Fliissigkeit eine hell gelb-braune Farbe annimmt.
In den Blutanalysen wird auf denselben Farben-
ton titriert. (Durch den NaCl-Zusatz wird eine bessere Ubereinstimmung
der Farbennuancen der Blindproben und der Blutanalysen erreicht.)
Bei der Berechnung muss dann die Menge n/100-AgNO,;, die iiber
0,6 com zugesetzt worden ist, von der bei den Blutanalysen ver-
brauchten Menge der Silberlosung subtrahiert werden. Bei diesem
Verfahren ist weiter zu bemerken, dass die Farbe der Blindanalysen
beim Stehen am Tageslicht bald dunkler wird. Sie miissen daher
ausser eben im Augenblicke der Farbenvergleichung vor dem Tageslicht
geschiitzt werden. Aus demselben Grunde kann eine Blindanalyse
hochstens fiir zehn nacheinander vorgenommenen Analysen als Vergleichs-
losung gebraucht werden. (K. O. Moller, Diss. Kopenhagen 1926.)

Die folgende kiirzlich von Nitschke (Biochem. Zeitschr. Bd. 159,
S. 489, 1925) angegebene Modifikation leistet auch gute Dienste und besitzt

2*
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den Vorteil, in viel kiirzerer Zeit als die urspriingliche Methode durch-
gefithrt werden zu konnen.

In ein unten breites Zentrifugierglischen bringt man 0,3 ccm destil-
liertes Wasser, saugt dann mit einer geeichten Pipette 0,10 ccm Blut oder
Serum auf, blast diese langsam in das Zentrifugiergldschen ein und spiilt
die Pipette zweimal mit 0,1 ccm destillierten Wasser nach. — Zum Serum-
gemisch fiigt man kubikzentimeterweise 6 ccm absoluten Alkohol und
schiittelt jedesmal kriftig um. — Bei der Bestimmung im Blute lisst man
das Blut zunachst hamolysieren und spiilt dann, bevor Gerinnung eintritt,
6 ccm absoluten Alkohols der Wand entlang kriftig in das Glas und
schiittelp. Darauf wird 3—5 Minuten kraftig zentrifugiert, die iiber-
stehende klare Losung kann im gleichen Zentrifugierglas mit n/100-AgNO,
titriert werden. — Bei Blutanalysen ist es jedoch vorzuziehen, die klare
Losung vom Zentrifugierglas in ein Spitzglas iiberzufiithren, wobei zweimal
mit je 2 ccm absolutem Alkohol nachgewaschen werden soll. Eine Blind-
probe ist entgegen der Angabe Nitschkes auch bei diesem Verfahren
unerlisslich. — Die mit dieser Modifikation erhaltenen Werte liegen regel-
miBig ein wenig hoher als die mit der Originalmethode gewonnenen.

IV. Die Bestimmung der Jodide
(nach Dr. J. Buchholtz).

Fiir diese Bestimmung wird etwas mehr Blut in Arbeit genommen.
Es werden dementsprechend etwas grossere Stiicke Loschpapier von recht-
winkeliger Form (3 X 4 cm) angewandt. Ihr Gewicht betrigt etwa 250mg.
Sie werden der Lange nach zusammengefaltet, an beiden Enden mit einem
diinnen Seidenfaden durch einen einzigen Stich zusammengeheftet und
dann aufgebogen, so dass das ganze Stiick die Gestalt eines Bootes erhilt;
es darf nur so gross sein, dass es leicht in ein Reagenzglas von gewohnlicher
Form hinabgelassen werden kann, kann aber trotzdem 600—700 mg Blut
aufsaugen. Die Wigung des Papiers vor und nach dem Aufsaugen des
Blutes geschieht auf einer Torsionswage mit einem Messbereich bis 1000 mg.
Nach Zusatz einer Salzlosung diffundieren die Jodide aus dem Papier.
Sie werden durch Permanganat in Jodséaure iibergefiihrt, welche mit Jod-
kalium die 6-fache Jodmenge in Freiheit setzt.

Die Ausfiihrung der Bestimmung.

Nach der Wagung wird das bluthaltige Papier in ein reines, trockenes
Proberohrchen iibergefiihrt und mit etwa 15cecm kochender, 209 iger
Kaliumchloridlosung, die durch Zusatz von 15cecm 25%jiger Salzsiure
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pro Liter angesduert worden ist, iibergossen. Dadurch koaguliert das Blut
auf dem Papier, wihrend die Fliissigkeit klar bleibt; einzelne losgerissene
Flocken von koaguliertem Eiweiss stéren die weitere Analyse nicht. Nach
einigen- Stunden sind die im Blut vorhandenen Jodide in die Losung
diffundiert. Man bringt hierauf die Losung in einen 100 ccm-Erlenmeyer-
kolben, spiilt das Proberohrchen einmal mit kochendem Wasser nach und
versetzt mit 2ccm 2 n-Kalilauge, einigen Kristallen Permanganat und
wenig Wasser. Nachdem man nun erhitzt und 1 Minute im Sieden erhalten
hat, sind die Jodide quantitativ in Jodat iibergefithrt nach der Gleichung:
KJ 4+ 2 KMnO, + H,0 =KJO; + 2 MnO, + 2 KOH.
Dann wird tropfenweise Alkohol zugesetzt, wodurch das iiberschiissige
Permanganat 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 wischt zweimal mit heissem
Wasser nach. Um ein vollstindig klares Filtrat zu erhalten, ist es notwendig,
ein dichtes Filter zu benutzen. Ausser den Jodiden enthilt das Filtrat u. a.
Nitrite, die durch Oxydation stickstoffhaltiger Bestandteile des Blutes
gebildet sind. Sie miissen unbedingt entfernt werden, da sie die folgende
Titration beeinflussen. Dies erzielt man durch Zusatz von 10 ccm Essig-
sjure und etwa 1g Chlorammonium. Durch 5 Minuten langes Kochen
werden die Nitrite in Wasser und Stickstoff zerlegt.

Nach dem Erkalten der Fliissigkeit werden einige Tropfen 59%ige
Kaliumjodidlgsung zugesetzt und mit Salzsdure angesduert. Es wird dann
eine der Jodatmenge entsprechende Jodmenge freigemacht, die also 6mal
so gross ist als der urspriingliche Jodgehalt der Blutprobe und die nach
Zusatz einiger Tropfen Stirkelosung durch Titration mit n/250-Thiosulfat-
losung!) ermittelt wird.

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

V. Die Mikrokjeldahlmethode.

Die Bestimmung siamtlicher stickstoffhaltiger Bestandteile des Blutes
geschieht durch Verwendung einer Mikrokjeldahlmethode, welche Resultate
mit einer Genauigkeit von etwa 0,002—0,003 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 oder azidimetrisch bestimmt wird.

1) Oder auch n/100-—n/200 Thiosulfatlésung.
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a) Reagenzien und Apparate.

1. Konzentrierte Schwefelsiure. Die zur Oxydation erforder-
liche Schwefelsiure soll rein sein. Sie enthilt dann nur sehr wenig
Ammoniak. Beim Stehen kann sie aber viel Ammoniak aus der Luft auf-
nehmen und unbrauchbar werden. Am besten fiillt man aus der Vorrats-
flasche (immer mit Glasstopfen!) etwa 100 ccm in eine kleinere Flasche
(ebenfalls mit Glasstopfen) und entnimmt dieser bei Bedarf die fiir jede
Bestimmung erforderliche Menge mittels einer reinen Pipette.

2. 10%ige Kupfersulfatlosung, die als Katalysator bei der
Verbrennung verwendet wird. (Ein Zusatz von Kaliumsulfat als Katalysator
ist tberfliissig und aus dem Grunde nicht ratsam, weil es schwierig ist,
dasselbe ammoniakfrei zu bekommen.)

3. Gesdttigte Natronlauge. Diese stellt man sich durch Auf-
losen von festem Natriumhydroxyd in Wasser (am besten in einem Porzellan-
becher) dar, wobei man das Atznatron nach und nach zusetzt. Hierbei darf
nur miflige Erwirmung stattfinden und man muss ofter mit einem Glas-
stabe umriihren, damit das Natron nicht festbackt. Sobald kein Natron
mehr in Losung geht, wird die dickfliissige Lauge, die viel ungelostes
Natriumkarbonat (das in gesattigter Lauge unloslich ist) enthélt, durch ein
Asbestfilter abgesaugt und das klare Filtrat in einer Flasche mit Gummi-
stopfen aufbewahrt. Absolut notwendig ist diese Trennung jedoch nicht,
man kann auch das Karbonal absitzen lassen und die verhiltnismaBig
karbonatfreie Lauge einfach abdekantieren. Das Natriumhydroxyd-
priaparat muss rein sein.

Fiir die jodometrische Titration:

4. Jodat-Schwefelsduremischung. Diese wird hergestellt, indem
man 5,00 ccm N/10 H,SO, und 20,00 ccm N/10 KJO, in einen 100 ccm-
Messkolben bringt und Wasser bis zur Marke auffiillt. Die Losung wird
also N/200 in bezug auf Schwefelsdure. Das Jodat muss vollstandig neutral
reagieren.

5. 5%ige Jodkaliumlosung. Die Losung darf auch nach mehr-
tagigem Stehen nicht die geringste Gelbfarbung zeigen.

6. N/200 Na-Thiosulfatlésung. Wenn man diese Losung vor-
ratig halten will, verdiinnt man 50 cem N/10 Thiosulfatlosung mit aus-
gekochtem und durch ein Natronkalkrohr vor der Luftkohlensiure ge-
schiitztem Wasser auf 1 Liter, setzt den Stopfen auf und schiittelt um.
Inzwischen hat man eine braune 1-Literflasche mit einem doppelt durch-
bohrten Stopfen versehen, die ein Natronkalkrohr und ein diinnes, bis zum
Boden der Flasche reichendes Glasrohr tragt, welches oben umgebogen und
luftdicht mit einer in 1/,, ccm geteilten 10 ccm-Biirette verbunden ist.
Die Biirette ist zum Schutz vor der Aussenluft gleichfalls mit einem Natron-
kalkrohr versehen. Dieses zweite Natronkalkrohr trigt einen Gummi-
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schlauch, durch den man die Thiosulfatlésung in die Biirette einsaugen
kann. Ein Quetschhahn zwischen der Vorratsflasche und der Biirette
verhindert, dass die Losung zuriickfliesst. Die Biirette ist mittels eines
Metallbiigels an dem Flaschenhals befestigt. Nachdem die Thiosulfatlosung
in die Flasche tbergefilhrt worden ist, dichtet man iiberall mit festem
Paraffin ab, so dass die Luft nur durch die Natronkalkrohren mit der
Losung in Beriihrung kommen kann. Die Biirette soll immer mit Thiosulfat-
lgsung gefiillt sein. In dieser Weise bereitete und aufbewahrte Thiosulfat-
losung halt ihren Titer gewohnlich recht lange unverindert bei. Leider
kommt es aber gelegentlich vor, dass der Titer sich rasch andert. Es ist
daher sicherer, die N/200-Thiosulfatlosung in geringeren Mengen fiir den
augenblicklichen Bedarf frisch zu bereiten ; in diesem Falle bedient man sich
einer Mikrobiirette. Tatséchlich ist eine solche Losung, wenn man fiir ihre
Darstellung kohlensidurefreies Wasser benutzt, mindestens drei Tage
unverandert haltbar, wenn sie in einer Flasche mit Glasstopfen aufbewahrt
wird. Da eine N/10-Thiosulfatlosung (wenn sie vor der Luftkohlensiure
geschiitzt und in einer dunklen Flasche aufbewahrt wird) sehr lange un-
verandert haltbar ist, ist die Darstellung der N/200-Thiosulfatlésung in
dieser Weise vielleicht auch ebenso bequem. Kohlensiurefreies Wasser
stellt man sich her, indem man 3—4 Liter destilliertes Wasser in einem
entsprechenden Kolben eine halbe Stunde kocht. Der Kolben wird dann
augenblicklich mit einem Stopfen, der sowohl ein Natronkalkrohr als auch
eine Hebervorrichtung trigt, verschlossen.

7. 19%ige Starkelosung. Diese wird in folgender Weise bereitet.
1g lssliche Starke wird in einem Probershrchen mit etwa 10—15 cem
heissem Wasser iibergossen. Nachdem man umgeschiittelt hat, erwirmt
man vorsichtig iiber freier Flamme, bis alles gelost ist. Darauf verdiinnt
man unmittelbar mit gesattigter Kaliumchloridlosung auf 100 cem, schiittelt
und filtriert wenn notig. Diese Starkelosung ist haltbar. Sie darf jedoch nur
so lange verwendet werden, als sie mit einem Tropfen sehr verdiinnter
Jodlosung rein blaue Farbe gibt. Nach liéngerem Stehen erhilt man mit
derselben eine violette bis rotviolette Farbe: in diesem Falle ist sie nicht
mehr brauchbar.

Fiir die azidimetrische Titration:
8. N/100-HCL

9. N/100-NaOH. Diese soll karbonatfrei sein und wird durch Ver-
diinnung von geséttigter Lauge mit kohlensidurefreiem Wasser bereitet.
Die Losung muss vor der Luftkohlensiure geschiitzt werden.

10. Methylrotlosung 1/10000 in 90 %, Alkohol.

, 11. Der Destillationsapparat ist in Abb. 5 abgebildet. Der
Wasserdampf wird in der 500—1000 ccm fassenden Kochflasche entwickelt.
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Sie ist mit einem doppelt durchbohrten Korkstopfen verschlossen, durch den
zwei Glasrohre fithren. Das eine ist ein Steigrohr, das bis zum Boden der
Flasche reicht und 3—4 dm iiber den Korkstopfen emporragt. Das andere

L=

\

N

7

Abb. 5.

ist ein mit zwei Hahnen versehenes T-Rohr, von dessen Schenkeln der eine
nahe unter dem Korkstopfen endet, der andere frei miindet und der dritte
mittels eines Gummischlauches mit einem zweiten Glasrohr verbunden ist.
(Der frei miindende Schenkel dient als Auspuff fiir den Dampf, wenn dieser
nicht fiir die Destillation in Anspruch genommen wird.) Das genannte
zweite Glasrohr leitet den Wasserdampf bis auf den Boden des Kjeldahl-
kolbens. Dieses Glasrohr ist unten schief abgeschliffen. Der Kjeldahl-
kolben trigt ausserdem ein Destillationsrohr mit einer Vorrichtung zur
Verhiitung des Uberspritzens der Lauge. Der nach Hopkins konstruierte
Tropfenfang wirkt so ausgezeichnet, dass dieser Ubelstand nicht eintritt.
Oben ist das Destillationsrohr etwa rechtwinklig gebogen und mittels eines
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Gummistopfens!) mit einem ebenfalls umgebogenen Roéhrchen aus Silber
oder Quarz (nicht aus Glas!) verbunden, das einen kleinen Kiihler tragt.
Das Destillationsrohr ist gleichfalls unten schief abgeschliffen. Es taucht
in ein etwa 20 ccm fassendes Spitzglas, das auf einem Stativ steht, welches
mittels einer federnden Einrichtung leicht gehoben und gesenkt werden
kann. Um die Lauge in den Kjeldahlkolben einzufiihren, ist das Glasrohr,
welches zum Einleiten des Wasserdampfes in den Kjeldahlkolben dient,
mit einem kleinen Seitenrohr versehen, das durch einen dickwandigen
Gummischlauch mit einem kleinen, 3 cem fassenden Trichter verbunden
ist. Die ganze Apparatur wird vorschriftsméaflig von der Firma R. Grave,
Stockholm, hergestellt und geliefert.

b) Die Ausfithrung der Bestimmung.

1. Die Verbrennung. — Nach Uberfiihrung des zu analysierenden
Materials — am besten in geléstem Zustande — in einer Menge, die fiir
gewohnliche Bestimmungen einige Hundertstel Milligramme Stickstoff
enthalten soll, in einen gereinigten, 50 com fassenden, langhalsigen Kjeldahl-
stehkolben setzt man 1 ccm reine, konzentrierte Schwefelsdure zu2?). Ent-
"halt die Losung der zu analysierenden Substanz an und fiir sich keinen
Katalysator, so setzt man ausserdem ein paar Tropfen 109%ige Kupfer-
sulfatlosung hinzu. (Bei der Bestimmung des Reststickstoffes eriibrigt sich
der Zusatz von CuSO,, da die Phosphormolybdéansiure selbst ein vor-
ziiglicher Katalysator ist.) Man erhitzt nun anfangs vorsichtig, bis alles
Wasser verjagt ist, und spiter etwas stirker, bis die Losung farblos oder
rein griingefarbt erscheint und sodann noch etwa 5 Minuten. Dann lasst
man erkalten, setzt etwa 10 ccm Wasser hinzu und schiittelt einige Male um,
bis sich eine eventuell gebildete Féllung wieder gelost hat.

2. Das Uberdestillieren des Ammoniaks. Der Destillationsapparat
muss (téglich) vor dem Gebrauche wihrend etwa 15 Minuten durch stréomen-
den Wasserdampf gereinigt werden. Ist dies geschehen, so wird der Kjeldahl-
kolben, nachdem er vollstandig erkaltet ist, mit dem Destillationsapparat
verbunden, ausserdem die bewegliche Stativplatte darunter befestigt und
ein Spitzglas mit 2 ccm Titriersaure (die bei der jodometrischen Bestimmung
Jodat enthilt) unter das Abflussrohr des Apparates gestellt. Die Spitze des
Rohres soll zu Beginn der Destillation in die Titriersaure eintauchen.
Nun wird Natronlauge (3 ccm geniigen, wenn bei der Verbrennung 1 ccm

1) Alter Gummi gibt etwas NH; ab, darum o6fters erneuern!

2) Man kann auch etwas mehr (1}/, oder 2 ccm) Séure verwenden. Dadurch
wird die Gefahr des Zerspringens der Kjeldahlkolben bei der Verbrennung vermindert
Nur muss man dann bei der nachfolgenden Alkalisierung einen entsprechenden
Mehrbetrag von Natronlauge verwenden.
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Schwefelsdure verwendet worden ist) durch den Trichter einlaufen gelassen.
Schon vorher ist der mit angesduertem, destilliertem Wasser dreiviertel
gefiillte Kochkolben zum lebhaften Kochen des Inhaltes erhitzt wordent!).
Jetzt wird der Hahn des zum Kjeldahlkolben fiithrenden Schenkels des
T-Rohres geoffnet und der Hahn des frei in die Luft miindenden Schenkels,
durch welchen der Dampf vorher entwichen ist, geschlossen. Die Wasser-
leitung zu dem kleinen Kiihler wird vorher gedffnet; man kiihlt moglichst
stark. Nach zwei Minuten langem Sieden senkt man das Spitzglas, bis die
Spitze des Abflussrohres leicht zuginglich ist, spritzt diese mit 1—2 cem
kohlenséurefreiem Wasser ab und prift mit Lackmuspapier, ob alles
Ammoniak iibergegangen ist. Dies ist bei richtiger Ausfithrung immer der
Fall, wenn nicht mehr als 0,1 mg Stickstoff zu bestimmen ist. Zeigt sich
keinerlei Andeutung einer Blaufarbung, so lasst man noch 10 Tropfen
itbergehen und stellt dann die Héhne des T-Rohres so, dass der Dampf-
strom durch den Kjeldahlkolben abgebrochen wird und der Dampf wieder
frei in die Luft ausstromt. 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.

Von grosser Wichtigkeit ist, dass der Kochkolben stark erhitzt
wird. Nur in diesem Falle geht das Ammoniak rasch iiber. Im entgegen-
gesetzten Falle geht die Destillation so langsam vor sich, dass man schwer
feststellen kann, wann sie beendigt ist. Das Ammoniak geht in diesem
Falle in so geringer Konzentration iiber, dass man mit Lackmuspapier
iiberhaupt keine Reaktion erhilt. Das Glasrohr fiir die Wasserdampf-
zuleitung muss bis zum Boden des Kjeldahlkolbens reichen, da sonst das
Ammoniak ebenfalls langsamer ausgetrieben wird. — Damit die Miindung
des Abflussrohres zu Beginn der Destillation in die Titrierfliissigkeit
eintaucht, darf das untere Ende dieses Rohres nicht zu schriag abgeschnitten
sein und der Boden des Spitzglases nicht abgerundet, sondern ganz scharf
zugespitzt sein. Die 2 ccm der Titrierfliissigkeit in dem Spitzglase sollen
nicht unnoétigerweise mit Wasser verdiinnt werden, denn je kleiner das
Volumen der Titrierfliissigkeit ist, desto schiarfer wird der Umschlag bei
der nachfolgenden Titration.

Am besten iiberzeugt man sich durch eine vorherige Destillation mit
bekannten Mengen Ammoniak, ob der Apparat richtig funktioniert. Zu
diesem Zweck stellt man sich eine Losung von Salmiak oder Ammonium-
sulfat dar, deren Gehalt man am besten durch eine Makrokjeldahl-
bestimmung feststellt. (Hierzu kann dieselbe Apparatur verwendet werden,

1) Fiir gleichméfBiges Kochen, was unbedingt notwendig ist, sorgt man durch
Zusatz von Siedesteinen. Empfehlenswerte Siedesteine stellen gut ausgegliihte
Bimssteine dar. Auch Glasperlen kénnen verwendet werden,
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nur gibt man in die Vorlage 5—10 ccm n/10-Lauge und bestimmt das
Ammoniak azidimetrisch.)

Im Laufe einer Stunde kann man bequem 10 Destillationen ausfiihren.

3. Die Titration. Das iiberdestillierte Ammoniak kann entweder
jodometrisch oder azidimetrisch bestimmt werden. Die grosste
Genauigkeit erreicht man auf jodometrischem Wege. Die azidimetrische
Titration steht jedoch der jodometrischen an Genauigkeit nicht viel nach.
Da sie sich technisch einfacher gestaltet als die jodometrische Titration
diirfte sie in manchen Untersuchungen vorzuziehen sein.

@) Die jodometrische Titration. — Bekanntlich verlauft die
Reaktion nach der Gleichung:
5KJ +KJO,; +6 HCl =6 KCl +3 H,0 +6 J
grosstenteils momentan, stellt sich aber schliesslich nur langsam auf ein
Gleichgewicht ein. Die Zeit spielt also eine wichtige Rolle. Titriert man
unmittelbar nach der Mischung der Salze und der Siure bei Gegenwart von
Starke bis farblos, so erfolgt rasch wieder Blaufirbung.

Ausserdem ist das Fliissigkeitsvolumen von Bedeutung. Arbeitet
man mit einem geringeren Volumen, so tritt das Gleichgewicht schneller
ein als bei Verwendung eines grosseren.

Aus diesem Grunde ist es wichtig, dass man mit einem soweit wie
moglich konstanten Volumen arbeitet und eine bestimmte Zeit nach dem
Zusatz des Jodid-Jodatgemisches abwartet. Titriert man zu friih, so ist
die Reaktion noch nicht beendet und wartet man zu lange, so geht etwas
Jod verloren. Dank der Einfithrung des Spitzglases braucht man ausser
der Titriersdure kein Wasser zuzusetzen. Selbst bei Verwendung von 1ccm
Schwefelsdure taucht die Spitze des Destillationsrohres vollstindig in die
Saure ein. Weiter ist eine konstante Destillationszeit, namlich zwei Minuten,
vorgeschrieben. Also geht immer eine annahernd gleiche — und dabei
kohlenséurefreie — Wassermenge iiber. Unter diesen Umsténden ist die ganze
Jodmenge fiinf Minuten nach der Mischung der Salze und der Siure in
Freiheit gesetzt, nach welcher Zeit die Titration auszufiihren ist. Wartet
man langer, dann geht Jod verloren. Dieser Ubelstand lasst sich aber auch
vermeiden. Ein Uberschuss von Jedksliam-verhindert das Entweichen des
Jods. (Auch durch Auflegen eines Uhrglases auf das Spitzglas kann man
die Verfliichtigung des Jods verhindern.) — Zu dem Inhalt der Vorlage?)
werden folglich, nachdem das Ammoniak iiberdestilliert ist, 2cem 5%,
Jodkaliumlésung gefiigt und ein Uhrglas iiber das Spitzglas gelegt. Etwa
5 Minuten spéter setzt man 2 Tropfen Stérkelosung hinzu und titriert bis

1) Man kann natiirlich auch das Jodat fiir sich zusetzen — man fiigt dann
0,1 cem einer 4°%,-Kaliumjodatlésung zu 2 cem n/200-H,SO, in dem Spitzglase —,
die Verwendung der fertigen Lésung von Jodat in n/200-H,S0, ist jedoch bequemer.
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farblos. Nach einer Viertelstunde fangt die Fliissigkeit an nachzublauen,
was jedoch nicht berticksichtigt wird. Sollte dagegen in den ersten Minuten
nach der Titration eine solche Nachblauung eintreten, so muss man die
Titration weiter fortsetzen und den nachtriglichen Verbrauch zu dem ersten
zuzihlen.

Wie aus der Gleichung hervorgeht, wird eine dem Uberschuss an
Saure dquivalente Menge Jod in Freiheit gesetzt und letztere durch Titration
mit Thiosulfatlosung ermittelt. Die Differenz zwischen der vorgelegten
Menge Siure und der verbrauchten Thiosulfatlosung entspricht, falls
dieselben gleiche Normalitit besitzen, der vorhandenen Menge Ammoniak,
ausgedriickt in derselben Normalitat.

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-Losungen von Siure und Thio-
sulfat entspricht 0,01 ccem 0,0014 mg Stickstoff, was also geniigt. FEs
ist jedoch nicht selten erwiinscht, eine noch grossere Genauigkeit zu erzielen.
Tatséchlich gibt auch 0,01 cem einer n/200-Thiosulfatlésung einen geniigend
scharfen Farbenumschlag. Infolgedessen sollen n/200-Losungen von Siure
und Thiosulfat zur Verwendung kommen.

Zum Abmessen der Séure muss man sich, um Ungenauigkeiten zu
vermeiden, einer Vollpipette von 2 ccm bedienen. Der Fehler im Ab-
messen betragt dann kaum 0,01 ccm, entsprechend 0,0007 mg Stickstoff.
(Siehe auch Seite 15). Auch eine automatische Pipette (siche Seite 48)
kann bei diesem Abmessen guten Dienst leisten. — Die Thiosulfatlosung
lisst man aus einer Mikrobiirette zufliessen.

Gegeniiber Thiosulfat besitzt arsenige Sadure gewisse Vorteile.
Eine n/10-Losung derselben ist unbegrenzt haltbar. Nach Verdiinnung
auf n/200 halt sich die Losung mindestens eine Woche unverandert. Be-
kanntlich muss aber die bei der Titration gebildete Arsensiure neutralisiert
werden, aus welchem Grunde man Natriumbikarbonat oder in neuerer
Zeit Dinatriumphosphat zusetzt. ZweckmaBig hat sich folgende Anordnung
erwiesen: 10 g Dinatriumphosphat (nach Soérensen mit 2 Molekiilen
Kristallwasser), 1cem 259%ige Salzsdure und 5cem n/10-Arsenigsaure-
l6sung bringt man in einen 100 cem-Messkolben. Nach Zusatz von Wasser
bis zu vollstindiger Auflosung des Phosphates fiillt man mit Wasser bis
zur Marke auf und schiittelt um. (Noch praktischer ist es jedenfalls, die
mit Salzsiure versetzte Phosphatlosung vorrétig zu halten und die Arsenig-
siurelosung einfach damit zu verdiinnen.) Diese Losung wird in die Mikro-
biirette iibergefiihrt. Die Vorteile derselben gegeniiber Thiosulfat sind
folgende: Sie ist langer haltbar. Kohlensaure wirkt nicht auf sie ein.
Schliesslich ist der Endpunkt noch schérfer zu erkennen als bei Thio-
sulfat, da die blaue Farbung bis zum Umschlag stirker hervortritt. Auf
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der anderen Seite verliuft die Reaktion mit Thiosulfat rascher als mit
arseniger Sdure. Man muss also mit letzterer etwas langsamer titrieren.
Dies ist jedoch bei einiger Ubung nicht von Bedeutung. Da die Arsenig-
saurelosung iiberhaupt weniger Vorsicht erfordert und, wie gesagt, halt-
barer ist, verdient sie vielleicht den Vorzug.

B) Die azidimetrische Titration. Ein Tropfen der Methylrot-
losung wird schon zu Beginn der Destillation zu den 2 cem n/100-H,SO,
in dem Spitzglas gefiigt!). Dadurch kontrolliert man wahrend der De-
stillation, ob die verwendete Saurequantitit ausreicht. (Man soll sich
davor hiiten, zu viel von der Indikatorlosung zu verwenden, weil dadurch
der Umschlag weniger scharf wird. Die Titrierflissigkeit soll zu Beginn
der Titration nur schwach rosa Farbe haben.) Nach Beendigung der
Destillation wird die iberschiissige Saure direkt mit n/100-Na OH unter
Verwendung einer Mikrobiirette titriert. Die Titration soll rasch durch-
gefiihrt werden. Wenn soviel Lauge zugefiigt ist, dass die Farbe sich zu
andern beginnt, wird anfinglich jedesmal 0,02 ccm und schliesslich nur
0,01 cem zugesetzt. Der Endpunkt ist erreicht, sobald die Farbe bei Zusatz
von 0,01 cem Lauge in rein gelb umschligt. Der Umschlagspunkt ist
bei 0,01 cem der n/100-Lauge unzweideutig. Die Farbe geht sehr bald
in gelbrot zuriick, was jedoch nicht beriicksichtigt wird. Da 0,01 ccm
von n/100-Losungen von Siure und Lauge 0,0014 mg Stickstoff entspricht,
wird also eine grosse Genauigkeit auch bei der azidimetrischen Titration
erreicht. Sie kann daher in manchen Untersuchungen ebensogut wie die
jodometrische Titration verwendet werden und ist ganz besonders fiir den
klinischen Gebrauch zu empfehlen. — Die Differenz zwischen der vor-
gelegten Sauremenge und der verbrauchten Lauge entspricht der vor-
handenen Menge Ammoniak, ausgedriickt in n/T00-Normalitat.

Handelt es sich um Stickstoffmengen von 0,5—2,0 mg, so verwendet
man besser 1—2 ccm n/10-Sgure als Vorlage und bestimmt den Stickstoff
immer azidimetrisch.

Infolge der oben besprochenen Vorsichtsmafiregeln sind die Versuchs-
fehler bei der Verbiennung, Destillation und Titration auf ein Minimum
reduziert. Ein Versuchsfehler muss aber noch beriicksichtigt werden,
namlich die Verunreinigung der Reagenzien und Gerdte mit
aus der Luft stammendem Ammoniak. Dieser Versuchsfehler
erreicht bisweilen eine solche Hohe, dass er die Analyse vollstindig un-
brauchbar machen kann. Gliicklicherweise ist diese Fehlerquelle nicht
schwer zu vermeiden, wenn man ihr einige Aufmerksamkeit schenkt.

Im chemischen Laboratorium bemerkt man, dass Gerate, die einige
Zeit an der Luft gestanden haben, mit einer feinen, grauen Staubschicht

1) Uber das Abmessen der Titriersdure siehe unter a)
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bedeckt sind. Der Staub besteht gewohnlich grosstenteils aus Salmiak.
Das Ammoniak und die Salzsdure, welche die Luft verunreinigen, verbinden
sich zu feinen Teilchen von Salmiak, die nach und nach jede freie Ober-
fliche bedecken. Alle Kolben, Destillationsapparate, Pipetten, Becher-
glaser, Reagenzgliser, ebenso alles Filterpapier enthalten- nach einiger
Zeit eine feine Schicht von Salmiakstaub. Urspriinglich stickstoffreies
Papier gibt auch nach Aufbewahrung in einer Schublade nach recht kurzer
Zeit eine positive Nesslersche Reaktion, sogar auch dann, wenn es in
Schachteln oder Gefdssen mit Glasdeckeln aufbewahrt wird. Auch der
Inhalt von mit Korkstopfen verschlossenen Flaschen wird nach und nach
ammoniakhaltig und sogar in destilliertem Wasser, das in einem Glas-
ballon mit Hebervorrichtung aufbewahrt wurde, konnte nach einiger
Zeit Ammoniak nachgewiesen werden.

Zur Verhiitung dieser Verunreinigung muss man vor allem die Zimmer-
ventilation fordern. Ferner ¢ffne man in dem Arbeitszimmer und in seiner
Nahe keine Ammoniakflasche. — Die Luft, die mit dem destillierten
Wasser und den Losungen in Berithrung kommt, soll einen nicht zu kleinen
Wattebausch passieren; dadurch allein bleiben die Fliissigkeiten monate-
lang ammoniakarm. Schliesslich sollen samtliche Gerdte wie Reagenz-
glaser, Kjeldahlkolben usw. kurz vor dem Gebrauche mit destilliertem
Wasser gereinigt werden. Der Destillationsapparat muss, wie oben gesagt,
taglich einmal vor dem Gebrauche ausgedimpft werden. Man versdume
nicht, den Trichter des Destillationsapparates vor dem Gebrauch mit
Wasser zu spiilen. Man benutze iiberhaupt keinen Gegenstand, der einige
Zeit an der Laboratoriumluft gestanden ist, ohne vorherige Reinigung
und achte immer darauf, dass die Flaschen mit Losungen nicht offen
stehen bleiben. Die Papiere zur Blutanalyse miissen ofters mit
Nesslerschem Reagenz gepriift werden. Uberhaupt hat man in dem
Nesslerschen Reagenz ein einfaches Mittel zur Kontrolle aller Gerite
und Reagenzien auf Reinheit. So ist diese Fehlerquelle, wenn man nur
einmal auf sie aufmerksam gemacht ist, unschwer zu vermeiden.

Blindversuche werden am besten taglich angestellt. Die dabei in
den Reagenzien gefundene Stickstoffmenge ist von der bei der Blutanalyse
gefundenen Stickstoffmenge abzuziehen. Gewohnlich entspricht jene
etwa 0,10 ccm Séure = 0,007 mg N.

VI. Die Bestimmung des Reststickstoffs.

Der physiologische Gehalt des Blutes an Reststickstoff betragt etwa
20—30 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 109, nach
der Mikromethode bestimmen liasst. Da dieser Fehler recht wenig bedeutet,
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kann man sich mit einer Analyse begniigen. Besser ist jedoch die Analysen
doppelt auszufithren und dies um so mehr, als zwei Analysen nur un-
bedeutend mehr Zeit erfordern als eine.

Die Voraussetzung der ganzen Methode ist eine exakte Trennung
des Reststickstoffs von dem Bluteiweiss. Es ist infolgedessen notwendig,
dass das zu diesem Zweck angewandte Reagenz das Eiweiss quantitativ
ausfallt und dass andererseits die Extraktivstoffe vollstindig in Losung
gehen. Die erste Forderung ist, soweit es sich um die gewohnlichen Eiweiss-
korper des Blutes, Hamoglobin, Albumin und Globulin handelt, leicht
zu erfiillen. Ganz anders verhalten sich aber die Albumosen und Peptone,
welche von Quecksilberchlorid in salzsaurer Losung, von Metaphosphor-
sdure und von Trichloressigsaure sowie durch Kochen gar nicht oder nur
unvollstindig gefallt werden. Tatséchlich haben eingehende Versuche
gezeigt, dass nur zwei Féllungsmittel alle berechtigten Forderungen
erfiillen, niamlich Phosphormolybdénséure in schwefelsaurer Losung
sowie Uranylazetat (bzw. -chlorid). Vollstindig gleichwertig sind sie
zwar nicht, da bald das eine, bald das andere Fallungsmittel zu kleine
Werte finden liasst. In bezug auf die Abscheidung von Albumosen und
Peptone ist die Phosphormolybdiansiure dem Uranylazetat iiberlegen.
Echte Peptone werden jedoch von diesen beiden Reagenzien nicht voll-
stindig gefdllt. Hochstwahrscheinlich kommen aber echte Peptone in
nennenswerter Menge im Blute nicht vor. Andererseits haben Versuche
mit Aminosiduren (und Diaminosiduren) ergeben, dass dieselben von Phos-
phormolybdénsédure unter den gegebenen Versuchsbedingungen nicht
gefallt werden.

Die Phosphormolybdinséure wird in Form einer 0,5%,-igen Losung
verwendet. Der Schwefelsiuregehalt des Reagenz soll 1,59, betragen.
Obwohl hierdurch die Eiweisskorper quantitativ gefallt werden, haften
dieselben schlecht an dem Papier. Ein Zusatz von 0,59, Natriumsulfat
verhindert diesen Ubelstand. Schliesslich werden auf 2 Liter Losung 0,5¢g
Traubenzucker zugegeben. Der Zucker verkohlt, und bei der Verbrennung
der Kohle wird fortwahrend Wasser gebildet, welcher Umstand die
Ammoniakbildung befordert. Ein Liter der Extraktionsfliissigkeit
enthilt also:

5g Phosphormolybdédnséaure, 15g Schwefelsdure, 5g Na-
triumsulfat und 0,25g Dextrose.

Darstellung der Extraktionsfliissigkeit: Man geht am besten
von phosphormolybdénsaurem Natrium aus. Das Salz ist jedoch immer
ammoniakhaltig. Deswegen werden 10 g desselben upd 10g Glaubersalz
mit etwa 150 ccm Wasser unter Zusatz von 15—20 Tropfen 259%,-iger
Natronlauge in einer Porzellanschale zum Kochen erhitzt und 15 Minuten
im Sieden erhalten. Nach dem Erkalten bringt man die Salzlosung in
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einen 2-Liter-Messkolben, spiilt mit Wasser nach und fiigt vorsichtig
30 g (= 16 ccm) konzentrierte Schwefelsiure (Merck) hinzu. Schliesslich
werden 0,5 g Traubenzucker zugegeben. Man fiillt am besten mit frisch
destilliertem 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, lisst man die Luft vor ihrem Zutritt in die Flasche
einen Wattebausch oder Wasser passieren.

Die zur Bestimmung des Reststickstoffs benutzten Papierstiickchen
werden, wie S. 11 angegeben, vorbereitet.

Fiir den Fall, dass man die Losung nach der Extraktion des Blutes
filtrieren will, benutzt man einen kleinen, 3 cem fassenden Trichter und
wascht das Filter 3—4mal mit destilliertem Wasser aus. Falls das Filter
nicht zu stark mit Salmiak verunreinigt war, ist es nun ammoniakfrei. Da
die Filtration und das Auswaschen nur ganz kurze Zeit und keine grossere
Flussigkeitsmenge erfordert, soll bei Blutanalysen regelmiafBig eine solche
Filtration vorgenommen werden. Man hat dann die unbedingte Gewissheit,
dass keine Spur von Eiweiss mitgerissen worden ist.

Die Austiihrung der Mikrobestimmung.

100—120 mg Blut werden in ein Papierstiickchen von bekanntem
Gewicht eingesaugt und gewogen. Dann lisst man das Papier etwa
5 Minuten an der Luft trocknen, bringt es in ein reines, trockenes Probe-
rohrchen und setzt so viel von der Phosphormolybdénlosung zu, dass
dieselbe 3—4 mm iiber dem Papier steht. Je hoher die Flissigkeit iiber
dem Papier steht, um so besser haftet das Eiweiss. Moglichst engwandige
Proberohrchen sind deswegen vorzuziehen.

Nach mindestens einstiindigem Stehen ist die Extraktion beendet
(doch kann man auch 24 Stunden warten) und die Losung kann in den
Kjeldahlkolben abfiltriert werden. Nach dem Abgiessen der Losung setzt
man ungefahr die gleiche Menge destilliertes Wasser zu dem Papier und
giesst dieses, gleichfalls durch das Filter, in den Kolben. Nach Zusatz
von 1—2 ccm konzentrierter Schwefelsdure (s. S. 25) schiittelt man um
und erhitzt zundchst mit kleiner Flamme, bis alles Wasser verjagt ist,
und darauf etwas stirker. Wenn vollstindige Entfarbung eingetreten
ist, wird noch etwa 5 Minuten lang erhitzt, dann lasst man abkiihlen und
setzt etwa 10 cem destilliertes Wasser hinzu. Nachdem das Gemisch
wiederum erkaltet ist, faingt man mit der Destillation an. Auf Zusatz
von Lauge zur Fliissigkeit im Kjeldahlkolben soll dessen Inhalt voriiber-
gehend gelb und spéter farblos werden. Bleibt die Gelbfarbung bestehen,
so ist dies ein Zeichen dafiir, dass zu wenig Lauge zugesetzt worden ist.
Ist der Inhalt des Kjeldahlkolbens heim Zusatz der Lauge noch warm,
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dann tritt eine so starke Warmeentwicklung ein, dass derselbe plotzlich
in die Titriersdure iiberkéchen kann. Gewohnlich braucht man nur 1—2 cem
n/100- oder n/200-Schwefelsaure vorzulegen (bei klinischem Gebrauch ist
2 cem n/100 Schwefelséure zu empfehlen!), bei hoherem Reststickstoff-
gehalt entsprechend mehr. Die Titration wird wie oben angegeben
jodometrisch oder azidimetrisch ausgefiihrt. = Glaubt man — bei der
jodometrischen Bestimmung —, dass die Saure nicht ausgereicht hat, so
setzt man nach beendigter Destillation einen Tropfen Methylrotlosung
hinzu. Schlagt dabei die Farbe in gelb um, so muss mehr Siure zugesetzt
werden. Der Farbenumschlag geht dann nicht von blau in farblos, sondern
in gelb iiber.

Blindversuche werden am besten téglich ausgefiihrt und der ge-
fundene Gesamtstickstoffgehalt des Papiers und der Losungen als
Korrektur angebracht.

Beigpiel der Berechnung: Gewicht des Blutes 105mg. Bei der
Titration vorgelegt 2 cem n/100-H,SO,, zum Zuriicktitrieren verbraucht
1,60 ccm n/100-NaOH. Zum Zuriicktitrieren der Blindprobe verbraucht
1,88 ccm n/100-Na OH. Durch NH; aus dem Blute neutralisierte n/100-
H,S0, 0,28 ccm (1,88—1,60). Rest-N in der angewandten Menge (105 mg)
0,14 x0,28 =0,0392 mg N, in 100 mg Blut also 0,037 mg N oder in 100 g
Blut 37 mg Rest-N.

VII. Die Mikrobestimmung des Harnstoffs.

Die qualitativ und quantitativ wichtigsten Bestandteile der stick-
stoffhaltigen Extraktivstoffe des Blutes sind die Aminosiduren und der
Harnstoff. Thre physiologische Bedeutung ist aber durchaus verschieden.

Die Aminosauren sind die wichtigsten hydrolytischen Abbauprodukte
der stickstoffhaltigen Nahrstoffe. Harnstoff ist das wichtigste Endprodukt
bei der Verbrennung dieser Nahrstoffe. Die Aminosiuren werden durch
das Blut zu den Zellen hingefiihrt, der Harnstoff wird durch das Blut
entfernt. Die Bestimmung des gesamten Extraktivstickstoffs allein, die
beide Gruppen umfasst, gestattet demnach keinen tieferen Einblick in
den EiweiBstoffwechsel, sofern es sich nicht um besondere Verhiltnisse
handelt, unter denen eine bedeutende und einseitige Vermehrung der
einep oder der anderen Komponente stattgefunden hat. Dies ist jedoch
fast immer bei der klinischen Verwendung der Methode der Fall. Fiir
die Untersuchung des Blutes von Patienten mit Nephritis ist es praktisch
gleichgiiltig, inwieweit man den genannten Reststickstoff oder den Harn-
stickstoff allein bestimmt. Eine Vermehrung des Reststickstoffs lisst in
diesem Fall auf eine Vermehrung des Harnstoffgehaltes schliessen. Da die
Bestimmung des Reststickstoffes viel weniger Zeit erfordert als die Harn-

stoffbestimmung, eignet sich die erstere entschieden besser fiir klinische
Bang, Blutuntersuchung. 6. A. 3
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Untersuchungen. Nichtsdestoweniger ist es fiir viele Zwecke erwiinscht, die
Mikrobestimmung des Gesamt-Reststickstoffes mit einem Verfahren zu
verbinden, das den Harnstoff und die Aminoséduren getrennt zu ermitteln
gestattet. Ein solches Verfahren ist in Anlehnung an die von Moérner und
Sjoquist angegebene Methode zur Harnstoffbestimmung im Urin aus-
gearbeitet worden.

Um den Harnstoff von den iibrigen Blutbestandteilen quantitativ
zu trennen, hat sich die Extraktion mit einer Mischung von gleichen
Teilen absoluten Alkohols und Athylather (pro narcosi) als
geeignet erwiesen. Die Loslichkeit des Harnstoffes in diesem Gemisch
ist zwar gering, aber sie reicht fiir den vorliegenden Zweck vollkommen
aus, da 10 ccm bei Zimmertemperatur 132 mg Harnstoff zu 16sen vermogen.
Von den iibrigen Bestandteilen 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 in Losung; der gesamte in ihnen vorhandene Stick-
stoff betragt jedoch kein Tausendstel-Milligramm.

So einfach diese Bestimmung auch im Prinzip ist, so muss man bei
der praktischen Ausfiihrung doch bestimmte Einzelheiten sorgfaltig beriick-
gichtigen, um gewisse Schwierigkeiten zu umgehen. Nachdem die Blut-
proben in das Papier eingesaugt, gewogen und in Probershrchen gebracht
worden sind, setzt man gleich so viel Ather-Alkohol hinzu, dass die
Fliissigkeit einige Millimeter iiber dem Papier steht. Dann verschliesst
man das Rohrchen mit einem Stopfen und lasst es mindestens 5, besser
jedoch 24 Stunden stehen. Die Diffusion des Harnstoffes geht sehr langsam
vonstatten. Hat man mehr als etwa 130 mg Blut abgewogen, dann ver-
lauft die Extraktion iiberhaupt nicht ganz quantitativ! Nach dem Stehen
giesst man die Losung in einen 50 ccm-Kjeldahlkolben, wischt mit 5 com
Ather-Alkohol nach und bringt auch diese in den Kolben. Nach Zusatz
von einem Tropfen einer Mischung von 10g Kupfersulfat in 100 ccm
209,-iger Schwefelsiure wird der Ather-Alkohol im Wasserbade verjagt.
Eine kleine Glasperle dient als Siedestein. (Cave Uberkochen!) Nachher
werden 1—2 ccm konzentrierte Schwefelsiure sowie einige ccm Wasser
zugesetzt und man verbrennt in iiblicher Weise. Von den gefundenen
Werten hat man die- Korrektur fiir den Stickstoffgehalt der Losungen
einschliesslich des Ather-Alkohols abzuziehen.

VIII. Die Mikrobestimmung der Aminosiuren.

Wenn die Papiere nach Behandlung mit Ather-Alkohol mit Phosphor-
molybdansiurelosung extrahiert werden, gehen die Aminosauren in die
Losung iiber und konnen dann wie gewohnlich bestimmt werden. Eine
Extraktionszeit von einer Stunde geniigt, doch kann man auch lénger
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extrahieren. Tatsdchlich gehen nicht nur die Aminosiduren allein, sondern
alle iibrigen stickstoffhaltigen Extraktivstoffe, die in Ather-Alkohol un-
loslich sind, in die Phosphormolybdéinsiurelosung iiber. Gewodhnlich
reprisentieren aber diese zusammen nur einen verhaltnismafBig geringen
Teil des Aminosdurenstickstoffs. Bisweilen, besonders bei Nephritis,
konnen sie jedoch eine recht bedeutende Rolle spielen. Man kann diesem
Umstand dadurch Rechnung tragen, dass man statt von Harnstoff und
von Aminoséiuren, besser von einer Harnstoff- bzw. Aminosaurenfraktion
spricht.

IX. Die Bestimmung des priformierten Ammoniaks.)

(Von Dr. Poul Iversen.)

Das Blut wird durch Papierstiickchen von gleicher Form, wie sie fiir
die Jodbestimmung verwendet werden, aufgesaugt. Man stellt sich 50
derselben, jedes von etwa 250 mg Gewicht, her, bringt sie in ein Becherglas
und tibergiesst mit etwa 300 ccm destilliertem Wasser von 50—70°. Nach
15 Minuten giesst man das Wasser ab, fiigt neue 300 ccm Wasser und 1 cem
etwa 169%,-ige Kalilauge hinzu und kocht ein paar Minuten. Nun giesst
man wieder ab und wischt die Papierstiickchen erst mit schwach an-
gesduertem und dann mit reinem Wasser aus. Dann werden sie in einem
Vakuumapparat getrocknet und im Exsikkator iiber Schwefelsdure auf-
bewahrt.

Nach dem Aufsaugen des Blutes werden die Papiere mit ungefihr
derselben Uransalzlosung, wie sie fiir die Zuckerbestimmung Anwendung
findet (siehe S. 41), extrahiert. Dieselbe muss vollstindig ammoniakfrei
sein und wird in folgender Weise hergestellt: 200 g Kaliumchlorid werden
in zwei 1-Literkolben verteilt. In jeden Kolben gibt man etwa 500 ccm
Wasser, 20 cem 169%,-ige Kalilauge und ein paar Tropfen Phenolphthalein.
Man bringt das Salz durch Erwéarmen in Losung und filtriert; das Filtrat
wird etwa 15 Minuten gekocht, dann abgekiihlt und neutralisiert. Die
Losungen werden darauf vereinigt und noch 3cem 259%-ige Salzsdure
zugesetzt. Von dem Uranylehlorid werden 3g in etwa 200 ccm Wasser
gelost und filtriert. Das Filtrat wird nach Zusatz von einigen Kubik-
zentimetern Kalilauge etwa 10 Minuten gekocht und das ausgeschiedene
Uranoxyd durch Dekantation ausgewaschen, auf einem Filter gesammelt

1) Neuere, noch genauere, aber umstiandlichere Methoden haben noch niedrigere
Werte des Ammoniakgehalts des Blutes ergeben als die Iversensche Methode.
Diese Methode dirfte jedoch, wenn es gilt die wahrend Krankheiten auftretenden
oder experimentell hervorgerufenen Verinderungen des Ammoniakgehalts im Blute
zu studieren, als eine verhiltnisméBig bequeme und die relativen Werte mit
geniigender Genauigkeit wiedergebende Methode auch weiterhin gute Dienste
leisten kénnen.

g%
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und hier mit zirka 20 ccm verdiinnter Salzsiure tibergossen. Das Filtrat
wird so oft auf das Filter gegossen, bis vollstindige Losung eingetreten
ist. Die klare, gelb gefarbte Losung wird auf dem Wasserbade eingedampft,
mit Wasser aufgenommen und mit der Kaliumechloridlosung vereinigt.
Schliesslich wird das Ganze mit Wasser auf 1 Liter aufgefillt. 20 cem
dieser Fliissigkeit und 20 ccm destilliertes Wasser sollen bei einem Blind-
versuch zusammen hochstens 0,20 cem n/300-Thiosulfatlosung verbrauchen.

Zur Destillation des Ammoniaks wird folgender Apparat verwendet:
Ein 300-ccm-Rundkolben, der einen doppelt durchbohrten Gummistopfen
tragt, wird in ein Wasserbad von 40° 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 versehen, der mittels eines dickwandigen Gummischlauchs einen
kleinen Trichter tragt. Ein anderer dickwandiger Gummischlauch verbindet
das Rohr mit einer Waschflasche mit Schwefelsiure. Beide Gummischlauche
sind mit Quetschhihnen versehen. Durch die zweite Bohrung des Gummi-
stopfens fithrt ein Glasrohr, welches unmittelbar unter dem Stopfen endigt.
Es geht oben in einen Tropfenfang und dann in ein etwa 30 cm langes
Kiihlrohr iiber. Mittels eines kleinen Gummischlauches wird es mit einem
Glasrohr, das zu der Vorlage fiihrt, verbunden. Als Vorlage dient ein
100-ccm-Rundkolben, welcher wiahrend der Analyse in Eiswasser steht.
An diese schliesst sich eine zweite Vorlage, die mit der Saugpumpe in
Verbindung steht.

Die Austiihrung der Ammoniakbestimmung.

Firr die Bestimmung sind etwa 2g Blut erforderlich. Das Blut
kann in einen Messkolben von 25 ccm pipettiert und danach mit der Salz-
losung bis zur Marke aufgefiillt werden. Der Kolben wird mitunter ge-
schiittelt. Nach 2 Stunden filtriert man und misst 15—20 ccm des Filtrats
fir die Analyse ab. Einfacher ist es jedoch, das Blut in die bootformigen
Papierstiickchen aufzusaugen. Fiir 2 g Blut sind 4 solcher Papierstiickchen
erforderlich. Diese werden in zwei Proberohrchen iibergefilhrt und je
10—12 cem Salzlosung zugefiigt. Nach 2 Stunden dekantiert man die
Loésung, filtriert, wenn nétig, und wischt mit ein paar ccem Wasser nach.

Die Fliissigkeit, deren Volumen nicht weniger als 30 ccm sein soll,
wird in den Destillationskolben tbergefiithrt. In die erste Vorlage gibt
man 2 ccm-n/200-Schwefelsaure, in die zweite Vorlage 10 ccm destilliertes
Wasser.

Nachdem der Apparat zusammengesetzt ist und die Gummischlduche
mittels der Quetschhahne abgeklemmt sind, setzt man die Saugpumpe in
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Gang. Sobald ein Vakuum von 20—30 mm erreicht ist — d. h. nach ein
paar Minuten — 6ffnet man den Quetschhahn an dem Schlauch, der zu
der Waschflasche mit Schwefelsiure fithrt, vorsichtig so weit, dass alle
2—3 Sekunden 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 Waschflasche gehen. Gehen mehr
Blasen hindurch, dann ist entweder der Apparat undicht, oder es wird
zu stark gesaugt. Man reguliert dann das Saugen durch einen an dem
zur Saugpumpe fiihrenden Gummischlauch angebrachten Quetschhahn.

Durch den Trichter liasst man nun vorsichtig 3 cem gesattigtes
Barytwasser in den Kolben eintreten, worauf die Destillation des Ammoniaks
sofort beginnt und innerhalb 12 Minuten, nachdem 8—10cecm Wasser
iibergegangen sind, beendigt ist. Nur wenn die angewandte Menge Blut
mehr Ammoniak enthalt, als 5—6 ccm n/300-Losung entspricht, ist es
notwendig, liangere Zeit zu destillieren. Nach vollendeter Destillation
unterbricht man das Saugen durch Schliessen des Quetschhahnes und
offnet vorsichtig, damit von der ersten Vorlage nichts nach der zweiten
iiberspritzt, die Verbindung zur Waschflasche. Die Vorlage wird nun
herausgenommen und das zu ihr fithrende Glasrohr mit kohlenséurefreiem
Wasser ausgespritzt. Das Gesamtvolumen soll 20 ccm 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 Blindversuche an. Die Differenz in dem Ver-
brauch an n/300-Thiosulfatlosung darf nicht mehr als 0,03 ccm betragen.

X. Die Bestimmung des Gesamtstickstoffs.

Fiir die Bestimmung des Gesamtstickstoffs sowie des Eiweillstickstoffs
geniigen 20—30 mg Blut. Tatsichlich 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 gewohnlichem Filtrierpapier bedeutend besser als die sonst gebrauch-
lichen aus Loschpapier. Die Papiere sind etwa 14 x 22 mm gross und wiegen
ungefiahr 20 mg. Vor dem Gebrauche werden sie mehrmals mit destilliertem
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-ccm-Kjeldahlkolben iibergefiihrt, in welchen
man vorher 1—2cem konzentrierte Schwefelsdure, 1 Tropfen 109%,-ige
Kupfersulfatlosung sowie 2 ccm 4,5%,-ige Permanganatlosung gegeben
hat. Infolge der Anwesenheit des Permanganats wird die organische
Substanz sehr rasch zerstort. Um Stickstoffverluste auszuschliessen,
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ist jedoch die Permanganatmenge so gering gewahlt, dass sie allein nicht
vollstandig zur Oxydation ausreicht. Der Rest von Papier und Eiweiss
wird durch die Schwefelsdure zerstort. Nach der Verbrennung wird
der Stickstoff nach der Mikrokjeldahlmethode wie iiblich bestimmt.
In die Vorlage werden 2—3 ccm n/100-Schwefelsiure gebracht.

XI. Die Bestimmung der Proteine.
a) Gesamteiweiss.

Da der Reststickstoff gegeniiber dem Eiweilistickstoff unter gewohn-
lichen Verhiltnissen in nur sehr unbedeutender Menge (weniger als 19%,)
vorhanden ist, kann man meistens von dieser Bestimmung absehen. Bei
Reststickstoffretention, besonders bei gleichzeitiger Hydrimie, kann aber
der Reststickstoff bis zu 109, des Gesamtstickstoffs ausmachen. Hier ist
infolgedessen die Ermittelung beider Arten von Stickstoff nicht zu umgehen.
Das lasst sich aber auch ganz einfach ausfiihren, indem man die bluthaltigen
Papierstiickchen am besten nach dem Trocknen an der Luft zuerst mit
Phosphormolybdinsiurelosung mindestens 1 Stunde lang extrahiert und
dann weiter, wie oben beschrieben, verfihrt.

b) Albumin und Globulin.
(Nach Dr. R. Fahraeus.)

1. Bestimmung beider zusammen. Zu dieser Bestimmung wird
Serum verwendet. Man saugt etwa 150 mg Blut aus der Ohrvene oder
Fingerkuppe in ein U-formig gebogenes Kapillarrohrchen auf. (Das Kapillar-
rohrchen fiillt sich mit dem Blut von selbst, wenn es horizontal an die
Wunde gehalten wird.) Nach beendigter Koagulation wird das Rohrchen
einige Minuten zentrifugiert, wodurch sich das Serum in dem oberen Teil
der beiden Schenkel — etwa 30 mg in jedem — ansammelt. Man bricht
das Rohrchen beiderseits an der Grenze zwischen Serum und Blutkérperchen
ab und bliast vorsichtig 25—30 mg Serum auf ein Papierstiickchen von
bekanntem Gewicht. Dann wird das Gewicht des eingesaugten Serums
festgestellt, mit Phosphormolybdinsiurelosung extrahiert und weiter wie
oben verfahren.

2. Getrennte Bestimmung von Albumin und Globulin.
Nachdem das Serum in das Papier eingesaugt ist, wird es sogleich, ohne
es vorher zu trocknen, in einem Probershrchen mit gesattigter, reiner
Magnesiumsulfatlosung versetzt. Man muss darauf achten, dass das
Papier nicht ganz vollstandig vom Serum befeuchtet wird. Nach 24 Stunden
— wihrend welcher Zeit man das Rohrchen dann und wann gelinde
schiittelt — nimmt man mittels eines mit einem hakenformigen Platindraht
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versehenen Glasstabes das Papier heraus, spiilt es mit einigen Tropfen
gesittigter Magnesiumsulfatlosung — die mit der iibrigen Losung vereinigt
werden — ab und lasst so weit wie moglich abtropfen. Die letzten Reste
saugt man mittels Filtrierpapiers, welches man nur vofsichtig von unten
mit dem Papier in Beriihrung bringt, ab. Schliesslich wird das Papier in
den Kjeldahlkolben, der vorher mit Schwefelsiure, Kupfersulfat und
Permanganat beschickt ist, iibergefiithrt und verbrannt. Ist das Magnesium-
sulfat nicht ordentlich entfernt worden, so stosst der Kolbeninhalt bei der
Verbrennung. Geringe Spuren von Salz schaden nichts. Der gefundene
Stickstoff, mit 6,25 multipliziert, entspricht dem Globulin. Dieses Ver-
fahren liefert ebenso gute Werte wie jede Makromethode.

Das Albumin ist quantitativ in die Magnesiumsulfatlosung iiber-
gegangen. Diese Losung — etwa 8—10 ccm — wird in einem Zentrifugier-
rohr mit der gleichen Menge Phosphormolybdinsgurelésung versetzt und
zentrifugiert. Das Eiweiss haftet nach dem Zentrifugieren fest an dem
Boden des Glases. Die Losung kann also ohne Verluste von Eiweiss ab-
gegossen werden. Wenn notig, wird zur Entfernung des Magnesiumsulfats
nochmals Phosphormolybdénsidure zugesetzt und die Mischung wieder
zentrifugiert. Schliesslich 16st man den Niederschlag in einigen ccm 59,-iger
Natronlauge und fiihrt die Losung quantitativ in den Kjeldahlkolben iiber.
Da das Papier hier fehlt, ist der Zusatz von Permanganat iiberfliissig. Die
Ergebnisse der Albuminbestimmung fallen etwas, obwohl nicht viel,
niedriger aus als nach der Makrobestimmung. Sie sind jedoch durchaus
brauchbar. Noch bessere Ergebnisse erhalt man aber durch Bestimmung
des Albumins und Globulins zusammen und Subtraktion des Globulinrestes
von der Summe beider. Da diese Bestimmung auch viel schneller aus-
zufithren ist, verdient sie unzweifelhaft den Vorzug. 150 mg Blut geniigen
fir beide Bestimmungen.

¢) Fibrinogen, bzw. Fibrinl).

Zur Bestimmung des Fibrinogens wird gewohnliches Blut — etwa
50 mg — und diinnes Papier verwendet. Nach Aufsaugen des Blutes und
nach Wigen desselben wartet man einige Minuten und extrahiert dann die
iibrigen Blutbestandteile mit 8—10 ccm dusserst verdiinnter Lauge in der
Kilte. Wenn das Papier nach einigen Minuten farblos geworden ist, wird
die Losung abgegossen und das Papier mit Wasser nachgespiilt. Dann
verbrennt man am besten das ganze Papier zur Bestimmung des Fibrin-
stickstoffes. Doch kann man auch das Fibrin mittels 8—10 ccm n/100-
Natronlauge, unter Erwérmen auf 30—40°, extrahieren und den Extrakt
allein verbrennen.

1) Das untenstehende Verfahren kann nicht als hinreichend durchgepriift
angesehen werden, sondern ist bis auf weiteres eher als ein Hinweis auf einen fiir
die Mikrobestimmung des Fibrins ev. gangbaren Weg zu betrachten.
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d) Albumeosen.

(Nach Dr. E. Wolff.)

Wie oben (S. 31) bemerkt, werden die Albumosen von vielen Eiweiss-
reagenzien nicht gefallt. Das eigentliche Bluteiweiss wird indessen von
diesen Reagenzien quantitativ gefallt. Da andererseits die Phosphor-
molybdéanséure alles Eiweiss fallt, ist man in die Lage versetzt, durch
vergleichende Analysen den Albumosengehalt des Blutes zu bestimmen.
Von den die Albumosen nicht fallenden Reagenzien hat sich die Meta-
phosphorsiaure in Form einer 3,5-%jigen Losung am besten bewihrt,
da zum Blute zugesetzte Albumosen (und Peptone) sich beinahe quantitativ
(genauer zu etwa 909,) in der Metaphosphorsiurelosung wiederfanden.
Bei Verwendung von Phosphormolybdénséaure erhilt man dagegen ziemlich
genau dieselben Werte bei An- oder Abwesenheit von Albumosen.
Albumosenfreies Blut gibt mit Metaphosphorsiure und Phosphormolybdan-
sdure identische Werte. Bekanntlich geht die Metaphosphorsaure in
wasseriger Losung nach und nach in Ortophosphorsidure iiber. Es hat sich
aber gezeigt, dass die Metaphosphorsaurelosung jedenfalls vier Tage lang
unveriandert bleibt.

Ausfiihrung der Bestimmung. — Die iibliche Menge Blut wird
in Papier eingesaugt und nach Feststellung ihres Gewichts noch ganz
feucht mit 8—10 cem 3,5%-iger Metaphosphorsidurelosung versetzt.
Verwendet man eingetrocknetes Blut, so verlauft die Extraktion immer
unvollstindig. Das Proberohrchen wird mit einem XKorkstopfen ver-
schlossen um 2zu verhindern, dass die Siure Ammoniak aus der
Luft aufnimmt; dann lisst man es 18—24 Stunden stehen. Es kommt
nicht besonders genau auf die Dauer der Extraktion an, die Probe
darf aber keinesfalls 48 Stunden lang mit der Lésung in Beriihrung
bleiben. Nun wird die Losung, wenn noétig nach Filtration, in den
Kjeldahlkolben iibergefiihrt und mit einigen ccm destilliertem Wasser
nachgespiilt. Darauf setzt man 2-—3 Tropfen 10%ige Kupfersulfat-
Iosung und 1cem Schwefelsiure hinzu und verfihrt weiter, wie oben
bei der Mikrokjeldahlbestimmung beschrieben. Eine Parallelprobe
wird zur Bestimmung des Reststickstoffs mit Phosphormolybdin-
saurelosung verwendet. Die Differenz zwischen beiden Werten, unter
Anbringung der sich aus den Blindversuchen ergebenden Korrektur,
entspricht dem Albumosenstickstoff.- Da die Stickstoffmenge nur
Hundertstel-Milligramme betragt, muss man sich des jodometrischen
Verfahrens bedienen. Extrahiert man nach der Behandlung mit
Phosphormolybdénsiure das Papier zum zweiten Male mit der
Metaphosphorséurelosung, so verliuft die Extraktion nicht ganz
quantitativ,
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XII. Die Bestimmung des Blutzuckers.

Seit der ersten Versffentlichung des Verfahrens (1912) sind an dem-
selben wiederholt verschiedene mehr oder weniger durchgreifende Ver-
anderungen gemacht worden, so dass die Methode in ihrer jetzigen Form
in der Tat nicht viel mit dem urspriinglichen Verfahren gemein hat. Da die
Methode in der unten dargestellten Form sowohl genauer als technisch
einfacher als die alteren Varianten derselben ist, werden diese hier nicht
mitgeteilt; sie konnen in den alteren Auflagen dieses Buches eingesehen
werden.

Das Prinzip der Methode besteht darin, dass das durch den Blutzucker
zu Oxydul reduzierte Kupfersulfat durch Jodsiure oxydiert und der
Uberschuss an Jodsdure nach Zusatz von Jodkalium durch Titration mit
Thiosulfatlosung ermittelt wird. Die kupferoxydulhaltige Losung muss
sauer sein, da die Jodsaure nur in saurer Losung Kupferoxydul oxydiert.
Die iibrigen in der Lésung vorhandenen Blutbestandteile werden unter
den gegebenen Bedingungen von der Jodsdure nicht angegriffen.

a) Erforderliche Reagenzien.

1. Uransalzlésung. In einen Messkolben von 21 werden 1360ccm
gesittigte Chlorkaliumlosung (hierzu sind 400 g Chlorkalium notig) ein-
gebracht. Das Chlorkalium muss rein sein, entweder reine Praparate
Kahlbaum oder Merck oder mehrmals umbkristallisierte, gewohnliche
Handelsware. — In etwa 200 ccm siedendem Wasser wird 3 g Uranyl-
azetat!) (oder -chlorid) aufgelost und hierauf in den Messkolben iiber-
gefithrt. Ferner werden 1,5cem 259%-ige HCl und 0,8 g Kupfersulfat
zugesetzt und mit destilliertem Wasser auf 2000 cem aufgefiillt. Wenn
notig wird die Losung filtriert.

2. Alkalilosung. 20g Seignettesalz (Kaliumnatriumtartrat) und
75 g Kaliumkarbonat (K,CO,) werden in 4—500 ccm Wasser gelost und
auf 1000 ccm aufgefiillt.

3. Jodatlésung. Das Jodat muss ganz rein sein und kann selbst
in folgender Weise bereitet werden: 20 g Jodkalium werden in moglichst
wenig Wasser geldst, mit einer heissen Losung von 40 g Permanganat in
1000 ccm Wasser eine halbe Stunde auf dem Wasserbade erhitzt und dann
durch Zusatz von Alkohol — tropfenweise — entfarbt. Man filtriert vom
entstandenen Braunstein, sduert mit Essigsdure an und dampft das Filtrat
bis auf etwa 50 ccm ein. Die ausgeschiedenen Kristalle werden einmal

1) Das Uranylazetat enthalt mitunter storende Verunreinigungen und muss
dann gereinigt werden. Meistens geniigt Losung in Ammoniak und Fallung mit
Salzsdure.
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umkristallisiert, auf einem Uhrglase gesammelt (sie diirfen nicht mit Papier
in Beriihrung kommen), bei 200° getrocknet und im Exsikkator aufbewahrt.
— Man bereitet sich eine n/10-Vorratlosung. Diese enthilt 3,5667 g Kalium-
jodat pro Liter und ist der Haltbarkeit halber mit 10 ccm 209%,-iger Schwefel-
siure pro Liter versetzt. Aus dieser wird die bei der Titrierung zu ver-
wendende n/100-Jodatlosung bereitet, indem man 10 ccem der n/10-Jodat-
losung in einen Messkolben von 100 cem bringt, 0,9 cem 20%,-ige Schwefel-
saure zufiigt und mit destilliertem Wasser auf 100 ccm auffillt. (Diese
n/100-Jodatlosung ist, kiihl aufbewahrt, wenigstens eine Woche haltbar.)

4. Thiosulfatlosung. Man hat auch hier eine n/10-Losung vor-
ratig (2,48 g pro Liter). Das Salz wird in kohlensaurefreiem Wasser gelost.
Die fertige Losung wird in einer dunkel gefarbten Flasche aufbewahrt.
Es ist zweckmiBig eine kalibrierte Biirette direkt auf der Flasche montiert
zu haben. Der Stopsel der Flasche soll paraffiniert sein und die Losung
durch ein Natronkalkrohr vor der Luftkohlensiure geschiitzt werden.
Der Titer der Losung soll erst etwa eine Woche nach der Zubereitung
bestimmt werden. Die bei der Titrierung zu verwendende n/100-Lésung
ist wenig haltbar und daher am besten téglich neu zu bereiten. Bei der
Verdiinnung soll ausgekochtes Wasser verwendet werden. (S. auch S. 23.)

5. 209%,-ige Schwefelsdure.

6. 19,-ige Starkelosung, die um haltbar zu sein mit 259, KCl
versetzt ist. (S. auch S. 23.)

7. 10%-ige Jodkaliumlosung. Das Jodkalium muss jodatfrei sein.

b) Die Ausfithrung der Zuckerbestimmung.

Das Blut wird wie gewohnlich in Papierblattchen aufgesaugt und
gewogen. Nach etwa 2 Minuten bringt man sie in Reagenzgliser und gibt
6,5 ccm von der Uransalzlgsung zu'). Nach mindestens einer Stunde wird
das Papier in einen 100—125cem fassenden Erlenmeyerkolben iiber-
gefithrt und mit 6,5 cem der Uransalzldsung nachgespiilt. Dann werden
2 cem der Alkalilosung und — mit einer sorgfiltig gereinigten Pipette —
2,0 ccm n/100-Kaliumjodatlosung zugefiigt. (S. auch S. 15.) Die Winde
des Kolbens werden mit 1 ccm Wasser vorsichtig gespiilt. Dann wird wie
bei der Mikrokjeldahlmethode indirekt erhitzt. Der Wasserdampf wird
in einem zu etwa 2/; gefiillten, 11 fassenden Kochkolben éntwickelt, und
durch ein Glasrohr bis auf den Boden des Erlenmeyerkolbens geleitet.

1) Ernst und Weiss (Biochem. Zeitschr. 168, 1926, S. 443) haben zum
Abmessen des Blutes eine besondere Kapillarpipette konstruiert. Das Blut wird
aus der Pipette in einen kleinen Kolben hineingesaugt. Sofort danach wird zur
Enteiweissung Uransalzlésung durch die Pipette in den Kolben gesogen. Weder
Papierblattchen noch Torsionswage werden also bei diesem Verfahren verwendet.
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Der Kochkolben soll mit einem Korkstopfen (nicht Gummi) verschlossen
sein. Zusatz von Siedesteinen ist erforderlich. Man erhitzt mit einem
kraftigen Bunsenbrenner. Das Glasrohr ist am unteren Ende kugelformig
aufgeblasen und die Kugel mit kleinen Lochern versehen, damit der Wasser-
dampf sich gleichmaBig in der Fliissigkeit verteilt und diese nicht iber-
spritzt. (Abb. 6.)

Nachdem das Wasser im
Kochkolben etwa 12 Minuten
gekocht hat!), wird der Erlen-
meyerkolben auf dem Stativ
schnell gehoben, so dass das
Glasrohr in den Kolben hinein-
taucht und die Kugel so nahe
an den Boden des Kolbens als
moglich gebracht wird. Gleich-
zeitig wird die Zeit mittels
einer 4 Minuten?) anzeigenden
Sand- oder Signaluhr markiert.
Nach Ablauf der 4 Minuten
wird das Stativ gesenkt und,
wahrend die Kugel jetzt in
der Mitte des Kolbens ober-
halb der Fliissigkeit steht, so-
gleich 2 ccm 209%,-ige Schwefel-
saure an der Wand des Kolbens
entlang zugegeben und das
Glasrohr mit der Kugel sowie
die Winde des Kolbens gut

1) Wenn man eine Analysenserie, unmittelbar nachdem das Wasser in Kochen
versetzt worden ist, beginnt, findet man meistens, dass die beiden ersten Analysen
von den folgenden abweichen (8. A. Holbg#ll, Biochem. Zeitschr, 113, 1921, S. 203).
Dies beruht wahrscheinlich darauf, dass jede Spur von Sauerstoff im Kochkolben
eine Oxydation des Cuprooxyds bewirkt und veranlasst die MaBregel, die Analysen
erst nach 12 Minuten langem Kochen zu beginnen.

2) Einige Autoren verwenden eine etwas ldangere Kochzeit (4,5 5 oder
6 Minuten), weil sie, in Gegensatz zu Bang, die Reduktion nach 4 Minuten nicht
vollstindig beendet gefunden haben. (8. z. B. Holbgll 1. ¢.) Auch ist der von
Bang empirisch festgestellte Reduktionsfaktor (= Kaliumjodatverbrauch pro
1mg Glukose) nicht immer ganz genau wiedergefunden worden, was allerdings
sicher nicht ausschliesslich auf einer verschieden langen Kochzeit beruhen kann,
sondern auch auf andere Faktoren zuriickgefithrt werden muss. Wahrscheinlich
muss man die Reduktion beeinflussende Verunreinigungen der Reagenzien dafiir
verantwortlich machen. - Es empfiehlt sich daher mit Analysen von Ldsungen
von bekanntem Glukosegehalt zu beginnen, um sich davon zu iiberzeugen, dass
man den Bangschen Reduktionsfaktor (2,8) wiederfindet.
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abgespiilt. (Die dabei entwickelte Kohlensiure zusammen mit dem
Wasserdampfe bildet einen wirksamen Schutz gegen etwaige Luft-
oxydation.)

Erst dann wird der Kolben weiter gesenkt und von dem Stativ weg-
genommen. Man lisst den Kolben 5 Minuten stehen, gibt 20—25 cem
destilliertes Wasser zu und kiihlt ihn dann in rinnendem Wasser gut ab
(wobei man sich gut einer mit Zu- und Ablauf versehenen Blechwanne
bedienen kann). Man titriert am besten unmittelbar danach, die Titrierung
kann jedoch beliebig innerhalb einiger Stunden nach der Destillation vor-
genommen werden. — Zwei Tropfen 109, ige Jodkaliumlosung und einige
Tropfen Starkelosung werden zugesetzt und n/100-Thiosulfatlosung bis zur
Entfarbung zugegeben. Der Umschlag soll mindestens 4—5 Minuten stehen
bleiben. Kehrt die blaue Farbe frither zuriick, so miissen noch 0,01—0,02 ccm
von der Thiosulfatlosung zugesetzt werden.

Blindanalyse soll téglich vorgenommen werden. — Von der in der
Blutanalyse verbrauchten Jodatmenge zieht man die im Blindversuch
verbrauchte Jodatmenge ab. Der Rest mit 2,8 dividiert gibt die Zucker-
menge in Milligrammen. Beispiel: Bei dem Blindversuch sind 1,97 ccm
Thiosulfatlésung verbraucht, bei der Blutanalyse 1,58 cem.

1,97 — 1,58 —0,139
2,8
0
Wenn 110 mg Blut abgewogen war: ——’—lﬁaﬁ%;l—oo= 0,13 9%, Zucker.

Fiir die Genauigkeit der Resultate ist es von grosstem Gewicht, dass
die zu verwendenden Probershrchen und Kolben sorgfiltig gereinigt sind.
Am besten werden sie griindlich mit warmer Seifenlésung gebiirstet und
dann mehrere Male mit Wasser und zuletzt mit Alkohol gespiilt.

Man findet mit dieser Methode (in der oben geschilderten Weise aus-
gefiihrt) die normalen Niichternwerte des Blutzuckers beim Menschen
zwischen 0,08—0,119,.

XIII. Die Bestimmung der Lipoidstoffe.

Bekanntlich kommen im Blute mehrere Lipoide vor, die verschiedene
Bedeutung besitzen. Sie konnen folgendermaflen eingeteilt werden:
1. Das Neutralfett, 2. das Cholesterin, 3. die Cholesterinester, 4. die Phos-
phatide. Ausserdem scheinen in sehr geringen Quantititen freie Fett-
sauren im Blut vorzukommen. Auch Zerebroside sind als Blutbestandteile
angegeben worden. Thre Existenz im normalen Blute kann aber nicht als
sichergestellt angesehen werden.

Ebenso wie sich der Traubenzucker durch die Reduktionsmethoden
bestimmen lésst, konnen auch die Lipoide nach einem ahnlichen Verfahren
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bestimmt werden. Das Prinzip desselben besteht darin, dass Chromsiure
von den Lipoiden reduziert wird, und zwar ist die reduzierte Menge der
vorhandenen Lipoidmenge genau proportional. Der Uberschuss an Chrom-
sdure setzt eine dquivalente Jodmenge in Freiheit. Da die Lipoide aber viel
starker als Zucker reduzieren, verwendet man auch fiir die Mikroanalyse
besser n/10- als n/100-Losungen. Die verschiedenen Lipoide reduzieren
indessen, wie erwartet werden kann, nicht gleich stark. In der unten-
stehenden Tabelle sind die Reduktionskoeffizienten (= cem n/10-Chromat-
losung, die von 1 mg der Substanz reduziert werden) der wichtigsten in
Betracht kommenden Fettstoffe angegeben. (Diese Koeffizienten sind
natiirlich nur dann giiltig, wenn die Oxydation der Lipoide genau nach den
folgenden Vorschriften ausgefiihrt werden. Sie sind also rein empirisch
festgestellt.)
Lipoid Reduktionskoeffizient

Triolein . . . . 2,06
Tripalmitin . . . 2,07
Oleinsaure . . . 2,09
Palmitinsaure . 2,14
Cholesterin . . . 2,48
Cholesteryloleat . 2,26

Qualitative Untersuchungen der Blutfettsduren (besonders durch
Bloor) haben ergeben, dass diese zum grossten Teil aus Oleinsdure und
Palmitinsdure bestehen. Der Reduktionskoeffizient der Neutralfette des
Blutes kann daher ohne grosseren Fehler zu 2,06 gesetzt werden, der der
Blutfettsduren zu 2,12. (Die bei der Anwendung dieser Koeffizienten
moglicherweise entstehenden, als konstant zu betrachtenden Fehler diirften
fur die Neutralfette 19, fiir die Fettsiuren 2—3 9, nicht iibersteigen und
sind wahrscheinlich kleiner.)

Da die Chromsaure bekanntlich ein gutes Oxydationsmittel fiir die
meisten organischen Substanzen ist, miissen die Lipoide bei der Bestimmung
erst aus dem Blute durch Extraktion isoliert werden. Die iibereinstimmen-
den Losungseigenschaften der verschiedenen Lipoide haben oft grosse
Schwierigkeiten bei der Trennung derselben voneinander bereitet. So ist
die exakte Trennung der Phosphatide von den Triglyzeriden, wenn sie
gemeinsam in Losung vorkommen, sehr schwierig. Dagegen gelingt diese
Trennung, soweit es sich um die Blutuntersuchung handelt, sehr bequem
durch eine fraktionierte Extraktion. Es hat sich nimlich gezeigt,
dass man durch Extraktion von auf Papier eingetrocknetem Blut mit
Petroleuméather nur das Neutralfett und das freie Cholesterin extrahieren
kann, wihrend die Phosphatide und die Cholesterinester (sowie evtl. vor-
handene freie Fettsiuren) zuriickbleiben. Durch eine folgende Extraktion
mit Alkohol werden die letzteren samtlich quantitativ gelost. Man hat
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also 1. die primére Petroleuméatherextraktion und 2. die sekundére
Alkoholextraktion. Durch weitere Behandlung der Extrakte kann man das
Neutralfett von dem Cholesterin und die Phosphatide von den Cholesterin-
estern trennen.

a) Erforderliche Reagenzien.

1. Petroleuméather. — Siedepunkt 30°—70°. Dieses Losungsmittel
muss je nach der Reinheit der zu Verfiigung stehenden Ware mehr oder
weniger energisch gereinigt werden. Oft geniigt einmalige Destillation.
Wenn angestellte Blindversuche zeigen sollten, dass der Petroleuméither
trotz einmaliger Destillation stérende Verunreinigungen enthilt, wird er
am besten einige Stunden lang mit 1/,—1/, seines Volums konzentrierter
Schwefelsiure geschiittelt und sodann einer neuerlichen Destillation uunter-
worfen. Die Destillation wird am besten auf dem elektrischen Wasserbade
ausgefiihrt unter Anwendung eines hohen Fraktionieraufsatzes und mit gut
ausgegliihten Bimssteinerbsen als Siedesteinen. Gummistopfen diirfen
bei der Destillation nicht verwendet werden! Nach A. Low
(Biochem. Zeitschr. Bd. 177, 1926, S. 144) reinigt man den Petrolather am
besten durch Destillation bei Anwesenheit von Alkali (1 cem n/l-Lauge
zu 500 cem).

2. Alkohol. — 959, evtl. ,,absoluter Alkohol*“ muss durch noch-
malige Destillation gereinigt werden.

3. n/10-Kaliumdichromatlésung. Sie enthilt 4,9083 g pro
Liter. Reinstes Priparat Kahlbaum ist zu empfehlen. Die Losung ist
unbegrenzt haltbar.

4. n/10-Na-Thiosulfatlésung. Ein reines Priaparat ist zu ver-
wenden. Die Substanz wird in kohlensdurefreiem Wasser unter Ausschluss
der Luft gelost. Der Titer wird erst etwa eine Woche nach Bereitung der
Losung gestellt, die Flissigkeit in einer dunklen Flasche aufbewahrt und
durch Natronkalkrohre vor der Luftkohlenséiure geschiitzt (Abb. 7, B).
So bereitet und aufbewahrt bleibt der Titer der Losung gewohnlich mehrere
Monate lang praktisch unverdndert.

5. Konzentrierte Schwefelsdure. Diese muss méglichst rein sein.
Unreine Schwefelsédure kann die Blindwerte erheblich steigern und damit die
Analysenresultate verschlechtern.

6. Natriumhydroxydlésungen (1%, 159%, 509%). Natrium-
hydroxyd ,,aus Alkohol gereinigt* ist von geniigender Reinheit.

7. 5%-ige Jodkaliumlésung. — KJ soll frei von Jodat sein.

8. 19%-ige Starkelosung, der Haltbarkeit halber mit 259%, KCl
versetzt. (s. S. 23.)
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Da die Anwesenheit auch nur geringer Mengen organischer Verun-
reinigungen bei der Oxydation zu bedeutenden Fehlern Anlass geben kann,
ist peinliche Reinhaltung der bei der Analyse zu verwendenden Probe-
rohrchen und sehr sauberes Arbeiten iiberhaupt (,,chemische Aseptik‘‘!)
die erste Bedingung um gute Analysenresultate zu erhalten. Es ist zu
empfehlen, die bei der Extraktion und der Oxydation zu verwendenden
Rohre unmittelbar vor der Verwendung mit einer Chromat-Schwefel:
siuremischung zu reinigen. Sehr bequem ist es, die danach gut
mit Wasser ausgespiillten Rohre auf einem Sandbade zu trocknen.
Wihrend der Extraktion und der Oxydation sollen die Probershrchen
zugeschlossen sein, z. B. durch Dariiberstiilpen’ kleiner Miniaturbecher.
Kork--oder Gummistopfen sollen dabei nicht verwendet werden. — Die
bei der Blutentnahme zu verwendenden Papiere sollen vorher mit Alkohol
griindlich ausgekocht werden. (Ausgekochte Papiere kénnen von der
Firma R. Grave, Stockholm, bezogen werden.) Besonders wenn die Papiere
einige Monate lang nach der Reinigung liegen bleiben, koénnen bei der
Extraktion des Blutes kleine Fadchen von der Oberfliche derselben los-
gerissen werden und bisweilen merkbare Fehler veranlassen. Es empfiehlt
sich daher die Papiere vor der Blutaufnahme durch einige federnde Schlige,
z. B. mit einer Pinzette, von den am losesten anhaftenden Fidchen zu
befreien.

b) Die Bestimmung der Neutralfette und des freien Cholesterins.

Von dem zu untersuchenden Blut werden hochstens 120 mg in ein
entfettetes Papierstiickchen eingesaugt. Nachdem das Blut an der Luft
eingetrocknet ist, wird das Papier in einem reinen Proberthrchen mit
8—10ccm Petroliather versetzt. Die Lufttrocknung soll bei einer Temperatur
von 18—20° wenigstens 4 Stunden dauern, kann aber gut auf 12 Stunden
ausgedehnt werden. Die Petrolatherextraktion ist schon nach 30 Minuten
beendet (man kann aber auch 24 Stunden warten). Man nimmt mittels
eines mit einem Platindrahte versehenen Glasstabes das Papier heraus,
spiilt es mit 1 ccm Petroliather ab und fiihrt es in ein anderes Probershrchen
iiber, wo ey mit 8—10 ccm Alkohol versetzt wird.

Der Petrolather wird auf dem Wasserbade abdestilliert, wobei eine
kleine, gut gereinigte Glasperle als Siedestein dient. Wenn etwa 0,3 ccm
der Losung iibrig sind, wird die Destillation abgebrochen, 1 cem 19%,-NaOH
zugesetzt und die Mischung auf einem Sandbade erhitzt bis jeder Geruch
nach Petroldther verschwunden ist. Die Erwiarmung der Losung zum Sieden
soll dabei eine Zeit von etwa 30—40 Sekunden beanspruchen, das Kochen
etwa 40—50 Sekunden. — Infolge der Anwesenheit von Alkali verteilt sich
das Fett als Emulsion, in welcher Form es von der Chroms#ure rasch
oxydiert wird. Ohne Alkalizusatz ballt sich das Fett zusammen und wird
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von der Chromséure nur langsam und unvollstindig angegriffen. Nachdem
die Mischung erkaltet ist, werden exakt 1cem n/10-Kaliumdichromat-
losung — am besten verwendet man dabei eine automatische Pipette
(s. Abb. 7, A), die direkt an der die Dichromatlosung enthaltenden Flasche

T T T T 1T 1T T T 1T {1 T 7T T T 1T 7177

,,,,,

Abb. 7.

montiert ist, — und danach 5 ccm konzentrierte Schwefelsdure zugefiigt.
Die Mischung wird unmittelbar darauf gut umgeschiittelt und das Probe-
rohrchen vielmals gleichzeitig rotiert und geneigt, damit auch die in dem
oberen Teil des Proberohrchens an den Winden anhaftenden Fettstoffe mit
der warmen Chromat-Schwefelsduremischung in Beriihrung kommen. Man
lasst nun die Mischung ruhig mindestens 15 Minuten stehen. Wahrend der
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Oxydation schlagt die rot-gelbe Farbe der Chromatlosung infolge der Bildung
von griinen Chromiverbindungen in gelbgriin um. Eine rein griine Farbe
zeigt, dass die ganze Chromséuremenge verbraucht ist. Bei Verdacht von
hohem Blutlipoidgehalt muss daher von vornherein mehr als 1 cem
Chiomatlosung zugesetzt werden. Fiir 2 cem Chromatlésung reichen
gleichfalls 5 cem Schwefelsiure aus, dariiber muss fiir jeden ccm Chromat-
losung 2,5 cem Schwefelsdure zugesetzt werden.

Schliesslich fiillt man das Probershrchen mit Wasser, giesst den Inhalt
in ein Becherglas und spiilt mit Wasser bis zu einem Gesamtvolum von
100—110 ccm. Wenn das Leitungswasser arm an organischen Verun-
reinigungen ist, kann es bei dieser Verdiinnung ebensogut wie destilliertes
Wasser verwendet werden. Nach Zusatz von 1 cem 59, iger Jodkalium-
losung lasst man 15, Minute stehen und titriert mit n/10-Thiosulfatlésung.
Wenn soviel von der Thiosulfatlosung zugefiigt worden ist, dass die Losung
ganz schwach gelb gefarbt ist, werden einige Tropfen Starkelosung zugesetzt
und bis farblos (oder richtiger schwach griin) titriert.

Zu einer anderen Probe wird nach der Abdestillation des Petrolathers
5 ccm 95%,-iger Alkohol und 0,01 cem 15 %,ige NaOH (bei hoheren Graden
von Hyperlipamie 0,02—0,03 ccm) gesetzt und die Losung auf dem Wasser-
bade erhitzt, bis der Alkohol verjagt und der Riickstand ganz trocken ist.
Durch Saugen und Blasen von Luft durch das Proberohrchen, wahrend es
sich noch im Wasserbade befindet, wird die gesamte Feuchtigkeit in wenigen
Minuten entfernt. Zu dem Riickstand setzt man 10 cem Petrolither.
Nach mindestens 2 Stunden wird die Losung auf dem Wasserbade auf-
gekocht und nach dem Erkalten filtriert. Das Rohr spiilt man mit 2—3 ccm
Petrolather nach, ebenfalls unter Aufkochen. Saugfiltrierung (s. Abb. 7 C)
und ein Filter mit einem 3—4 cmm nicht iibersteigendem Durchmesser ist zu
empfehlen. Auch die Filtrierpapiere miissen natiirlich entfettet sein. Das
Filtrat wird am Wasserbade verdunstet, 1ccm 1-%ige NaOH zugefigt,
Kochen, Oxydation und Titrierung wie oben.

Die Menge der verwendeten Chromatlosung weniger der verbrauchten
Menge der Thiosulfatlosung mit 2,48 dividiert entspricht der Menge des
freien Blutcholesterins in mg. Die Differenz zwischen der von der
totalen Petrolatherfraktion und der von dem freien Cholesterin verbrauchten
Menge der Chromatlésung mit 2,06 dividiert entspricht den Neutral-
fetten in mg.

Das freie Cholesterin des Blutes zeigt meistens viel kleinere Fluk-
tuationen als die Neutralfette. Die einfache Bestimmung der totalen
Petrolatherfraktion geniigt daher nicht selten, wenn es gilt sich iiber die
quantitativen Variationen der Neutralfette zu orientieren. Wenn man
bei alleiniger Bestimmung der totalen Petrolatherfraktion den Reduktions-
koeffizienten der Neutralfette benutzt, so entsteht zwar ein kleiner Fehler,

Bang, Blutuntersuchung. 6. A. 4



50 Die Bestimmung der Lipoidstoffe.

der jedoch in Untersuchungen, wo es nur auf relative Werte ankommt,
nicht viel bedeutet.

Man kann bei der Trennung der Neutralfette und des freien Cholesterin
auch so verfahren, dass man das Cholesterin mittels Digitonin ausfallt,
die Neutralfette aus dem Riickstand extrahiert und dann in der oben
beschriebenen Weise oxydimetrisch bestimmt. Solchenfalls setzt man,
nachdem der Petrolather grosstenteils abdestilliert worden ist, 0,1 cem
einer 0,5%-igen Digitoninlosung hinzu und erwirmt einige Augenblicke
im Sandbad. Das Cholesterindigitonid scheidet sich sofort ab. Doch
lasst man das ganze einige Stunden oder noch besser bis zum nichsten
Tage stehen, setzt darauf einige cem Petrolather hinzu, riithrt den Nieder-
schlag mit einem Glasstabe gut um wund filtriert durch ein entfettetes
Filter. Man spiilt mit einigen ccm Petrolather nach und destilliert auf dem
Wasserbade ab. 1cem 19%-ige NaOH wird zugefiigt und man arbeitet
weiter wie oben beschrieben. Die Digitoninlosung wird aus kristallisiertem
Digitonin (Merck) und nochmals destilliertem absoluten Alkohol unter
Erwarmen bereitet. .

¢) Die Bestimmung der Phosphatide und der Cholesterinester.

Eine quantitative Auslosung der Phosphatide und der Cholesterin-
ester wird nur durch Extraktion mit kochendem Alkohol erreicht. Ein
fir diese Extraktion geeigneter Apparat ist in Abb. 7 abgebildet.!) Der
Apparat ist vollstindig aus Glas verfertigt. KEine Extraktionszeit von
einer Stunde geniigt um die Phosphatide und Cholesterinester quantitativ
auszulosen.  (Urspriinglich wurde Extraktion bei Zimmertemperatur
wiahrend 24 Stunden vorgeschrieben. Es hat sich aber gezeigt, dass bei

1) Dieser Apparat sowie alle iibrigen bei der Lipoidbestimmung noétigen
Utensilien kénnen von R. Grave, Stockholm, bezogen werden.

Nach Raab (Privatmitteilung) kommt man ohne besondere Extraktions-
apparate sehr gut aus, wenn man die Probershrchen (mit Alkohol und Papier) auf
einem flachen Sandbade kocht. Der obere Teil des Probershrchens wirkt dann
als Riickflusskiihler und es verschwindet wéahrend eines einstiindigen Kochens nur
sehr wenig Alkohol. Meiner Erfahrung nach schliesst man dabei jedoch am
besten das Proberéhrchen mit einem am unteren Ende konisch geformten, etwa
6—7 ecm langen Rohr (von derselben Weite als das verwendete Probershrchen), das
mit kaltem Wasser gefiillt wird. Es stellt dann einen ganz vorziiglichen Riickfluss-
kiihler dar. Diese Rohre miissen natiirlich, ehe sie zum erstenmal in Gebrauch
genommen werden, auf der Aussenseite mit Chromat-Schwefelsiure gereinigt werden.
Sie kénnen dann in einem Becher mit Wasser aufbewahrt werden. Man kann sie
leicht selbst aus gewohnlichen Proberdhrchen herstellen.

Um viele Probershrchen auf einmal auf dem Sandbade kochen zu kénnen,
ist es bequem, eine Asbestscheibe einige cm oberhalb des Sandes fixiert zu haben.
Diese Scheibe wird mit Léchern von dem Diameter der Probershrchen versehen,
durch welche diese gesteckt werden koénnen.
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dieser Extraktionsweise etwa 159, der Lipoide zuriickbleiben. In Unter-
suchungen, wo nur relative Werte gefordert werden, diirfte jedoch die
einfachere Extraktion bei Zimmertemperatur angewandt werden konnen.)
Als Siedesteine werden kleine, gut gereinigte Glasperlen benutzt. Die
Extraktion kann ebenso gut mit 95%,-igem wie mit ,,absolutem‘ Alkohol
ausgefiilhrt werden. Die Verwendung von absolutem Alkohol besitzt den
Vorteil, dass die Abdestillierung schneller und ruhiger erfolgt als bei Ver-
wendung von 959%-igem Alkohol.

Wenn die Extraktion beendet ist, wird das Papier herausgehoben,
0,02 ccm 159%,-ige Na OH zugesetzt und die Losung am Wasserbade gekocht.
Die Phosphatide werden dabei rasch hydrolysiert. Wenn 15—1 ccm der
Fliissigkeit iibrig ist, fiigt man 1cem 0,4%-ige H,80, in ,,absolutem*
Alkohol (ex tempore bereitet!) hinzu, um die Phosphatidfettsduren in
Freibeit zu setzen. Die Fliissigkeit wird danach am Wasserbade wieder
auf ein Volumen von 1,—1 cem eingeengt, der Rest im Vakuum ein-
gedampft. Eine einfache und zweckmiaflige Anordnung besteht darin,
das Proberéhrchen mit einem mit Stanniolpapier umwickelten Kork-
stopfen zu verschliessen. Durch den Stopfen fiihrt ein Glasrohr, das mit
einer kraftigen Wasserstrahlpumpe in Verbindung steht. Die Einengung
im Vakuum muss vorsichtig ausgefiibrt werden um Uberspritzen der
Fliissigkeit zu vermeiden. Das Rohr soll wihrend der Evakuierung un-
ausgesetzt leicht geschiittelt und anfangs nur mit der Hand erwarmt
werden. Wenn der Hauptteil der Feuchsigkeit entfernt ist, wird das Rohr
bis auf héchstens 60° (in einem Wasserbade) erhitzt, bis der Riickstand
ganz trocken ist, was in sehr kurzer Zeit erreicht wird. Unmittelbar
danach werden etwa 10 ccm Petrolather zugesetzt. — Das Trocknen im
Vakuum ist deshalb notwendig, weil die ungeséittigten Blutfettsduren
an der Luft, besonders bei hoherer Temperatur sehr schnell oxydiert und
dabei petrolitherunloslich werden. — Man ldsst wenigstens 3 Stunden
stehen, kocht auf, lisst abkiihlen und filtr ert. (Dieser Petrolitherextrakt
enthilt also die Phosphatidfettsiuren und die Cholesterinester). Der
Petrolather wird abgedampft und die oxydimetrische Bestimmung wie
oben beschrieben ausgefiihrt.

In einer anderen Probe werden zu dem sekundéren Alkoholextrakt
0,03 ccm 509%,-ige NaOH gesetzt und der Alkohol dann am Wasserbade
abdestilliert. Hierbei werden sowohl Phosphatide als Cholesterinester
vollstandig verseift. Falls dabei ,,absoluter Alkohol verwendet worden
ist, fiigt man gegen das Ende der Destillation 1—2 Tropfen Wasser hinzu.—
Wenn die Losung bis auf wenige Tropfen verjagt ist, wird durch das Probe-
rohrchen vorsichtig CO, geblasen, wahrend dieses sich noch im Wasserbade
befindet!). In wenigen Minuten ist dann der Riickstand vollstandig trocken,

1) Wenn CO, von einer Bombe genommen wird, soll es durch Baumwolle

filtriert werden.
4*
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was eine notwendige Bedingung dafiir ist, dass bei der folgenden Petrol-
atherextraktion die Seifen zuriickbleiben. Durch die Kohlensiure wird
das iiberschiissige Alkali in portses Karbonat iibergefiihrt, was die Ex-
traktion des Cholesterins wesentlich erleichtert. Zu dem trockenen Riick-
stand werden etwa 10 ccm Petrolither gesetzt und das Rohr wihrend
mindestens 6 Stunden stehen gelassen. Danach Aufkochen, Filtrieren
und oxydimetrische Bestimmung wie oben.

Die Menge der verbrauchten Chromatlosung mit 2,48 dividiert gibt
das als Ester gebundene Cholesterin in Milligramm.

Die von dem gebundenen Cholesterin verbrauchte Chromatmenge
wird von der totalen Alkoholfraktion (Phosphatidfettsiuren - Cholesterin-
ester) verbrauchten Chromatmenge subtrahiert. Der Rest mit 2,12 divi-
diert gibt die totale Menge der Fettsiuren der Alkoholfraktion. Diese
Menge weniger der an das Cholesterin gebundenen Fettsauren gibt die
Menge der Phosphatidfettsiuren.

Wenn nur die Bestimmung des Totalcholesterins erwiingcht ist,
geniigt eine direkte Alkoholextraktion mit nachfolgendem Verfahren wie
bei der Bestimmung des gebundenen Cholesterins. Wird gleichzeitig in
einer anderen Probe nach direkter Alkoholextraktion wie bei der Be-
stimmung der totalen Alkoholfraktion verfahren, so erhdlt man durch
Subtraktion des Totalcholesterins den Wert der Totalfettsduren
des Blutes.

Blindanalysen mit allen Reagenzien und den Papieren sollen téaglich
vorgenommen werden. Die Konstanz der Blindwerte von Tag zu Tag
bildet eine gute Kontrolle der Reagenzien. Gut gereinigte Reagenzien
und Papiere verbrauchen nicht mehr als etwa 0,05 ccm Chromatlosung
und diirfen hochstens 0,10 cem verbrauchen?).

XIV. Die Bestimmung der Salizylsiure.
(Von Dr. C. Friderichsen.)

200—600 mg Blut werden in bootformige Papierstiickchen aufgesaugt
und deren Gewicht sofort mit Hilfe der Torsionswage festgestellt. Dann
wird, das Papierstiickchen in einem Reagenzglas mit ungefahr 10 ccm einer
kochend heissen Chlorkaliumlosung, die 1,5 ccm 259%-ige Salzsiure pro
Liter enthilt, versetzt, worauf man das Gemisch 3 Stunden stehen lasst.
Die Chlorkaliumlésung wird nun in einen Scheidetrichter iibergefiihrt,
das Papier mit Chlorkaliumlosung und Wasser nachgewaschen und die
gesamte Fliissigkeitsmenge viermal mit Ather ausgeschiittelt. Alle

1) Eine noch austiihrlichere Darstellung aller Einzelheiten dieser Methode
findet man in Skandinav. Archiv f. Physiologie, Bd. 48, S. 267, 1926 (G. Blix:
A critical study of Bang’s micromethod for the determination of blood lipoids).
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Salizylsdure ist nun in die dtherische Losung iibergegangen. Der Ather
wird darauf in einem Kkleinen Erlenmeyerkolben im Wasserbade bei 34°
verdunstet. Sobald 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 langere Zeit bei der angegebenen
Temperatur stehen lisst.

Um die letzten Reste der Atherdampfe aus dem Kolben zu verjagen,
leitet man einen Luftstrom hindurch, dann lost man die Salizylsdure-
kristalle in Wasser und verdiinnt je nach der Menge des angewandten
Blutes und der vorhandenen Salizylsiure auf 25—50 ccm. Das im folgenden
beschriebene kolorimetrische Verfahren gibt die genauesten Resultate,
wenn die Verdinnung zwischen 1:50000—1:100000 liegt. Doch kann
man auch bei Verdiinnungen von 1:20000—1:200000 genaue Ablesungen
erzielen. Bei starkerer oder schwicherer Konzentration ist die Bestimmung
sehr unsicher.

Fir die kolorimetrische Bestimmung werden eine Reihe von Probe-
rohrchen von genau derselben Breite und von gleich dickem Glase derselben
Glassorte, dann eine 19%-ige Eisenalaunlosung und eine Standardlosung
von Salizylsiaure (B) benutzt. Eine 0,01%-ige Natriumsalizylatlosung,
entsprechend 0,0862 mg Salizylsdure pro com eignet sich am besten.

Zuerst wird der ungefahre Salizylsiuregehalt der Losung festgestellt:
10 cem der unbekannten Salizylsdurelosung (A) werden in eins der Probe-
rohrchen abpipettiert und tropfenweise mit der Eisenalaunlgsung versetzt,
bis die violette Farbe an Starke nicht mehr zunimmt. Darauf gibt man
in ein anderes Reagenzglas 10 ccm Wasser, wozu ebenso viele Tropfen
Eisenalaunlosung gesetzt werden, wie ins erste Glas. Schliesslich setzt
man aus einer Biirette so viele Tropfen der Standardlosung (B) hinzu,
bis die Farbe der beiden Losungen iibereinstimmt. Aus den hinzugesetzten
cem Wasser und Salizylsdurelosung wird der ungefahre Salizylsduregehalt
von A berechnet und mit dessen Hilfe erfolgt die endgiiltige, genaue Be-
stimmung von A. Mittels der Standardlosung B stellt man eine Skala
von 7 Glisern mit zunehmendem Salizylgehalt her. Der Unterschied
zwischen den einzelnen Proben betrigt 0,005 mg Natriumsalizylat (= /,com
der Standardlosung). Jedes Glas enthélt 10 ccm Fliissigkeit. Den mittleren
Punkt der Reihe bildet der bei der vorliufigen Bestimmung gefundene
Wert. Darauf pipettiert man von der zur Bestimmung vorliegenden
Losung A 10 cem ab, setzt zu jedem Glase in Ubereinstimmung mit dem
bei der vorlaufigen Bestimmung Gefundenen dieselbe Anzahl Tropfen
Eisenalaunlosung hinzu und vergleicht nun die Probe mit den Gléisern
der Skala bei auffallendem Tageslicht gegen einen weissen Hintergrund.
Der Vergleich muss sofort nach dem Zusatz von Eisenalaun angestellt
werden.



54 Die Bestimmung der Salizylsiure.

Bei diesem Verfahren hilt sich die Farbung zwar eine Zeitlang un-
verindert klar violett, beim Stehen kann sie sich jedoch etwas veriandern,
wenn auch viel weniger als es bei den Versuchen der Fall war, bei denen
das Blut im Soxhlet-Apparat direkt extrahiert wurde, da die Farbe in
letzterem Falle schnell einen rotlichen Ton annahm.

Die Eisenalaunlosung muss jedesmal frisch bereitet werden da es
sich gezeigt hat, dass sich die Farbentiefe beim Stehen verindert. Ein
grosserer Uberschuss an Saure verhindert das Eintreten der Farbenreaktion
vollstandig.
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chemische Untersuchung des Harns: A. Die normalen Harnbestandteile: a) Anorganische
Bestandteile, b) Organische Bestandteile: 1. N-freie aliphatische Bestandteile des normalen
Harns, 2. N-haltige Bestandteile des normalen Harns, 3. Aromatische Bestandteile des Harns,
4. S-haltige Korper aus der aliphatischen Reihe, 5. Die Farbstoffe des Harns, 6. Fermente.
B. Zufillige Harnbestandteile: 1. Anorganische Stoffe, 2. Organische Stoffe. C. Pathologische
Harn-Bestandteile: Eiweiss, Eiweissderivate, Zucker, Acetonkorper. Gallenbestandteile. —
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analyse von Dennstedt auf Mikrodimensionen. Dankenswert sind namentlich die guten und
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Lehrbuch der Mikrochemie

Von
Friedrich Emich

Ordentlicher Professor an der Technischen Hochschule Graz
Korresp. Mitglied der Akademie der Wissenschaften Wien

Zweite, ginzlich umgearbeitete Auflage
Mit 83 Textabbildungen. XII, 274 Seiten
1926. — RM 16.50; gebunden RM 18.60

Aus dem Vorwort der zweiten Auflage:

. »sDas Buch soll nach wie vor zunéchst ein Wegweiser sein, der
dem Lernenden eine Ubersicht iiber das Bestehende gibt und ihm damit
die Aneignung einer Reihe von wichtigen Methoden ermoglicht. Ferner
soll es im allgemeinen iiber die geschichtliche Entwicklung des Gebietes
orientieren und endlich namentlich auch zu weiterem Vordringen aneifern.
In diesem Zusammenhang glaubte ich besonders mit Literaturangaben nicht
sparen zu sollen, eine Aufgabe, die dadurch wesentlich erleichtert wurde,
dass das dazu notwendige Material hier seit Jahren gesammelt wird. Es
hat, nebenbei bemerkt, auch als Grundlage fiir die Berichte iiber die Fort-
schritte der Mikrochemie gedient, welche Berichte teils von mir, teils von
Herrn Dr. Benedetti-Pichler in der ,,Céthener Chemiker-Zeitung* und in der
s»Mikrochemie* verdffentlicht worden sind, bezw. noch versffentlicht werden
sollen.¢

Mikrochemisches Praktikum

Eine Anleitung zur Ausfithrung der wichtigsten mikrochemischen Handgriffe,
Reaktionen und Bestimmungen mit Ausnahme der quantitativen organischen
Mikroanalyse

Von
Friedrich Emich

Ordentlicher Professor an der Technischen Hochschule Graz
Korresp. Mitglied der Akademie der Wissenschaften Wien

Mit 77 Abbildungen. XIV, 174 Seiten. 1924. — RM 6.60

. . »Mit der Abfassung dieses Buches ist es Emich gelungen, zugleich
ein Lehrbuch und einen Leitfaden zu schaffen, der einerseits berufen ist,
im Unterrichte als Richtschnur zu dienen, andererseits den Anfianger beféhigt,
bei genauer Befolgung der Vorschriften sich in kurzer Zeit in dieses neue
Arbeitsgebiet einzuarbeiten.¢

Mayrhofer in ,,Pharmazeutische Monatshefte*.
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