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Vorwort. 
Der vorliegende, mit Herrn Privatdozenten Dr. H. Klein

mann bearbeitete Band schlieBt das Praktikum der Physiolo
gischen Chemie abo Er behandelt die Methoden der Blut- und 
Harnuntersuchung; auch die Untersuchung des Magensaftes, 
der Fazes und gelegentlich auch die der Organe wurde bertick
sichtigt. Da die einzelnen Bande des Werkes voneinander un
abhangig benutzbar sein sollen, waren einige Wiederholungen 
nicht zu vermeiden; doch belasten diese den Umfang des Ganzen 
kaum nennenswert. Andererseits stellen Hinweise auf ent
sprechende Stellen in den andern Banden die Einheit des Gesamt
werkes her. 

Die Aufnahme aller vorhandenen Methoden wurde auch in 
diesem Bande nicht erstrebt. Wurden mehrere Methoden flir die 
Untersuchung desselben Stoffes beschrieben, so geschah dies, um 
die verschiedenen Arten der Untersuchung: Makro- und Mikro
methoden, mehr "chemische" oder mehr "physikalische" Metho
den zu ihrem Recht kommen zu lassen. Werturteile tiber die 
einzelnen Methoden zu geben, ertibrigte sich, da, soweit moglich, 
nur bewahrte Methoden aufgenommen worden sind. 

Ein Abschnitt tiber die Fehlerrechnung aus der Feder des 
Herrn Privatdozenten Dr. Ettisch ist dem Werke beigefligt. 
Hoffentlich wird das Studium dieses Teiles den Sinn ftir die Be
wertung der Analysenzahlen scharfen. 

Wertvolle Ratschlage im optischen Teil verdanken wir Herrn 
lng. Bechstein und Herrn Prof. Dr. Hari. Bei der Kor
rektur halfen: Frl. Prof. Dr. Hefter und die Herren DDr. Ammon, 
Oelkers und Werner. Wir danken allen aufrichtig flir ihre 
Hilfe. 

Berlin, im August 1929. P. Rona. 
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U ntersuchung des Blutes. 

Allgemeine und physikalisch-chemische 
Methoden. 

Bestimmuug der Blutmenge im Organismus. 

Blutmengenbestimmung mittels kolloidaler 
Farbstoffe 1. 

Prinzi p. Die Methode beruht auf der intravenosen Einfiihrung 
einer genau bekannten Menge Farbstofflosung und nachfolgender 
Feststellung der Farbkonzentration im Plasma des Versuchs
individuums. Aus den so gewonnenen Werten laBt sich die Plasma
menge und unter Zugrundelegung des relativen Blutkorperchen
volumens die Blutmenge bestimmen. 

Ausfiihrung nach Seyderhelm und Lampe 2• Zur Injek
tion werden 0,8%ig. Losungen von Trypanrot in 0,5%ig. Koch
salz16sung angewandt. (0,2 g Trypanrot werden mit 25 ccm frisch 
destilliertem Wasser versetzt; die Losung wird filtriert. Zu dieser 
Losung wird die Halfte ihres Volumens 1 % ig. Kochsalz16sung 
zugefiigt und die Mischung zwecks Sterilisation bis auf das 
Volumen eingedampft, das die Farb16sung vor dem Zusatz der 
Kochsalzlosung einnahm. Die Losung wird frisch verwendet.) 
Injiziert werden in der Regel 10 ccm, doch kann man bei In
dividuen mit hohem Korpergewicht unbedenklich 15~20 ccm 
nehmen. 

Gang der Untersuchung. Aus einer ungestauten Armvene 
werden etwa 5 ccm Blut entnommen, mit l/lO des Volumens 
Ammoniumoxalat16sung (also mit 0,5 ccm) versetzt. (Ammonium
oxalatlosung: 2 g Ammoniumoxalat und 0,9 g Kochsalz werden 
auf 100 ccm Wasser verdiinnt.) AuBerdem werden aus der, wenn 

1 1m wesentlichennach Seyderhelm und Lampe: Erg. inn. Med. 27, 
245 (1925). Ferner: Abderhaldens Arheitsmethoden Aht. V/8, 245 (1928). 
Vgl. auch Wollheim: Z. klin. Med. 108,463 (1928). 

2 Vgl. Keith, Geragthy und Rowntree: Arch. into Med. 16, 547 
(1915). - Bock: Arch. into Med. 27, 83 (1921). Vg!. auch Fleischer
Hansen: Skand. Arch. Physio!. 56, 118 (1929). 

Rona·Kleinmann, Blut u. Harn. 1 
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natig, gestauten Vene in zwei grundlichst gereinigte und getrock
nete MeBzylinder je 25 ccm Blut aufgenommen und ebenfalls 
mit 1/10 des Blutvolumens Ammoniumoxalat versetzt. Dann er
folgt die Injektion der Farblasung. 3 und 6 Min. nach beendeter 
Injektion werden aus der Armvene etwa je 10 ccm Blut ent
nommen und ebenfalls mit Ammoniumoxalat versetzt. Mit dem 
gleich am Anfang gewonnenen Blut werden 2-3 Hamatokrite1 

gefiillt, die Hamatokrite, das Oxalatblut und das Farboxalatblut 
Y:! Stunde bei etwa 3000 Touren (Radius der Zentrifuge 17 cm) 
zentrifugiert. Aus dem so gewonnenen Oxalatplasma und einer 
bekannten, am besten gewogenen FarblOsung wird eine Standard
lasung hergestellt. Zu ihrer Herstellung nimmt man an, daB 
beim Menschen auf je 1 kg Karpergewicht 45 ccm Plasma, d. h. 
bei einem 60 kg schweren Menschen 2700 ccm Plasma kommen. 
Dazu addiert man 1/6 bis 1/7 der fur die Plasmamenge errechneten 
Zahl (zugesetztes Oxalat). Das waren etwa 3100 ccm Oxalat
plasma. Sind 10 ccm l!~arblasung injiziert, so ware der zu er
wartende Gehalt im Oxalatplasma etwa 0,32%. Der Gehalt der 
Vergleichslasung an Farblosung muBte auch etwa 0,32% sein. 
1m angefiihrten Beispiel waren also etwa 0,064 g FarblOsung in 
20 ccm Oxalatplasma zu lOsen2• Dureh Verdunnen der Restmenge 
der Standard16sung mit dem Oxalatplasma wird eine Eiehkurve 
hergestellt (bezogen auf den Standard = 100). 

Naeh Feststellung der Farbkonzentration der zuletzt gewon
nenen zwei Proben wird auf die Farbkonzentration im Plasma 
bei 0 Minuten gesehlossen, da die Farbkonzentration der inner
halb der ersten Minuten gewonnenen Proben auf einer geraden 
Linie liegen, wenn man die Werte in ein Koordinatensystem ein
tragt, auf dem Zeit und Konzentration eingetragen sind. Das 
V olumen des Gesamtplasmas betragt in cem 

[ 100· f(p + a) - tJ '[1 - 0 1 
a·e (100 - K)b + . 

100 0 

Die Blutmenge in eem ist 10~~ K' Plasmamenge. 

Es bedeuten: 
K = das durch den Hamatokrit gewonnene Blutkorperchenvolumen, 
p = das Volumen des zur Bereitung der Standardlosung verwandten 

Oxalatplasmas, 

1 Vorteilhaft sind die U-formigen Hamatokrite nach Bonniger: Berl. 
klin. Wschr.1909, S. 161 und Z. klin. Med. 87, 450 (1919). Vg1. auch S.21. 

2 Vg1. Seyderhelm und Lampe: 1. c. S.282. 
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a. = das Volumen der zur Bereitung der Standard16sung verwandten 
Farb16sung. 

t = das Volumen der injizierten Farb16sung, 
b = die zur Konzentrationsbestimmung (nach der Farbinjektion) 

entnommene Blutmenge, 
o = das Volumen des zu b gesetzten Ammoniumoxalats, 
e = die gegen die Vergleichs16sung berechneten Prozente (Standard 

= 100) des Farboxalatplasmas, das aus b + 0 gewonnen wurde. 

Mit dieser Methode kann man die zirkulierende Gesamt· 
plasmamenge genau ermitteln. Die zirkulierende Gesamt· 
blutmenge kann man durch sie nicht absolut genau bestimmen, 
da das Verhaltnis von Plasma und Zelle in der Raumeinheit ver· 
schieden ist. Man wird jedoch in vielen Fallen auch bei Ver
wendung des Ramatokritwertes brauchbare Gesamtblutmengen
werte erhalten. Seyderhelm und Lampe empfehlen, um die 
zirkulierende Gesamtblutmenge moglichst exakt zu messen, die 
kombinierte Anwendung der Farbstoff- und der Kohlenoxyd. 
methode (siehe unten). Nach der letzten wird die Gesamtmasse 
der roten Blutkorperchen bestimmt, nach der ersten die Gesamt· 
plasmamenge. 

Die zirkulierende Blutmenge betragt fiir den Menschen (in 
Meereshohe) nach Smith, Belt, Arnold und Carrier! 83 ccm, 
und zwar 52,1 ccm Plasma und 30,9 ccm rote Blutkorperchen 
pro kg Gewicht. Die Werte anderer Autoren weichen von diesen 
nicht nennenswert ab (vgl. Seyderhelm und Lampe). Die 
Schwankungsbreite betragt unter normalen Verhaltnissen beim 
Menschen ± 10 bis ± 100 ccm Plasma fUr die Gesamtmenge2• 

Bestimmung der Blutmenge mittels der 
Inhalationsmethode. 

Prinzip. Die Versuchsperson atmet eine bestimmte Menge 
Kohlenoxyd ein, so daB eine 20-25%ig. Sattigung des Ramo
globins mit CO entsteht. Die prozentuale Sattigung des Ramo
globins wird dann kolorimetrisch oder gasanalytisch bestimmt. 
Aus der prozentualen Kohlenoxydsattigung des Blutes wird auf 
die Gesamtblutmenge geschlossen 3. 

Zur Einatmung des CO haben Zuntz und Plesch 4 folgenden 
Apparat konstruiert (Abb. 1). 

Die Versuchsperson atmet bei verschlossener Nase aus einem 
geschlossenen Luftkreislauf ein. Die Inspiration erfolgt aus dem 

1 Amer. J. PhysioJ. 71, 395 (1925). 
2 Vgl. Berger und Galehr: Z. exper. Med. 53, 57 (1926). 
3 Vgl. Grehant und Quinquaud: C. r. Soc. BioI. 94, 1450. 
4 Biochem. Z. 11, 47 (1908). 

1* 
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ca. 3 Liter fassenden Gummisack S durch das Inspirationsventil J. 
Die Exspirationsluft geht durch das Venti! E in die Absorptions
vorrichtung A fiir die ausgeatmete Kohlensaure. Von hier geht 
die Luft nach S zuriick. Zwischen dem Venti! J und dem Sack S 

Abb. 1. 

befindet sich die Zuleitung 
fiir Sauerstoff, zwischen J 
und M (dem Mundstiick) 
ein enges Rohr als Verbin
dung mit einer Biirette, die 
eine abgemessene Menge CO 
enthaltl. 

Nach einer moglichst 
volIkommenen Exspiration 
macht die Versuchsperson 
2-3 Atemziige aus dem 
Sack; dann fiihrt man lang
sam eine abgemessene CO
Menge (2Y2-3 ccm pro kg 
Korpergewicht), auf etwa 
3 Min., verteilt in den 
Stromkreis ein, .laI3t hier
auf noch 3-4 Min. weiter 
atmen, wobei der Sack nicht 
ganz kollabieren darf; evtl. 
ist aus der Bombe neuer 
Sauerstoff nachzufiillen. 
Wahrend der Atmung aus 
dem Sack wird die Blut-

entnahme mittels Spritze (mit etwas Ammonoxalat) aus der 
Vene vorgenommen. 

Zur Bestimmung des aufgenommenen Kohlenoxyds benutzt 
Plesch zur "Titration" der VergleichslOsung das mit CO voll
standig gesattigte Blut2• Zuerst wird vor der CO-Inhalation eine 
Blutprobe entnommen, von der ein Teil (0,1- 0,2 ccm) 100 fach 
mit 1 prom. SodalOsung verdiinnt wird; in einem anderen Teil wird 
die Sauerstoffkapazitat bzw. die Hamoglobinkonzentration be
stimmt; ein dritter Tei! wird mit CO gesattigt und hierauf ebenfalls 
I: 100 verdiinnt. Nach der Inhalation wird wieder Blut entnommen. 
Dieses wird ebenfalls IOOfach verdiinnt. Nun wird aus einer gra
duierten Biirette von der Losung, die total mit CO gesattigt ist, so 
viel zur ersten, die CO-frei ist, hinzugegeben, bis Farbengleichheit 

1 Dber Bereitung von CO vgJ. S. 69. 2 Z. klin. Med. 63, 472 (1907). 
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mit der nach der Inhalation gewonnenen Losung, die partiell ge
sattigt ist, entsteht. Aus dem Mischverhiiltnis der OO-freien und 
der total mit 00 gesattigten Losung, aus der inhalierten Menge 
00 und aus der Sauerstoffkapazitat bzw. Hamoglobinkonzentration 
kann die Blutmenge berechnet werden. Den kolorimetrischen Ver
gleich fUhrt Plesch im Ohromophotometer bei Tageslicht (siehe 
Praktikum I, S.36) ausl. 

Der OO-Gehalt des Blutes kann auch gasanalytisch bestimmt 
werden. 

Prinzip. 00 (und O2) werden aus der Hamoglobinbindung durch 
Kaliumferrizyanid in Freiheit gesetzt und die Gase im van Slyke
Apparat (S. 49) extrahiert; der Sauerstoff wird mit alkalischer 
Pyrogallollosung (oder alkalischer HydrosulfitlOsung) absorbiert 
und das restierende 00 direkt unter Atmospharendruck gemessen, 
indem man fUr den physikalisch gelOsten Stickstoff eine Korrektur 
anbringt (vgl. S.68)2. 

BeispieP: Inhalation von 50 cern Kohlenoxyd. Die Gasanalyse ergibt 
in 100 cern Blut 5 cern Kohlenoxyd. Die Hamatokritmethode ergibt 50% 
Zellen in der Volumeneinheit. Es befinden sieh demnach 5 cern Kohlen
oxyd in 50 cern Zellen. Da 50 cern Kohlenoxyd eingeatmet wurden, so be
sitzt das Versuehstier insgesamt 500 cern rote Blutk6rperehen. 

Uber die Bestimmung der prozentuellen CO-Sattigung des Hamo
globins mit dem Reversions-Spektroskop von Hartridge s. S. 129. 

Bestimmung des spezifischen Gewichtes des BIutes. 
Methode von Hammerschlag 4• 

Prinzip. Das spezifische Gewicht eines Korpers, der in einer 
Flussigkeit schwebt, ist das gleiche, wie das der Fliissigkeit. Das 
spezifische Gewicht der letzten wird festgestellt. 

Hammerschlag benutzt ein Gemisch von Ohloroform und 
Benzol. Das spezifische Gewicht des Ohloroforms ist 1,485, das 
des Benzols 0,88; durch Mischen beider in entsprechenden Mengen 
kann man diejenige Fliissigkeit herstellen, deren Dichte der des 
betreffenden Blutes entspricht. 

A usfiih rung. Man bereitet von vornherein Gemische, deren 
spez. Gewichte etwa zwischen 1,050 und 1,060 liegen, entsprechend 
einem Gemisch etwa 1 Teil Ohloroform und 2,5-3 Teilen Benzol, 

1 Die naeh der Inhalation entnommene Blutprobe wird naeh dem Auf-
16sen in Sodawasser im Tauehtrogdes Kolorimeters mit Paraffin61 iibergossen. 

2 Van Slyke und Salvesen: J. of bioI. Chern. 40, 103 (1919). 
3 VgI. Seyderhelm und Lampe: I. e. S. 256. 
4 Naeh v. Domarus: Methodik der Blutuntersuehung, S 197. Berlin: 

Julius Springer 1921. 
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und liWt einen frischen Blutstropfen, durch Einstich gewonnen, aus 
geringer Hohe (zweckmaBig aus einer Kapillare) in die Fliissigkeit 
fallen. Man riihrt die Losung vorsichtig mit einem Glasstab um und 
beobachtet, ob der Tropfen steigt oder fallt und fiigt entsprechend 
Chloroform oder Benzol hinzu. Das richtige Mischungsverhaltnis 
ist erreicht, wenn nach Umriihren der Mischung der Tropfen sich 
in der Fliissigkeit schwebend erhalt. 1st diesder Fall, so wird 
das spez. Gewicht der Mischung (am besten mit dem Arao
meter) bestimmt. Beim raschen Arbeiten ist die Gefahr der Ver
dunstung praktisch zu vernachlassigen. 

Eijkman hat die Methode verfeinert, indem er Salz16sungen herstellt, 
deren spezifische Gewichte sich nur sehr wenig (z. B. urn je 0,0002) von ein
~nder unterscheiden (aus zwei verschieden starken Salzlosungen durch 
Anderung des Mischungsverhaltnisses hergesteUt); die verschieden kon
zentrierten Salz16sungen werden mit Spuren verschiedener Anilinfarben 
gefarbt. Man gibt nun in die Chloroform-Benzol-Mischung (nachdem diese 
mit dem Blutstropfen versetzt wurde) je 1 Tropfen der verschiedenen 
Salz16sungen und steUt fest, welcher Tropfen von den Salz16sungen 
schwebend dieselbe Hohe wie der Blutstropfen einnimmt. Das gesuchte 
spez. Gewicht des Blutes ist gleich demjenigen der Salzlosung dieses 
Tropfens. 

Bei der Bestimmung des spez. Gewichtes des Plasmas oder des Serums 
nach Hammerschlag wird eine Kapillare von ca. 3/, cm Lange und 
1-2 mm Weite in eine 3 % ig. Kaliumoxalat16sung getaucht, die Oxalat
Wsung wieder ausgeblasen, und dann das Blut durch Kapillarwirkung auf
gesaugt. Wenn die Kapillare zu etwa 2/3 gefiillt ist, verschlieBt man beide 
Enden mit Wachs und stellt sie senkrecht. Mit Hilfe einer Feile trennt 
man dann die Kapillare an der Grenze Blutkorperchenschicht-Plasma; 
der aus der Kapillare flieBende Plasmatropfen wird, wie oben beim Blut 
beschrieben, in die Chloroform-Benzolmischung gebracht. Beimischung von 
Oxalat solI nach Hammerschlag keinen Fehler in der Bestimmung 
verursachen. Man kann die Gerinnung auch mit Hirudin hemmen. 

(t!ber Messung des spez. Gewichtes mit dem Pyknometer 
vgl. S.299.) 

Das spez. Gewicht des Elutes liegt unter normalen Verhalt
nissen bei Mannern zwischen 1055 und 1060, bei Frauen zwischen 
1050 und 1056; das spez. Gewicht des Serums bzw. des Plasmas 
schwankt normalerweise zwischen 1029 und 10321. 

Bestimmung des osmotischen Druckes. 
Direkte Methode von Krogh und Nakazawa 2• 

Prinzip. Die Methode beruht auf der direkten Messung des 
osmotischen Druckes einer EiweiBlosung in Kollodiumhiilsen. 

Herstell ung der Kollodi umh iilse. Die Kollodiumhiilse wird 
iiber einer Glasrohre angefertigt. Die kapillare Glasrohre hat einen 

1 Domarus: 1. c. S. 200. 2 Biochem. Z. 188, 242 (1927). 
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auBeren Durchmesser von 4mm mit etwa Y:! mm lichter Weite. Man 
taucht die kapillare Glasrohre etwa bis zur Halfte in eine etwa 8 %ig. 
Gelatinelosung, laBt die Schicht etwas antrocknen, taucht dann 
noch einmal ein und wartet so lange, bis die Gelatineschicht voll
kommen trocken ist, d. h. die Schicht beim Betasten nicht mehr 
klebt. Man achte darauf, daB die kapillare 0ffnung der Glasrohre 
durch Gelatine geschlossen wird. Dann taucht man die Spitze der 
mit der Gelatine uberzogenen Glasrohre in 6% ig. Kollodium 
(Schering), laBt abtropfen und taucht gleich noch einmal die 
ganze mit Gelatine uberzogene Halfte der Rohre in Kollodium, 
laBt unter bestandigem Drehen der Rohre die Kollodiumschicht 
1 bis 2 Min. trocknen, stellt sie 3 Min. in kaltes, danach in heiBes 
Wasser, das die Gelatineschicht lOst. Nun kann die Kollodiumhulse 
ganz leicht von der Glasrohre abgezogen werden. Um die an der 
Hulse haftenden Gelatineteilchen vollstandig zu entfernen, laBt 
man die HUlse noch einige Zeit in heiBem Wasser liegen1 . 

Die Rohren mussen auf absolute Undurchlassigkeit fUr die zu 
untersuchenden Kolloide gepruft werden. Dazu wird jedesmal 
der osmotische Druck der betreffenden Kolloide (Serum, Ham) 
mit der frisch hergestellten Kollodiumrohre gemessen. Nach der 
Messung wird in der AuBenflussigkeit mit Spieglers Reagens 
(4 g Sublimat, 2 g Weinsaure, 10 g Glyzerin, 100 g Aqua dest.) 
ermittelt, ob EiweiB durch die Rohre gegangen ist oder nicht. 
AuBerdem werden die Rohren durch Messung ihrer Permeabilitat 
fur Wasser gepruft, da sich das Gleichgewicht desto langsamer 
einstellt, je kleiner die Permeabilitat ist. Die beste Kollodium
rohre ist absolut undurchlassig fUr die betreffenden Kolloide und 
moglichst durchlassig fUr Wasser, wodurch erreicht wird, daB 
sich der richtige Druck schneller einstellt. 

Die Wasserpermeabilitat wird nach Zsigmondy durch die 
Messung derjenigen Zeit bestimmt, die 100 ccm Wasser brauchen, 
um durch 100 qcm Filterflache bei 1 Atm. Druckdifferenz zu 
filtrieren. 

Die Bestimmung erfolgt derart, daB man die Rohre unter 
Wasser an einer 200-400 mm langen Glasrohre von genau be-

1 Krogh.yerwendet meist 8 % ig. Kollodium16sungen mit gleichen Vo
lumenteilen Ather und Alkohol. Die Dnrchlassigkeit der Membran ist 
innerhalb ziemlich weiter Grenzen abhangig von der Dauer des Luft
trocknens vor dem Eintauchen ins Wasser; je mehr Alkohol das Kollodium 
im Augenblick des Eintauchens enthalt, um so dnrchlassiger wird die 
Membran. Die gewohnlich ausreichende Trockenzeit bei 20 0 betragt 4 Min. 
Fiir besonders kleine Partikelchen, wie sie mitunter im Harn vorkommen, 
ist eine langere Trocknungsdauer (6-8 Min.) erforderlich. Uber Kollodium
membrane vgl. auch S. 104. 
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stimmter lichter Weite (am bequemsten 1,5-2 mm) befestigt. 
Das Ganze wird mit der Kollodiumrohre unter Wasser senk
recht aufgestellt; man liest nun ab, wieviel Wasser innerhalb 
bestimmter Zeit aus der Rohre filtriert. 

Die Kollodiumrohrchen von K~ogh haben bei einer zylindri
schen Lange von 32 mm eine filtrierende Flache von 4 qcm. 
Bei 300 mm Wasserdruck filtriert durch eine gute Membran etwa 
1 cmm pro Min., was einer Minutenzahl von 120 entspricht. 
Rohrchen mit Minutenzahlen von 200 sind fiir Serum auch gut 
brauchbar, fiir Harn kann es notwendig werden, noch viel dich
tere Membranen zu benutzen. (Krogh, 1. c. S.244.) 

Die gepriiften Rohrchen diirfen nie trocken werden. Man 
hebt sie am besten in 0,25%oig. Trypaflavin-Ringerlosung auf, 
wobei sie durch Adsorption des Trypaflavins einen gelben Farb
ton annehmen. Ein gutes Rohrchen kann fiir viele Bestimmungen 
monatelang verwendet werden. 

Ausfiihrung der osmometrischen Bestimmung nach 
Krogh l . 

(1) in Abb. 2 ist eine kapillare Glasrohre von ca. 15 em Lange 
und ca. Yz mm lichter Weite. Sie ist unten ein wenig ausgezogen, 
so daB die Kollodiumhiilse sich leicht dariiber ziehen laBt; die 
Hiilse wird dann durch ein schmales Stiickchen eines engen 
Gummischlauchs (Kapillarschlauchs) fest an der kapillaren Glas
rohre befestigt. Die Kollodiumhiilse und die Glasrohre werden 
mit dem zu untersuchenden Material (Blut, Harn usw.) bis 
nahe zum oberen Ende von (1) gefiillt. (3) ist ein Stiick engen 
Gummischlauches, der durch die Klemme (4) geschlossen ist. Die 
AuBenfliissigkeit (gewohnlich Ringerlosung fiir Blutserum, Ultra
filtrat fiir Harn und fiir andere Kolloide) wird in eine Glasrohre 
von 4,5 mm lichter Weite und etwa 30 mm Lange (5) gebracht, 
in die aber keine Luftblasen und keine Spur von der zu unter
suchenden Fliissigkeit geraten diirfen. Das Ganze wird in einem 
kleinen Reagenzglaschen (6) befestigt, das etwas Quecksilber (7) 
enthalt, um die Rohre (5) zu heben und sie in einer bestimmten 
Lage zur Kollodiumrohre (2) zu halten. Es ist sehr wichtig, daB 
die Rohre (5) wahrend des ganzen Versuchs vollkommen gefiillt 
bleibt. Urn jeder Verdunstung vorzubeugen, wird etwas Wasser 
auf das Quecksilber gegossen und gewohnlich noch ein Filtrier
papierstreifchen an die Innenwand von (6) eingesetzt. 

Die Rohre (5) wird deshalb so eng gewahlt, weil bei moglichst 

1 Krogh: I. c. S.244. 
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kleiner AuBenflussigkeitsmenge der Ausgleich der diffusiblen 
Stoffe am schnellsten erfolgt. Man braucht fUr eine Bestimmung 
0,3-0,4 ccm Innen- und ca. 0,1 ccm AuBenflussig
keit. Dabei hat die Kollodiumrohre eine effektive 
Oberflache von 3-4 qcm. 

Die gefUIIten Osmometer werden in ein Wasser
bad gehangt, gewohnlich bei Zimmertemperatur. 

Wenn die Klemme (4) geschlossen bleibt, findet 
ein Austausch von Wasser und dialysablen Sub
stanzen durch die Kollodiumrohre statt. Der Menis
kus steigt in (1), die Luft daruber wird kom
primiert, bis zwischen dem osmotischen Druck und 
Filtrationsdruck Gleichgewicht hergestellt ist. Das 
Gleichgewicht wird mit Serum gewohnlich in 4 bis 
6 Stunden erreicht; je kleiner die Permeabilitat der 
Membranen ist, desto langsamer steIIt sich das 
Gleichgewicht ein. 

Zur Druckmessung benutzt man ein horizontales, 
in der Hohe verstellbares Ablesemikroskop mit einer 
Klemme zur Befestigung des Osmometers und stellt 
auf den Meniskus ein. An der Seite des Wasser
bades steht ein Drucka ppara t, bestehend a us 2 kleinen, 
durch Gummischlauch verbundenen Glasbehaltern, 
die teilweise mit Wasser gefUllt sind. Der eine fest 
aufgestellte wird durch Gummischlauch (1 mm lichte 
Weite) und Glasrohrchen mit dem Osmometer bei 
(3) verbunden. Der andere kann zum Einstellen 
eines beliebigen Druckes entlang einer vertikalen 
Millimeterskala verschoben werden. Nach Verbin
pung mit dem Osmometer stellt man den Druck un

Abb.2. 

gefahr auf den zu erwartenden ein, oHnet die Klemme (4) und 
beobachtet, wie sich der Meniskus in (1) bewegt. Der Druck wird 
so lange geandert, bis der Meniskus wenigstens einige Minuten 
stationar bleibt. 

Beispiel!. Zwei Parallelbestimmungen an Pferdeserum. 
Um 12 Uhr Osmometer eingehangt. Erste Ablesung urn 17 Uhr. 

Osmometer I Osmometer II 
Druck Meniskus Druck Meniskus 
mm 
200 
150 
165 
160 

sinkt schnell 
steigt 

sinkt sehr Iangsam 
steht stilI 

1 Siehe Krogh: 1. c. S. 246. 

mm 
160 
170 
165 

steigt sehr langsam 
sinkt sehr langsam 
steht still 
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Die abgelesenen Druckwerte bedurfen gewisser Korrekturen 
fur den Druck der Flussigkeitssaule in der Rohre (1). Die Lange 
dieser Rohre wird fUr jedes Osmometer gemessen und die Rohe, 
bis zu der die zu untersuchende Flussigkeit infolge ihrer Kapillaritat 
aufsteigt, in Abzug gebracht. Die kapillare SteighOhe ist fur ver
schiedene EiweiBkonzentrationen nicht die gleiche und muB 
daher fUr jede zur Untersuchung kommende Flussigkeit und fUr 
jede Rohre besonders bestimmt werden. Nach der Druckablesung 
wird dann noch die flussigkeitsfreie Lange der Rohre mit Rilfe 
eines kleinen MaBstabes gemessen und ebenfalls in Abzug ge
bracht. Bei sehr genauem Arbeiten muB noch berucksichtigt wer
den, daB das spez. Gewicht der Flussigkeit in der Rohre (1) 
etwas hoher ist als 1. Fur Serum etwa 1,02-1,03. 

1m gegebenen Beispiel haben wir: 
Lange I . . . . . 145 mm Lange II . 142 mm 
Kapillaritat. . 33 " 33 " 
Fliissigkeitsfrei 10 " 14 " 
Druckwirkung 102 mm (x 1,02 = 104) 95 mm (x 1,02 = 97) 
Abgelesen .. 160" 165 " 
Osmotischer Druck 262 mm (264) 260 mm (262) 

Gewohnlich nimmt man nach 16-24 Stunden eine zweite Ab
lesung vor, die dann mit der ersten innerhalb 10 mm uberein
stimmen solI. Ist das nicht der Fall, so liest man nach weiteren 4 bis 
6 Stunden nochmals abo Die Einstellung kann mit einer Genauig
keit von 1-2 mm erfolgen. Die absolute erreichbare Genauigkeit 
laBt sich mit ungefahr 10 mm Wasserdruck bemessen. 

Nach der osmotischen Bestimmung wird der Apparat aus
einandergenommen. Die Kollodiumrohre (2) und Glasrohre (5) 
werden sorgfaltig mit flieBendem Wasser ausgespult und in 
Trypaflavin-Ringerlosung aufgehoben. Die Rohre (1) wird nach 
der Spulung noch mit Bichromatschwefelsaure gereinigt. Man 
hebt sie am besten in diesem Gemisch auf und spult sie un
mittelbar vor dem Wiedergebrauch mit sterilem Wasser abo Es 
ist sehr wichtig, daB die Apparatur steril ist, und daB auBerdem 
die Rohre (1) uberall von der Flussigkeit vollkommen benetzt wird. 

Beim normalenMenschen findet sich im Serum mit 7-8% Ei
weiB ein kolloid-osmotischer Druck von 350-400 mm Wasser. 

Bestimmung des Gefrierpunktes kleiner 
Flussigkeitsmengen nach Salge 1 • 

Prinzip. Die Methode beruht auf Messung des Gefrierpunktes 
mittels eines Thermoelementes, das mit seinem einen Schenkel 

1 z. Kinderheilk. 1, 126 (1911); 34, 330 (1923). 
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in die gefrierende zu untersuchende Lasung, mit seinem anderen 
Schenkel in schmelzendes Eis eintaucht. Die Temperaturdiffe
renz bewirkt den Ausschlag eines Galvanometers, dessen Skala 
nach bekannten Gefrierpunkten geeicht ist. 

Apparate. 1. Spiegelgalvanometer. 2. Thermoelement. Dasselbe ist 
aus moglichst feinem Kupfer-Constantandraht zusammengestellt und so 
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gebaut, daB der eine Schenkel C( (siehe Abb. 5) durch eine Glaskappe C 
geschiitzt ist. Der andere Schenkel fJ besteht aus einem Glasrohr, in dem 
isoliert der Kupfer- und der Constantandraht verlaufen; unten tritt die Lot
stelle frei heraus (Abb. 7). Die Verbindung des Thermoelementes mit dem 
Galvanometer geschieht derart, daB die freien Kupferdrahte des Elementes 
mittels Kupferklemmen mit den ebenfalls aus reinem Kupfer bestehenden 



12 Allgemeine und physikaliseh-chemische Methoden. 

Zuleitungen des Spiegelgalvanometers verbunden werden. Die Anordnung 
entspricht der Abb. 3. 3. DewargefiiB (Thermosflasche B), Abb. 6. 4. Ge
friergefiiB D. Dasselbe ist ein Reagenzglas von etwa 10 em Lange und 
1 em Durchmesser. Durch einen kleinen Wulst, der 1 em unterhalb der 
Offnung angebracht ist, wird es im LuftmantelgefaB D schwebend so ge
halten, daB es iiberall von Luft umgeben ist (s. Abb. 7). 5. GefaB fiir 
schmelzendes Eis A; entsprechend Abb. 4. Dasselbe ist mit einem von 
einer Glasrohre durchbohrten Korken verschlossen und mit gemahlenem 
Eis gefiillt. Das Sehmelzwasser flieBt dauernd durch die Rohre am Boden 
ab, so daB im Inhalt von A eine Temperatur von 0 0 herrscht. 6. Apparat 
zur Gefrierpunktbestimmung nach Beckmann (nur zur Eichung der 
Galvanometerskala notwendig). 7. Stickperlen. 

Ausfiihrung. Eichung des Galvanometers. Zur Eichung 
des Galvanometers werden Messungen mittels des Thermo
elementes mit SalzlOsungen bekannten Salzgehaltes ausgefiihrt 
(z. B. mit einer 1 %ig. NaCl-Losung, deren LI bei 0,589° liegt). 
Der Gefrierpunkt dieser Losungen wird dann gleichzeitig nach der 
Beckmannschen Methode bestimmt (vgl. S. 303) und somit fest
gestellt, wie viele Skalenteile der Galvanometerskala einer be
stimmten Gefrierpunktserniedrigung entsprechen. Somit wird der 
Wert jeden Skalenteiles in Graden (Celsius) ausgedriickt. 

Vorbereitung zur Gefrierpunktsbestimmung. Das GefaB A 
wird mit gemahlenem Eis beschickt. Das DewargefaB B wird mit einer 
Kaltemischung aus Salz, Wasser und Eis gefiilIt, so, daB eine Temperatur 
von - 4 bis - 50 entsteht. In einem Reagenzglas w!?!den einige Stick
perlen mit aqua dest. iibergossen. Nach AbgieBen des Uberschusses bleibt 
die kapillare Bohrung der Perlen mit Wasser gefiilIt, das nach Einsetzen des 
Reagenzglases in die Gefriermischung gefriert. Die derart vorbehandeIten 
Stickperlen dienen zum Animpfen der unterkiihIten Untersuchungslosung. 

Ausfiihrung der Messung. In das GefriergefaB (siehe 
Abb. 7) wird 1-0,5 ccm der zu untersuchenden Fliissigkeit ein
pipettiert. In die Fliissigkeit wird der Schenkel f3 des Thermo
elementes eingesetzt, so daB das freie Ende des Thermoelementes 
in die Fliissigkeit eintaucht. 

Man bringt dann einen mit Glaskappe versehenen Schenkel 
des Thermoelementes zunachst in das schmelzende Eis, ebenso 
das Gefrierrohrchen mit Luftmantel, Inhalt und dem anderen 
Schenkel des Thermoelementes. Nach 10-15 Min. haben beide 
die Temperatur von 0 0 angenommen, was dadurch festgestellt 
werden kann, daB das eingeschaltete Galvanometer keinen oder 
nur einen geringen Ausschlag giht. Jetzt wird das Gefrierrohrchen 
mit Luftmantel in die Kaltemischung gebracht und das Galvano
meter eingeschaltet. An der ausgewerteten Skala kann man 
genau den Grad der Unterkiihlung verfolgen. Betragt sie 1-1,5 0, 

so wird die zu untersuchende Losung durch Zugabe einer der 
gefrorenen Perlen angeimpft. Der Galvanometerausschlag geht 



Bestimmung der Oberflachenspannung des Serums. l~ 

zuriick, um bei weiterem Stehen der Losung in der Gefrier
mischung wieder anzusteigen. Die Differenz der beiden Gefrier
punkte, Wasser und Untersuchungsmaterial, ist schnell an der 
Skala abzulesen. Der Ausschlag ist scharf und erlaubt eine Ge
nauigkeit der Messung bis zu 0,005°. 

c) Bestimmung der Gefrierpunktsbestimmung mit 
dem Beckmannschen Apparat. Vgl. S.303. 

Bestimmung der OberfHichenspannung des Serums und 
anderer biologischer Flnssigkeiten mit der Ringmethode 1 

nach Lecomte du Nony. 
Prinzip. Die Bestimmung beruht auf der Anwendung der 

Adhasionsringe, bei der die Kraft gemessen wird, die zur Zer
reiBung eines durch den Ring gehobenen Fliissigkeitssaulchens 
notig ist. 

Man hangt ein Platinringchen an die Torsionswage (s. Abb. 8), 
stellt auf Gleichgewicht ein, schraubt ein 
Schalchen mit der zu messenden Fliissig
keit so hoch, daB die Fliissigkeit den 
Ring gerade beriihrt und fiihrt an der 
Torsionswage eine so starke Torsion aus, 
daB das hochgehobene Fliissigkeitssaul
chen gerade zerreiBt. Die dazu notwen
dige Kraft, die direkt an der Wage ab
gelesen wird, wird von der Oberflachen
spannung iiber die Lange des Ringumfanges 
gegeben. Eine empirische Korrektur tragt 
dem EinfluB des Randwinkels der benet
zenden Fliissigkeit Rechnung. Der Tem
peratureinfluB ist fiir reine Fliissigkeiten2 

oder Kristalloidlosungen nicht groB, fiir Abb.8. 

kolloide Losungen (wie Blut) betrachtlich. 
A usfiihrung. Benutzt wird der Apparat von Hartmann und 

Braun. Zuerst wird der Wasserwert des Ringes bestimmt, d. h. 
die Kraft, die notig ist, um die an einem bestimmten Ringe 
adharierende Wasseroberflache zu zerreiBen. 

1 Vgl. Lecomte du Noiiy: Surface Equilibria of biological and 
organic colloids. New York 1926 und Equilibres superficiels des solutions 
colloidales. Paris 1929. Vgl. hierzll auch Brinkmann in Abderhaldens 
Arbeitsmethoden IV/4, 1417 (1927). 

2 Beim Wasser nimmt die Oberflachenspannung bei steigender Tem
peratur pro Grad um etwa 2%0 abo 
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Bei der groBen Oberflachenspannung des reinen Wassers 
ist auf kapillaraktive Verunreinigungen besonders zu achten. 
Zur Reinigung wird der Ring vorsichtig ausgegliiht oder noch 
besser mit (durch kurzes Eintauchen in konz. Salpetersaure 
yom spez. Gew. 1,4) passivierter Pinzette kurz in rauchende 
Salpetersaure getaucht, nachher unter der Wasserleitung gespiilt 
und mit reinem Filtrierpapier getrocknet. Die Uhrglaser oder 
Kolbchen, in die die zu untersuchende Fliissigkeit kommt, 
werden durch rauchende Salpetersaure und Waschen in flieBen
dem Wasser fettfrei gemacht. (Leitungswasser hat im allgemeinen 
eine rein ere 0 berflache als destilliertes Wasser; das destillierte 
Wasser kann durch Schiitteln mit Kohle und Filtrieren durch 
eine Kohleschicht gereinigt werden.) Die Kontrolle auf Ober
flachenreinheit geschieht nach Brinkmann folgendermaBen: 
Man bestimmt mit dem gereinigten Ring die AblOsungskraft 
sofort nach EingieBen des Wassers im gereinigten Uhrglas oder 
in der Glasschale ; die gefundene Kraft darf sich bei ruhig 
stehendem Wasser nicht weiter verringern. (Differenz hochstens 
0,5-1 mg.) Eine allmahliche Erniedrigung bei wenig veranderter 
Temperatur deutet auf eine Verunreinigung hin. 

Bei der Ausfiihrung der Bestimmung wird das Schalchen mit 
wenigstens 1 ccm Wasser auf das Stativ gestellt, die Wage mit 
anhangendem Ring auf Gleichgewicht eingestellt und arretiert. 
Dann wird das Schalchen so hoch geschraubt, daB die Wasser
oberflache die Unterflache des Ringes gerade benetzt. Bei arre
tierter Wage wird zunachst eine Drehung von 60-80 mg aus
gefiihrt, dann erst hebt man die Arretierung auf. Nun macht man 
die Torsion allmahlich so stark, daB die Wasseroberflache gerade 
zerreiBt (bei K mg). Dann wird die Torsion wieder geringer ge
macht (bis 80 bis lOO mg), der Ring durch leichten Druck auf die 
Aufhangestabchen wieder gerade auf das Wasser gedriickt und die 
ZerreiBungskraft erneut bestimmt. Der zweite Wert soll mit dem 
ersten genau iibereinstimmen. Dann schraubt man das Schalchen 
herunter und bestimmt das Gewicht des Ringes (+ Draht) + ad
hariertem Wasser = G. Dann ist K-G der Wasserwert des 
Ringes= WI. 

Bei der Messung einer beIiebigen Oberflachenspannung be-

1 Will man die Ringkonstante L bestimmen, so fiihrt man die Unter
suehung mit einer reinen Fliissigkeit von bekannter Oberflaehenspannung 
aus. Da die Oberflachenspannung des reinen Wassers bei 18° 73 Dynen 

pro em betragt, so ergibt sieh 73 = IL-;; G .0,981 (1 mg = 0,981 Dyn). wo 

auBer L aIle GraBen bekannt sind. 
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stimmt man ebenfalls K und G (in diesem Fall K' und G'), dann 

ist K' -G' = W' und die relative Oberflachenspannung ist ~. 
Will man die absolute Oberflachenspannung berechnen, so multi
pliziert man diese Zahl mit 73. (Die absolute Oberflachen
spannung des Wassers ist bei 18° gleich 73 Dynjcm.) Man 
muB aber noch eine Korrektur anbringen, da das Flussigkeits
saulchen nicht senkrecht an dem Ring zieht. Mit Berucksichti
gung dieser Korrektur erhalt man fUr die wirkliche relative 

Oberflachenspannung 1,18 ~' - 0,18 und fUr die absolute Ober-

flachenspannung (1,18;;. - 0,18) 73 Dynen. 

Bei der Bestimmung der Oberflachenspannung des Serums 
ist darauf zu achten, daB sofort nach dem EingieBen des Serums 
in das Schalchen die Oberflachenspannung hOher ist (naher der 
Oberflachenspannung des Wassers liegt): die dynamische Ober
flachenspannung; bei fortlaufenden Messungen zeigt sich eine 
allmahliche Erniedrigung, die ungefahr in einer halben Stunde das 
Minimum erreicht: die statische Oberflachenspannung1 • Wenn 
man die Oberflache durch Abstreifen mit Filtrierpapier auf
frischt, so bekommt man wieder die hohere Oberflachenspannung. 
Spontane Erhohung der Spannung mit der Zeit deutet auf eine 
Membranbildung. Die Temperatur muB berucksichtigt werden. 
Eine Messung, die bei 37 ° ausgefUhrt wird, liegt etwa um 
10 Dyn. niedriger als eine solche, die bei Zimmertemperatur aus
gefUhrt wird 2 • 

Fur normale Sera findet man statisch den konstanten Wert 
von 58-57 Dynjcm bei 16-18° und von 47 Dyn. bei 37°. 

Bestimmung der Viskositat des Blutes. 
Man bestimmt die relative Viskositat, d. h. man stellt fest, 

um wieviel die untersuchte Flussigkeit, in diesem Falle Blut, 
zahflussiger ist als Wasser. 

Bezeichnet man die Viskositaten zweier verschiedener Flussig
keiten mit 'YJ bzw. 'YJ1> die entsprechenden DurchfluBvolumina 

1 Der stalagmometrische Wert der Oberflachenspannung (vgl. Prakt 
Bd. I) ist nicht statisch. sondern (mehr oder weniger) dynamisch und liegt 
etwa um 10 Dyn hOher. 

2 Nach dem Vorschlage von Brinkmann kann die Bestimmung bei 
37 0 leicht im gewohnlichen Laboratoriumsbrutofen ausgefUhrt werden, in
dem man die Wage auf den Thermostaten steUt und den Ring an einem 
langen Draht durch eine Offnung im Dach des Schrankes senkt. 
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durch eine Kapillare mit V und V1> die entsprechenden Durch
fluBzeiten T und T 1> dann gilt 

. 'YF'h = VIT: VT1 · 

Da die Viskositat des Wassers '1 gleich 1 gesetzt wird, erhalt man 

V·T i 

'11 = -ViT . 

Bei dem Apparat von HeB, der unten besprochen wird, sind die 
DurchfluBzeiten T und T 1 gleich, und es werden die DurchfluB
volumina verglichen. 

Zusatz von Oxalat zur Hemmung der Gerinnung andert die 
Viskositat in unkontrollierbarer Weise; Hirudin beeinfluBt die 
Viskositat nicht. 

Bestimmung der Viskositat des Blutes nach HeBl. 

Auf der Milchglasplatte H (Abb. 9) sind zwei graduierte Glas
rohren, A und B, befestigt, die an einem Ende durch das Rohr G 
unter sich und durch den Schlauch K mit dem Gummiballon L in 

E 

H 

F 

Abb. 9. 

Verbindung stehen; an dem anderen Ende sind an dieselben je ein 
Glasrohrchen 0 und D von sehr feiner Offnung, sog. Glaskapillaren, 
angeschlossen. Diese letzten munden wiederum in E undF, Glas
rohrchen vom Kaliber der Rohren A und B. Das Rohrchen F, 
das durch die Feder N in seiner Lage gehalten wird, ist auswechsel
bar und kann durch ein anderes der mehrfach vor handenen, 
gleichen Rohrchen ersetzt werden. Durch Hahn Q ist die Moglich
keit geboten, die Verbindung B mit G und damit auch mit dem 
Ballon L aufzuheben. Die Rohrchen A und B sind vor ihrer Ein
mundung in das Rohr G rechtwinkelig abgebogen, so daB sie, wie 
auch der Schlauch K, von oben herab in G einmunden. Zwischen 
Schlauch K und Gummiballon List ein Glasrohr V eingeschaltet, 

1 Beschreibung nach HeB: Munch. med. Wschr. 1907, S.2226. 
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dessen Inneres mit der AuBenluft durch das Loch P kommuni
ziert. 

A usfiihrung: In den Rohrchen B, 0 und E liegt eine zu
sammenhangende Wassersaule, und zwar so, daB ihr linkes Ende 
beim Nullpunkt der Skala liegt. . 

Bevor man das abnehmbare, nur durch die Feder N in seiner 
Lage gehaltene Rohrchen F mit D verbindet, wird es mit einem 
Blutstropfen in Beriihrung gebracht, welcher infolge der Kapilla
ritat in dasselbe eintritt. Beim Ansaugen mittels des Ballons L 
tritt die Blutsaule durch die Kapillare D hindurch in die Pipette A 
hinein. 1st dieselbe bis zum Nullpunkt angeflillt, so wird der 
Hahn Q senkrecht gestellt, d. h. geoffnet; bei dem nunmehr er
neut erfolgenden Ansaugen flillt sich B mit dem aus E stam
menden, durch 0 zuflieBenden Wasser, wahrend gleichzeitig 
durch den ganz analogen Vorgang Blut in A einstromt. Sobald 
dieses bei der Marke 1 angelangt ist, unterbricht man die Saug
wirkung des Ballons, so daB Blut und Wasser still stehen. Die 
Menge des in das Rohrchen B eingeflossenen Wassers, welche an 
der Skala abgelesen wird, zeigt an, wie sich die Viskositat der 
untersuchten Blutprobe zu der des Wassers verhalt, gibt also 
direkt die relative Viskositat. 

Durch Pressen des Ballons L werden Wasser und Blut wieder 
zuriickgetrieben. 1st erstes wieder beim Nullpunkt angelangt, 
schlieBt man den Hahn Q, so daB das Wasser in dieser Lage 
fixiert bleibt und entleert nun durch erneuten Druck das Blut 
vollstandig aus A und G. Das Rohrchen F wird herausgenommen 
und bei dem nachsten Versuch durch ein frisches ersetzt. Durch 
zweimaliges Ansaugen von Ammoniak werden D und A ausgespiilt, 
und der Apparat ist wieder versuchsbereit. 

Die Rohrchen F werden ausgespiilt und in Ammoniak liegen 
gelassen. Wenn eine groBere Anzahl beieinander sind, trocknet 
man sie auf einem erhitzten Blech oder Drahtnetz. Der Druck 
wird mittels des Ballons dadurch erzeugt, daB man mit einem 
Finger das Loch P verschlieBt und dabei den Ballon preBt. An
saugend wirkt er dann, wenn man erst nach erfolgtem Pressen 
P verschlieBt und dann den Druck aufhebt. Bei Freilassen des 
Loches P hort der Druck oder die Saugwirkung des Ballons 
sofort auf. 

1st eine Blutprobe sehr dickfliissig, so wird sie nur bis zur 
Marke % oder % angesaugt; die abgelesenen Werte, mit 2 oder 4 
multipliziert, stellen dann die gesuchten Viskositatswerte dar. 

Kontrollversuche an Fliissigkeiten mit bekannter Viskositat 
ergeben eine Genauigkeit des Apparates von 1-2%. 

Rona·Kleinmann, Blut u. Harn. 2 
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Yz Min. nach Auffangen des eben ausgetretenen Bluttropfens 
kann der gesuchte Wert abgelesen werden; nach einer Minute 
ist der Apparat wieder versuchsbereit. 

Der EinfluB der Versuchstemperatur druckt sich dadurch aus, 
daB mit dem Steigen derselben um 1 0 der Viskositatswert um 
0,8% abnimmt. Eine Korrektion des abgelesenen Wertes ist nur 
bei starkeren Temperaturabweichungen notig. 

Als Normalwerte der relativen Viskositat des menschlichen 
BIutes ergeben sich nach HeB 4,74 fur Manner, 4,40 fUr Frauen. 

Refraktometrische Blutuntersuchung 1. 

Die Theorie der Refraktometrie und die zur refraktometrischen 
Untersuchung notige Apparatur ist im 1. Band des Praktikums, 
S.22ff. beschrieben. (Vgl. ferner S. 311). 

Die ReiBsche Tabelle zur Umrechnung der Sk.-T. des 
Einta uchrefraktometers bei 17,5 0 C in Ei weiBprozente 2• 

Blutserum Ex- und Transsudate 
---~----~---

Brechungs-
nD f. destilliert. Wasser 1,33320 nD f. destillier-

indizes zu tes Wasser 1,33320 
neben- L1nD f. d. NichteiweiB-

L1nD f. d. Nicht-
stehenden korper 0,00277 eiweiBkorper 0,00244 

Skalenteilen L1nD f. 1 % EiweiB 0,00172 
L1nD f. I%Eiw. 0,00184 

Skalenteil Eiw.i. % 
---------

Skalenteil I EiweiB i. % 

1,33705 25 0,63 25 0,77 
1,33743 26 0,86 26 0,97 
1,33781 27 1,08 27 1,18 
1,33820 28 1,30 J.T.20 28 1,38 
1,33858 29 1,52 0,1 29 1,59 
1,33896 30 1,74 Sk.-T % 30 1,80 
1,33934 31 1,96 1 0,02 31 2,01 
1,33972 32 2,18 2 0,04 32 2,21 
1,34010 33 2,40 3 0,06 33 2,42 
1,34048 34 2,62 4 0,08 34 2,62 
1,34086 35 2,84 5 0,10 35 2,83 
1,34124 36 3,06 6 0,12 36 3,04 
1,34162 37 3,28 7 0,14 37 3,24 
1,34199 38 3,50 

I 

8 0,16 38 3,45 
1,34237 39 3,72 9 0,18 39 3,65 
1,34275 ·40 3,94 40 3,86 

1 ReiB: In Abderhaldens Arbeitsmethoden IVj3, S. 312und IVj4, 
S. 941 (1925). 

2 Refraktometrische MeBmethoden in der Biologie v. ReW in Abder
haldens Biochem. Arbeitsmethod. Abs. 10/3, S. 316. 
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Die ReiBsche Ta belle (Fortsetzung). 

Blutserum Ex- und Transsudate 
~~- --

Brechungs-
nn f. destilliert. Wasser 1,33320 nn f. destillier-

indizes zu tesWasser 1,33320 
neben- LI nn f. d. NichteiweiB-

LI nn f. d. Nicht-
stehenden k6rper 0,00277 eiweiBk6rper 0,00244 

Skalenteilen LI nn f. 1% EiweiB 

Skalenteil Eiw. i. % 

1,34313 41 4,16 
1,34350 42 4,38 
1,34388 43 4,60 
1,34426 44 4,81 
1,34463 45 5,03 
1,34500 46 5,25 
1,34537 47 5,47 
1,34575 48 5,68 
1,34612 49 5,90 
1,34650 50 6,12 
1,34687 51 6,34 
1,34724 52 6,55 
1,34761 53 6,77 
1,34798 54 6,98 
1,34836 55 7,20 
1,34873 56 7,42 
1,34910 57 7,63 
1,34947 58 7,85 
1,34984 59 8,06 
1,35021 60 8,28 
1,35058 61 8,49 
1,35095 62 8,71 
1,35132 63 8,92 
1,35169 64 9,14 
1,35205 65 9,35 
1,35242 66 9,57 
1,35279 67 9,78 
1,35316 68 9,99 
1,35352 69 10,20 
1,35388 70 10,41 

Beis piel: 
Die Messung eines Blutserums 
habe ergeben: 43,6 Sk.-T. 

43 Sk.-T. entspr. 4,60% 
44 4,81 % 
1" 0,21% 

0,00172 LI nn f. 1% Eiw. 0,00184 
- --- -

Skalenteil EiweiBin% 

J. T. 21 41 4,07 
0,1 42 4,27 

Sk.-T. % 43 4,48 
I 0,02 44 4,68 
2 0,04 45 4,89 
3 0,06 46 5,10 
4 0,08 47 5,30 
5 O,ll 48 5,50 
6 0,13 49 5,70 
7 0,15 50 5,90 
8 0,17 51 6,1l 
9 0,19 52 6,31 

53 6,51 
J. T. 22 54 6,71 
0,1 55 6,91 

Sk.-T. % 56 7,12 
I 0,02 57 7,32 
2 0,04 58 7,52 
3 0,07 59 7,72 
4 0,09 60 7,92 
5 O,ll 61 8,12 
6 0,13 62 8,32 
7 0,15 63 8,52 
8 0,18 64 8,72 
9 0,20 65 8,92 

66 9,12 
67 9,32 
68 9,52 
69 9,72 
70 9,91 

also muB man fUr die Umwertung der 
Zehntel-Sk.-T. die J. T. 21 benutzen 

43 Sk.-T. 4,60% 
0,6 0,13% 

43,6 4,73% 

Auch fUr die refraktometrische Untersuchung des Blutes wird 
das Eintauchrefraktometer von Pulfrich mit dem Hilfsprisma 
benutzt. (Prakt. I, S. 22.) 

2* 
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Zum Sammeln des Blutes fiir die Bestimmung empfiehlt 
ReiB ein U-formig gebogenes Rohrchen von ca. 12 cm Schenkel
Hinge und 2-3 mm lichter Weite. Der Fassungraum betragt 
0,7 -1,5 ccm. Das U -Rohrchen wird mit der einen Hand annahernd 
horizontal gehalten und seine Spitze mit dem Blutstropfen in Ver
bindung gebracht, wobei man die andere Hand zweckmaBig als 
Stiitze benutzt. Durch Kapillaritat saugt sich das Blut in das 
Rohrchen hinein. Man kann die Geschwindigkeit des EinflieBens 
durch geringes Heben oder Senken des Rohrchens verandern. 
Wenn der eine Schenkel des Kapillarrohres sich vollstandig mit 
Blut vollgesaugt hat, nimmt man das Rohrchen ab und stellt es 
senkrecht auf, so daB das Blut sich gleichmaBig in seine beiden 
Schenkel verteilt. Zur Gewinnung des Serums werden die Rohr
chen so lange zentrifugiert, bis eine scharfe Trennung zwischen 
Serum und Blutkuchen erzielt ist. (Steht keine Zentrifuge zur 
Verfiigung, so kann man die Rohrchen an einem kiihlen Orte 
stehen lassen.) Man kann die gefiillten Rohrchen auch einen Tag 
aufbewahren, ohne daB das Resultat dadurch wesentlich beein
fluBt wird. Doch empfiehlt es sich, Rohrchen, die man langere 
Zeit aufbewahren muB, zuzuschmelzen, was man leicht iiber 
jeder Flamme, sogar iiber der eines Streichholzes ausfiihren kann. 

Der normale EiweiBgehalt des Blutserums des. erwachsenen 
Menschen betragt 7-9%, des Sauglings 5,6-6,6%. 

Resistenzprllfung der roten Blutkorperchen. 

Methode von Simmel 1• 

Prinzip. Eine Salzmischung von der osmotischen Konzentra
tion des Blutes (Gefrierpunktserniedrigung 0,56 0 bis 0,57 0) wird 
hergestellt und in abnehmender Konzentration mit dem zu 
priifenden Blut gemischt. Die Zahl der intakten Blutkorperchen 
wird gezahlt. 

Die Salzlosung besteht aus 8,2 g NaCI, 0,2 g KCl, 0,2 g MgC12 , 

0,2 g CaC12, 0,1 g NaH2P04 und 0,05 g NaHCOa im Liter Wasser. 
Aus dieser Losung werden 30-,40-,50-, 60- und 70%ig. Losungen 
hergestellt (bezeichnet mit 0,3,0,4,0,5 usw.). Das Blut wird aus der 
Fingerbeere oder dem Ohrlappchen mit einer Blutzahl-Pipette 
(man benutzt 6 solcher Pipetten bei der Bestimmung) bis zur 
Marke 0,5 aufgesogen, bis zur Marke 101 mit den obigen Salz
lOsungen verdiinnt, sorgfaltig gemischt und mindestens eine Stunde 

1 Vgl. Dtsch. Arch. klin. Med.142, 252. (1923)undErg. inn. Med. 27, 508. 
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(nicht iiber 2 Stunden) bei Zimmertemperatur stehen gelassen. 
Man vermischt wieder und zahlt die Blutkorperchen wie iiblich 
in der Zahlkammer von Thoma-Zeiss. 

Neuerdings haben Waugh und Chase! die Methode von 
Simmel etwas modifiziert, indem sie nicht 6 sondern 10 Ver
diinnungen (von 100-20%) ansetzen. Eine Beurteilung des Grades 
der Hamolyse kann schon makroskopisch erfolgen. Man mischt 
dabei je 1 ccm der SalzWsung mit 5 ccm des Blutes. 

Die Untersuchungen von S immel ergeben, daB unter normalen 
Verhaltnissen bei Verdiinnungen von 0,7 und 0,6 (s. 0.) keine oder 
sehr wenige rote Blutkorperchen, bei 0,5 1/6-Yz, bei 0,4 fast 
alle hamolytisch sind 2 • 

Bestimmung des Volumens der Blutkorperchen und 
des Serums. 

Prinzip. Das Blut wird in einer Kapillare von geeigneter 
Form (Hamatokrit) zentrifugiert; die Hohe der Blutkorperchen
saule dient als MaB fUr ihr Volumen. 

Der Hamatokrit von Hedin besteht aus einem Thermometer
rohrchen von 35 mm Lange, 3-4 mm Dicke und etwa 0,5 mm 
lichter Weite; er besitzt eine in 100 gleiche Teile geteilte Skala. 
Die Befestigung der kapillaren Rohrchen an der Zentrifuge erfolgt 
mittels eines Metallrahmens in der aus der Abb. 10 ersichtlichen 
Weise. Das Blut kann 
mit 0,9%ig. Kochsalz
Wsung verdiinnt werden 
und wird zur Verhiitung 
der Gerinnung mit Na
triumoxalat zu 0,1 % 
versetzt. Man zentrifu-

Abb.l0. 

giert in einer gut gehenden elektrischen Zentrifuge (ca. 3000 bis 
4000 Touren in der Minute) mit groBerem z. B. 17 em Radius, 
bis die Blutkorperchensaule innerhalb 1 Min. keine Anderung 
ihrer Hohe mehr zeigt 2 • 

Vorteilhaft ist 3 die Anwendung von Hamatokriten, die aus 
einem U-fOrmigen Glasrohr von 1-1,5 mm Durchm. mit Gradein
teilung bestehen. Seyderhelm und Lampe verwendeten zur 
Verhiitnng der Gerinnung eine Losung von 0,9 g Kochsalz nnd 

1 J. Labor. a clin. Med. 13, 872 (1928). 
2 "Uber andere Formen deriHamatokriten vgl.,Domarus: 1. c. S. 180f£. 
3 B6nniger: Ber!. klin. Wschr. 1909. S. 161. 
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2 g Ammoniumoxalat zu 100 cern Wasser und gaben 1 ccm 
dieser Losung zu je 10 ccm Blut_ Hirudin- uud Oxalatblut ergaben 
iibereinstimmende Werte. Eine Nacheichung der Graduierung 
mit Hilfe von Quecksilber ist zu empfehlen. 

Messung der Senkungsgeschwindigkeit der 
Blutkorperchen I, 

Verfahren von Fahraeus. 

Die Blutprobe wird durch Punktion einer Hautvene mit 
Hilfe einer Rekordspritze gewonnen. Man entnimmt reichlich 
1 ccm. Die Spritze wird zuerst zu einem Fiinftel mit einer 3%ig. 
(dreibasischer) Natriumzitratlosung gefiillt, dann mit Blut voll
gesaugt. Der Inhalt der Spritze wird in ein Reagenzglaschen 

l"- I"-
r- r- r- t-

- --

~ 
c:; 

~ 

nL 
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Abb.l1. 

ausgespritzt und gut durchmischt. Dann wird die Zitratblut
mischung in eine pipettenahnliche Glasrohre von ungefahr 
300Tmm Lange und ca. 2,5 mm innerem Durchmesser zu einer 
Hohe von 200 mm aufgesogen. Die so gefiillte Rohre wird in einem 
Gestell dadurch vertikal fixiert, daB eine iiber dem oberen Ende 
der Rohre angebrachte Stahlfeder ihre Spitze gegen eine Gummi
unterlage driickt (Abb. 11). 

Die Senkungsgeschwindigkeit ermittelt man dadurch, daB 
man nach einer gewissen Zeit den Weg mi13t, urn den die oberste 

1 Vgl. Fahraeus in Abderhaldens Arbeitsmethoden IV/3, 383. 
- Vgl. auch Westergren; Klin. Wschr. 1, 1359 und 2186 (1922). 
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Blutkorperchenschicht sich von dem ursprunglichen Flussigkeits
niveau gesenkt hat. Die Grenze zwischen der klaren Plasma
schicht und den obersten Blutkorperchen ist im allgemeinen so 
scharf, daB sie bis auf 1 mm bestimmt werden kann. Bei diffuser 
Grenze miBt man bis zu dem Punkte, wo die Flussigkeit vollig 
undurchsichtig zu werden beginnt. Der Senkungsvorgang wird 
am genauesten verfolgt, wenn man mehrere Ablesungen zu ver
schiedenen Zeiten vornimmt. 1m allgemeinen genugt es aber, 
einmal abzulesen, und zwar am besten 1 Stunde nach Beginn 
der Senkung. Die reziproken Werte der so gewonnenen Zahlen 
geben den Grad der "Suspensions
stabilitat" des Blutes an. 

Fur geringe Blutmengen hat Lin
zenmeyer ein Mikrosedimeter vor
geschlagen I . Bei diesem ha ben die 
Kapillaren eine Weite von 1 mm 
(oder von 0,5 mm) und tragen oben 
eine Erweiterung von birnenformi
ger Gestalt, in die das Blut auf
gesogen und darin gemischt wird 
(siehe Abb. 12). Die Kapillare 
tragt eine Marke a bei 12,5 mm und 
eine zweite Marke b bei 62,5 mm. 
Bis a solI 5%ig. Natriumzitrat
Losung, bis b Blut nachgefullt wer
den. Bei schnell sinkendem Blut ge
braucht man vorteilhafter eine lan
gere Blutsaule mit den Marken a l 

und bl . So erhalt man eine Hohe 
von etwa 100 mm. Die Kapillare Abb. 12. 

muB vor dem Gebrauch an der 
'Wasserstrahlpumpe (nach vorheriger Entfettung mit Bichromat
Schwefelsaure) gut getrocknet oder mehrmals mit Natriumzitrat
losung durchgespult werden. Am oberen Ende befestigt man 
zweckmaBig ein Stuck Druckschlauch, um Aufsaugen und Mischen 
regulieren zu konnen. 

Zur Bestimmung braucht man 1-2 Tropfen Blut. Man saugt 
zuerst bis zur Marke a (bzw. al ) die Zitratlosung auf und laBt bei 
horizontalem Ansetzen der Kapillare auf den Blutstropfen Blut 
nachflieBen, bis der Flussigkeitsmeniskus die Marke b (bzw. bl ) 

1 Vgl. Linzenmeyer: Abderhaldens Arbeitsmethoden IVj4, 1409. 
- Siehe auch Brinkmann und Wastl: Biochem. Z. 124, 25 (1921). 
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erreicht hat. Trockene Rohren fiillen sich durch Kapillaritats
wirkung von selbst, bei feuchten Rohren muB man ansaugen. 
Man mischt bei horizontaler Stellung der Kapillare gut durch, dann 
laBt man die Mischung wieder so weit in das Rohrchen zuriick
steigen, bis der obere Meniskus etwa 1 em von der Erweiterung 
entfernt ist oder mit der Marke b1 abschlieBt, und befestigt es in 
dem Gestell. Man notiert die Zeit und beobachtet die Senkung der 
roten Blutkorperchen. Abgelesen wird stets der obere Meniskus. 
Bei sehr langsam sinkenden Blutarten ist zu empfehlen, die Beob
achtungen in schrag gestellten Rohrchen auszufiihren, da mit zu
nehmender Winkelstellung der Rohrchen die Geschwindigkeit der 
Sedimentierung zunimmt. 

Isohamagglutination (Blutgruppen). 
Die Sera mancher Menschen vermogen die roten Blutkorper

chen anderer Menschen zu agglutinieren. Auf Grund dieser Fahig
keit lassen sich die menschlichen Blutarten in folgende 4 Gruppen 
einteilen (MoB): 

Blut-
korperchen 1 2 

4 - -
3 - + 
2 - -
1 - I + 

Sera 

3 

-
-

+ 
+ 

4 

-
+ 
+ 
+ 

wo + das Auftreten, -
das Ausbleiben der Agglu
tination bedeutet. 

Die Verhaltnisse lassen 
sich unter der Annahme 
von zwei Isoagglutininen (X 

und {J im Serum und 
zwei agglutinablen Sub

stanzen A und B in den Blutkorperchen erklaren. So ergibt 
sich nach Landsteiner, Dungern und Hirschfeld folgendes 
Schema: 

Blutgruppen 
nach MoB 

Wenn keines der 
Agglutinable Agglutinine Sera agglutiniert, 

Substanzender des Serums so gehoren die Blut-
BlutkOrperchen __________ -T __________ ~--------____ korperchen zur 

I 
II 

III 
IV 

A+B 
A 
B 

Gruppe IV; wenn 
Serum 3 aggluti
niert, Serum 2 nicht 
agglutiniert, so ge-
hOren die Blutkor

perchen zur Gruppe II; wenn Serum 2 agglutiniert, Serum 3 nicht 
agglutiniert, so gehoren die Blutkorperchen zur Gruppe III; wenn 
beide Sera agglutinieren, so gehoren die Blutkorperchen zur 
Gruppe 1. 
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Allgemeine Technik der Isoagglutination 1. 

Bei der makroskopischen Priifung mischt man das Serum 
in verschiedenen Verdiinnungen, am besten zu gleichen Teilen 
mit einer 5%ig. Blutkorperchenaufschwemmung und zwar in 
kleinen Reagenzglasern oder in Uhrschalchen. Nach einiger Zeit 
(meist geniigt Yz Stunde) kann man die Ausflockung und die 
Klarung der Zwischenfliissigkeit deutlich erkennen. Bei der 
mikroskopischen Untersuchung vermischt man Serum und Blut
korperchen auf einem Objekttrager mit der Platinose und unter
sucht im hangenden Tropfen bei schwacher oder mittlerer Ver
groBerung. Man erkennt so gut, ob die Blutkorperchen in Rauf
chen liegen, und wieviele nicht agglutiniert sind. Das Befreien 
der Blutkorperchen yom eigenen Plasma durch Waschen mit 
physiologischer KochsalzlOsung (evtl. unter Zusatz von 1 % 
Natriumzitrat) ist nach Lattes im allgemeinen unnotig. Zweck
maBig benutzt man frische Blutkorperchen. Um sie zu konser
vieren, ist es vorteilhaft, das Blut in kleinen sterilen Kapillaren 
aufzubewahren und das kleine Gerinnsel im Moment des Ge
brauches in physiologische KochsalzlOsung auszublasen, oder 
man setzt zu Zitratblut noch Chinosol (Oxychinolinnatrium
sulfat). Rous und Turner nehmen 3 Teile Blut, 3 Teile iso
tonische NatriumzitratlOsung (3,8 %ig.), 5 Teile isotonische 
(5,4%ig.) Dextroselosung. So behandelte Blutkorperchen sollen 
noch mehrere Wochen zu Transfusionen brauchbar sein. 

Die Konzentration des Serums muB beriicksichtigt werden: 
ist sie zu hoch, so kommt es zu nichtspezifischen Raufchenbildun
gen (Pseudoagglutination, Lattes). Um dies zu vermeiden, 
empfiehlt es sich, die Reaktion mit zumindest zwei- bis dreifach 
verdiinntem Serum auszufiihren. Zu verwerfen sind diejenigen 
Verfahren, bei denen zu reinem Serum 1 Tropfen Vollblut zugesetzt 
wird. Bei Benutzung von nicht inaktiviertem, steril aufbewahrtem 
Serum (24 Stunden bei 37 0 oder 7 -8 Tage bei Zimmertem
peratur) ist die Gefahr einer Ramolyse (Isolyse) oder einer Pseudo
agglutination nicht mehr vorhanden. So behandelte Sera, die 
man als Testsera in kleinen Flaschen aufhebt, konnen daher 
auch unverdiinnt benutzt werden. Um die Moglichkeit der Auto
agglutination mit Antikorperbindung auszuschalten, empfiehlt 
es sich, die Testsera bei ihrer Gewinnung einige Zeit bei 0 0 mit den 
roten Blutkorperchen in Kontakt zu lassen 2. 

1 Nach La ttes: Die Individualitat des Blutes. Vbersetzt von 
Schiff, S. 10ff. Berlin: Julius Springer 1925. 

2 Vgl. Lattes: 1. c. S. 10. 
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Analyse der Blutgase. 

Bestimmung des SauerstoHs mit der 
Ferrizyanidmethode1 (Haldane). 

Prinzip. Nach Zugabe von Ferrizyankalium zu Oxyhamo
globin, das vorher durch Hamolyse aus den Blutkorperchen in 
Freiheit gesetzt worden ist, wird das Oxyhamoglobin in Methamo
globin verwandelt unter Freisetzung des Sauerstoffes, der 
vorher mit dem Hamoglobin verbunden war (vgl. S. 30). Be
obachtet wird die Druckanderung in einem Manometer, das mit 
Nelkenol gefiillt ist und an dem zwei voHkommen gleiche birnen
formige GefaBe luftdicht angeschlossen sind. Die Druckdifferenzen 
durch Temperatur- und Barometeranderungen wahrend der Unter
suchung sind in beiden GefaBen gleich groB und entgegen
gesetzt und verandern den Stand des N elkenols im Manometer 
nicht. 

Apparatur. Die gewohnlichen Apparate sind zur Analyse 
von 1,0 ccm Blut gebaut. Die genaue Form des Apparates ist 

aus der Abb. 15 b ersichtlich. Die birnenformigen 
Flaschen sind durch ein Manometer verbunden, das 
aus einer Kapillare von ca. 1 mm Durchmesser be
steht. Die Enden kommunizieren durch Dreiweg
hahne entweder mit der AuBenluft oder mit den Ge
faBen. Das Kopfstiick der GefaBe, 
das die Verbindung mit dem 
Manometer vermittelt, ist in 
Abb. 14 wiedergegeben. 1m obe
ren, mit den "Birnen" mittels 
Schliffs verbundenen Teil ist ein 
kleines, etwa 0,3 ccm Fliissigkeit 
fassendes Glasrohr eingeschmol-

Abb. 13. zen. Durch Drehen der Birne Abb. 14. 

kann je nach der SteHung der 
Inhalt des Rohres in die Flasche flieBen oder das Rohr gegen 
die Flasche abgeschlossen werden. Die Flaschen, die ungefahr 
25 ccm fassen, miissen genau gleichgroB sein .. 

Der Apparat fiir 0,1 ccm Blut ist in Abb. 15a wiedergegeben. 
Der Durchmesser der Manometerkapillare ist hier hochstens 

1 Haldane: J. Physiol. 25, 295 (1900). - Barcroft und Haldane: 
J. Physiol. 28, 232 (1902). - Barcroft: J. Physiol. 37, 12 (1908) und 
The Respiratory Function of the Blood. Cambridge 1914. 
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0,5 mm. In der Mulde X mussen 0,05 ccm, in Y 0,3 ccm Flussig
keit Platz haben. 

Man reinigt den Apparat mit einem Gemisch von Kalium· 
bichromat und Schwefelsaure. Man taucht das ganze Rohr in 
diese Flussigkeit, die erwarmt wird, wascht dann mit destilliertem 
Wasser grundlich nach und trocknet den Apparat durch Durch
saugen von warmer mit 
Schwefelsaure getrockneter 
Luft. f, 

Die Manometer werden 
mit chemisch reinem, trok
kenem Nelkenal geflilIt. 
Das Nelkenal darf keine 
Verharzung zeigen. Das 
spez. Gewicht des Nelken- A, 

als (das mit dem Pykno
meter bestimm t werden soIl) 
liegt bei 1,0381 . Das Ein
flillen des Nelkenals erfolgt 
durch eine trichterfarmige 
Erweiterung des in der 
Mitte des Apparates ange
brachten Steigrohrs. Man 

Az 

a b 
Abb.15. 

flilIt so viel 01 ein, daB das Niveau ungefahr auf halber Hahe 
der Skala steht, die hinter dem Manometer angebracht ist. Beim 
Fullen des kleinen Apparates flir 0,1 ccm Blut gibt man mit einer 
Kapillarpipette, die man bis zur Verengerung des Rohres in das 
Manometerrohr der einen Seite einfuhrt, etwas Nelkenal, wah
rend der Hahn des anderen Rohres geschlossen ist. 'Nach Heraus
ziehen der Pipette affnet man diesen Hahn vorsichtig so weit, 
daB das 01 in das Kapillarrohr eintreten kann und gerade noch 
die untere Biegung flillt. Man schlieBt den Hahn wieder, ent
fernt sorgfaltig mit Hilfe von Filterpapier den fiberschuB des 
OIs, das sich noch in dem weiteren Teil befinden solIte. Dann affnet 
man den Hahn der anderen Seite wiederum, worauf sich das 01 
in beiden Schenkeln verteilt und die Menisken ungcfahr in der 
Mitte der Skala liegen 2. 

Zum Fetten der Hahne verwendet man am besten eine Mischung 
von gleichen Teilen von Cera £lava und Vaselinum amer., die 
geschmolzen miteinander verruhrt werden. (fiber Hahnfett vgl. 
auch Prakt. III, S. 137). 

1 Nach Biochem. Handlexikon 7, 632 bei 1,045-1,070. 
2 Vgl. Straub in Abderhaldens ArbeitsmethodenIV/lO. S.218 (1923). 
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Die GefaBkonstante l . 

Bei einer Gasentwicklung in einem der GefaBe des Apparates 
tritt eine Druckdifferenz auf; das Nelkenol in der Kapillare wird 
verschoben. Die Menisci des Nelkenols in den Schenkeln des 
Manometers zeigen eine Hohendifferenz h, deren GroBe zur Be
rechnung des Volumens des freigewordenen Gases v dient nach 
der Formel: 

in der V das Volumen jeder der Schuttelbirnen und des Verbin
dungsstuckes bis zum Manometer in Kubikzentimetern, A der 
Inhalt der Grundflache der Ka pillare, P der Barometerdruck in 
Millimetern Nelkenol sind. Da V, P, A konstante GroBen sind, 
kann der Ausdruck in der Klammer als die Konstante des Appara
tes k bezeichnet werden und die obige Formel wird zu 

v=h·k, 

d. h. die beim Versuch freigewordene Gasmenge ist durch das 
Produkt aus der gefundenen Hohendifferenz h und der Konstan
ten k des Apparates gegeben. 

Bei der Bestimmung der GefaBkonstante bestimmt man fUr 
jeden Apparat, welchem Gasvolumen (bei stets gleicher Fullung 
des Apparates) eine Niveaudifferenz des Manometers urn ·einen 
Teilstrich aus der Ruhelage entspricht, oder anders ausgedruckt, 
wieviel Millimeter Ausschlag der Entwicklung einer bestimmten 
Gasmenge in dem benutzten Apparat entspricht. 

Die Konstante muB fur beide GefaBe des Apparates gesondert 
ermittelt werden. Die Konstante, multipliziert mit der Niveau
differenz des Manometers, die durch die Gasentwicklung ent
steht, ergibt die gesuchte Menge Gas, die dann auf 760 mm Hg 
und 0 0 reduziert werden muB 2. 

Am bequemsten erfolgt diese Bestimmung nach der Vorschrift 
von Munzer und Neumann. 

Bestimmung der GefaBkonstante nach Munzer und 
Neumann. 

Eine durch Auswagung kontrollierte MeBpipette P, die 1 ccm 
groB und in 1/100 geteilt ist, wird an den einen Schenkel der 

1 Vgl. hierzu Munzer und Neumann: Biochem. Z. 81, 319 (1917). 
2 Nach Wertheimer soIl nicht auf Trockenheit reduziert werden. 

Biochem. Z. 106, 6 (1920). 
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U-formig gebogenen Kapillare des Apparates durch ein zweimal 
rechtwinklig gebogenes Kapillarstiick und durch zwischengeschal
teten Druckschlauch angeschlossen. Das andere Ende der Pipette P 
wird durch Druckschlauch mit dem Niveaurohr N verbunden; 
das ganze System wird in ein Wasserbad versenkt. Als Sperr
fliissigkeit dient Wasser. 

Zunachst offnet man die Hahne A, B, a und senkt N so weit, 
daB der Meniskus im 
unteren Teil von P 
steht, damit geniigend 
Spielraum nach oben 
vorhanden ist. Nach
dem sich im ganzen 
Apparat Atmospharen. 
druck eingestellt hat, 
schlieBt man die Hahne 
A und 0 1 • Der Menis
kusstand in den bei
den Manometerkapil
laren und der Eichpipette 
wird notiert. J etzt hebt 
man das Niveaurohr N, 
bis im Manometer die 
gewiinschteNiveaudiffe
renz auf tritt, schlieBt 
Hahn B (bei vorhande
ner Verbindung des Ma
nometers mit der Birne) 
und senkt das Niveau
rohr so weit, daB in ihm 
und der Eichpipette P 
der Wasserstand gleich 
hoch ist. Die Differenz 
der beiden Pipettenab-

Abb. 16. 

lesungen vor und nach dem Versuch gibt uns das Volumen des ein· 
gepreBten Gases unter den herrschenden Druck- und Temperatur. 
verhaltnissen, und diese GroBe, dividiert durch den Niveau· 
unterschied im Manometer ( evtl. korrigiert fiir eine anfangs 
bereits vorhandene geringe Hohendifferenz), liefert die Kon
stante. 

1 Bei neueren Apparaten sind Aund B Dreiwegehahne. Beim 
SchlieBen des Hahnes A ist die Verbindung mit dem entsprechenden 
birnenformigen GefaB hergestellt. 
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Beispiel. Die Birne war mit 5,07 ccm Wasser beschickt worden. 
EingepreBtes Luftvolumen 

in cmm 106 103 138 174 212 264 294 103 267 

Hohenunterschied 
in mm 29,8 28,8 38,9 48,6 60,0 74,8 82,2 29,1 75,9 
k 3,56 3,58 3,55 3,58 3,53 3,53 3,58 3,54 3,52 

Mittelwert von k = 3,55. 

Die ermittelte Konstante kist unabhangig von der Tem
peratur. Sie ist nicht unabhangig von dem Barometerdruck wie 
auch yom Birnen,olumen. Bestimmt man jedoch die Konstante 
bei verschiedenen Luftdrucken und bei verschiedenen Birnen
volumina und stellt diese Werte graphisch dar, so lassen sich 
die Werte fur andere Drucke bzw. Volumina leicht interpolieren. 

Bei einem spezifischen Gewicht des Nelkenols von 1,038 entspricht 
P·13,595 

einem Luftdruck von P mm Hg ein Druck von 1,038 mm Nelkenol. 

Bestimmung des Sauerstoffs elller Blutprobe, die mit 
Sauerstoff gesattigt ist. 

Prinzip. Ferrizyankalium setzt aus dem Blut in schwach 
alkalischer Lasung die gleiche Menge Sauerstoff frei, die man aus 
ihm beim Evakuieren mit der Gaspumpe gewinnen kann. Nach 
Haldane verlauft die Reaktion folgendermaBen: 

/0 /0 
Hb" I + 4 KaFe (ON)6 + 4 NaHOOa = O2 + Hb,\ + 

~O ,0 

+ 4 K4Fe (ON)6 + 4002 + 2 H 20 

wo Hb(? das Oxyhamoglobin und Hb/O das Methamoglobin 
~O ~O 

darstellen 1. 

Man wendet defibriniertes oder durch Oxalat oder Hirudin 
ungerinnbar gemachtes (vollkommen frisches) Blut an. Dieses muB 
sorgfaltig mit Sauerstoff gesattigt werden. Am besten verfahrt 
man dabei so, daB man einige Kubikzentimeter Blut in einem 
graBeren Kolben durch langsame groBe kreisende Bewegungen 
10-15 Min. der Luft aussetzt; das Blut verteilt sich in dunner 
Schicht an der Kolbenwand und bietet der Luft eine maglichst 
groBe Oberflache. 

In beide GefaBe des Apparates kommen je 2,0 ccm Ammoniak-

1 Vgl. auch Roaf und Smart: Biochem. J.17, 579 (1923). 
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lOsungl (am besten aus einer vor CO2 geschutzten Biirette) und 
je 1 ccm defibriniertes Blut, das durch Eintauchen der Pipetten
spitze unter die AmmoniaklOsung unterschichtet wird2• Man setzt 
die Flaschen an die offenen Manometer an und schuttelt - mit Vor
teil unter Zusatz einer geringen Menge Saponin, bis das Blut hamo
lysiert ist. Dann fUllt man mit einer Kapillarpipette 0,2 ccm Ferri
zyankalium (eine kaltgesattigte, frisch hergestellte waBrige 
Losung K 3FeCY6' rotes Blutlaugensalz) in das angeschmolzene 
Glasrohr3. Der Apparat wird mit den Flaschen mit offenen Hahnen 
(Glasschliffe sorgfaltig fetten!) in das Wasserbad gehangt, wo
bei die Schuttelbirnen mit dem Kopfstuck vollkommen von 
Wasser bedeckt sein mussen. N ach 5 Min. wird der Meniskus 
beiderseits abgelesen und die Hahne werden geschlossen. Hat 
sich der Stand der Menisken nach 2 Minuten nicht geandert, so 
war das Temperaturgleichgewicht erreicht. 1st das nicht der Fall, 
so offnet man die Hahne und stellt die Menisken wieder ein. 

Bleibt die Stellung der Menisken unverandert, so wird der 
Stand notiert; man bringt bei geschlossenen Hahnen die Ferri
zyanidlOsung mit dem Blut in Beruhrung, bei Benutzung des 
groBen Apparates durch entsprechende Drehung des GefaBes, bei 
dem kleinen Apparat durch Umkippen. Man schuttelt etwa 
2 Min. lang, und liest nach eingetretener Konstanz beider
seits den Stand der Menisken abo Man wiederholt das Schutteln, 
bis zwei aufeinanderfolgende Ablesungen gleich geworden sind. 
Die Differenz des Standes der Menisken (unter Berucksichtigung 
etwa vorhandener Differenzen im Stande der Menisken vor dem 
Schutteln) multipliziert man mit der Konstante des Apparates. 
Die so ermittelte Gasmenge wird auf Normalverhaltnisse reduziert. 
Die Bestimmung wird an dem anderen GefaB des Apparates 
wiederholt. 

Beispiel nach Straub (1. c. S.224). 
Stand des Manometers nach Eintritt des Temperaturgleichgewichtes 

links rechts Differenz 
120 119,5 0,5 

nach dem ersten Schutteln und erreichter Temperaturkonstanz 
93 146,5 53,5 + 0,5 = 54 

1 4 ccm konz. Ammoniaklosung vom spez. Gewicht 0,88 in 1 Liter 
ausgekochtem dest. Wasser. .. 

2 Die Pipetten mussen genau kalibriert werden; sie durfen nicht durch 
Ausblasen entleert werden (vg1. S. 332). Die untere Markierung der Pi
pette solI 2-3 cm uber dem Pipetten.Ende angebracht sein. 

3 In das andere GefaB kommen 0,2 ccm destilliertes Wasser. Bei Ver
wendung des Apparates fUr 0,1 ccm Blut sind die angewandten Mengen 
fUr die AmmoniaklOsung 0,2 ccm, fUr die Ferrizyankaliumlosung 0,05 ccm 
(1 Tropfen), die mit einer Kapillarpipette eingefiihrt werden (Vg1. Abb. 13). 
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Stand des Manometers nach dem zweiten Schutteln und erreichter Tem
peraturkonstanz 

links rechts 
91 148,5 

nach weiterem Schutteln usw. 
91 148,5 

Differenz 
57,5 + 0,5 = 58 

57,5 + 0,5 = 58 

1st die Konstante K = 3,03, so ist das Volumen des ausgetriebenen Gases 
v = p.K = 58.3,03 = 176 cmm = 0,176 ccm. Wenn der Barometerstand 
755, die Temperatur 150 und das von der Pipette gelieferte Blut 0,96 ccm 
ist, so ist di~ "Sauerstoffkapazitat" 

273 755 1 
0,176· 288·760· 0,96 = 0,173 ccm, 

d. h. 0,173 ccm O2 fur 1 ccm Blut bei 0° und 760 mm Hg. 
Da Blut mit 14% Hamogiobin (gieich 100 gesetzt) pro ccm 0,185 ccm 

O2 abgibt, so kann aus der Menge des abgegebenen Sauerstoffs auf den 
Hamogiobingehalt des Blutes geschlossen werden, wenn das Blut vorher 
mit Sauerstoff gesattigt worden ist. In dem obigen Beispiel wurden pro ccm 
Blut 0,173 ccm O2 (bei 0° und 760 mm Hg) abgegeben. Daraus folgt nach 
der Gleichung 185:173 = 100:x ein Hamoglobingehalt von 94,0% bzw. 
(da 14% gieich 100 gesetzt werden) 13,16%. 

Bestimmung der prozentualen Sauerstoffsattigung 
im Blut. 

Die prozentuale Sauerstoffsattigung des Blutes ist das Ver
haltnis der Sauerstoffmenge, die das Blut tatsachlich enthalt 
(A), zur gesamten Sauerstoffkapazitat (0), multipliziert mit 100. 
Die Menge A kann direkt bestimmt werden, oder besser, man be
stimmt die zur vollstandigen Sattigung fehlende Menge B 
durch Schiitteln des ungesattigten Blutes im Barcroft-Haldane
schen Differentialapparatl. Die prozentuale Sattigung des Blutes 

ist, da A = 0 _ B, gleich 100 0 --;; B 

Man bestimmt B, also die zur vollstandigen Sattigung fehlende 
02-Menge, indem man in beiden GefaBen das Blut vorsichtig 
unter die Ammoniaklosung (2,0 bzw. 0,2 ccm der oben ange
gebenen Losung) schichtet. Die AmmoniaklOsung schiitzt das Blut 
vor Sauerstoffaufnahme. Ferrizyankalium-Spuren diirfen in den 
Flaschen nicht vorhanden sein. Das Blut in einem GefaB wird durch 
Schiitteln hamolysiert, gleichzeitig mit dem Sauerstoff der Luft ge
sattigt und dann mit dem Manometerrohr verbunden. Das andere Ge
fa./3 wird sofort mit dem Schliff des Manometerabsatzes verbunden. 
Der Apparat wird dann in das Wasserbad gesetzt, die Konstanz der 
Menisken bei offenen Hahnen abgewartet; die Hahne werden dann 
so gestellt, daB die Schiittelbirnen mit dem Manometer verbunden 

1 Vgl. Straub: 1. c. S.224. 
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sind. Nun wird der Apparat kriiftig geschiittelt, hierbei wird das 
Blut auch im zweiten GefaB hamolysiert; es nimmt Sauerstoff 
aus der Kammer bis zur Sattigung auf; in diesem Schenkel steigt 
das Nelkenol. Dann wird C bestimmt, indem man die Hahne 
offnet, in die Analysenflaschen Ferrizyankalium gibt und wie 
oben bei der Bestimmung des Sauerstoffes im Blut verfahrt. 
War die Differenz des Manometerstandes bei der Bestimmung 
von B v mm, bei der Bestimmung von C u mm, so ist die prozen-

tuale Sattigung = 100 u - v. 
u 

Wie ersichtlich, tritt in der Rechnung weder die angewandte 
Blutmenge, noch eine Barometer- und Temperatur-Korrektur 
auf. Es muB aber beriicksichtigt werden, daB auch das Plasma 
nicht mit Sauerstoff gesattigt war, und daB die Temperatur, 
bei der das Blut mit Sauerstoff und Stickstoff im GIeichgewicht 
war, eine andere ist, als beim Versuch. Die dadurch bedingte 
Korrektur veranschaulicht am besten ein Beispiel, das aus dem 
Praktikum von Douglas und Priestley hier l wiedergegeben ist: 

Das Blut wurde bei 38 0 mit folgendem Gasgemisch gesattigt: CO2 5,60 %, 
0 2 4,40%, N2 90,00%, bei normalem Barometerdruck (760 mm Hg) ent
sprechend einem Partialdruck (unter Berucksichtigung von 49,7 mm Hg 
Wasserdampftension) fUr CO2 von 39,8 mm, fUr O2 31,3 mm, fUr N2 

639,2 mm Hg. Das so bei 38° gesattigte Blut ste'ht im Blutgasapparat 
zum SchluB bei der Temperatur des Wasserbades (z. B. 15 0 ) im Gleich
gewicht mit Sauerstoff und Stickstoff (praktisch) von derselben Kon
zentration, wie sie in der gewohnlichen Luft vorhanden ist (C02 wird 
bei der vorliegenden Versuchsanordnung ganz gebunden). Bei 15° ist 
der Wasserdampfdruck (S. 731) 12,8 mm Hg; bei einem Barometerstand 
von 760 mm ist der Partialdruck des Sauerstoffes im GefaB 156 mm 
und des Stickstoffs 591 mm. Entsprechend den Loslichkeitskoeffizienten 
(S.62) der betreffenden Gase erhalt man am Ende des Versuches (bei 150) 

fUr den geli:isten Sauerstoff in 100 ccm Blut 0,031. ~~~ ·100 = 0,63 ccm 

Stickstoff " 100 " 
591 

" 0,016· 760 ·100=1,25ccm. 

Die gesamte Menge des gelosten Gases in 100 ccm Blut betragt demnach 
1,88 ccm. (Fur Temperaturen uber 15° muB das obige Volumen fUr jeden 
Temperaturgrad fur 100ccm Blut um 0,038 ccm verkleinert werden, fur jeden 
Grad unter 15° um 0,038 ccm vergroBert werden (zwischen 100 und 20°). 

Indem GefaB, indem die Sattigungdes Blutesvorsichging (bei38°), betragt 

der geloste Sauerstoff in 100 ccm Blut 0,022. ~i~ ·100 = 0,09 ccm 
j 

639,2 
Stickstoff " 100 " 0,011'760-' 100=0,93 ccm. 

Die gesamte geli:iste Gasmenge war daher 1,02 ccm fUr 100 ccm Blut. 

1 Human Physiology, Oxford 1924. S.140. 
Rona-Kleinmann, Blut u. Harn. 3 
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Es gingen daher fUr 100 ccm Blut beim Schiitteln, um das Blut ganz 
mit Sauerstoff zu sattigen, 1,88-1,02 = 0,86 ccm Gas in Lasung. Nehmen 
wir an, daB bei der Sattigung des Blutes im Apparat die beobachtete 
Volumenverminderung fiir 100 ccm Blut 9,70 ccm (auf Normalverhaltnisse 
reduziert) betrug, so war die wirkliche, mit demHamoglobin in Verbindung 
tretende Sauerstoffmenge fiir 100 ccm Blut nur 9,70-0,86 ccm = 8,84 ccm. 
War die Sauerstoffkapazitat des ganz mit Sauerstoff gesattigten Blutes 
18,5 ccm (bei 760 mm und 0°) fiir 100 ccm Blut, so betrug der Sattigungs
grad des Hamoglobins mit Sauerstoff in der zu untersuchenden Blutprobe 

18,5 - 8,84. 100 = 5220/, . 
18,5 ' 0 

Stammt das Blut aus einem Tonometer mit 13 % Sauerstoffgehalt 
oder aus dem Venenblut, so ist es im allgemeinen hinreichend genau, 
4% zu der beobachteten Sattigung hinzuzuaddieren. (Straub: I. c. 
S.226.) 

Man beachte, daB bei der Bestimmung der prozentischen 
Sauerstoffkapazitat des vollstandig mit Sauerstoff gesattigten 
Blutes keine ins Gewicht fallenden Korrekturen fur die Loslich
keit des Gases angebracht werden mussen, da das Blut mit einer 
Luft von angenahert derselben Zusammensetzung und von der
selben Temperatur wahrend der ganzen Bestimmung gesattigt ist. 

Darstellung de.r Sauerstoff-Dissoziationskurve des 
Blutes. 

In einem Tonometer (siehe S. 41) wird das Blut im Wasserbad 
bei 27-38° mit einem Gasgemisch von stufenweise steigender 
02-Spannung ins Gleichgewicht gebracht. Der Kohlensaure
und Stickstoffgehalt des Gasgemisches solI moglichst dem der 
Alveolarluft entsprechen1 . Die aus dem Tonometer entnommene 
Blutprobe, wie auch eine, die mit O2 gesattigt ist, werden ana
lysiert. AuBerdem muB der Gehalt des Tonometergases an Sauer
stoff durch Gasanalyse (z. B. im Haldaneschen Apparat vgl. 
Prakt. III) festgestellt werden. So erhalt man die prozentuale 
Sattigung der Blutprobe bei der jeweiligen Sauerstoffspannung 
des Gases im Tonometer. Tragt man den prozentualen Sauer
stoffgehalt des Blutes als Ordinate, die entsprechenden 02-Span
nungen als Abszisse in einem Koordinatensystem auf, so erhalt 
man die Sauerstoff-Dissoziationskurve der untersuchten Blut
probe. 

1 Zusammensetzung der Alveolarluft (bestimmt im Apparat von Hal
dane. Vgl. Prakt. III S. 135) z. B. 5,55% CO2, 14,08% O2, 80,37% N 2, 
Betrug der Barometerdruck z. B. 761 mm Hg, so ist (da der Wasserdampf
druck bei 37° 47 mm Hg betragt) der alveolare CO2-Druck 39,6 mm Hg, 
der alveolare 02-Druck 100,5 mm Hg (vgl. Douglas und Priestley, S. 29). 
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Bestimmung der Differenz des Sauerstoffgehaltes 
im arteriellen und im venosen Blute. 

In jede der Sehiittelflasehen werden 2,0 (bzw. im kleinen 
Apparat 0,2 eem) AmmoniaklOsung (vgl. S. 31) gegeben. Diese 
untersehiehtet man in einer Flasehe mit 1 eem des arteriellen, in 
der anderen mit 1 eem des venosen Blutes. (fiber die Blutentnahme 
siehe S. 72,80.) Die Blutproben kommen ohne Beriihrung mit der 
Luft in den Apparat. Ferrizyankalium-Spuren diirfen nieht in den 
Flasehen vorhanden sein. Die Bestimmung erfolgt, wie oben an
gegeben (S. 32), naeh Eintritt der Temperaturkonstanz. Das an 
O2 ungesattigte venose Blut nimmt bis zur Sattigung Sauerstoff 
aus der Kammerluft auf: das Nelken61 steigt in dem zugehorigen 
Manometersehenkel in die Hohe. Dureh Multiplikation der Kon
stanten der Flasehe, in der das venose Blut sieh befindet, mit der 
Differenz des Meniskusstandes, erhalt man die Differenz im Sauer
stoffgehalt des arteriellen und des venosen Blutes. Der Wert wird 
auf Normalverhaltnisse reduziert. 

Arbeitet man unter Versuehsbedingungen, bei denen das arte
rielle Blut mit Sauerstoff nieht gesattigt ist, so ist das arterieHe 
und das venose Blut getrennt zu analysieren und die Differenz 
im Sauerstoffgehalt dureh Subtrahieren der beiden Werte zu er
mitteln1 . 

Bestimmung des Kohlensauregehaltes im BInt. 
Die Kohlensaure wird aus dem Blut dureh Weinsaure aus

getrieben, naehdem der Sauerstoff dureh Ferrizyankalium entfernt 
worden ist. 

Ein Fehler, der von dem Kohlensauregehalt der verwendeten 
Losungen herriihrt (vor aHem der AmmoniaklOsung), wird da
dureh ausgesehaltet, daB in beide Flasehen des Apparates die
selben Mengen der betreffenden Losungen eingefiillt werden; dann 
heben sieh die Drucke, die von den entspreehenden CO2-Mengen 
herriihren, bei der Analyse auf. Voraussetzung dabei ist, daB 
die Konstanten der beiden Flaschen fast absolut gleich sind. 
Bei der Ausfiihrung der CO2-Analyse werden in jede Flasche 
des Apparates, 2,Oeem (bzw. im kleinenApparat 0,2 eem) mogliehst 
CO2- freie AmmoniaklOsung 2 gefiillt. Diese wird vorsiehtig mit 
dem Blut (1,0 cem bzw. 0,1 cem), das unter Paraffin aufgefangen 
ist, damit es nieht mit Luft in Beriihrung kommt, unterschichtet. 
In die andere Flasehe kommt dieselbe Menge destilliertes Wasser, 

1 Vgl. Straub: I. c. S.227. 2 Vgl. S.31. 
3* 
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das dureh Auskoehen kohlensaurefrei gemaeht ist. Dureh Sehiit
teln des GefaBes wird (unterZugabe von etwas Saponin) sorgfaltig 
hamolysiert. Dann wird auf beiden Seiten 0,2 eem (bzw. 1 Tropfen) 
kaltgesattigte Ferrizyankalium16sung zugefiigt und unter Sehiit
teln der Sauerstoff vollkommen ausgetrieben. Jetzt werden die 
Flasehen mit offenen Hahnen an das Manometer gesetzt (GIas
sehliffe fetten!), in das Rohrchen im Kopfteil des Apparates etwa 
0,2 eem 20%ig. mit kohlensaurefreiem Wasser hergestellte Wein
saure16sung gegeben (im kleinen Apparat wird 1 Tropfen der Wein
saure16sung in die Mulde getan) ; naeh Eintritt der Temperaturkon
stanz werden die Hahne geschlossen; wenn die Menisken konstant 
eingestellt sind, wird die Weinsaure zu der Blutmisehung gegeben. 
Man sehiittelt, um eineklumpigeKoagulationzu verhindern, kraftig, 
wobei zu beaehten ist, daB das Austreiben der Kohlensaure langer 
dauert als das des Sauerstoffs und wiederholt das Sehiitteln, 

Abb.17. 

Blut nicht. 

bis der Stand der Menisken konstant und die Ab
lesungen gleieh geworden sind. 

Die Niveaudifferenz des Manometers, multipli
ziert mit der Konstanten des Apparates (die bei der 
gleichen Fiillung der Birne bestimmt wurde), reduziert 
auf 0 0 und 760 mm Hg, giht den Gehalt des Blutes 
an Kohlensaure an. Um die gebundene (Bikarbonat-) 
Kohlensauremenge zu erhalten, ist von diesem Wert 
die physikaliseh absorbierte abzuziehen1 . 

Fiir die Kohlensaure, die aueh naeh Zufiigen der 
Weinsaure in der Blutlosung physikaliseh absorbiert 
bleibt, muB eine Korrektur angebraeht werden. Bei 
13 0 betragt diese 1 % des beobaehteten Kohlensaure
volumens, 1,065% des auf 0 0 reduzierten Volumens. 
Fiir jeden Grad Temperaturzunahme iiber 13 0 wird 
dieser Wert um 2,5% kleiner2. 

Das Kapillarblut zur CO2-Bestimmung entnimmt man 
nach Verzar vorteilhaft mit der in Abb.17 abgebildeten 
Trichterpipette. Diese fliIlt man zuerst bis oben mit Hg. 
Dann gibt man in den Trichter genau mit der Pipette. 
abgemessen 2 ccm einer NH,OH-SaponinzitratlOsung 3 oder 
soviel wie notig ist. In dieser Losung gerinnt und atmet das 

Dann schichtet man dariiber etwa 1 ccm Paraffinol. 

1 Vgl. S.57. 
2 Vgl. Krauss: Lehrbuch der Stoffwechselmethodik. Leipzig: Hirzel 

(1928) S.137. Barcroft und Haldane: J. of Physiol. 28, 233 (1902). 
3 Vgl. Verzar und Gara: PfliigersAreh.183, 235 (1920). (Ammoniak 

25 % ig. 2,0 ccm, Natriumzitrat 5,0 g, Saponin 0,5 g, dest. Wasser ad 
100 cern.) 
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Der Finger wird mit Ather gewaschen, in die Fingerkuppe mit einer 
Frankenadel ein Einstich gemacht. Darauf wird der Finger sofort unter 
das lH in die Losung getaucht. Dabei soU der Arm abwarts hangen und 
nicht wagerecht gehalten werden. Man kann das Blut vorsichtig mit einem 
Glasstabchen mit der Losung vermischen, damit es gut hamolysiert und 
nicht sedimentiert. Gewohnlich laJ3t man etwa 0,3-0,6 ccm Blut zuflieJ3en. 
Jetzt offnet man zuerst den oberen Hahn, dann vorsichtig den unteren und 
laJ3t das Hg so lange abflieJ3en, bis die ganze waJ3rige Losung zwischen Hg
und Paraffinol-Meniskus in die Skala faUt. Diese entspricht 4 ccm und ist 
in 0,05 ccm eingeteilt, laJ3t aber noch 0,01 ccm schatzen. Dann bestimmt 
man die Quantitat der Fliissigkeit zwischen den beiden Menisken und 
zieht davon, entsprechend der zugesetzten Losung, 2 ccm ab. Die Differenz 
ergibt die Blutmenge, die aus dem Finger geflossen ist. Man laJ3t dann 
vorsichtig das Hg abflieJ3en, bis die Blutlosung am Ende der Pipette er
scheint. Dann nimmt man einen Rezipienten des Gasanalysenapparates, 
gibt in diesen, genau gemessen, 1- 2 ccm SaponinlOsung und schichtet 
unter diese die Blutlosung, indem man sie so lange zuflieJ3en laJ3t, bis das 
Paraffinol an der Offnung erscheint. Man weiJ3 dann genau, wieviel Fliissig
keit man in dem Rezipienten der einen Seite hat und muJ3 dann auf die 
andere Seite genau so viel Wasser und SaponinlOsung geben, damit der 
Apparat richtig nach dem Kompensationsprinzip funktioniert. 

Eine Modifikation der ursprunglichen Methode von Haldane 
und Barcroft stammt von Verzar und VasarhelyiI, bei der 
die Feststellung der GefaBkonstante unnotig wird. Diese besteht 
darin, daB die eine Seite des Kompensationsapparates durch einen 
L -formig gebohrten Vierwegehahn mit einer 0,3 cern-Pipette ver
bunden ist, in die aus einem mit ihr U-formig 
verbundenen oben abgeschlossenen Rohr Nel
kenol hineingepreBt wird, bis die Niveaudiffe
renz im Manometer wieder ausgeglichen ist. 
Die Differenz zwischen dem Stand des Oles 
in der Pipette vor und nach dem Versuch 
gibt direkt die entwickelten bzw. absorbier
ten Kubikzentimeter Gas an. 

Das Eintreiben des Oles aus der Pipette 
geschieht mit Hilfe der rechts angebrachten 
Schraube, die eine Gummikappe zusammen
preBt. Mit der linken Schraube kann man 
das Niveau des Oles im Differentialmanometer 
so einstellen, wie es am praktischsten ist. Das 
Ablesen der drei Skalen geschiehtJ:mit) Hilfe 
eines Spiegels. Die Pipette rechts ist unten Abb . 18. 

und oben durch einen Gummischlauch mit dem 
anderen Teil des Apparates verbunden und herausnehmbar. Sie 

1 Biochem. Z. 101, 250 (1924). 
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muB genau kalibriert geIiefert werden, solI ein Volumen von 
0,3 ccm haben und eine Ablesung von 0,001 ccm erlauben. 

Prinzipiell wichtig ist, daB die beiden AufnahmegefaBe sehr 
prazise gleich gearbeitet sind und ein vollstandig gleiches Volumen 
haben. Wertheimer! erganzt die Volumdifferenz der GefaBe 
durch Einlegen von Ebonitstiickchen. 

A usfiihrung. Der rechte Hahn steht anfangs so L. In dieser 
Lage kann man das Pipettenniveau bei Luftdruck einsteIlen, was 
vor jeder Analyse geschieht. Erwartet man eine Gasbildung, 
so ist das Olniveau mit Hilfe der rechten Schraube auf den 
oberen Teil der Skala der MeBpipette einzustellen; erwartet man 
einen Gasverbrauch, auf den unteren Teil der Skala. Dann wird 
der Hahn so I gedreht und nun das Differentialmanometer bei 
Luftdruck eingestellt, indem gleichzeitig auch der linke Hahn 
offen ist. Wenn nach 5 Min. im Wasserbade ein Temperaturaus
gleich eingetreten ist, so wird der linke Hahn zugedreht und der 
rechte so /'... gestellt, daB er in keiner Richtung geoffnet ist. 
Differentialmanometer und Pipette sind nun abgeschlossen. Dann 
werden aIle drei Skalen abgelesen und die Analysen durch Schiitteln 
bzw. Hinzulassen der notigen Fliissigkeiten ausgefiihrt. Das Dif
ferentialmanometer gibt nun eine Druckdifferenz an. Man dreht 
den Hahn jetzt so r, daB Differentialmanometer und Pipette 
miteinander verbunden sind, und dreht dann an der rechten 
Schraube so lange, bis im Differentialmanometer keine Druck
differenz (bzw. wenn evtl. anfangs eine solche von 0,5-1 mm 
war, wieder dieselbe) vorhanden ist. Man liest nun den Stand des 
Nelkenols an der MeBpipette abo Die Differenz zwischen der Ab
lesung vor Anstellung des Versuches und nach dem Versuch 
gibt direkt das entwickelte Gasvolumen an. 

Der Apparat erfordert keine Bestimmung der GefaBkonstante. 
Bedingung ist nur, daB man in das KompensationsgefaB genau 
so viel Fliissigkeit (Wasser oder Reagens) gibt, daB die Volumina 
auf beiden Seiten gleich sind. Ferner muB die zu untersuchende 
Substanz immer in das rechte (der Pipette benachbarte) GefaB 
gebracht werden. Das linke dient nur zur Kompensation. Eine 
neuere handlichere Form zeigt die Abb. 19. 

Eine andere sehr einfache Versuchsanordnung zur Bestimmung des 
Sauerstoffes und der Kohlensaure im Blute ist die yon Haldane yor
geschlagene. Gemessen wird dabei wie oben das Volumen des entwickelten 
Gases bei konstantem Druck 2. 

Die Anordnung ist nach der Abbildung aus dem Praktikum von 
Douglas und Priestley S. 134 leicht verstandlich (Abb. 20). 

1 Biochem. Z. 106, 1 (1920). 
2 Dargcstellt nach D:ou:glas Ull(Ll':riestley: I. c. S. 134. 
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Die Befreiung des Blutes von den Gasen erfolgt im GefaB A, das mit 
dem ubrigen Apparat dureh einen Drueksehlaueh mit enger Bohrung ver
bunden ist. Das Gasvolumen wird in einer Burette (eine 1 eem-MeBpipette, 
in 0,01 eem geteilt, die eine Ablesung von 
0,001 eem gestattet) abgelesen. Das zweite Ge
(aB B enthalt etwa 2 eem Wasser, damit die 
Luft stets mit Wasserdampf gesattigtist, und das 
als Thermobarometer dient, um die Temperatur
schwankungen wahrend des Versuches auszu
gleiehen. Die beiden GefaBe A und B (die mit 
Klammern festgehalten sind) jedes mittels eines 
Dreiweghahnes mit demManometer X-Y ver
bunden, das unten mit dem Niveaurohr Din Ver
bindung steht. X, Y und D sind zum Teil 
mit Wasser (das zur freien Bewegliehkeit eine 
Spur tauroeholsaures Natrium enthalt) gefiillt. 
Die Burette C ist mittels Gummischlauches mit 
dem Niveaurohr E verbunden und enthalt eben
falls Wasser (mit einer Spur Natriumtaurocho. 
lat). BY D bilden, ahnlieh wie bei dem Haldane
Apparat, die Kompensationsvorriehtung. Bei 
Beginn der Analyse werden die beiden Wasser· 
Menisken in den Rohren X und Y durch 
Heben oder Senken des Niveaurohres D auf 
eine bestimmte Marke gebracht, wahrend die 
Hahne mit der auBeren Luft kommunizieren. 
Die Hahne werden jetzt so gestellt, daB die 

Abb.10. 

GefaBe A und B nur mit X und Y kommunizieren, von der AuBenluft 
somit abgeschlossen sind und die Analyse beginnen kann. Jede Anderung 
der Temperatur und des 
Barometerdruckes wahrend 
der Analyse in B und folgen
der Anderung des Meniskus 
in Y kann durehentspreehen
de Bewegung von D kompen. 
siertwerden. Gleichzeitigwird 
auch in A durch X der genau 
gleiche kompensatorische 
Druck ausgeubt, wenn der 
Meniskus in X mit Hilfe des 
Niveaurohres E genau auf 
die Marke gebracht wird. 
Werden diese Vorkehrungen 
eingehalten, so werden ohne 
jede Temperatur- und Druck
korrektur aIle Ablesungen 
an der Burette genau ver
gleichbar. 

Zur Bestimmung der Sauer· 
stoffkapazitat einer (defibrinierten oder mit Natriumoxalat zu 0,1 % ver· 
setzten) Blutprobe gibt man in A 2 cern einer 1 % ig. Losung von Na2COa 
und etwas Saponin und (unter die Karbonatlosung) 2 eem Blut, in B 
ebensoviel Wasser; die Ferrizyanidlosung (0,25 cern) befindet sich in dem 
kleinen Behalter (siehe Abb.20). (Zugabe von einer Spur taurocholsaurem 
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Natrium zu dieser Losung erIeichtert durch Erniedrigung der Oberflachen
spannung das AusflieBen aus der seitlichen Offnung. Selbstverstandlich kann 
die GefaBform, der Behalter fiir das Ferrizyankalium, die Verbindung mit 
den Manometerrohren, ahnlich wie im Barcroft-Apparat (s. 0.), ausgefiihrt 
werden.) Nach Einstellung des Gleichgewichtes stellt man mit Hilfe der 
Niveaurohren die Menisci in X und Y genau auf die Marke ein und liest 
den Stand in der Biirette C (etwa bei 0,1 ccm) moglichst genau abo 
Nachdem, wie oben genau beschrieben, das Blut hamolysiert und der 
Sauerstoff in Freiheit gesetzt worden ist (man faBt das GefaB B am besten 
mit einer Tiegelzange und nicht mit den Fingern an, um unnotige Er
warmung zu vermeiden) und keine Gasentwicklung mehr zu beobachten 
ist, stellt man die Menisci wieder genau auf X und Y ein und Hest den 
Stand in der Biirette abo Betrug das Volumen des in Freiheit gesetzten 
Sauerstoffs (Ablesung an der Biirette) z. B. 0,392 ccm (Beispiel aus Douglas 
und Priestley S. 137), das des untersuchtenBlutes 1,95 ccm, ferner die 
Temperatur der Biirette 15°, der Barometerstand 750 mm Hg, der Wasser
dampfdruck bei 15 ° 12,8 mm Hg, so ist das Volumen der aus 1,95 ccm Blut 
in Freiheit gesetzten Menge Sauerstoff unter Normalbedingungen gleich 

750 - 12,8 273 
0,392·---w0--· 273 + 15 = 0,361 ccm, 

Auf 100 ccm Blut kommen 0,361· :~~ = 18,5 ccm Sauerstoff bei 0° und 

760mm Hg. 
Bei der Bestimmung des COz-Gehaltes des Blutes wird statt der Na

triumkarbonatlOsung eine AmmoniaklOsung (s. o. S. 31) und nur 1 ccm 
Blut angewendet. Fiir die Korrektur, die fiir die Loslichkeit der CO2 an
gebracht werden muB, geben Douglas und Priestley folgendes Beispiel 
(1. c. S. 143). 

Bei 13 ° ist der Absorptionskoeffizient der COz in der Fliissigkeit am 
Ende der Bestimmung gleieh 1,0. Das Volumen des leeren GefaBes mit 
angesetztem Kork sei 20,5 ccm einsehlieBlich der Glasrohre, die durch den 
Kork geht. Das Volumen der Fliissigkeit im GefaB betragt 3 cem, der 
verfiigbare Raum ist daher 20,5-3,0 = 17,5 cem. Angenommen, das 
beobaehtete Volumen der in Freiheit gesetzten CO2 betriige 45,9 ccm 
(0°, 760 mm) fiir 100 ccm Blut. Wenn die Temperatur des Wasserbades 
13° betragt, so ist das wahre Volumen der COz, die in der Blutprobe ent
halten ist, unter Beriieksichtigung der in Losung gebliebenen CO2-Menge 

nach SchluB der Analyse: 45,9· ~~:~ = 53,8 cem fUr 100 cem Blut, d. h. 

17,2% mehr, als ohne Korrektur fiir die Losliehkeit. Um jeden Grad 
iiber 13 ° sinkt die Losliehkeit um etwa 1/'0 und steigt um ebensoviel fiir 
jeden Grad unter 13°. - Bei 15° ware demnaeh das riehtige Volumen der 

CO 4 9 (17,2 - 0,86 ) 
2 = 5, + 100 .45,9 = 53,4 cem. 

Allgemeiner ausgedriiekt ist das korrigierte Volumen = 

[ 1 + (k - 1) (40 - t/)] 
a 40 



Das Tonometer. 

wo a = abgelesenes Volumen, 

k = ~l Verhaltnis der beiden Volumina, > 1 

t' = t - 13 0 ist. 

Das Tonometer. 
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Das Tonometer ist ein GefaB, in dem das Blut mit Gas
mischungen bekannter Zusammensetzung in Spannungsgleich
gewicht gebracht wird. Es hat eine birnenfOr
mige Gestalt, einen Inhalt von etwa 250 -300 ccm 
und ist mittels eines Dreiwegehahnes B mit einer 
MeBpipette E-C von 0,1-1,0 ccm Inhalt ver
bunden. Durch Gist diese Pipette mit der AuBen
luft verbunden, vgl. Abb. 21. 

Urn die Kohlensaurebindungskurve des 
Blutes festzustellenl, wird das Blut mit Gas
gemischen von verschiedenem CO2-Gehalt ge
sattigt. Man gibt dazu in das Tonometer, das 
Luft enthalt, bei geschlossenem Hahn B 3 -4 ccm 
des zu untersuchenden Blutes. Die obere Offnung 
kann mit einem Gummistopfen verschlossen 
werden. Nun fullt man das Tonometer mit 
atmospharischer Luft, der verschiedene Mengen 
CO2 zugemischt werden. Die Entnahme der CO2 

erfolgt aus einer Gasburette (Abb. 22) mit 
QuecksilberabschluB, in die die CO2 aus einem 
Kippschen Apparat2 unter Zwischenschaltung 
einer mit SodalOsung gefiillten Waschflasche 
eingesaugt wird. Die Pipette des Tonometers 
wird bei A durch einen dickwandigen Gummi
schlauch mit sehr feinem Lumen gesteckt. 
Burette und Tonometer sind dabei mit Klam
mern an einem Stativ befestigt. Die Kohlensaure 

c 
A bb. 21. 

wird durch i in die mit Quecksilber gefullte Burette eingesaugt, 
dann die Pipette des Tonometers uber G mit der CO2 der 
Burette ausgespult, der Dreiwegehahn B des Tonometers nach 
dem Tonometerinnern gestellt und die gewunschte Menge CO2 
aus der Burette durch starkes Heben von D hineingetrieben. Das 
Tonometer wird etwa 10 Min. lang mechanisch oder mit der Hand 
im Wasserbad von 37-38° urn seine Langsachse gedreht, wobei 

1 Vgl. Krauss: 1. c. S. 137 ff. 
2 Die Kohlensaure wird im Kippschen Apparat aus Marmorstiicken 

nnd Salz8aure (1 Teil konz. Salzsaure, 1 Teil dest. Wasser) entwickelt. 
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sich das Blut mit dem Gasgemisch ins Gleichgewicht setzt. Dann 
verbindet man die Auslaufspitze des Tonometers mit einem Queck
silbermanometer, wahrend das TonometergefaB moglichst noch im 
Wasserbade bleibt. Durch B wird das Tonometer mit dem Mano
meter verbunden und die Spannung abgelesen (es ist vorteilha!t, 
schon vorher im Manometer durch Hineinblasen oder mit einer 
Pumpe einen "Oberdruck herzusteIlen). Nachdem der "Oberdruck 
im Tonometer festgestellt worden ist, wird das Tonometer aus 
dem Wasserbad entfernt. Das mit angewarmten Tiichern um
wickelte Tonometer wird bei gesenktem Halsteil durch Drehung 
von B kurz mit der AuBenluft verbunden; hierdurch wird der 
"Oberdruck ausgeglichen. Man stellt das Tonometer senkrecht, 
mit der Auslaufspitze nach unten; das Blut sammelt sich dann 
in A. Die Auslaufspitze C wird auf ein Tuch gesteIlt; durch ent
sprechende Drehung von B flillt sich die MeBpipette E-C. 
Dann wird B geschlossen, die Pipette auBen sorgfaltig von Blut 
befreit und in die Ammoniak16sung der Schiittelbirne des Barcroft
Apparates untergetaucht. Die Pipette wird durch Stellen von B 
nach G mit der AuBenluft verbunden. Das Blut flieBt nur durch 
sein Eigengewicht unter die Ammoniaklosung. Den letzten Rest 
des Blutes entfernt man aus der Auslaufspitze durch Driicken 
eines auf G gesetzten Stiickes Gummischlauch (Krauss 1. c. 
S. 139). 

Um den Kohlensauregehalt des Tonometergasgemisches fest
zusteIlen, wird die Auslaufspitze C des Tonometers in horizon
taler Lage mit der Biirette des Haldaneapparates1 verbunden. 
Beim "Obersaugen des Tonometergases in den Analysenapparat 
darf kein Blut aus dem Tonometer in den Analysenapparat 
flieBen. Deshalb wird das freie Ende der Biirette im Haldane
apparat mit der Pipette des Tonometers durch einen gebogenen 
Glasansatz oder einen langeren Gummischlauch verbunden; das 
Tonometer liegt horizontal oder leicht nach unten geneigt. 

1 VgI. Prakt. III S.135. Bei der groBen Form des Haldaneapparates 
faBt die MeBbiirette etwa 21 ccm, die MeBkapillare hat eine Innenweite 
von 3,5 mm und einen Inhalt von etwa 6-8 ccm; die kleinste TeiIung 
betragt 0,01 ccm, mit der Lupe kann man bis 0,001 ccm abschatzen. Der 
Fehler der Kohlensaurebestimmung betragt etwa 0,0005%, der der Sauer
stoffbestimmung 0,005--0,01 %. - Die MeBbiirette eines kleineren trans
portablen Apparates faBt 10 ccm und die MeBkapillare 3 ccm. Beide Ap
parate konnen zur Messung des Kohlensauregehaltes der Alveolarluft mit 
etwa 5,5 % COB benutzt werden, wahrend eine noch kleinere Form mit 
einer MeBkapillare von 0,2 ccm Inhalt (Gesamtkapazitat 20 ccm, Lange der 
MeBkapillare 10 ccm in 100 TeiIe = 0,002 ccm geteiIt) nur zur Bestimmung 
der COB eingerichtet und zwar zur Analyse der Kohlensaure der atmo
spharischen Luft (mit 0,03 Vol.- %) brauchbar ist. 
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Der schadliche Raum zwischen dem Hahn des Haldane
apparates und dem Hahn B des Tonometers wird 2-3mal mit 
dem Gasgemisch des Tonometers, das durch G nach auBen ent
leert wird, ausgewaschen; dann saugt man das Gas moglichst 
bis zur Nullmarke und bestimmt seinen Kohlensauregehalt. 
Oder man treibt mittels des Niveaurohres des Haldaneapparates 
das Quecksilber ii ber B nach G; dann stellt man B nach dem Tono
meter, bis einige Tropfen Hg ins Tonometerinnere fallen. Durch 
Senken des NiveaugefaBes wird jetzt das Gas in die MeBbiirette 
gesaugt. 

LaBt man das Blut im Tonometer und fiigt dem Tonometergas
gemisch weitere CO2-Mengen aus dem Kippapparat zu, so erhalt 

k 

8 

I 
+ t 

J 

Abb.22. 

man immer hohere Kohlensaure
spannungen. Der Gesamtdruck 
der Gase im Tonometer, multi
pliziert mit dem Prozentgehalt 
Kohlensaure, ergibt die Kohlen
saurespannung im Tonometer. 

Beispiel (nach Krauss l. c. 
{) S. 139): fiberdruck im Tonometer 

60 mm Hg; korrigierter Baro
meterstand 760 mm Hg. Gesamt
druck im Tonometer 820 mm Hg. 
Gesamtgasdruck daher 820 minus 
47 mm Wasserdampfspannung = 
773 mm Hg. Die Analyse des Gas
gemisches ergibt 0,3 % CO2, Die 
Kohlensaurespannung betragt da-

her 773 '16~ = 23,2 mm Hg. Abb.23. 

Eine andere haufig benutzte Form des Tonometers ist aus der 
Abb. 23 ersiehtlieh. Das GefaB faBt etwa 400 cem; der Hals 
des GefaBes 10-15 ccm. Von den beiden durch den Gummi
stopfen fiihrenden Glasrohren (mit 2 mm Innendurchmesser) 
reicht die eine ziemlich tief in das GefaB, die andere endet 
gerade unter dem Stopfen. Man gibt etwa 6-10 ecm Blut in das 
GefaB, das mit dem gewiinschten Gas gefiillt ist. Will man die 
Oxyhamoglobin-Dissoziationskurve herstellen, so fiillt man die 
Flasche aus einer Stiekstoffbombe in raschem Strom mit N2 
und versehlieBt sie mit dem Stopfen, unmittelbar nachdem 
das Zuleitungsrohr herausgezogen worden ist. Man entnimmt 
ungefahr die gewiinsehte Menge Sauerstoff aus einer Gasbiirette, 
die oben mit cinem Hahn, unten mit einem Verbindungs-
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schlauch und Quecksilberreservoir versehen ist und mit einer 
der den Stopfen des Tonometers durchbohrenden Glasrohre 
verbunden wird. (Zu beachten ist, dall Stickstoff stets etwas 
Sauerstoff - manchmal bis 2 % - enthalt. Will man das Blut bei 
sehr niedrigen Sauerstoffdrucken sattigen, so wende man reinen 
Wasserstoff statt des kauflichen Stickstoffs anI.) Um den "Ober
dr1.lck in der Flasche nach Zufuhr des Sauerstoffs (oder von Sauer
stoff und CO2) aufzuheben, liiftet man den einen Quetschhahn 
flir einen Augenblick. Nach der Sattigung des Blutes im Wasser
bad bei 37 -38 0 und Feststellung des Gasdruckes (siehe oben) wird 
die Probe zur Gasanalyse durch das langere Glasrohr entnommen. 
Dann steckt man das untere Ende einer 2 ccm-Pipette in den 
Gummischlauch (nachdem man ihn abgetrocknet hat), der an dem 
kiirzeren Glasrohr angebracht ist. Man entfernt den Quetsch
hahn von dem langeren Rohr, affnet den Quetschhahn an dem 
Schlauch, an dem die Pipette befestigt ist, und halt die Pipette 
mit leichter Neigung nach unten. Die Pipette flillt sich nun mit 
Blut, von dem eine geeignete Menge gleich in den Blut-Gas
Apparat iiberfiihrt werden kann. 

Bestimmung der Alkalireserve des Blutes2• 

Die Menge des Bikarbonats im Plasma ist ein Mall seines 
zur Neutralisierung der Kohlensaure verfiigbaren Alkalis. Das 
Volumen CO2 in gebundener Form (Bikarbonat-C02), das in 
100 Vol. Plasma vorhanden ist, wird als Alkalireserve bezeichnet. 
Diese wird bestimmt, indem man die Volumen-ProzenteC02feststeIlt. 
die aus dem Plasma bei Saurebehandlung gewonnen werden, 
das man vorher mit einem Gasgemisch ins Gleichgewicht gebracht 
hat, das CO2 von 40 mm Hg-Druck enthalt (etwa dem CO2-Ge-
halt der Alveolarluft entsprechend). . 

Blutentnahme fiir die Bestimmung der Alkalireserve 3• 

Eine langere Stauung des Blutes ist zu vermeiden. Man entfernt die 
Aderpresse, die um den Arm gelegt wird, sobald die Nadel in die Vene 
eingedrungen ist. Unmittelbar nach der Entnahme wird das Blut zur 
Verhinderung der Gerinnung mit Kaliumoxalat und zur Verhinderung 
der Milchsaurebildung mit Fluornatrium vermischt. Man benutzt pro 

1 Loslichkeitskoeffizient des Wasserstoffes im Plasma: 0,019 bei 15° 
und 0,017 bei 38°, im Blut 0,018 bei 15° und 0,016 bei 38°. 

2 Vgl. van Slyke'Jn Abderhaldens Arbeitsmethoden IV/4, S. 1245 
(1926). 

3 Nach van Slyke in Abderhalden IV/4, 1245. 
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cern BIut 2 rng Oxalat und 1 rng NaF. Man stellt eine Liisung her, die 
5 g NaF und 10 g Kaliurnoxalat in 100 cern der Liisung enthiiIt, und fiigt 
tropfenweise 1 n HCI zu, bis die Liisung gegen Methylrot sauer reagiert. 
(Die Titration ist getrennt an 1 oder 2 cern der Liisung auszufiihren. Der 
Indikator darf nicht zur Hauptliisung hinzugefUgt werden.) Die LUsung 
wird durch Kochen oder durch Luftdurchieitung von evtl. vorhandener 
CO2 befreit. Dann fiigt rnan In NaOH bis 7,1-7,4 pH hinzu. (Indikator 
Phenoisulfophthalein (Phenolrot).) Diese Oxaiatfluoridliisung (0,02 cern zu 
jedern cern entnornrnenen Blutes) wird in das Riihrchen, das zur Aufnahrne 
des BIutes dient, gegeben; die Liisung wird urngeschwenkt, urn die GefaB
wandung zu benetzen und kann dort eintrocknen. 

Sattigung des Blutes mit Luft von 40 mm CO2-

Tension. 

Um das Blut mit Kohlensaure zu sattigen, verfahrt man wie 
folgtl: Ein Zylinder, der an beiden Enden verengt ist (sieheAbb. 24), 
wird mittels eines Schlauch- . 

F H J 
stucks am unteren Ende mit 
einem kleinen Zentrifugier
rohrchen verbunden, das 
nur gerade so groB ist, um 
das Blut fassen zu konnen. 
Der Zylinder solI minde
stens das 50 fache des Zen

~====~~==~F=~~~~AW:'pe 

E 

trifugierrohrchens fassen. ! 
Entsprechende GroBen sind 
500 bzw. 10 ccm. Man fUgt 
Oxalat und Fluorid zur = G 

Blutprobe, gibt sie in das Abb.24. 

Rohrchen und isoliert sie 
yom Hauptzylinder durch 
SchlieBen des Quetschhahns an' der Schlauchverbindung. Man 
schlieBt das obere Ende des Zylinders mit einem Stopfen mit Glas
hahn undstellt denZylinder in ein Wasserbad von 38°. Das GefaB 
wird mit einer Wasserstrahlpumpe evakuiert, bis das Quecksilber 
in E sich konstant (z. B. auf 700:mm) eingestellt hat. Der zur 
Pumpe fUhrende Hahn J wird dann geschlossen, das Manometer 
einige Sekunden beobachtet, um sicher jede Undichtigkeit aus
zuschlieBen. Dann offnet man den CO2-HahnF vorsichtig und laBt 
aus einem Kippschen Apparat' trockene CO2 einstromen (die 
Kohlensaure wird in einer Wasservorlage gewaschen und in einer 
zweiten Vorlage mit konzentrierter Schwefelsaure getrocknet), 

1 Vgl. auch Fredericia: J. of bioI. Chern. 42, 245 (1920). 
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bis das Quecksilber 40,5 mm gefallen ist. Die iiberschiissigen 
0,5 mm Quecksilbergefalle dienen zur Korrektur fUr das Steigen 
des Quecksilbers in der Flasche am Boden des Manometerrohres. 
Dann schlieBt man den CO2-Hahn Fund offnet den LufthahnH, 
bis der atmospharische Druck im Apparat ausgeglichen ist. Man 
schlieBt dann den Hahn an derZylinderspitzeD, offnet den Quetsch
hahn C am Boden, dreht den Zylinder und laBt so das Blut aus 
dem Rohrchen hineinflieBen. Der Zylinder wird (nachdem er 
aus der Verbindung mit dem Rohrensystem ge16st worden 
ist) 10 Min. im Bad gedreht und dann in aufrechte Lage 
zuriickgebracht, damit sich das Blut im Zentrifugierrohrchen 
sammelt. Man laBt das Rohrchen im Bad, schlieBt den Quetsch
hahn wieder und trennt das Zentrifugierrohrchen yom Zylinder 
durch Abschneiden des Schlauchstiickchens iiber dem Quetsch
hahn. Nun kann man das Blut zentrifugieren, ohne daB es mit der 
Atmosphare in Beriihrung kommt. Entweder laBt man das ab
geklemmte Schlauchstiickchen wahrend des Zentrifugierens in 
der Lage, oder man bedeckt das Blut mit einer Schicht leicht 
schmelzenden Paraffins. 

Ein fUr klinische Zwecke ausreichend genaues Verfahren zur 
Sattigung des Blutes mit der gewiinschten Kohlensaurespannung 
istdasfolgende(Abb.25): Ineinendurch GummistopfenFverschlieB
baren Scheidetrichter A von 300 cern Inhalt kommen ca. 3 cern 
des mit NaF und Kaliumoxalat versehenen Vollbluts. Das untere 
Ende wird durch ein Schlauchstiick mit einem Glasrohr verbun
den, das in ein mit Glasperlen gefiilltes Pulverglas B durch einen 
Gummistopfen gefUhrt wird; ein anderes Glasrohr d wird bis auf 
den Boden gefUhrt. Bei geoffnetem Hahn (J wird nach gewohnlicher 
Einatmung tief nach d ausgeatmet. (Der Wasserdampf der Aus
atmungsluft wird dabei an den trockenen Glasperlen kondensiert 
und gelangt nicht in den Scheidetrichter.) Kurz vor dem Ende 

Abb. 20. 

der tiefen Exspiration 
wird der Gummistop
fen F auf den Scheide
trichter fest aufgesetzt 
und der Hahn geschlos
sen. Dies wird noch 
etwa zweimal wieder
holt. Bei geschlosse
nem Hahn (J wird die 
Verbindung zwischen 

A und B ge16st. Durch langsames Drehen des Scheidetrichters ver
teilt man das Blut auf einer moglichst groBen Oberflache des 
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Scheidetrichters; die Sattigungstemperatur ist etwa gleich der 
Zimmertemperatur 1. 

Der Bikarbonatgehalt des Plasmas kann entweder 
durch Titration oder durch gasometrische Messung des gesamten 
CO2 (NaHCOa + H 2COa) bestimmt werden. Nach Subtraktion 
der gelDsten (freien) H 2COa, die mit dem 40 mm CO2-Druck der 
Atmosphare im Gleichgewicht ist, erhalt man den Wert fUr das 
NaHCOa· 

Bestimmung des Bikarbonatgehaltes des Plasmas 
mittels Titration 2, 

Das Prinzip der Methode beruht auf der Messung der zur 
Uberfiihrung des Plasma-NaHCOa in NaCI erforderlichen Menge 
HCI. Der pH muB am Ende der Titration derselbe sein wie im 
urspriinglichen Plasma, urn zu verhindern, daB andere Puffer als 
Bikarbonat an der Reaktion beteiligt sind. Bei einem konstanten 
pH bindet jeder Saurepuffer Alkali im selben Verhiiltnis ent
sprechend der Gleichung HAjBA = HjK, wo HA die schwache 
Saure, BA das Alkalisalz dieser Saure (in molaren Konzentra
tionen), H die Wasserstoffionenkonzentration und K die Dissozia
tionskonstante der schwachen Saure bedeutet. Folglich bindet jeder 
Puffer am Ende der Titration dieselbe Menge Alkali wie zu Beginn 
mit Ausnahme der H 2COa, die infolge ihrer Fliichtigkeit entfernt 
worden ist. 

Das Plasma wird mit einem UberschuB von 0,01 n HCI versetzt, 
von CO2 befreit und dann bis zum urspriinglichen pH mit einer 
0,01 n NaOH zuriicktitriert. Urn diesen Endpunkt anzuzeigen, 
wird als VergleichslDsung eine andere Portion Plasma unter 
Vermeidung eines CO2-Verlustes auf dasselbe V olumen verdiinnt 
und dieselbe Menge Indikator hinzugefiigt. 

Herstellung der Standardplasmasalzlasung. 35 Tropfen einer 
0,03 % ig. Phenolrot16sung werden zu 100 ccm einer 0,9 % ig. NaCI-Lasung 
gegeben, die mit redestilliertem Wasser frisch bereitet worden ist. Man 
fUgt 2-4 Tropfen einer 0,01 n NaOH hinzu, die ausreichen, um diese Lasung 
auf einen pH von ca. 7,4 zu bringen. 20 ccm dieser NaCI·Lasung werden 
in ein Reagenzglas (Durchmesser ca. 20 mm) gegeben. Dann schichtet 
man eine ca. I cm dicke Schicht von Paraffinal auf die Lasung. Das 
das Plasma enthaltende Zentrifugierrahrchen, das bis dahin sorgfaltig 

1 Eine Abweichung von 0,5 % im CO2 - Gehalt der Exspirationsluft 
macht einen Unterschied von ilur etwa 1 VoI.-% gebundener Kohlensaure 
aus. Vgl. Krauss: 1. c. S.145. 

2 Nach van Slyke: 1. c. S. 1249. 
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vor Luftzutritt bewahrt wurde, wird nun geoffnet und eine 1 ccm-Pipette 
mit dem Plasma gefiillt. Dieses wird nun in die Salz!Osung unter dem 
01 gegeben. Dazu braucht man eine Pipette mit zwei Marken, deren untere 
sich mehrere Zentimeter iiber der Spitze befinden muB. Plasma und Salz
!Osung werden vorsichtig mit einem kleinen Riihrer umgeriihrt. 

Darstellung der 0,01 n NaOH-Losung. Diese Losung muB so frei 
wie moglich von Karbonat seinl. 

Natriumhydroxyd wird in gleichen Gewichtsteilen Wasser ge!Ost, wo
bei die Losung in einer verschlossenen Flasche stehen muB, bis sich das 
in dem starken Alkali un!Osliche Karbonat zu Boden gesetzt hat. 5,5 ccm 
dieser Losung werden zu 11 mit CO2-freiem Wasser verdiinnt, um eine 
annahernd 0,1 n Losung zu erhalten. Diese Losung wird durch Titration 
gegen 0,1 n Saure eingestellt und in einer oben paraffinierten Flasche auf
bewahrt, um sie vor atmospharischer CO2 zu schiitzen. Man verdiinnt 
10 ccm dieser Losung mit neutraler 0,9 % ig. NaCI-Losung auf 100 ccm, 
um die bei der Serumtitration erforderliche Standard-NaOH herzustellen. 
Die 0,01 n Losung muB am gleichen Tag, an dem man sie hergestellt hat, 
benutzt und standig vor atmospharischer CO2 geschiitzt werden. 

Die 0,01 n NaOH wird folgenderweise auf Karbonat gepriift: man 
gibt 5 ccm der 0,01 n HCI mit 4,5 ccm der 0,01 n NaOH und 7 Tropfen der 
0,03 % ig. Phenolrotlosung zusammen, schiittelt 1 Min., um die CO2 ent
weichen zu lassen, iiberfiihrt dann die Mischung mit 10 ccm Wasser in 
ein Reagenzglas und titriert auf einen pH von 7,4. Eine Kontrolltitration 
fiihrt man ebenso aus, nur dad hierbei die CO2 nicht entweichen; die 
O,Oln HCI und 10 ccm Wasser werden direkt in das Rohrchen fiir die 
Titration gebracht. Die Differenz zwischen zwei Titrationen soIl 0,2 ccm 
der 0,01 n NaOH nicht iiberschreiten. 

A usfiihrung. 1 ccm Plasma wird in einen 100ccm-Rundkolben 
iiberfiihrt, 5 ccm der 0,01 n HCl werden hinzugefUgt. (Die 0,01 n HCl 
wird durch Verdiinnen von 1 Vol. 0,1 n HCl auf 10 Vol. mit neu
traler 0,9%ig. NaCI-Losung hergestellt. Man benutzt diese Salz
lOsung statt Wasser, um eine Globulinausscheidung zu verhiiten.) 
Man schwenkt die Mischung 1 Min. oder liinger, um die CO2 daraus 
zu entfernen, wobei sich die Fliissigkeit in diinner Schicht an der 
Wandung des Kolbens ausbreitet. Die Losung wird dann in das 
andere Reagenzglas von gleichem inneren Durchmesser wie fUr die 
Vergleichslosung gegossen und die Wandung des Kolbens mit 
10 ccm einer neutralen CO2-freien 0,9%ig. NaCI-Losung abgespiilt. 
Die 10 ccm der Salzlosung werden in 3 Teilen hinzugefUgt; jeder 
Teil wird an der Wandung entlang gespiilt und in das Reagenzglas 
iibergefUhrt. SchlieBlich werden 7 Tropfen der 0,03%ig. Phenol
rotlosung zu der Mischung im Reagenzglas gegeben und 0,01 n 
NaOH aus der Mikrobiirette hinzugefiigt, bis die Farbe im 
Reagenzglas der des oben beschriebenen Vergleichsrohrchens 
gleich ist. 1st der Endpunkt erreicht, so wird so viel 0,9%ig. 
NaCI-Losung hinzugefiigt, bis das Volumen der titrierten Losung 
dem der VergleichslOsung entspricht. 

1 van Slyke: 1. c. S.I251. 
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Berechnung des Bikarbonatgehaltes aus der Titration. 

Die Menge der bei der Titration verbrauchten ccm 0,01 n HCI, 
d. h. die Differenz zwischen der hinzugefiigten HCI und der bei der 

Titration verbrauchten NaOH wird mit !i~~ = 10 multipliziertl. 

Millimole NaHC03 pro Liter = 10· (ccm 0,01 n HCI- ccm 0,01 n 
NaOH). 

Manometrische Bestimmnng der Alkalireserve nach 
van Slyke 2• 

Prinzi p. DieKohlensaure, die ausdemBikarbonatdurch Saure
zusatz und Evakuieren in Freiheit gesetzt worden ist, wird auf ein 
bestimmtes V olumen gebracht und der Druck, 
der von diesem Gasvolumen auf ein Queck
silbermanometer ausgeiibt wird, abgelesen. 

Der Apparat (Abb. 26) besteht aus einer 
kurzen Pipette, die durch einen Hahngegen den 
oberen Teil des Apparates abgeschlossen ist; 
der untere Teil steht mit einem Glasrohr in 
Verbindung. Diese Verbindung ist durch eine 
besondere Quecksilberdichtung gegen das 
Eindringen von atmospharischer Luft ge
schiitzt (Abb.28). Das Glasrohr ist von 4 mm 
Innenweite und 800 mm Lange; es biegt dann 
rechtwinklig ab und steht mit einer Nivellier
birne und einem Quecksilbermanometer, das 
am oberen Ende entweder offen (Abb.27) oder 
geschlossen sein kann, in Verbindung. Die 
Pipette ist an zwei Punkten zur Einstellung 
von a ccm Gas fiir die Druckmessung und 
A ccm Gesamtvolumen markiert (siehe 
Abb.27 u. 28). 

Man bringt bei der Analyse die Blutprobe ....... ......11111/111/ 

in dem Raum iiber dem Quecksilber mit der 
Saure zusammen; die gebundene CO2 wird 
dadurch in Freiheit gesetzt. Durch Senken der 

Abb. 26. 

Nivellierbirne wird ein Toricellisches Vakuum hergestellt; man 
schiittelt das angesauerte Blut 2 Min. lang, urn die Gase der 

1 Die fUr 1 eem verbrauehten cern 0,01 n HCI werden (urn den Aqui
valentbetrag fiir II zu bekommen) mit 1000 multipliziert und wegen Um
rechnung von 0,01 n auf In durch 100 dividiert. 

2 van SIyke: I.c.1252. 
Rona-Kleinmann, Biut u. Harn. 4 
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Fliissigkeit zu entziehen. N ach Eintritt von Quecksilber durch Hahn 
e wird das Gasvolumen auf a ccm reduziert und der Druck PI 

50ccm 

Oljenes 
Manometer

rohr 

Breit 

Hahnd 
7mm 

Abb.28. 
Der Extraktionsraum. 

Abb. 27. 

Hahn b 
1mm 

a ccm 

Gas jl(}n jJ-S ccm 

Seem Liisllng 

am Manometer abgelesen. Die 
Gase werden dann entweder 
herausgelassen oder durch ge
eignete Reagentien absorbiert, 
und die Ablesung des Druckes 
P2 wird bei demselben Volumen 
wie vorhin ausgefiihrt. Der 
Partialdruck P des Gases bei 
a ccm Volumen ist dann P=PI 
- P2 mm Quecksilber, aus dem 
das Gasvolumen bei 0 0 und 
760 mm berechnet werden kann. 
Bei der Manometerrohre braucht 
man keine Korrekturen fUr 
Dampftension und Kapillar
attraktion anzubringen, da diese 
Faktoren hei heiden Ahlesungen 
die gleichen sind. Vorausset
zung ist, daB die Temperatur im 

Apparat wahrend der PI- und P2-Ablesungen die gleiche ist, was 
in der kurzen Zeit der Bestimmung (1-4 Min.) auch der Fall ist. 
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Auch der Barometerdruck kann in dieser Zeitals konstant an
genommen werden. 

Fiir Analysen von 1 ccm Blut zweckmaBige GroBen sind 
A = 50, a = 2, S (Gesamtfliissigkeit) = 3,5 - 7,0 ccm (Abb. 27). 
Bei 20 0 geben 0,01 ccm Gas unter diesen Bedingungen einen Ab
lesewert von P = 3,9 mm. Fiir sehr kleine Betrage ist es ratsam, eine 
Marke a bei 0,5ccm anzubringen. Bei diesem Volumen zeigen 0,01 ccm 
Gas ungefahr 16 mm Druck. Der Hahn d dient zum Herauslassen 

#0// 
Mtlrke 

Abb. 29. 

der Luft, die allmahlich durch das mit der 
Nivellierbirnein Verbindungstehende Schlauch
stiick diffundiert und sich unter diesem Hahn 
ansammelt. 

Das offene Manometerrohr hat einen 
inneren Durchmesser von 4 mm 
und ist oben kugelformig er
weitert. Hierdurch wird ein 
Quecksilberverlust verhindert, 
wenn die Nivellierbirne hoch
gehoben wird, um Losungen aus 
dem Reaktionsraum zu entfer. 
nen. Am Grunde ist es verengt 
(siehe Abb. 27), um das Hin
und Herschwanken des Queck-
silbers zwischen dem Manometer 
und dem Reaktionsraum zu ver
hindern, wenn Hahn e geschlos
sen ist. Sonst wiirde zu leicht 
Fliissigkeit aus der Gaskam
mer in das Manometerrohr ge
langen. 

Geschlossenes Mano-
meterrohr. Stattander Spitze 

Abb. 30. 

in einer offenen Kugel zu enden, kann das Manometer an der Spitze 
auch durch einen Hahn geschlossen werden (siehe Abb. 29). Vor 
Benutzung des Manometers wird die Luft ausgetrieben, so daB 
auf der Quecksilberoberflache in der Rohre kein atmospharischer 
Druck lastet. Die Ablesungsstelle befindet sich daher ungefahr 
800 mm hoher als beim offenen Manometer. 

Wenn das Quecksilber zuriiekflieBt, dringen Feuehtigkeitsspuren vom 
Reaktionsraum her in das gesehlossene Manometer. Um den Wasserdampf 
zu absorbieren, gibt man 2-3 Tropfen konz. Sehwefelsaure dureh den 
Hahn an der Spitze und laBt sie ca. 10 em im Rohr hinabflieBen. Dann 

4* 
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liiBt man das Quecksilber durch den Hahn Bteigen, das genug Schwefel
Biiure zuriickliiBt, um das obere Ende deB Manometerrohrs zu benetzen, 
aber nicht genug, um herabzuflieBen und die Ablesungen des Quecksilber
meniskus zu storenl • 

Zur Abmessung der Plasmaproben gebraucht man 1 ccm-Ostwald
Pipetten mit dickwandigen Kapillaren, die kalibriert und vorteilhaft mit 
einem Hahn versehen Bind (Abb.30). Die Pipette wird mit einer Gummi
IiIpitze versehen, die man herstelIt, indem man von einem Gummischlauch 
von 1 oder 2 mm Innenweite und 2 oder 3 mm Wandstiirke einen Ring 
von etwa 1 cm Breite abschneidet (Poulton). Man spitzt den Ring an 
einem Ende durch Abreiben der iiuBeren Kante mit Sandpapier oder 
Schmirgelstein zu, BO daB er in den Boden des Aufsatzes des Gasanalysen
apparates paBt (s. Abb. 30). Die Blutprobe wird aUB der Pipette direkt 
in den Apparat gegeben. 

Ausfiihrung2. Nachdem der Apparat mit verdiinnter Milch
saure gereinigt worden ist, wird I Tropfen OktylaIkohol in 
die KapiIlare iiber dem Hahn b (Abb.27) gegeben; dann gibt man 
fiir jeden ccm Blut oder Plasma, der zugefiigt werden solI, 2,3 ccm 
CO2-freies (ausgekochtes) Wasser in den Aufsatz. Hahn b ist 
geschlossen, wahrend e offen ist und die Nivellierbirne auf dem 
in Abb. 27 gezeigten Niveau steht. Die Blutprobe wird unter 
der Wasserschicht im Aufsatz aus der Pipette zugegeben. Be
nutzt man eine gewohnliche Pipette, soerfolgt die Zugabe so, 
daB sich die Pipettenspitze am Boden des Aufsatzes befindet und 
der Hahn b wahrend der Zugabe teilweise geoffnet wird, so daB 
der groBte Teil des Blutes direkt durch b in die unterhalb befind
liche Kammer flieBt und sich nur ein ganz geringer Betrag im 
Aufsatz sammelt, um mit dem Wasser in die Kammer gespiilt 
zu werden. Zuletzt fiigt man 0,2 ccm CO2 freier n-Milchsaure 
pro ccm Blut oder Plasma in die Kammer. Der VerschluBhahn b 
wird mit I Tropfen Quecksilber gedichtet. 

Um das Kohlendioxyd in Freiheit zu setzen, senkt man die 
Nivellierbirne, bis die Oberflache des Quecksilbers (nicht des 
Wassers) bis zur Marke A (50) am Grunde der Kammer gefallen 
ist. Der VerschluBhahn e wird dann geschlossen und das Reaktions
gemisch 2 Min. geschiittelt. 

Urn den Druck des Gesamtgases zu messen, stellt man das 
Quecksilber nach vorsichtigem Offnen des Hahnes e auf die Marke 2. 
Auf diese Weise. wird das Gasvolumen der Analysenpipette auf 
2 ccm gebracht. Die Einstellung muB sehr genau erfolgen (vgl. S.54). 
Nahert man sich der Marke 2, so ist es vorteilhaft, den Hahn e zu 
schlieBen und die endgiiltige Einstellung mit einer Feinregulierung, 
die am FuBende des Apparates angebracht werden kann, vorzu
nehmen. Geht man trotzdem fehl, so wird das Vakuum wieder her-

1 van Slyke: 1. c. S. 1256. 2 van Slyke: 1. c. S.1259. 
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gesteHt, 1 Min. geschuttelt und von neuem eingesteHt. Nach der Ein
steHung auf Marke 2 liest man bei geschlossenem Hahn e die Hohe der 
Quecksilbersaule (PI mm) abo Die Temperatur des Wasserbades 
und der Barometerstand werden notiert. 

Zur Absorption der Kohlensaure tragt man 0,2 ccm einer 
20%ig. Natronlauge in den Aufsatz des Apparates ein und laBt sie 
unter leichtem negativenDruck in die Kammer flieBen. Die Kohlen
saure wird durch das starke Alkali in einigen Sekunden absorbiert. 

Wenn das CO2 voHstandig absorbiert ist, gibt man einige Trop
fen Quecksilber aus dem Aufsatz in den Gasraum, um die Alkali-
16sung unter dem Hahn zu entfernen, (laBt aber 1 Tropfen Queck
silber im Aufsatz), und senkt die Losung in der Kammer, bis ihr 
Meniskus ein klein wenig unterhalb der a-Marke steht. Man 
bringt die Nivellierbirne in die SteHung (wie in Abb. 27) zuruck, 
laBt das Quecksilber bei wenig geoffnetem Hahn e wieder ein
flieBen, bis der Meniskus der Flussigkeit wieder an der Marke a 
eingesteHt ist, und notiert die Ablesung P2 mm am Manometer. 
(Temperatur und Barometerstand werden kontrolliert, ob sie seit 
der ersten Ablesung unverandert geblieben sind.) 

Der CO2-Druck P co, ist 

PI-P2-C. 

Die Korrektur chat folgende Bedeutung: Die Einfiihrung der absor
bierenden Lasung vermehrt das Fliissigkeitsvolumen iiber dem Queck
silber und verursacht ein Sinken des Hg-Meniskus in der Kammer und im 
Manometer. Daher muB bei der P2-Bestimmung eine Korrektur angebraeht 
werden, die durch eine Leerbestimmung ermittelt wird, bei der Seem Wasser 
mit 2-3 Tropfen 1 n NaOH alkalisch gemacht, im Apparat extrahiert und 
PI und P2 vor und naeh Zugabe derselben Menge Alkali abgelesen werden, 
wie bei der richtigen Bestimmung angewendet worden ist. 

Es ist PI - P2 = C. 

Wenn die endgiiltige Ablesung nach Entfernung des Gases und nieht 
naeh der Absorption desselben erfolgt, so fallt die Korrektur c natiirlich 
fort. Aile Lasungen miissen sehr genau abgemessen werden, so daB S nur 
innerhalb 0,05 ccm . variiert. Es muB auch geniigend Zeit verstreichen, 
bis sich das Gleichgewicht eingestellt hat. 

Urn den CO2-Gehalt des Elutes oder des Plasmas in Volum
prozenten oder in Millimolen pro Liter zu erhalten, multipliziert 
man den beobachteten CO2-Wert in mm Hg mit dem Faktor aus 
TabeHe S. 57, der der Temperatur der Beobachtung entspricht. 

Benutzt man (bei der Analyse des Gesamtblutes) 1 n NaOH (von der 
1 ccm in die Kammer gegeben wird), so muB die Lasung gasfrei gemacht 
werden. Zur Darstellung von gasfreiem Alkali werden 25-30 cem InNaOH 
in der Extraktionskammer von Gas befreit und unter 01 in ein Reservoir 
(vgl. Abb. 31 und 32) iibertragen. Die Li:isllng ist taglieh zu erneuern. 
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Bemerkung liber die wiederabsorbierte CO2 nach Aufhebtln 
des Va k u u. m s. Wah~end das Quecksilber nach Entbindung der CO. im 
Apparat stelgt, hat die Wasserschicht liber der Quecksilberoberflache Ge
legenheit, etwas yom CO2-Gas zuriickzuabsorbieren. Die Reabsorption er

folgt fast nur wahrend des letzten Stadiums der Kom
pression und ist unabhangig von der Menge der waBrigen 
Losung auf der Quecksilberoberflache, da wahrend der 
kurzen Zeit die Absorption anscheinend auf die ober
f1a.chliche Schicht der Fliissigkeit beschrankt ist. 

Wenn der Meniskus langsam steigt, wii.hrend er 
sich dem engeren oberen Teil des Apparates nahert nnd 
man die Oberflache vorsichtig ohne Schwankungen in 
die Gleichgewichtslage bringt, so wird ein konstanter 

Teil der Kohlensii.ure, die 1,7% 
der Gesamtmenge betragt, ab
sorbiert. Unter diesen Kautelen 
ist also ein Korrekturfaktor 
von 1,017 (vgl. S. 58) fiir die 
wiederabsorbierte Kohlensaure 
anzubringen. Diese Korrektur 

. verursachtetwa 1 Vol.-% Ande
rung in den Resultaten bei 
der gewohnlichen CO2·Bestim
mung im Blut oder im Plasma. 

Wenn bei den CO2-Analy
A bb. 31. Reservoir, Abb. 32. Vorrichtung fur H~r- sen die ausgetriebenen Gase 
aus einem CaO(,- stclluug uudAufbcbunggasfreler auf Volumen a reduziert sind 
Rohr hergestellt. LOsungen. 

und es nicht gelingt, den Hahn e 
rechtzeitig zu schlieBen, so daB der Fliissigkeitsmeniskus nicht genau 
an der. Marke steht, darf man keine Wiedereinstellung versuchen, denn 
wenn man die Fliissigkeit in der Kammer au.! und ab bewegt, wird mehr 
CO 2 absorbiert als fiir die Korrektur i (vgl. Gleichung S. 56) a.ngenommen 
ist. Man muB vielmehr das Quecksilber wieder bis zur Ma.rke A senken 
und I Min. schlitteln, um das Gleichgewicht wieder herzustellen. 

Na.ch der Analyse wird die evakuierte Kammer mit Milchsaure (1 ccm 
n Milchsaure und 10ccm Wasser)gereinigtl. Es ist zu empfeblen, die Kammer 
gelegentlich liber Na.cht bei offenem Ha.hrt b mit Chrom-Schwefelsaure
p;emisch stehen zu lassen. 

Vor jeder neuen Bestimmung soIl der Apparat auch auf eventuelle 
Undichtigkeit gepriift werden. Die Priifung geschieht ~ol!?end~rmaBen: 
Man schiittelt eine dem Volumen der Untersuchungsflusslgkelt S ent
sprechende Menge Wasser. 2 Min. in dem Appar~~, um d~e darin geloste 
Luft auszutreiben und best den Druck ab, wahrend das Gas auf a 
Volumen steht. D~s Schiitteln und Ablesen wird wiederholt. Wenn die 

1 Der Apparat lii.I3t sieh leicbt nach folgender Methode reinigen. 
Man setzt auf die Offnung (durch die das Blut, die Milchsaure usw. einge
fiibrt wurden) einen Gummistopfen, durch den ein Glasrohr mit einem 
langeren Schlauch geM.. Der Schlauch endet in einem GefaB mit ammoniak
haltigem bzw. spater mit destilliertem Wasser. An die nach unte!l gebogene 
seitliche Offnung wird direkt ein Schlauch gesetzt, der in emen leeren 
Topf taucht. Durch Heben und Senken des Hg-Niveaus .und ~nt~pr~che~d~s 
Drehen des Zweiweghahnes kann man abwechselnd die Spulflusslgkelt m 
den Apparat saugen und wieder hinausbefordern. 
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am Thermometer des Wassermantels abgelesene Temperatur konstant 
bleibt, so daB sich der Dampfdruck nicht andert, miissen die 1. und 
2. Ablesung genau iibereinstimmen. 

Zum Dichten der Hahne e und b benut:r.t van Slyke eine Liisung 
vonreinem Paragummi (unvulkanisiert) in Vaseline (1 Gewichtsteil Gummi 
wird durch Erwarmen in 5 TeiIen Vaseline geliist). Zuerst wird eine diinne 
Vaselineschicht auf den Hahn aufgetragen, dann das Gummischmiermittel. 

Berechnung der CO 2 -Menge l • 

Die Gesamt-C02-Menge der analysierten Losung wird erhalten, 
indem man das unter den Versuchsbedingungen gewonnene 

K hI .. VI' d F kt B - w 273 1 . l' . o ensaure - 0 umen mIt em a or -----wo T mu tIP IZIert 

und zu diesem Volumen das Volumen derjenigen Kohlensaure, 
die in Losung geblieben ist (x), addiert. 

Wir haben es mit folgenden GriiBen zu tun: 
Vt = gemessenes CO2-Volumen nach einer Extraktion bei to und 

B mm Barometerdruck. 
VO'.760= auf 0° und 760mm reduziertes Gesamtvolumen CO2, 

. S Volumen waBrige Liisung im Apparat. 
A = vom Gas und von der Liisung wahrend der Gesamtreaktion 

eingenommener Raum (50 ccm). 
A-S = Volumen der Gasphase. T = absolute Temperatur. 

tXc02 = Liislichkeitskoeffizient der CO2 in Wasser; die ccm CO2 gemessen 
bei 0°, 760 mm geliist in 1 ccm Wasser in Gleichgewicht mit 
CO2 unter 760 mm Druck. 

0('002 = tXc02 2~3 = Verteilungskoeffizient der CO2 zwischen Gas und 

Wasser = ccm CO2 gemessen bei to, B mm, geliist in 1 ccm 
Wasser, in Gleichgewicht mit reiner CO2 bei to und B mm. 

w = Dampfdruck des Wassers; p = Partialdruck der CO2 im Ap
parat, wenn bei der Extraktion Gleichgewicht erreicht worden ist. 

x = CO2-Vol., in Liisung, gemessen bei 0°, 760 mm, wenn Gleich
gewicht erreicht worden ist. 

B- w273 
Es ist VO,760= Vt~T+x. (1) 

Das Volumen des geliisten Gases ist proportional seinem Partialdruck, 
seiner Liislichkeit und dem Volumen des Liisungsmittels 

p 
x = 760 S 0(002' (2) 

Da der Druck sich umgekehrt wie das Volumen andert, ist: 

P Vt 

B-w-A-S (3) 

oder V t 
p = (B - w) A _ S' (4) 

1 Vgl. van Slyke und Stadie: J. of bioI. Chem. 49, 30 (1921). 
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Eingesetzt in (1) ist 

B - w 273 B - w S OCC02 
VO'; 760 = Vt-----wo-' T + V,~. A _ S 

oder 
B - w (273 S OC C02 ) , 273 

VO'; 760 = V t ~ T + A _ S; da OCC02 = oc C02 T ' 
so ist 

B - w 273 ( S,) 
VO"760 = V,--· - 1 + --OCC02 , 760 T A-S 

oder 
B-w ( S ) 

VO'; 760 = V, 760 (1 + 0,00367 t) 1 + ::.r=s OC'C02 • 

Faktor fiir Barometer Faktor fiir Korrektur 
und Temperaturkorrektion des nicht extrahierteu CO,. 

I II 

. B - w ( Soc' ) 
Die GlelChung VO',760 = V t 760 (1 + 0,00367 t) 1 + A __ S kann 

hier angewendet werden, indem man a fiir Vt und den Partial
druck P fUr B - w in die Gleichung einsetzt. Man erhaJt mit 
Beriicksichtigung des Faktors i (1,014) fiir die wieder absorbierte 
CO2 , (Fiir die weniger lOslichen Gase °2 , N2, H 2 , CO ist i prak
tisch gleich 1.) 

VO'; 760 = P 760 (1 :'~,00367 t) (1 + AS~'S)' 
Der Dampfdruck w fiillt aus, da er fiir PI und P2 derselbe 

ist (P = PI - P2)' Man muB die Temperaturwirkung auf das 
spezifische Gewicht des Quecksilbers beriicksichtigen. Die Tem
peraturkorrektur fiir die Ablesung einer Barometersaule an einer 
Glasskala betragt 0,000172 t mm fiir jeden Millimeter der Saulen
h6he des Barometers. Diese Korrektur eingefUhrt, ergibt 

i·a(I-0,000172t) ( SOC') 
VO'; 760 = P 760 (1 + 0,00367 t) 1 + A -8 

und Zahler und Nenner durch (1-0,000172 t) dividiert: 

VO'; 760 = P 760(1 :~:00384t) (1 + AS~'S) . 
VO'; 760 = p. Vol.-Ofo-Faktor. 

Wenn man die Resultate in Millimolen (pro 100 cern) statt in cern 
ausdriicken will, wird dieser Faktor durch 22,4 dividiert (22,4 cern 
sind das Vol. eines Millimol-Gases bei 0°, 760 mm). Der mittlere 
Fehler von Doppelbestimmungen mit der manometrischen Methode 
betragt 0,2 Vol.- %. 
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Faktoren, mit denen der gefundene Kohlensauredruck Pco. zu 
multiplizieren ist, um den CO 2 -Gehalt von Blut und Plasma 

zu bekommen (in Vol.-%). Gasraum A 50 ccm. 

.... Faktoren ftir CO2 ~ .., -- - ---- - ---

os I Probe=0,2 ccm Probe = I ccm Probe=2 ccm .... 
Q.) oc' ... 1+0,00384 t 8=2,0 

" 8=3,5 " 8=7,0 " 
S a=0,5 " a=2,0 " a=2,0 " Q.) 

8 i=I,03 " i=I,014" i=I,0l4" 

15 0,9455 1,075 0,335 0,2725 0,1483 
16 21 43 33 II 70 
17 0,9387 15 31 0,2697 59 
18 53 0,989 30 83 49 
19 20 66 28 69 39 
20 0,9286 42 27 55 29 
21 55 19 26 40 19 
22 21 0,896 24 26 10 
23 0,9188 73 23 13 01 
24 56 50 22 00 . 0,1391 
25 24 28 20 0,2588 82 
26 0,9092 08 18 75 73 
27 60 0,789 17 62 64 
28 29 72 16 49 56 
29 0,8998 55 14 37 49 
30 67 38 13 26 41 
31 36 24 12 15 33 
32 06 10 II 04 25 
33 0,8875 0,696 10 0,2493 18 
34 45 82 08 82 10 

Will man aus der Gesamtkohlensauremenge die Menge des 
Plasmabikarbonates (Alkalireserve) bestimmen, so ist folgendes 
zu beachten. Wird das Plasma bei 40 mm CO2-Druck und 38 0 

mit CO2 gesattigt, so berechnet sich der Kohlensaure- Gehalt 

aus ihrer Loslichkeit zu: 0,94'0,555'74~0 = 2,75 Vol.-% CO2 oder 

i,~~ = 1,23 Millimol H 2C02 pro Liter (wo 0,555 der Loslich

keitskoeffizient der Kohlensaure in Wasser bei 380 , 0,94 die relative 
Loslichkeit im Plasma ist). Subtrahiert man also 1,23 Millimol 
fUr die geloste H 2C03 aus der Gesamt-C02-Menge des Plasmas 
(NaHC03 + H 2C03) in Millimol, so erhalt man den Wert fur das 
Plasma-Bikarbonat. 

Die Alkalireserve normaler Erwachsener variiert von 22 -30 
Millimol pro Liter, was 50-67 Vol.-% Bikarbonat-C02 im Plasma 
entspricht. In Fallen von Azidosis kann der Wert bis zu 12 Vol.-% 
fallen. 
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Neuerdings gibt van Slyke 1 fUr den manometrisehen Gas
analysenapparat eine bequemere Form an (Abb. 33). Das Mano
meterrohr ist hier oben und unten zur Bremsung der Queek
silberbewegung auf 1 mm verengt. Zweeks Dehydrierung wird 
nieht wie vorher konz. Sehwefelsaure, sondern Glyzerin oder 
Diathylen- oder Trimethylenglykol (Kahlbaum) angewendet. 
Etwa 1 eem davon wird aIle paar Tage einmal in das Manometer 
unmittelbar unter dem Hahn eingefiihrt und dann entfernt. 

--r-_t+-_-\-_ Alilchglos -
/"enslt?r 

o 
!J I 

Abb.33. 

Die an der Wand adharierende Menge geniigt, um den Wasser
dampf der mit dem Queeksilber eingefUhrten Feuehtigkeit zu 
absorbieren. 

Der Faktor fUr i wurde von van Slyke und Sendroy2 
neuerdings zu 1,017 (statt 1,014) bereehnet bei der Reduktion 
der Gasphase im 50 eem Apparat auf 2 eem und zu 1,037 (statt 
1,030) bei der Reduktion auf 0,5 eem. Das Molekularvolumen 
ist bei 0 0 und 760 mm zu 22,26 (statt 22,4) Liter anzunehmen. Da
dureh werden die Faktoren bei der Bereehnung auf Mlllimol COz 
in der Tabelle um 1 % erh6ht. Die Faktoren fUr Vol.- % werden 
(infolge der Anderung von i) um 0,3% erhOht. 

1 J. of bioI. Chern. 73, 121 (1927). 
2 J. of bioI. Chern. 73, 127 (1927). 
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Volumetrische Bestimmung der Alkalireserve 
nach van Slyke. 

Prinzi p. Das Vollblut wird einer Luftmischung mit einer CO2-

Spannung von 40 mm Hg bei 38° ausgesetzt (vgl. S. 46), das 
Plasma unter LuftabschluB abzentrifugiert (vgl. S. 73). Die 
in einer evakuierbaren Kammer mit Saure in Freiheit gesetzte 
Kohlensaure wird volumetrisch O'AmARRAn Von riAl' (J.ARll.mt.1mhlAn
sauremenge wird die physi
kalisch absorbierte Kohlen
saure des Plasmas abgezogen 
und so die Bikarbonatmenge 
ermittelt. 

Apparatur1 (Abb. 34). 
Der Becher b (Abb. 34 u. 35) 

ist das AufnahmegefaB fUr das 
Plasma und die Reagentien; es 
ist mitdemGasentwicklungsraum 
g durch den Dreiweghahn e ver
bunden; aisteingebogenes, kapil
lares Ansatzstiick, durch das der 
Inhalt des Gasraumes entleert 
werden kann. Der Gasraum hat 
einen oberen kapillaren Teil von 
1 ccm Inhalt, in 0,02 ccm geteilt; 
der kapillare Teil geht dann in 
einen etwas weiteren iiber, mit 
einer unteren Marke bei 2,5 ccm. 
Der dann folgende erweiterte 
Teil ist der Vakuumraum. Er 
tragt kurz iiber dem ihn abschlie
Benden Dreiweghahn f die Marke 
50 ccm. Der Vakuumraum kann 
durch f einmal mit dem weiteren 
Teild, dannauch mit demengeren 
Glasrohr c verbunden werden. 

Abb.34. 

Abb. 34. 

Beide Teile sind durch ein Y-formiges Glasstiick miteinander verbunden, 
an dessen unterem Schenkel ein Druckschlauch mit einem Quecksilber
NiveaugefaB h angeschlossen ist. Die Niveaukugel hat noch einen ·u-formig 
angeschlossenen Schenkel (in der Abbildung nicht angegeben), dessen Innen
weite mit der der MeBka pillare gleich ist, urn den Fehler der Ka pillardepression 
verschieden weiter Rohren beim Ablesen zu vermeiden. Man muB das 
NiveaugefaB iiber den oberen Hahn e heben konnen. Die Vakuumkammer 
mit der MeBkapillare ist von einem Wassermantel umgeben. Die Hahn
stopfen e und f sind durch Spiralfedern zu sichern. 

Bevor die Bestimmung ausgefiihrt wird, muB darauf geachtet werden, daB 
die Hahne dicht sind. Dies wird so gepriift, daB der ganze Apparat, ein
schlieBlich der Kapillare iiber dem Hahn e (vgl. Abb. 35) mit Quecksilber 

1 Vgl. Krauss: 1. c. S. 146 und Hawk und Bergeim: Practical 
Physiological Chemistry Churchill, London. 1927. 9. Aufl. S.435. 
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gefiiIlt wird. Man schlieBt e; das NiveaugefiiB mit dem Quecksilber wird bis 
zur Lage 3 gesenkt, so daB ein Vakuum entsteht, in dem das Quecksilber 
etwa bis zur Mitte von d fallt. Nach wenigen Minuten hebt man wieder 
das NiveaugefaB. Wenn der Apparat dicht und gasfrei ist, so fiiIlt das 
Quecksilber ihn voIlkommen und stoBt an den oberen Hahn emit metal-

lischem Klang an. 1st dies nicht der 
Fall, so miissen die Hahne neu ge-

Lage 1 fettet, der Apparat bis zur Gasfrei
heit evakuiert werden. 1st der Appa
rat dicht, so muB mit den bei der 
Analyse zur Verwendung gelangen
den Reagentien ein blinder Versuch 
ausgefiihrt werden. Das nach der Va
kuumextraktion sich ergebende Gas
volumen darf hochstens 0,035 ccm 
betragen. Sonst miissen die mit CO2 

verunreinigten Losungen vor dem Ge
brauch im Apparat evakuiert werden. 

Lf7gez 

Luge 3 
80cm 

linter Lage 1! 
Abb. 35. 

Der Becher b wlrd mit 1 ccm 
dest. kohlensaurefreiem Wasser 

50ccm versetzt und der ganze Apparat 
-.00.--"-,, • .-1' bis zu der Spitze der Kapillare 

v 

mit Quecksilber gefiillt, indem 
man die Nivellierbirne in die 
Lage 1 bringt. Eine genau ab
gemessene Menge (1 ccm oder 
wenn die verfiigbare Plasmamenge 
sehr gering istO,5 ccm) wird unter-
halb des Wassers in den Becher 
gebracht (vgl. hierzu auch die 

Vorschriften auf S. 52); 1 Tropfen Oktylalkohol wird hinzugefugt. 
Indem man das NiveaugefaB in die Lage 2 bringt und die 

Verbindung des Gasraumes mit d durch den Hahn f herstellt, laBt 
man das Plasma mit dem CO2-freien Wasser und dem Oktylalko
hoI aus b in die Kammer von 50 ccm Inhalt, und zwar in der Weise, 
daB die Kapillare uber dem Hahn gefiillt bleibt, so daB beim Zu
fiigen der folgenden Losung ein Zutritt von Luft vermieden wird. 
Arbeitet man mit Blut, so sedimentiert ein Teil der Blutkor
perchen auf den Boden des Bechers. Diese suspendiert man im 
Wasser, indem man sie mit der letzten Portion von 0,5 ccm 
umruhrt, nachdem 0,5 ccm schon eingefiihrt worden sind. Zu
letzt we;rden 0,5 ccm 5%ig. Schwefelsaure eingefiihrt. (Beim Ge
samtblut nehme man Milchsaure. 1 Teil der konzentrierten Saure 
(Sp. Gew. 1,21) ist zu 10 Teilen mit Wasser zu verdunnen.) Das 
Gesamtvolumen der eingefiihrten Losungen muB genau 2,5 ccm 
betragen (bis zur 2,5 Marke reichen). - Benutzt man nur 0,5 ccm 
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Plasma, so wird nur die Halfte der obigen Losungen benutzt, bis 
zur Gesamtmenge von 1,25 ccm; bei der Berechnung des beobach
teten Gasvolumens multipliziert man mit 2. 

Um sicher zu gehen, daB das in b eingefiillte Wasser CO2 frei ist, kann 
man es vor Einfiillung des Plasmas in die Gaskammer bringen, dort extra
hieren und die frei werdenden Gase uber a entfernen. Das Wasser wird 
dann wieder nach b zuruckgebracht. Von den L6sungen, die man nach
einander einfiillt, mussen genugende Mengen zuruckbleiben, damit sie 
die Kapillare uber dem Hahn bis zu der Stelle, wo sie sich in den Becher 
weitet, fUllen. Sonst fiihrt man leicht Luftblasen in den Apparat ein 
(s. oben). 

Nach Zufiigen der Saure gibt man 1 Tropfen Quecksilber 
in b und flillt damit die Kapillare iiber e. Reste von Schwefel
saure werden aus b durch Ausspiilen mit etwas Wasser, das nach
her mittels Filterpapier entfernt wird, weggewaschen. 

Dann wird bei geschlossenem Hahn e die Gaskammer mit d 
durch den Hahn t verbunden, das NiveaugefaB gesenkt (Lage 3), 
so daB das Quecksilber in der Pipette bei der Marke 50 steht. 
Steht das Quecksilber (nicht das Wasser) bei der Marke, so schlieBt 
man den Hahn t, nimmt die Pipette yom Haken und stellt durch 
energisches Schiitteln das Gleichgewicht zwischen der waBrigen 
Losung (2,5 ccm) und dem freien Raum des Apparates (47,5 ccm) 
her. Dann wird die Pipette wieder eingehangt. (Man kann auch 
eine Vorrichtung zum mechanischen Schiitteln des Apparates 
anbringen, siehe Abb.34). 

Man liest die Temperatur' des Wassermantels und den 
Barometerstand abo Nach dem Schiitteln wird der Gasextraktions
raum durch den Hahn t mit d verbunden und das NiveaugefiW 
so weit gesenkt (Stellung 3), daB iiber dem Hahn t eine ganz diinne 
Schicht der waBrigen Losung steht. Dann wird t gleich geschlos
sen. (Von dem Gas im Extraktionsraum darf natiirlich nichts 
nach d iibergehen.) Jetzt wird Hahn t so gedreht, daB emit dem 
Gasraum verbunden ist. Das NiveaugefaB wird vorsichtig gehoben, 
das Hg steigt langsam (vgl. S. 54) bis in die MeBkapillare. Man stellt 
mit dem Seitenschenkel des NiveaugefaBes auf gleiches Niveau ein. 
(MaBgebend ist der Meniskus der diinnen Fliissigkeitsschicht 
iiber dem Quecksilber.) 

Bei der Analyse des Plasmas ist die abgelesene Gasmenge 
gleich dem gesuchten CO2-Volumen (Berechnung siehe unten), 
da im Plasma keine nennenswerten Sauerstoffmengen vorhanden 
sind, die ins Vakuum iibergehen konnten. Bei der Analyse des Voll
blutes wird auch Sauerstoff frei (etwa % des mit dem Hamo
globin verbundenen Sauerstoffs). Man muB daher die Kohlensaure 
durch Absorption mit 1 n NaOH aus dem Gasgemisch entfernen. 
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Die Differenz zwischen der Gasmenge vor und nach der Absorp
tion ergibt die gesuchte Kohlensauremenge. 

Nach Entfernung der Plasmamischung durch a wird der Gas
raum mit etwa 10 ccm 0,1 n Milchsaure gereinigt; Gas und 
Fliissigkeit werden durch a entfernt. Dann kann die nachst
folgende Bestimmung angeschlossen werden. 

Die Berechnung kann wie bei der manometrischen Messung 
ausgefiihrt werden. Fiir die Wiederabsorption der Kohlensaure 
bei der Reduktion des verdiinnten Gases auf Atmospharen
druck wird eine Korrektur von 1,017 angebracht (vgl. auch S. 54 
bei der manometrischen Bestimmung). 

Das gesuchte Kohlensaurevolumen x ist gleich 

(Vo+ A~SIX"S)'I,017 
wo Vo das gemessene auf 0° und 760 mm Hg und Trockenheit 

reduzierte Gasvolumen, S die Fliissigkeitsmenge, IX' = IX ::;3 

und A den iiber dem Quecksilber befindlichen Kammerraum 
bedeuten. Von der Gesamtkohlensauremenge ist der Betrag der 
im Plasma physikalisch absorbierten CO2-Menge abzuziehen. 
(vgl. S. 57 und die folgenden DarIegungen). 

A bsorptionskoeffizienten (nach Bohr). 

W 
B 
B 

asser 
lutplasma. 
lut. 

BIutkorperchen . 

Sauerstoff 

15° 38° 

- 0,0287 
0,033 0,023 
0,031 0,022 
0,025 0,019 

Kohlensaure Stickstoff 

15° I 38° 15° I 38° 

- 0,555 - 0,0122 
0,994 0,541 0,017 0,012 
0,937 0,511 0,016 0,01l 
0,825 0,450 0,014 0,010 

Die Berechnung sei hier nach Douglas und Priestley wiedergegeben 
(vgl. 1. c. S. 152). 

Korrekturen sind fUr die gelOste CO2-Menge, die nicht extrahierte CO2-

Menge, ferner auch fUr die Luftmenge, die im Plasma oder im Wasser 
gelOst ist, anzubringen. Die Berechnung ist zunachst fUr den Fall einer 
einfachen waBrigen Losung, die mit Luft in GIeichgewicht steht, durch
gefUhrt. Ist V das Gasvolumen in der Burette nach der Extraktion bei 
Atmospharendruck und to, S die gesamte Flussigkeitsmenge, die in den 
Apparat kommt (hier 2,5 cern), <XL der Absorptionskoeffizient der Luft 
in Wasser bei to, <x00 2 derselbe fUr· CO2 , so enthalt S S<XL cern Luft, und 
da diese Luft bei der Extraktion entfernt wird, folgt, daB das CO2-Volumen 
im CO2-Luftgemisch, das bei der Extraktion erhalten wird, V -S<XL cern 
betragt. Die Burette enthalt 50 cern, daher wird S/50 des Evakuierungs
raumes zur Zeit der Extraktion vom Wasser ausgefulIt. Daher bleib~n 
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8/50 tX002 Teile des CO2 in der waJ3rigen Lasung ge16st. Das Volumen der 

extrahierten CO2 ist nur (1 - :0 t(002) der Gesamtmenge. Daher ist 

die Gesamtmenge CO2 bei Zimmertemperatur und Atmosphiirendruck 

= (~-SS tXL ). Da S = 2,5 ccm, so wird letzter Ausdruck V - 2,5 tX~ • 
1 1 - 0,05 tXoo, 

- 50 tX002 

Auf 0° und 760 mm Hg reduziert, erhalten wir 

Bar - w 273 1 
V 0,760 = (V - 2,5 tXL) • 760 . --- . ::----;c-;c:;--

273 + t 1 - 0,05 tXoo. ' 
oder 

t Bar 
= (V - 2,5 tXL)' 1 _ 0,05 tXoo •• 760-' 

wo t die Korrektur fiir Temperatur und Wasserdampftension bedeutet. 
Die Werte fiir t, tXC02 und tXLuft sind: 

t = 0,999 - 0,004 t; tXC02 = 1,412 - 0,0225 t; tXL = 0,0255 - 0,00033 t. 

Diese Werte in die Gleichung eingesetzt, ergibt: 

Bar 
VO,760 = (V -0,063 + O,OOOSt) (1,074 - 0,0059t) 760 . 

Handelt es sich urn Blutplasma, so muB auch die Menge der chemisch 
gebundenen Kohlensiiure bekannt sein. Die Menge der physikalisch ge16sten 
Kohlensiiure im Plasma hiingt von der Zusammensetzung und dem Druck 
der Gasmischung ab, die mit dem Plasma im Gleichgewicht steht. Wenn 
der Gesamtgasdruck 760 mm betriigt und p den Volumteil der CO2 in 
der Gasmischung, tXC02 der Absorptionskoeffizient der CO2 in Wasser be
deuten, so betriigt die Menge der physikalisch gelasten CO2 in 1 ccm Plasma 
0,975 p tXC02 (da die Absorptionskoeffizienten der Gase im Plasma nach 
Bohr das 0,975fache der im Wasser betragen)_ - AuBerdem last 1 ccm 
Plasma, das mit demselben Gasgemisch geschiittelt wird, (1 - p) tXL ccm 
Luft und die auBerdem benutzten 1,5 ccm Wasser und verdiinnte Siiure 
Ween 1,5 tXL ccm Luft. Die Gesamtkorrektur fiir Luft betriigt demnach 
(2,5 - p) tXL' 

Die Gleichung wird daher 

x = t {V - (2,5 - p) tXL + 0,053 [V - (2,5 - p) tXL] tXC02 - 0,975 p tXc02}, 
123 4 5 6 

wo 1 die ccm der chemisch gebundenen CO2 in 1 cern Plasma, 2 der Faktor 
fiir Temperatur und Wasserdampfdruck, 3 das beobachtete Volumen des 
in Freiheit gesetzten Gases, 4 ccm Luft, die in den Apparat gebracht 
werden in 2,5 ccm Lasung, 5 die ccm CO2, die nach der Extraktion in 
Lasung bleiben, 6 ccm ge16ste CO2 in 1 cern Plasma als freie CO2 bedeuten. 

In der Bestimmung der Kohlensiiurebindungsfiihigkeit, wobei das 
Plasma mit Alveolarluft gesiittigt wird, kann p durch 0,055 ersetzt werden. 
Nach Einfiihrung der entsprechenden Temperaturkoeffizienten erhiilt man 
aus der Gleichung 

Bar 
x = . 760 (lO7,3 - 0,586 t) (V - 0,136 + 0,002 t) . 
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Tabelle zur Berechnung der CO2-Bindungsfahigkeit des Plasmas. 

<= <= <Dt-.lo hlo s~ <0 ccm CO2 (reduziert auf 0 0 ccm CO2 (reduziert auf 0 0 .E .,. E~ ie 
0, 

und 760 mm) gebunden als 0 und 760 mm) gebunden als ~ ~ ~ 

~ 0 Bikarbonat von 100 ccm '" 0 Bikarbonat von 100 ccm 
<:.:> " <:.:> 

't S Plasma " S Plasma 
;E " :g " " .:::. .:::. .. .. 
.0 '" 

I I 
.0 '" 

I 
0 .. 

15 0 20 0 25 0 30 0 
0 .. 

15 0 20 0 25 0 30 0 " r;,!) " r;,!) 
p::j p::j 

0,20 9,1 9,9 10,7 I 11,8 0,60 47,7 48,1 48,5 48,6 
1 10,1 10,9 11,7 12,6 1 48,7 49,0 49,4 49,5 
2 11,0 11,8 12,6 13,5 2 49,7 50,0 50,4 50,4 
3 12,0 12,8 13,6 14,3 3 50,7 51,0 51,3 51,4 
4 13,0 13,7 14,5 15,2 4 51,6 51,9 52,2 52,3 
5 13,9 14,7 15,5 16,1 5 52,6 52,8 53,2 53,2 
6 14,9 15,7 16,4 17,0 6 53,6 53,8 54,1 54,1 
7 15,9 16,6 17,4 18,0 7 54,5 54,8 55,1 55,1 
8 16,8 17,6 18,3 18,9 8 55,5 55,7 56,0 56,0 
9 17,8 18,5 19,2 19,8 9 56,5 56,7 57,0 56,9 

0,30 18,8 19,5 20,2 20,8 0,70 57,4 57,6 57,9 57,9 
1 19,7 20,4 21,1 21,7 1 58,4 58,6 58,9 58,8 
2 20,7 21,4 22,1 22,6 2 59,4 59,5 59,8 59,7 
3 21,7 22,3 23,0 23,5 3 60,3 60,5 60,7 60,6 
4 22,6 23,3 24,0 24,5 4 61,3 61,4 61,7 61,6 
5 23,6 24,2 24,9 25,4 5 62,3 62,4 62,6 62,5 
6 24,6 25,2 25,8 26,3 6 63,2 63,3 63,6 63,4 
7 25,5 26,2 26,8 27,3 7 64,2 64,3 64,5 64,3 
8 26,5 27,1 27,7 28,2 8 65,2 65,3 65,5 65,3 
9 27,5 28,1 28,7 29,1 9 66,1 66,2 66,4 66,2 

0,40 28,4 29,0 29,6 30,0 0,80 67,1 67,2 67,3 67,1 
1 29,4 30,0 30,5 31,0 1 68,1 68,1 68,3 68,0 
2 30,3 30,9 31,5 31,9 2 69,0 69,1 69,2 69,0 
3 31,3 31,9 32,4 32,8 3 70,0 70,0 70,2 69,9 
4 32,3 32,8 33,4 33,8 4 71,0 71,0 71,1 70,8 
5 33,2 33,8 34,3 34,7 5 71,9 72,0 72,1 71,8 
6 34,2 34,7 35,3 35,6 6 72,9 72,9 73,0 72,7 
7 35,2 35,7 36,2 36,5 7 73,9 73,9 74,0 73,6 
8 36,1 36,6 37,2 37,4 8 74,8 74,8 74,9 74,5 
9 37,1 37,6 38,1 38,4 9 75,8 75,8 75,8 75,4 

0,50 38,1 38,5 39,0 39,3 0,90 76,8 76,7 76,8 76,4 
I 39,1 39,5 40,0 40,3 I 77,8 77,7 77,7 77,3 
2 40,0 40,4 40,9 41,2 2 78,7 78,8 78,7 78,2 
3 41,0 41,4 41,9 42,1 3 79,7 79,6 79,6 79,2 
4 42,0 42,4 42,8 43,0 4 80,7 80,5 80,6 80,1 
5 42,9 43,3 43,8 43,9 5 81,6 81,5 81,5 81,0 
6 43,9 44,3 44,7 44,9 6 82,6 82,5 82,4 82,0 
7 44,9 45,3 45,7 45,8 7 83,6 83,4 83,4 82,9 
8 45,8 46,2 46,6 46,7 8 84,5 84,4 84,3 83,8 
9 46,8 47,1 47,5 47,6 9 85,5 85,3 85,2 84,8 

0,60 47,7 48,1 48,5 48,6 1,00 86,5 86,2 86,2 85,7 
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Bezogen auf 20° erhalt man (da das CO2-bindende Vermogen des 
Plasmas pro Grad Steigerung der Temperatur, bei der die Sattigung er
folgt, im Mittel um 0,36 % abnimmt): 

Bar ( 107,3 - 0,586 t ) 
x = 760 1 + 0,0036 (t _ 200) (V - 0,136 + 0,002 t) • 

Zwischen 15° und 30° kann der Wert in der ersten Klammer zu 
100,8 - 0,27 t vereinfacht werden. Die Gleichung erhalt die Form: 

Bar 
x = 760 (100,8 - 0,27 t) (V - 0,136 + 0,002 t) • 

Auf Grund dieser Gleichung sind die Werte in der Tabelle auf S. 64 
berechnet 1. 

Die in der Tabelle auf S. 64 angegebenen Temperaturen geben die 
Zimmertemperaturen an, bei der die Plasmaproben mit der alveolaren COa 
gesattigt und analysiert worden sind. Es wird angenommen, daB Satti
gung und Analyse bei derselben Temperatur vor sich gegangen sind. Die 
Werte werden so berechnet, daB ohne Rucksicht auf die Zimmertempe
ratur der Sattigung und der Ana
lyse die CO2-Volumina (bei 0° und 
760 mm) angegeben sind, die 
100 ccm Plasma zu binden ver
mogen, wenn das Plasma mit CO2 

bei 20° und annahernd 41 mm 
Druck gesattigt wurde. Die Zah
len der Tabelle, mit 0,94 multi
pliziert, geben bis auf 1-2% die 
gebundene CO2-Menge bei 37° an. 
Der abgelesene Wert aus der 
Tabelle muB zur Korrektur fUr 
die wiederabsorbierte CO2 mit 
1,017 multipliziert werden (vgI. 
S.54). 

Fur die Werte von Bar/760 
dient nebenstehende Tabelle: 

Barometer 

732 
734 
736 
738 
740 
742 
744 
746 
748 
750 
752 
754 

Bar I _ Barometer 
760 

0,963 756 
0,966 758 
0,968 760 
0,971 762 
0,974 764 
0,976 766 
0,979 768 
0,981 770 
0,984 772 
0,987 774 
0,989 776 
0,992 778 

Anhang zur Bestimmung der Blutgase. 

Bestimmung des Sauerstoffs im Blute mit der 
manometrischen Methode2• 

Bar 
760 

0,995 
0,997 
1,000 
1,003 
1,006 
1,008 
1,011. 
1,013 
1,016 
1,018 
1,021 
1,024 

Der Sauerstoff kann mit dieser Methode (vgl. S. 49) in 
1 ccm Blut mit einem Fehler von etwa 0,2 Vol.- % bestimmt 
werden. (Sie ist fiir Blutmengen zwischen 0,2 bis 5,0 ccm an. 
wendbar.) 

1 Van Slyke und Cullen: J. of bioI. Chem. 30, 316 (1917). 
2 Van Slyke und Neill: J. of bioI. Chem. 61, 554 (1924). 

Rona-Kleinmann, Blut u. Ham. 5 
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Vom Sauerstoff-Reagens (Kaliumferrizyanid 3,0 g, Saponin 
(Merck) 3,Og, OktylalkohoI3,Occm, Wasser zu 1000 ccm) werden 
7,5 ccm im Apparat durch etwa 3 Minuten langes Schiitteln 
entgast, wobei darauf zu achten ist, daB das Quecksilber 
mit dem Kaliumferrizyanid nicht reagiert. Das Quecksilber 
solI daher wahrend des Schiittelns in der Rohre unterhalb der 
Ausbauchung stehen, um der Fliissigkeit eine maglichst geringe 
Oberflache zu bieten. 

6 ccm des entgasten Reagenses werden in den Becher gehoben, 
1,5 ccm bleiben in der Kammer. Man fiihrt das Blut (1 ccm) 
unter dem Reagens direkt in die Kammer. Die Pipette wird 
vorsichtig zuriickgezogen; dann laBt man 1 ccm des Reagens 
in die Kammer nachflieBen, wodurch das Blut nachgewaschen 
wird. Der Hahn wird mit 1 Tropfen Quecksilber verschlossen und 
der tTberschuB des Reagenses entfernt. 

Der Apparat wird nun evakuiert und 3 Min. geschiittelt. Dann 
wird 1 ccm luftfreie 1 n Natronlauge in den Becher getan und 
unter Zulassung von 0,5 ccm davon die CO2 in der Kammer unter 
vermindertem Druck absorbiert. 

Der Meniskus der Losung wird auf die 2 ccm Marke gebracht 
und der Druck PI (02 + N2) abgelesen. (Fiir geringe 02-Werte 
ist es vorteilhaft, PI bei der Marke 0,5 ccm abzulesen.) Man be
stimmt entweder 02' indem man fiir N2 eine Korrektur anbringt, 
oder direkt durch Absorption von 02' 1m ersten FaIle werden nach 
Feststellung von PI die Gase aus der Kammer entfernt; P2 
wird bestimmt, indem der Meniskus der Lasung auf derselben 
Marke wie bei der Bestimmung von PI steht. 

Bestimmt man 02 durch Absorption (diese ist natig, wenn 
andere Gase, z. B. CO, zugegen sind), so stellt man, nachdem PI 
bestimmt ist, einen schwachen negativen Druck her, fiiIlt 1 ccm 
Hydrosulfitlasung 1 in den Becher und laBt durch den Hahn b 
0,5 ccm des Absorbens tropfenweise in Zeitraumen von 5 Sek. 
(im ganzen innerhalb 2-3 Min.) zu. Das Gas wird auf dasselbe 

1 10 g pulverisiertes Na2S20 4 werden mit 50 ccm 0,5 n KOH-Losung 
versetzt, nach Anriihren schnell durch Wolle filtriert. Die Losung wird 
sofort entgast und in einem BehiHter unter 01 aufgehoben (Darstellung 
nach Nicloux vgl. S. 69). Von Vorteil ist Zugabe von Antrahydrochinon
p-sulfonsaurem Natrium zu dem Hydrosulfit (vgI. Prakt. Bd. III, S. 131). 
van Slyke: J. of bioI. Chern. 73, 124 (1927). 

Man kann auch eine alkalische Pyrogallollosung benutzen. (Man lost 
160 g NaOH in 130 cern Wasser. In 200 cern dieser Losung lost man 10,0 g 
Pyrogallussaure.) I cern der Losung wird wahrend 4-5 Minuten tropfen
weise bei stark negativem Druck zugegeben. 
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Volumen wie vorhin gebracht und der Druck P2 am Manometer 
abgelesen. 

Po, = PI - P2 - Co, . 

Die Korrektur c bei der 02-Bestimmung durch Absorption ist 
auf zwei Ursachen zuriickzufiihren: Erniedrigung des Hg-Menis
kus durch die absorbierende Losung und Spuren von 02' die nach 
einer Extraktion im Reagens bleiben. Um c zu bestimmen, ent
gast man 7,5 ccm des 02-Reagenses 3 Min. entfernt 5 ccm; es 
bleiben 2,5 ccm in der Kammer; man schiittelt wieder 3 Min undo 
liiBt dann 1,5 ccm luftfreie 1 n NaOH wie bei der CO2-Bestim
mung zuflieBen. Man liest PI ab mit a bei 0,5 und bei 2,0 ccm. Dann 
laBt man das Absorbens zu wie bei der Analyse, um P2 an beiden 
Pulikten zu erhalten. Dann ist co. = PI-P2' Man entfernt dann 
den zuriickbleibenden Stickstoff und liest Pa ab 

Wird O2 indirekt bestimmt mit Korrektur fUr N2, so wird 
c ebenso festgestellt, nur daB P2 nach Entfernung von O2 + N2 
gemessen wird, ohne vorherige Absorption. 

Um sich von der Vollstandigkeit der 02-Absorption zu iiber
zeugen, entfernt man N2 und miBt Pa im gasfreien Apparat. 
N2 ist annahernd 1,2 Vol.-% des 02-Gehaltes. 

Korrekturen fiir gelOsten O2 oder N2 im Blut berechnet auf 
gesamten oder gebundenen Sauerstoff oder auf 02-Kapazitat 
nach Hawk und Bergeim: 1. C. S. 468. 

Blut 

enos V 
A rteriell 
Gesatt. m.Luft 
ei 20 o,760ccm b 

V 
A 
G 
b 
V 

enos. 
rteriell. 
esatt.m.Luft 
ei20 0, 760ccm 
enos. 

A rteriell .. 

Bestimmt 

total O2 

" 
O2 

" O2 
total O2 +N2 

" 02+ N2 

" O2 +N2 
total O2 + N2 
od.CO+02+N2 

dgl. 

Abzuziehende Korrektur 
Gesucht I m Mol/Liter Vol.-% 

gebunden O2 0,1 (02) 0,04 (02) 
" O2 0,2 (02) 0,09 (02) 

gebunden 
(02-Kapazitat) 0,5 (02) 0,22 (02) 
gebunden O2 1,3 (02+N2) 0,57 (02 + N2) 

" 
O2 1,5 (02+N2) 0,62 (02+N2) 

" 
O2 

(02-Kapazitat) 1,9 (02+N2) 0,85(Oa+ N) 
total O2 1,2 (Nz) 0,53 (N2 ) 

oder CO+02 
dgl. 1,2 (N2) 0,53 (N2) 

Diese Korrekturen werden von den' Vol.- % an Gas, die 
nach Benutzung der Tabelle S. 70 gewonnen werden, ab
gezogen. 

5* 
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Bestimmung des CO im Blot mit der 
manometrischen Methode I. 

Prinzi p. Kohlenmonoxyd wird aus der Verbindung mit Hamo
globin durch Behandlung mit einer angesauertenKaliumferrizyanid
Wsung in Freiheit gesetzt 2. Von den extrahierten Gasen werden 
CO2 und O2 mit alkalischer Hydrosulfitlosung (vgl. S. 66) absor
biert und CO nach Korrektur fUr N 2 im restierenden Gas bestimmt. 

Ausfiihrung. lOccmdes CO-Reagens2 werden vorher entgast 
undin den Becher gegeben. 2ccmBlut werden mit der Pipette direkt 
in den Extraktionsraum iiberfUhrt, 3 Min. in der evakuiertenKammer 
mit 5 cern des CO-Reagens extrahiert (die zuriickbleibenden 5 ccm 
werden verworfen). CO2 und O2 werden von 1 ccm alkal. Hydro
sulfitlosung3 absorbiert (diese wird in kleinen Portionen innerhalb 
3-4Min. unter schwachem negativem Druck zugegeben). Das Met
hamoglobin, das sich durch Kaliumferrizyanid gebildet hat, wird 
durch das Hydrosulfit schnell zu Hamoglobin reduziert, das 
sich leicht mit CO oder O2 verbindet. Dies kann auf ein Mini
mum (annahernd 2,4 % des gesamten anwesenden CO) herunter
gedriickt werden, wenn man unnotiges Schiitteln vermeidet. 
Die HydrosulfitWsung solI daher ohne Schiitteln in die Kammer 
flieBen. Bei der Einstellung auf die Marken 0,5 oder 2,0 cern 
sind (nachdem der Sauerstoff absorbiert worden ist) dieselben 
VorsichtsmaBregeln zu beobachten wie bei der CO2-Bestimmung 
(vgl. S. 54). Der Druck PI (= CO + N2) wird abgelesen, dann 
wird das Gas entfernt und der Druck P2 abgelesen. 

Berechnung: Der CO + N2-Druck wird berechnet als 

P = 1,024 (PI - P2) , 

wobei 1,024 den Reabsorptionsfaktor darstellt (siehe oben). (Dieser 
Faktor soIl durch eine Analyse eines mit Leuchtgas gesattigten 
Blutes festgestellt werden. Die Prozente des gesamten CO, die 
- nach Zugabe von Hydrosulfit - reabsorbiert werden, benutzt 
man als Korrektionsfaktor). 

Aus P wird der CO + N2-Gehalt aus der Tabelle S. 70 be
rechnet, und 1,2 Vol.-% werden fiir N2 abgezogen 

Vol.-% CO = p. (Vol.-%-Faktor) - 1,2. 

1 Van SIyke und Neill: J. of bioI. Chern. 61, 562 (1924). VgI. 
auch S. 155 bei Hamoglobinbestinimung nach der CO-Bindungs-Methode_ 
Van Slyke und Hiller: J. of bioI. Chern. 78,807 (1928). 

2 CO-Reagens: Saponin 3,0 g, Kaliumferrizyanid 8,0 g, Milchsaure 
(chemisch rein) 4,0 cern, Oktylalkohol 3,0 cern, dest. Wasser zu 1000 cern. 

a Zu diesem Zweeke wird das HydroBulfit in 1,0 n statt in 0,5 n KOH 
gelOst. 
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Bestimmung des Methamoglobins im Blut l , 

Prinzi p. Wahrend CO nur bei Oxy- oder reduziertem Hamo
globin zu Karboxyhamoglobin ftihrt, erfolgt diese Bildung bei 
gleichzeitiger Wirkung von Hydrosulfit auch bei Methiimoglobin 
(Nicloux), indem das inaktive Methamoglobin durch Hydro
sulfit zu reduziertem Hamoglobin reduziert wird, das CO binden 
kann. Man kann daher das Methamoglobin aus der Differenz 
der CO-Bindung vor und nach der Behandlung des Blutes mit 
Hydrosulfit bestimmen. 

A usfuhrung. Man gibt in einen 100 cern fassenden, zylindri
schen Scheidetrichter genau 5 oder 10 cern Blut und, genau ab
gemessen, 1/5 des Volumens frisch hergestellte ammoniakalische 
Hydrosulfit-Losung2 (Blutlosung A). Durch den Scheidetrichter 
leitet man sofort CO bei Atmospharendruck 3 , urn die Luft durch 
CO zu ersetzen. In einem zweiten ahnlichen Scheidetrichter 
befindet sich dasselbe Volumen Blut, 1/5 des Volumens an Wasser 
(statt der HydrosulfitlOsung) und ebenfalls eine CO-Atmosphare 
(Blutlosung B). Beide GefaBe werden 15 Min. rotiert. Die Proben 
zur Analyse (0,2, 1,0 oder 2,0 ccm) mussen unmittelbar nach 
Offnung der GefaBe mit der Pipette entnommen werden. Die CO
Bestimmung wird, wie auf S. 68 angegeben, ausgeftihrt, nur be
nutzt man als Absorbens statt Hydrosulfit eine luftfreie 1 n NaOH
Losung, da der ganze Sauerstoff durch CO ersetzt ist. Nachdem 
die CO2 absorbiert ist, wird PI gemessen. Das Gas wird dann 
aus der Kammer entfernt und P2 abgelesen. 

Berechnung. Der CO-Druck ist 

p co = PI -- P2 . 

Die CO-Werte, die, wie oben angegeben, berechnet werden (vgl. 
S. 68), korrigiert man unter Berucksichtigung der Verdunnung 
mit Hydrosulfit oder mit Wasser durch Multiplikation mit 6/5. 

1 Van Slyke: J. of bioI. Chern. 66, 409 (1925). 
2 Darstellung der HydrosulfitIiisung nach Nicloux (Bull. Soc. de 

Chim. bioI. 6, 728 (192:1). Man gieBt in ein 100 ccm-Becherglas 50 cern ver
diinnte (1 :50) Ammoniakliisung auf 2,0 g pulverisiertes Na2S20, und be
deckt die Liisung mit einer Schicht von 1 cern ParaffiniiL Man riihrt mit 
einem GIasstab einige Sekunden, bis das Hydrosulfit sich ge16st hat. 

3 CO bereitet man, indem man konz. Schwefelsaure auf Kristalle von 
Oxalsaure oder auf wasserfreie Ameisensaure tropfen laBt und mit einem 
kleinen Brenner erhitzt. Das Gas wird in einem Gasometer aufgefangen 
(Vorsieht wegen Giftigkeit des Gases!) und zur Entfernung von CO2 mit 
Lauge gewasehen. 1 g Oxalsaure liefert 275 cern CO, Ameisensaure pro 
cern etwa 500 cern CO. Fiir die Methamoglobinbestimmung (nieht fiir die 
Hamoglobinbestimmung (vgl. S. 70)) kann statt reinem CO Leuehtgas ver
wendet werden. 
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Das Methamoglobin, ausgedriickt in CO- oder 02-Kapazitat, 
wird berechnet: 

Methamoglobin = CO in A - CO in B. 
Das gesamte Hamoglobin kann berechnet werden nach der 

Gleichung: 

Gesamt-Hamoglobin = (Total-CO inA) - physikalisch ge16stes CO. 

Die so erhaltenen Werte Hamoglobin sind in Vol.-% oder 
Millimolen pro Liter O2 (oder CO)-Kapazitat ausgedriickt. 

Die Bestimmung des "gelosten CO" ist nicht ganz genau1 • 

Nach van Slyke kann man folgende Werte benutzen, wenn die 
Sattigung bei 760 mm Hg durchgefiihrt ist: 

Werte in Vol.-%: 2,16 bei 15°; 1,95 bei 20°; 1,82 bei 25°; 
1,71 bei 30°. 

In Millimolen pro Liter: 0,99 bei 15 0; 0,87 bei 20 0; 0,8 bei 25 0; 
0,75 bei 30°. 

Faktoren fiir Berechnung der Vol.-% von O2 , CO und N2 aus 
den gefundenen Drucken in dem 50 ccm-Apparat 2• 

Tem- Probe=0,2 ccm Probe = 1 ccm Probe =2 ccm 
pera- 8=2,0 8=3,5 " 8=7 " " tur a=0,5 " 

-
a=0,5ccm a=2,0 ccm a=0,5 ccm a=2,Occm 

a i= 1,00 " i= 1,00 " i= 1,00" i=I,OO" i=I,O " 
15 0,312 0,0623 0,2493 0,0317 0,1251 
16 10 21 85 15 46 
17 09 19 78 14 42 
18 08 17 68 12 37 
19 07 15 59 11 32 
20 07 13 50 09 28 
21 06 10 41 08 24 
22 05 08 32 06 19 
23 03 06 23 05 15 
24 02 04 14 03 10 
25 01 02 06 02 06 
26 00 00 0,2398 01 02 
27 0,299 0,0598 90 0,0299 0,1198 
28 98 96 82 98 93 
29 97 93 74 96 89 
30 96 92 66 95 85 
31 95 90 58 94 81 
32 94 

I 
88 50 93 77 

33 93 86 42 91 73 
34 92 83 33 90 69 

1 Bei der Berechnung des Methamoglobins ist eine Korrektur fUr das 
gelOste CO nicht anzubringen. 

2 Aua Hawk und Bergeim: 1. c. S.463. 
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Bestimmung der Kohlensaurespannung der 
Al veolarl uftl. 

Die Verbindung der Versuehsperson mit dem Gasanalysenapparat von 
Haldane 2 (vgl. Prakt. III, 133) erfolgt mittels eines weiten Sehlauehes 
von ea. 2% em Durehmesser und etwa 1 m Lange. Das Ende des Sehlau
ehes ist mit einem desinfizierbaren glasernen Mundstiiek und dieht dahinter 
mit einem weiten Metallhahn versehen. 5-6 em hinter diesem befindet 
sich ein T-Stiick, das die Verbindung mit dem Haldane-Apparat ermog
licht. Das andere Ende des Schlauches endet frei oder kann mit einem 
Spirometer verbunden werden, das die RespirationsgroBe zu messen ge
stattet. 

Bei dem Versuch atmet die bequem sitzende Versuchsperson ruhig, 
erst wenn die Atemziige regelmaBig geworden sind, atmet sie am Ende 
einer normalen Inspiration auf Kommando rasch durch das Mundstiick 
in den Schlauch aus. Nach dem scharfen ExspirationsstoB, der mindestens 
300-400 ecm betragen solI, sehlieBt man den Metallhahn sofort ab, offnet 
den oberen Hahn des Haldane-Apparates und saugt durch Senken der 
Niveaubirne den letzten Teil des ExspirationsstoBes in die MeBbiirette ein. 
In gleieher Weise laBt man die Versuchsperson am Ende einer normalen 
Exspiration auf Kommando einen rasehen und tiefen ExspirationsstoB 
ausfiihren und entnimmt den letzten Rest der ausgeatmeten Luft. Das 
Mittel aus beiden Analysen ergibt die alveolare Kohlensaurespannung. 
Mit einer praktiseh geniigenden Annaherung entsprieht diese der Kohlen
saurespannung des arteriellen Blutes 3• 

Bei der Berechnung der Analysen sind an dem abgelesenen Barometer
stand die Korrekturen fiir die geographische Breite (auf 45°), ferner fiir 
die Glasausdehnung anzubringen, dann ist das Gasvolumen auf 760 mm 
und 0° zu reduzieren (siehe Tabellen am SchluB des Buches). Der Wert 
wird in Prozenten des eingesaugten Gasvolumens angegeben. 

Der Gesamtgasdruck in den Alveolen ist gleich dem Atmospharen
druck, vermindert um den Betrag der Wasserdampfspannung (bei 37 ° 
= 47,067 mm Hg). Dieser korrigierte Wert, multipliziert mit dem Prozent
gehalt CO2, ergibt die Kohlensaurespannung der Alveolarluft (in mm Hg)' 

Die Reaktion des Blutes. 
Die aktuelle Reaktion, d. h. die Wasserstoffionenkonzentration 

des Blutes wird mit Methoden, die in drei Gruppen eingeteilt werden 
konnen, ermittelt. 

Erstens mit elektrometrischen Methoden, die auf der Messung 
des der H'-Konzentration proportionalen elektrischen Potentials 
beruhen. 

1 Vgl. Douglas und Priestley: 1. c. S.28. 
2 Uber CO2- und 02-Analysen mit dem Haldaneapparat mittels auto

!patischer Schwenkung vg1. auch Gmeiner: Biochem. Z. 188,285 (1927). 
Uber eineModifikation des Gasapparates nach Haldane vgl. Simonson: 
Arbeitsphysiologie 1, 564 (1929). 

3 Vgl. Krauss: 1. c. S.96. 
4 Uber die Zusammensetzung der Alveolarluft siehe S. 34. 
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Zweitens mit kolorimetrischen Methoden unter Benutzung 
von Indikatoren, deren Farbe von der H·-Konzentration abhangt. 

Drittens mit gasanalytischen Methoden, die die H·-Konzen
tration aus dem Bikarbonatgehalt und dem Kohlensauredruck 
ermitteln. 

Allgemeine Bemerkungen1 • 

Der im nichthamolysierten Gesamtblut elektrometrisch be
stimmte pH (vgl. S. 74) ist der pH des Plasmas der vollkommen re
duzierten Blutprobe. Der pH des Serums des vollig reduzierten 
Blutes ist hoher als der des Serums desselben vollstandig oxydierten 
Blutes, entsprechend etwa 0,05 pH bei gleichbleibendem CO2 - Druck. 
Da das venose Blut etwa 60% der totalen Sattigung an Sauerstoff 
enthalt, so ist der mit der Wasserstoffelektrode geprftfte pH des 
Serums des venosen Blutes infolge der Reduktion des Oxyhamo
globins um etwa pH 0,02-0,03 erhoht. Der Unterschied zwischen 
dem pH des arteriellen und des venosen Blutes betragt im normalen 
Zustand etwa 0,02 und kann bis 0,04 ansteigen. Der pH der 
Formelemente solI um 0,08-0,14 niedriger sein als der des Plas
mas, mit dem sie im physiologischen Zustande im Gleichgewicht 
stehen. 

Der pH des Serums andert sich nicht bei Behandlung mit 
oxalsaurem Kalium, wenn des sen Konzentration 3%0 nicht iiber
schreitet. Dasselbe ist der Fall bei Anwendung von Fluornatrium. 

Verdiinnung des Blutplasmas mit einer genau neutralen 
0,9%ig. NaCI-Losung andert innerhalb bestimmter Grenzen 
nicht den pH der Probe. (V gl. die Verdunnung auf 1: 4 bei der 
elektrischen Methode von M i c h a elis, oder auf 1 : 20 nach 
Ho1l6-WeiB.) 

Geringste Anderung des Partialdruckes der CO2 andert den 
pH; des Plasmas. 

Blutentnahme fur die HO -Konzentrationsbestimmung2• 

Bei der Blutentnahme aus der Vene darf das Blut nicht ge
staut werden, damit kein anormaler CO2-Druck entsteht. Die 
Spritze und die Nadel sollen etwas Vaselinol enthalten, das 
Rohrchen zur Aufnahme des Blutes wird mit so viel Kaliumoxalat 
oder NaF beschickt, daB sich das Salz zu einer Konzentration 
von 0,2-0,3 % im Blut lost. Sobald das Blut mit dem Salz in 

1 VgI. hierzu Bigwood: Bull. Soc. de Chim. bioI. 10, 185 (1928). 
2 Vg1. Bigwood: 1. c. S. 188. VgI. auch Dautrebande und van 

den Eckhoud t: C. r. Soc. BioI. 100, 1062 (1929). 
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Beriihrung gekommen ist, vermischt man gut, urn zu verhiiten, 
daB die Salzkonzentration am Boden der R6hre zu stark wird 
und so eine partielle Hamolyse eintritt. Wenn die Beschickung 
mit dem Oxalat in der Weise erfolgt, daB eine Losung von bekann
tern Oxalatgehalt in der Rohre zur Trockne gebracht wird, so achte 
man darauf, daB die Ver
dampfung nicht bei einer 
Temperatur iiber 70 0 er
folgt, sonst besteht die Ge
fahr einer partiellen Zerset
zung des Oxalats in Kar
bonat, was das Saure
basengleichgewieht der 
Blutprobe andern wiirde 
(Natriumzitrat solI man 
nieht anwenden, urn die Ge
rinnung zu verhindern). 

Das mit Oxalat versetzte 
Blut muB gleieh zentrifu
giert und das abgehobene 
Plasma in der 1. Stunde 
untersueht werden; das mit 
NaF versetzte Blut hin
gegen kann langer (naeh 

Abb. 36. 

Bigwood 12 Stunden bei 18 0) aufgehoben werden. Da keine 
Glykolyse auf tritt, ist eine zu friihe Sauerung nieht zu befiirehten. 
Man iiberfiihrt das Blut aus der Spritze in mit NaF oder Oxalat 
besehiekte rohrenformige GefaBe in der Weise, daB man zuerst eine 
etwa 1 em hohe Sehieht neutralen Vaselinols in .das GefaB gieBt 
und die Spitze der Nadel unter diese Sehieht fiihrt. Das Blut, 
das in das GefaB entleert wird, hebt diese Olsehieht naeh oben, 
die nun das Blut bedeekt und gegen die Luft schiitzt. Darauf 
steekt man einen durehbohrten Gummistopfen in das Glas, laBt 
so viel Vaselinol wie moglieh abflieBen, versehlieBt dann die 
Offnung des Stopfens mit einem Glasstab mit abgeplattetem Ende 
und zentrifugiert. Das Vaselinol absorbiert etwas CO2 (vgl.Abb. 36). 

Wenn man bei der Bestimmung der Wasserstoffionenkonzen
tration im Blut die Wasserstoffelektrode benutzt, wird das Poten
tial erst konstant, wenn das System vollkommen reduziert ist, 
d. h. wenn der Sauerstoff vollkommen reduziert und das Oxy
hamoglobin vollkommen in Hamoglobin iibergegangen ist. Diese 
Umwandlung verandert aber den pH etwas. Das einzig zweek
maBige VeTfahren, den pH im Blut zu bestimmen, ist nach 
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Bigwood, die Untersuchung in dem von den Blutkorperchen 
durch Zentrifugieren getrennten Plasma auszufiihren, und zwar 
bei dem in vivo vorhandenen Partialdruck der CO2 und des 02' 

Elektrometrische (potentiometrische) lUessung del' 
H' -Konzentration im Serum und im Blute. 

Bei der elektrometrischen Bestimmung der H-Ionenkonzen
tration des Gesamtblutes miBt man den pH des Plasmas des redu
zierten Blutes (Parsons). Sie ist die grundlegende Methode, an 
Genauigkeit stehen ihr jedoch die kolorimetrische und die gas
analytische, richtig ausgefiihrt, kaum nacho 

Prinzip. Die elektromotorische Kraft (der Potentialunter
schied) E einer Kette, bestehend aus zwei Platinwasserstoff
elektroden (mit Wasserstoff beladene Platinelektroden in Wasser
stoffgas von gleichem Druck), von denen eine in eine Losung 
von der Wasserstoffionenkonzentration hI * (Wasserstoffzahl. 
Michaelis), die andere in eine solche von h2 eintaucht, ist nach 
den Untersuchungen von N ernst 

h 
E = 0,0001983 T log h! Volt, 

wo T die absolute Temperatur (CO + 273) ist. Kennt man die hI 
der einen Losung, so kann die h2 einer unbekannten Losung, Z. B. 
des Blutes, berechnet werden: 

E 
log h2 = log hI - 0,0001983 T . 

Nach dem Vorschlag von Sorensen benutzt man statt der 
Wasserstoffzahl [H'J oder h den "Wasserstoffexponenten" pH. 

pH ist = - log h = IO~ h . 

Die obige Gleichung wird also 
E 

pH2 = pHI + 0,0001983 T (1) 

1st pHI gleich 0 (bei einer H-Konzentration von 1 n) so wird 

E = 0,0001983 T pH2 . 

und 

* Der Einfachheit wegen wird im Folgenden statt [H'] oft die Be
zeichnung h angewendet. 
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Ober die Herstellung der Platinelektroden vgl. Prakti
kum I, S.73. Die Platinierung der Elektroden bei der h-Messung 
des Elutes muB sehr haufig, wo moglich vor jeder Bestimmung oder 
mindestens jeden Tag erfolgen. Beladt sich der Platindraht mit 
Fibrin, so wird er mit Trypsin in einer Bikarbonatlosung be
handelt; das Ferment lOst das Gerinnsel auf. Chloroform oder 
Toluol als Desinfektionsmittel sind zu vermeiden, da diese die 
Elektroden schadigen. 

Bei der Hasselbalchschen Elektrode (siehe Abb. 37) wird der 
entsprechende Kohlensaurepartialdruck in der H2-Gasatmosphare 
folgendermaBen hergestellt. Die leere Elektrode wird durch lan

Abb. 37. 

geres Durchleiten von H2 
ganz mit Wasserstoff ge
flint, dann wird das Elut 
in die Elektrode gebracht. 

Abb.38. 

Man schiittelt, wobei etwas CO2 in den Gasraum geht. Diese erste 
Blutportion wird dann durch eine zweite ersetzt, indem man die 
erste durch eine Offnung abflieBen, die zweite durch einen 
Trichter zuflieBen laBt. Schiittelt man wieder ausgiebig, so gleicht 
sich der CO2-Gehalt des Gasraumes noch mehr dem der Losung 
an; bei der 3. Blutprobe besteht schon vollstandiges Gleichge
wicht. Das Schiitteln wird durch einen Motor in einem Stativ 
besorgt. 

E. Warburg greift bei der Vorbehandlung des Blutes 
auf das von Ho ber angewendete Prinzip zuriick, wonach das 
Blut vor der Messung mit einer CO2 - Wasserstoffmischung 
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von bekannter Zusammensetzung ins GIeichgewicht gebracht 
wird1• 

Michaelis empfiehlt zur Messung der heine U-formige Elek
trode mit stehender Wasserstoffblase (Abb.38). Die Wasserstoffblase 
darf nur einen kleinen Bruchteil (weniger als 1/10) des Volumens der 
Fliissigkeit einnehmen, damit die Menge der CO2, die der Fliissig
keit durch die Gasblase entrissen wird, einen moglichst kleinen 
Bruchteil der gesamten Menge an freier CO2 der Losung dar
stellt. (V gl. auch S. 78.) 

Messung der Wasserstoffionen im Blut (bzw. des 
Blutplasmas) nach Michaelis 2 • 

Die Methode beruht darauf, daB Blut keine Anderung des 
pH erfahrt, wenn man es mit physiologischer CO2-freierNaCI
Losung verdiinnt. 

0,85 %ig. NaCI-Losung wird in einem J enaer Kolben ausgekocht 
und unter VerschluB mit einem Natronkalkrohr abgekiihlt. Mit 
dieser Losung wird eine U-Elektrode luftblasenfrei geflillt; der 
langere Schenkel bleibt zur Halfte frei. Dann bringt man in den 
kurzen Schenkel der Elektrode eine Wasserstoffblase 3 . Nunmehr 
gibt man an die Wand des frei gebliebenen Teils einige Kornchen 
Hirudin (evtl. statt dessen Natriumoxalat), entnimmt Blut aus 
der Ellbogenvene mit einer Spritze und flint das frische Blut in 
dem leer gebliebenen Teil des U-Rohres vollig auf, indem man 
mit der Nadel unter die Oberflache der Kochsalzlosung geht 

1 Die Technik ist genau von E. War burg in Abderhaldens Arbeits
methoden IVj4, 923 beschrieben. Vgl. hierzu auch Beck: Biochem. 
Z. 190, 75 (1927). 

2 Michaelis: Praktikum S.174. Vgl. auch Mislowitzer: Die Be
stimmung der Wasserstoffionenkonzentration. Berlin: Julius Springer 1928. 

3. Man verfahrt dabei so: Man laBt den Wasserstoff (der in einem 
Kippschen Apparat aus As-freiem Zink und verdiinnter Schwefeisaure -
nicht HCI! - nach Zusatz von etwas CuS04 oder einiger Tropfen Platin
chlorid entwickelt, dann mit starker waBriger KaliumpermanganatlOsung, 
ferner mit konz. SubIimatlOsung oder mit stark alkalischer Pyrogallollosung 
gewaschen wird) durch ein zu einer etwa 5 em langen feinen Kapillare aus
gezogenes GIasrohr einige Zeit stromen, bis sicher aIle Luft aus dem Rohr 
ausgetrieben ist. Jetzt nahere man das Ende dieser Kapillare, wahrend das 
Gas noch stromt, der Elektrode und stecke die Spitze unter die Fliissigkeits
oberflache. In demselben Augenblick, in dem die Spitze eintaucht, quetsche 
man die Gasleitung dicht oberhalb der Kapillare mit dem Finger zu. Nun
mehr bringe man die Kapillarenspitze bis auf die tiefste Stelle des U-Rohres 
und Iiifte den zuklemmenden Finger ganz wenig, so daB kleine H 2-Blasen 
zu der Pt-Elektrode aufsteigen. Man fiil1e so viele Blasen ein, daB die 
Platinelektrode mit ihrer Spitze gerade eben noch eintaucht. Schaum. 
bildung schadet nichts. Dann zieht man die Kapillare heraus. 
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und dann erst die Spritze langsam entleert. Geschieht dies 
vorsichtig, so bleibt in der Elektrode uber dem Blut (oder Serum) 
immer noch eine Schicht Kochsalz16sung. Reicht nach der Ent
leerung der Spritze die Losung bis an den Rand des groBen 
Schenkels, so wird der Glasstopfen rasch aufgesetzt, ohne daB 
Luftblasen hineinkommen. 

Nun kippt man das GefaB in geeigneter Weise hin und her 
(mit der freien Hand oder mit Hilfe eines Drehstativs, Abb. 39) 1, 
so daB die Wasserstoffblase die ganze Lange des U-Rohres 50 mal 
hin und 50 mal zuruck durchstreicht. Um Druckausgleich herbei
zufiihren, drehe man gelegentlich, wenn die Gasblase an dem 
Pt-Ende steht, den Glasstopfen einmal um sich selbst, wobei 
eine geeignete Bohrung voru bergehend 
Kommunikation mit der AuBenluft 
herstellt. Wenn das Kippen beendet 
ist und die Gasblase wieder auf der 
Pt-Seite steht, zieht man den Glas
stopfen heraus und befestigt die 
Elektrode an einem Stativ. Ihre 
Flusil,igkeitsverbindung wird mit 
einem KCI-Agar-Rohr hergestellt (vgl. 
S. 78). Die Vergleichelektrode ist 
eine gesattigte Kalomelelektrode; 
diese bildet den positiven Pol. SoUte 
sich ein Gerinnsel am Platin bilden, 
so stellt sich kein konstantes oder ein 
scheinbar konstantes, falsches Poten
tial ein. 

Das Potential stellt sich auf die 
Abb. 39. 

beschriebene Weise schnell zur Konstanz ein. Man wiederholt 
die Messung der elektromotorischen Kraft in der Anordnung der 
Gaskette nach 5 Min. unter erneutem Bewegen der H 2-Blase so 
lange, bis drei aufeinander folgende Ablesungen konstant bleiben. 

Man erhaltfiir venoses Blut des Menschen bei 18 0: 0,674 Voltgegen 
die gesattigte Kalomelelektrode, entsprechend einem pH von 7,35 2 • 

Untersucht man Blutplasma, so ist dieses durch Uber
schichten von Paraffin (vgl. S. 73) vor CO2-Abgabe zu schutzen. 
Arbeitet man mit Blutserum, das beim Stehen an der Luft 

1 In der Abbildung steckt im Drehstativ eine Birnen-, nicht eine 
U-Elektrode. 

2 Uber eine Spritzenelektrode zur pH-Messung mit stehender Wasser
stoffblase, die namentlich bei Punktaten Verwendung finden kann vgl. 
Lasch: Z. exper. Med. 56, 157 (1927). 
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bereits einen Verlust an CO2 erlitten hat, so erhalt man 
verschiedene Werte; gewohnlich pH 7,6-7,7, d. h. die Poten
tialdifferenz gegen die gesattigte Kalomelelektrode betragt 
0,69 Volt. 

Von ausschlaggebender Bedeutung bei dem Verfahren von 
Michaelis ist, daB der Platindraht die zu untersuchende Losung 
nur gerade beriihrt. Nur so erfolgt die Reduktion des O2 in der 
Losung an der Platinoberflache und die Nachdiffusion von Wasser
stoff aus dem Gasraum mit solcher Schnelligkeit, daB die Untert 
suchung in kurzer Zeit vollendet ist. - Urn das Diffusionspotential 
der beiden Fliissigkeiten der Kette an ihrer Beriihrungsstelle zu 
vernichten, schaltet man eine gesattigte KCl-Losung dazwischen 1. 

Die Verbindung mit dieser Losung erfolgt mit Glashebern, die mit 
KCl-Agar gefiillt sind (3 g Agar werden bis zur volligen Losung mit 
100 g Wasser verkocht, 40 g KCl darin heiB aufgelost; der Glasheber 
wird mit der Losung gefiillt. Die Gallerte erstarrt bald). Fiir die 
U-Elektroden empfiehlt Michaelis Agarheber von hakenfor
miger Gestalt. Der aufsteigende Schenkel des Hakens bleibt 
frei von Agar; dieser Schenkel wird mit einigen Tropfen der zu 
untersuchenden Losung gefiillt eingetaucht. Bei Nichtgebrauch 
miissen die KCl-Agarheber stets unter gesattigter KCl-Losung 
aufbewahrt werden. 

Von anderen Elektrodenformen seien die 
rr===:::;;===::;] Elektroden von Lehmann (Abb. 40) und die 

Abb.40. 

von Win ters tein (Abb. 41) erwahnt. 
Die Elektrode von Lehmann 2 verlangt 1 Trop

fen der UntersuchungsfIiissigkeit. Man kannsieselbst 
leicht herstellen. 

Ein Glasrohr von etwa 3 cm Lange und 1,3 cm 
lichtem Durchmesser ist an beiden Enden mit einem 
Gummistopfen verschlossen. Der untere Stopfen ist 
zweimal durchbohrt. Die eine Durchbohrung ent
halt den verschiebbaren GIasstab S, auf den ein 
kleines rundes Deckglaschen aufgekittet ist. Auf dieses 
Tischchen T wird 1 Tropfen der zu untersuchenden 
Fliissigkeit gebracht. Die zweite Durchbohrung dient 
zur Aufnahme eines Glasr6hrchens, das Wasserstoff 
zufiihrt. Urn Verdunstung des Tropfens auszuschlie
Ben, bringt man auf den Grund der Elektrode 
etwas Wasser. Der obere Stopfen ist dreimal durch
bohrt. Eine Durchbohrung enthalt ein GIasr6hr-
chen P mit einem in das Ende eingeschmolzenen 

platinierten Platindraht mit Hg-Kontakt. Die zweite Durchbohrung ent
halt ein GIasr6hrchen, welches einem KCI-Agarheber K als Fiihrung dient. 

1 Vgl. auch Michaelis und Fujita: Biochem. Z.14.2, 398 (1923). 
2 Biochem. Z. 139, 213 (1923). 
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Die dritte (in der Abbildung nicht wiedergegebene) Durchbohrung dient 
zur Ableitung des H 2, der unter Wasser ausstriimt. 

Zur Beschickung mit 1 Tropfen wird das Tischchen nach Entfernung 
des Stopfens angehoben, und nachdem ein Tropfen darauf gebracht ist, 
wieder heruntergezogen; dann werden Platinelektrode und KCI-Heber ein. 
getaucht. Wasserstoff wird wie iiblich durchgeleitet. Bei kohlensaurehaltigen 
Fliissigkeiten kann der pH nur ge
messen werden, wenn dem Wasser
stoff eine der CO2-Tension entspre
chende Menge CO2 zugesetzt ist. 

Elektrode von Winterstein 1• 

Das Zuleitungsrohr Z wird in ein 
GefiiB mit konz. KCI-Liisung ge
taucht, die mit der gesattigten Ka
lomelelektrode kommuniziert. Der 
Hahn H, der eine rechtwinklige 
Bohrung besitzt, wird so gestellt, 
daB das Rohr Z mit dem Rohr W 
kommuniziert, an welchem ein 
Schlauch befestigt wird. Durch 
diesen wird KCl-Liisung aufgesaugt 
und der Hahn mehrmals herum
gedreht, so daB der (nicht gefettete) 
Schliff in der l\'[itte gut befeuchtet 
wird und so einen kapillaren Fliissig. 
keitskontakt mit der iiber ihm be
findlichen, zur Aufnahme der Unter. 
suchungsfliissigkeit F dienenden 
Hiihlung herstellt. Dann wird der 
Hahn in eine Stellung gebracht, in 
der das Rohr W mit dieser Hiih
lung kommuniziert. W wird mit dem 
Wasserstoffapparat verbunden. So 
lange die Pipette P, die zur Ein
fiihrung der Untersuchungsfliissig
keit dient, noch nicht in den zu-

./1 

H 

·z 

Abb. 41. 

gehiirigen Schliff S eingefiihrt ist, entweicht der Wasserstoff durch diesen. 
Der von dem platinierten Platindraht D durchbohrte cingeschliffene 
Glasstopfen, der oben mit dem Zuleitungsdraht verbunden und sorg
faltig mit Vaselin eingefettet ist, wird so gedreht, daB die feine, in ihn 
eingeschliffene Rille R den Fliissigkeitsraum mit dem Ableitungsrohr A 
verbindet, des sen unteres Ende in ein mit Wasser gefiilltes SperrgefiiB 
eintaucht. Nun wird die Pipette P mit der zu untersuchenden Liisung 
gefiiHt und (nach Einfetten mit Vaseline) in den Schliff S eingefiihrt. Der 
Wasserstoff, dem nun dieser Weg versperrt ist, entweicht jetzt durch die 
Rille R und das Ableitungsrohr A. Jetzt wird dem Hahn die in der Ab
bildung gezeichnete SteHung gegeben, bei der die Wasserstoffzufuhr ab
gesperrt und der iiber dem Hahn befindliche Raum nach unten abgeschlossen 
ist. Hierauf laBt man die zu untersuchende Fliissigkeit aus der Pipette so 
weit einlaufen, daB ein groBer Teil des Gasraums von ihr erfiillt wird, aber 
noch geniigend in der Pipette zuriickbleibt, um einen AbschluB gcgen die 
AuBenluft zu sichern. Der von der Fliissigkeit verdrangte Wasserstoff 

1 PfIiigers Arch. 216, 267 (1927). 
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entweicht gleichfaIIs durch Rille und Ableitungsrohr. N ach beendeter FiiIIung 
wird der Stopfen so gedreht, daB die Rille nicht mehr mit dem Ableitungs
rohr in Verbindung steht. Nunmehr ist die Fliissigkeit, in die der platinierte 
Platindraht eintaucht, mit der dariiber befindlichen Wasserstoffblase all: 
seitig abgeschlossen, und die Messung kann in der iiblichen Weise beginnen. 

Der iiber dem Hahn befindliche Raum soIl nicht viel mehr als 100 cmm 
fassen und iiber die HaIfte mit der UntersuchungsfIiissigkeit gefiillt sein, 
so daB etwa 60-70 cmm von dieser erforderlich sind. Legt man die Ver
haltnisse des menschlichen Blutes zugrunde, so wiirde bei einer CO2-

Tension von 5 Vol.- %, einer Fiillung mit 60 cmm und einer Wasserstoff
blase von 40 cmm der Verlust etwa 2 cmm betragen oder rund 1/15 der 
vorhandenen CO2, was auf den H·-Wert nicht von meBbarem EinfIuB ist. 

Zur Entnahme von menschlichem Kapillarblut gibt Winterstein 
folgende V orschrift: 

Nach Sauberung der Fingerkuppe wird aus Plastilin ein Ring von 
etwa 1/2 em Durchmesser aufgeklebt; in der Mitte desselben erfolgt der 
Einstich mit dem Frankeschen Schnapper. Hierauf wird rasch, noch ehe 
eine groBere Blutmenge hervortritt, 1 Tropfen fliissigen Paraffins aufgetan, 
der durch den PlastilinwaII an seiner Ausbreitung verhindert wird, und 
unter dem nun das Blut gegen starkeren CO2-Verlust geschiitzt, heraus
kommt bzw. durch leichtes Driicken herausbefordert wird. Die zur Auf
nahme und EinfiiIIung des Blutes in die Elektrode dienende Kapillar
pipette wird vorher senkrecht an einer um ihre Achse drehbaren Klammer 
befestigt, mit einem Schlauch und Glasstiick zum Aufsaugen armiert und 
das untere Ende mit ein klein wenig Oxalat16sung gefiillt. Der Finger 
wird so unter die Pipette gebracht, daB deren Spitze gerade in das Blut
tropfchen eintaucht, ohne durch zu festes Anlegen versperrt zu werden; 
das Blut wird unter leichtem Nachdriicken aufgesaugt. Nach Aufnahme 
der erforderlichen Blutmenge wird die Pipette urn 90 0 gedreht, so daB sie 
horizontal steht und kein Auslaufen des Blutes zu befiirchten ist. An Stelle 
des langen, zum Aufsaugen dienenden Schlauches wird besser ein kurzes 
mit Glashahn oder Schraubklemme versehenes Schlauchstiick aufgesetzt, 
verschlossen und die Pipette nach Einfetten in den Schliff S eingefiihrt. 

Die Bezugselektrode. Die zu untersuchende Losung, 
Serum oder Blut, ist der Inhalt der einen Elektrode. Ihr Poten
tial wird gegen eine "Bezugselektrode" gemessen. Man benutzt 
hierzu leicht reproduzierbare Elektroden, die 0,1 n oder die ge
sattigte Kalomelelektrode, deren Potential gegen die normale 
Wasserstoffelektrode ein fur allemal festgestellt istl. Betragt 
das Potential zwischen der Losung mit der unbekannten H-Ionen
konzentration und der Kalomelelektrode EI , das Potential 
zwischen der Kalomelelektrode und der normalen H-Elektrode 
ElI, und das Potential zwischen der Losung mit der unbekannten 
H-Ionenkonzentration und der normal-H-Elektrode E III, so ist 

EI = EII + EIII 
oder 

EIII = El - EII . 

1 Clark und Sore nsen ziehen die Benutzung der 0,1 n, Michaelis die 
der gesattigten Kalomelelektrode vor. 
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E 1 ist das gemessene Potential; E II das bekannte Potential 
zwischen der gesattigten Kalomelelektrode und der normalen 
Wasserstoffelektrode (bei der Versuchstemperatur) = Eo; EIII 
das berechnete, auf die normale 
Wasserstoffelektrode bezogene, Po
tential der zu untersuchenden 
Losung. 

Driickt man E in Volt aus, 
so ist {} (= 0,0001983 T) bei der 

Temperatur t. 

Em = 0,0001983 T pH, 

und da 

so ist 

0,0001983 T pH = gemessene E - Eo 

und 
H gemess. E - Eo 

P = 0,0001983 T . 

Werte von Eo (Potential 
zwischen der gesattigten 
Kalomelelektrode und der 
normalen Wasserstoffel ek

trode) in Millivolt: 

to I t' 

15 252,5 21 248,2 
16 251,7 22 247,5 
17 250,9 23 246,8 
18 250,3 24 246,3 
19 249,5 25 245,8 

tJI I {} to 

10 0,0561 22 
12 0,0566 23 
14 0,0569 24 
15 0,0571 25 
16 0,0573 26 
17 0,0575 27 
18 0,0577 28 
19 0,0579 29 
20 0,0581 30 
21 0,0583 31 

I 

20 248,8 37 235,5 
38 235,0 8 'd---+--+--fc,l 

I und II sind die Rheostatenkltsten; 
Neben der gesattigten EA ist ein Akkumulator; 

K I I k d Ex ist ein Element, bestehend aus 
alome e e tro e emp- der gesltttigten Kalomelelek-

fiehlt Michaelis die trode (+) und einer Wasserstoff
elektrode mit der unbekannten 

Standard-Azetatelektro- Losung (-). 
de als Bezugselektrode 1. V, Vorschaltwiderstand. 

{} 

0,0585 
0,0587 
0,0589 
0,0591 
0,0593 
0,0595 
0,0597 
0,0599 
0,0601 
0,0603 

G, Galvanometer. 
BeidieserwirddiePlatin- Abb. 42. Kompensationssohaltung mit zwei Rheostaten-
Wasserstoff _ Elektrode kasten und Vorschaltwiderstand. 

mit folgender Fliissigkeit gefiillt: 100 ccm 1 n NaOH und 200 ccm 
1 n Essigsaure werden mit destilliertem Wasser auf '1 Liter auf-

1 Als gut reproduzierbare Standard-SaurelOsung wird auch 0,01 n HCI 
in 0,09 n KCl vorgeschlagen, deren pH mit der Temperatur sich nicht 
andert. Veibel: J. chem. Soc. 123, 2203 (1923); Cullen, Keeler und 
Robinson: J. of bioI. Chem. 66, 301 (1925). 

Rona·Kleinmann, Blut u. Harn. 6 
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gefiillt. Der Titer der Saure und der Lauge miissen (mit Phenol
phthalein) genau gegeneinander gepriift sein. Der pH dieser 
Losung (weitgehend unabhangig von der Temperatur) ist 4,62. 
Die Potentialdifferenz der gesattigten Kalomelelektrode gegen 
die Standard-Azetatelektrode (s. u.) betragt (von der Tempera
tur wenig abhangig) 517 ± 2 - 3 Millivolt. 

"Ober die Anordnung der MeBapparatur vgl. Abb. 42 und Prak
tikum I, S. 68. 

Berechnung des pH (nach Michaelis): Der Potential
unterschied E der Elektrode mit dem Serum oder Blut gegen 
die Standard-Azetatelektrode wird festgestellt, indem man 
direkt die Konzentrationskette Standardazetat-Blut (Serum) 
herstellt. Dann ist der pH der zu priifenden Fliissigkeit gleich 

4,62 + !. Oder man verfahrt so, daB man erst den Potential

unterschied El der StandardazetatlOsung gegen die (gesattigte) 
Kalomelelektrode (517 Millivolt bei 15-18°; 520 Millivolt bei 
38°), dann den Potentialuntersphied E2 der zu untersuchenden 
Losung gegen dieselbe Kalomelelektrode miBt. Dann ist E = E2- E 1• 

Die Kalomelelektrode ist der positive Pol. Beide Elektroden der 
Kette miissen innerhalb eines Grades iibereinstimmende Tem
peratur haben 1. 

Die Reproduzierbarkeit des Potentials bei Serum oder Blut 
wird man innerhalb eines Millivolts (entsprechend einem pH
Unterschied von 0,017-0,018) annehmen miissen. (Michaelis, 
War burg, Cullen geben eine Genauigkeit auf 0,01 pH an.) 

Die Anwendbarkeit der Chinhydronelektrode2 fiir 
Blut (vgl. Prakt. I, S. 76) ist noch strittig; fUr Serum hingegen ist 
sie gut brauchbar (Cullen und Biilman). Das Serum wie auch 
die VergleichslOsung mit bekannter H-Ionenkonzentration werden 
mit beliebigen, kleinen Mengen von Chinhydron (dunkelgriine 
Kristalle von 1 Mol Chinon + 1 Mol Hydrochinon, kauflich 3) 
versetzt und mit je einer Elektrode aus starkem nicht platinier
tern Platin versehen. Die Zufuhr von Wasserstoffgas fallt fort. 

Statt eine Kette aus zwei Chinhydronelektroden mit zwei 
verschiedenen Fliissigkeiten herzustellen, kann man auch nach
einander den Potentialunterschied einer Chinhydronelektrode mit 
der ersten Losung und dann den Potentialunterschied einer Chin-

1 Man beachte irn allgerneinen: die alkalischere Liisung ist stets nega
tiv gegen die saurere Losung. 

2 ygI. Cullen und Biilrnan: J. of bioI. Chern. 64, 727 (1925). 
3 Uber Chinhydron-Praparate vgI. Kolthoff und Bosch: Biochern. 

z. 183, 434 (1927). 
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hydronelektrode mit der zweiten Lasung gegen eine Kalomelelek
trode (die Kalomelelektrode ist hier der negative Pol) messen. 
Der Unterschied der beiden elektromotorischen Krafte E ist gleich 
der elektromotorischen Kraft der direkten Chinhydronkette 1. 

Von besonders konstruierten Chinhydronelektroden sei die 
Mikroelektrode von Biilman erwahnt (Abb. 43). Ein kapillares 
Glasrohr steht durch einen Gummistopfen 
mit einer Platinelektrode in Verbindung; in 
das Glasrohr kommen 2-3 Tropfen Serum 
Bowie Chinhydron. Auch die Elektrode von 
Ettisch wie auch die Spritzenelektrode von 
Mislowitzer sind zu erwahnen (vgl. Prakt. 
Bd. I, S. 78). Die elektromotorische Kraft zwi-
schen Standard-Azetat-Chinhydron-Elektro-
de und gesattigter Kalomelelektrode betragt 
etwa 0,18 Vol. Die Kalomelelektrode ist der 
negative Pol. 

Eine Methode fiir die Wasserstoff- wie auch 
fUr die Chinhydronelektrode sowohl fUr Harn 
als auch fiir Blut (im FaIle der Benutzung von 
Chinhydronelektroden fiir Serum) ist von 
Meeker und Oser 2 angegeben worden. 
Die eine Wasserstoffelektrode wird mit der 
Untersuchungsfliissigkeit gefiiIlt, die zweite 
taucht in eine genau bekannte Menge eines 
Puffergemisches. Das Puffergemisch muB 

Plafinfaden 

Abb.43. 

einen ahnlichen pH haben wie die unbekannte Losung (vor
hergehende orientierende Kolorimetrie). Die Fliissigkeit der 
zweiten Elektrode wird durch ZuflieBenlassen aus einer Biirette 
so lange mit einem der Anteile des Puffergemisches (also bei 
Phosphatpuffern mit sek. Natriumphosphat oder primar. Na
triumphosphat) versetzt, bis zwischen den Elektroden keine Po
tentialdifferenz mehr herrscht. Aus der Biirettenablesung kann 
man mit Hilfe einer Eichtabelle den pH ablesen. Messungen mit 

1 Zu Chinhydronelektrode vgI. Sorensen und Linderstrom-Lang: 
C. R. Labor. Carlsberg 14, 1 (1921); ferner Mozolowski und Parnas: 
Biochem. Z. 169, 352 (1926). Cullen und Biilman fanden gute Ubero 

einstimmung zwischen Chinhydron- und Wasserstoffmessungen im Serum 
oder Plasma. Neuerdings verlangen Cullen und Earle Extrapolation 
auf Zeit 0 (drei Ablesungen mit je 30" Intervall) und Anwendung einer 
Korrektur von 0,06 pH. Meeker und Reinhold: J. of bioI. Chem. 77, 
505 (1928) finden mit der titrimetrischen Chinhydronmethode (siehe oben) 
gute Ubereinstimmung mit den Wasserstoffmessungen. 

2 J. of bioI. Chem. 67,307 (1926). 
6* 
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Chinhydron ergaben bei 1 zu 20 verdiinntem Harn gute Dber
.einstimmung mit den kolorimetrisch ermittelten Werten1 . 

Kolorimetrische ]}!essung der H'-Konzentration im Blute 
bzw. im Plasma. 

Kolorimetri sche Methode von Cullen2• 

Prinzip. Das Blut wird ohne CO2-Verlust aufgefangen (vgl. 
S. 73). Das Plasma wirdmit einer Phenolrot enthaltenden Salz
lasung verdiinnt und die Farbe wird mit der einer Standard
Phosphatlasung von bekannter H'-Konzentration verglichen. 

Das Blut wird ohne Stauung aus der Vene mit der Spritze 
entnommen und unter Vermeidung von Kohlensaureverlust unter 
Paraffinal (Paraff.liqu. puriss., Dichte 0,885) in eineJ;ll Zentrifugier
glas aufgefangen, das Oxalat (fUr eine Konzentration von ca. 0,3 %) 
enthalt. Man gibt 0,01 ccm einer 30%ig. neutralen Kalium
oxalat16sung pro ccmBlut in das Zentrifugierglas und trocknet 
es in einem Luftstrom (vgl. S. 73). Das Zentrifugierglas wird voll 
mit Blut gefiillt, zugestopft und zentrifugiert. Am besten wird 
das Zentrifugierglas mit einem durchbohrten Gummistopfen ver
sehen, durch dessen Offnung ein Teil des Ols, das die Blutprobe 
bedeckt, ausflieBt; man verschlieBt dann die Offnung mit einem 
Glasstabchen. Nach dem Zentrifugieren (etwa einer halben Stunde) 
und Entfernen des Glasstiickes wird die Bohrung des Stopfens 
wieder mit 01 gefiillt, so daB weder das Blut noch das Plasma mit 
Luft in Beriihrungkommen. 

Reagentien. Indikatorlosung: O,l0/0ig. PhenolrotlOsung. Man 
lOst 0,11 g Phenolrot in 5,7 ccm 0,05 n NaOH, fiigt 80 ccm dest. 
Wassers zu, kocht auf, verdiinnt nach dem Abkiihlen auf 100 ccm und 
filtriert. Der Indikator muB neutral sein; 1-3 Tropfen zum redestillier
ten Wasser gesetzt diirfen keine rote Farbe geben 3. Der pH des re
destillierten Wassers betragt 6,2-6,5 (es gibt weder mit Phenolrot noch 
mit Methylrot eine Rotfarbung). 

1 Meeker und Reinhold (I. c.) fanden nicht unerhebliche Ab
weichungen der mit der Cullenschen Methode (S. 84) und der mit der 
Chinhydron-Elektrode erhaltenen Werte. 1m normalen Plasma Differen
~en von 0,01-0,08 pH, im pathologischen solche von 0,03-0,14 pH. 
Die kolorimetrische Methode hat die Tendenz, nach der alkalischen Seite 
abzuweichen. 

2 J. of bioI. Chem. 52, 501 (1922). - Vgl. auch Hawkins: J. of bioI. 
Chem .. 57, 493 (1923). [Die Cullensche Methode fiir 0,6 em Blut.] 

3 Uber EiweiBfehler bei der pH-Bestimmung mit Neutralrot und 
Phenolrot vgl. Lepper und Martin: Biochem. J. 21, 356 (1927). 
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VergIeichs . (Standard) Iosung: Man steIIt Losungen von pH 
ca. 7,2-7,7 in Stufen von pH 0,05 her (s. TabeIIe). Die Standardliisungen, 
die mit PhenoIrot versetzt sind (0,01 cern 0,04 % ig. PhenoIrotIosung pro cern), 
miissen mindestens einmaI die Woche eIektrometrisch gepriift, notigenfaIIs 
erneuert werden. Losungen zu je 100 cern sind in Jenaer Kolben mit 
Gummistopfen aufzubewahren. 

Phosphatmisehung 1• 

pH 
m/rs Na2HP04 m/1s KH2P04 pH 

m/1sNa2HP04 m/1s KH 2 P04 
cern cern cern cern 

7,0 61,1 38,9 7,40 80,8 19,2 
7,05 63,9 36,1 7,45 82,5 17,5 
7,10 66,6 33,4 7,50 84,1 15,9 
7,15 69,2 30,8 7,55 85,7 14,3 
7,20 72,0 28,0 7,60 87,0 13,0 
7,25 74,4 25,6 7,65 88,2 II,8 
7,30 76,8 23,2 7,70 89,4 10,6 
7,35 78,9 21,1 7,75 90,5 9,5 

7,80 91,5 8,5 

Die Rohrehen fiir die FIiissigkeitsproben sind aus dickwandigem, 
alkalifreiem Glas. Bei der Betraehtung im KomP!1rator (vgl. S. 319) geniigt 
Tageslicht. Glaser von 20 mm Durchmesser sind am besten; bei sehr 
wenig Blut verwende man soIche von 10-14 mm. 

Indikator.Salzlosung: Ausgekoehte 0,9%ig. NaCI-Losung; es 
werden in einem 100 cem-MeBkolben 1,05 cern einer 0,04 % ig. Phenolrot-
16sung zu 95 cern der NaCI-Losung gefiigt, wonach man einige Tropfen 
0,02 n NaOH bis zu einem pH von 7,4-7,6 hinzufiigt und mit der Salz
liisung bis zur Marke fiillt 2. 

Bei der Bestimmung werden Portionen zu je 5 bzw. 20 cern der 
Indikator- Salzlosung in die Rohrehen getan und mit Paraffinol be
deekt. Andere Rohrchen mit ebensoviel Salz16sung ohne Indikator 
werden ebenso vorbereitet. Dann werden 0,4 bzw. 1,0 cern Plasma 
(man nimmt Pipetten zu 1 cern mit unterer und oberer Marke) unter· 
halb des Ols zu der Indikator-Salzlosung gegeben; eine andere 
Probe von 0,4 bzw. 1,0 cern Plasma in 5 bzw. 20 cern Salz16sung 
ohne Indikator. (Diese letzte Probe ist fUr die pH-Standardlosung 
im Komparator bestimmt.) Man mischt Plasma und Salz16sung 
mit einem Glasstab unterhalb des Ols und bestimmt den pH, in
dem man im Walpole.Komparator die Farbe des Plasmas + In
dikator mit der kombinierten Farbe von Phosphat + Indikator 

1 II,87 g Na2HP04 .2 H 20 ("nach Sorensen") bzw. 9,47 g Na2HP04 
(wasserfrei, Merck) auf 1 Liter. 9,08 g KH2P04 auf I Liter. 

2 Myers, Schmitz und Booher geben zu je 100ccm der 0,9%ig. 
NaCI-Losung 10 cern einer 0,02 % ig. Phenolrotlosung und dann die not· 
wendige Menge Lauge. 
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und verdiinntem Plasma vergleicht. Die Rohrchen stehen im 
Komparator in der folgenden Anordnung: 

LichtqueIIe 

R 
Salzl6sung 
Indikator 

Plasma 

Salzl6sung 
Plasma 

Standard
l6sung 

Indikator 

Beobachter 

Man liest auf 0,01 oder 0,02 pH abo Die Temperatur wird unmittel
bar nach der pH-Bestimmung mit einem in die Losung getauchten 
Thermometer bestimmt. Wenn moglich solI die Bestimmung bei 
20 0 geschehen. (Man kann vor der Bestimmung das Plasma und 
die zur Bestimmung notigen Fliissigkeiten in einem groBen Wasser
bad auf 20 0 bringen.) - Fiir menschliches Plasma gilt 

pH3s = pH Farbe beit0 + 0,01 (to - 200 ) -0,23 1 , 

wo pH3s der pH des unverdiinnten Plasmas bei 38 0 ist; to ist die 
Temperatur (15-25 0) der Phosphat16sung und des verdiinnten 
Serums bei der Ablesung. 

Die angegebene Korrektur von - 0,23 variiert bei den ver
schiedenen Tierspezies. (Beim Hund - 0,35.) Sie enthalt die 
Korrektur fUr die Yerdiinnung und den EiweiBfehler. 

Die Methode erlaubt den pH mit einer Genauigkeit von ± 0,01 
bis ± 0,02 pH zu bestimmen 2. Die damit gefundenen Normal
werte fUr Yenenblut betrugen 7,30-7,40 pH. 

Kolorimetrische Methode von Holl6 und WeiB3. 

Das Prinzip der Methode besteht darin, daB die zur Farben
vergleichung dienende Phosphatrohre mit ebensoviel zu unter-

1 Drucker und Cullen: J. of bioI. Chem. 64, 221 (1925) geben 
fUr den CO2-Verlust beim Auffangen des Kutanblutes unter Paraffinol 
eine weitere Korrektur von - 0,03 an. V gI. auch die Untersuchungen 
von Myers und Muntwyler: J. of bioI. Chem. 78, 243 (1928). 

2 Na9h Myers, Schmitz und Booher: J. of bioI. Chem. 57, 209 
(1923). "Uber eine Mikromethode fiir die kolorimetrische Bestimmung der 
Wasserstoffionenkonzentration von Kapillarblut (fiir Mengen von 1 Tropfen); 
vgl. Martin und Lepper: Biochem. J. 20, 37 (1926). 

3 DarsteIIung nach der Beschreibung von Hollo in Balint: "Ulcus
problem und Saurebasengleichgewicht". Berlin. Vgl. ferner Hollo und 
WeiB: Biochem. Z. 144, 87 (1924). Hollo, v. Sailer und W eiB: Z. exper_ 
Med.51. 
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suehendem Plasma versetzt wird, wie die Rohre mit dem 
verdiinnten Plasma, dessen Reaktion bestimmt werden solI, 
enthalt, 

Je 2-3 eem des mit kohlensaurefreier physiologiseher NaCl
Losung 1O-20faeh verdiinnten Plasmas, das schon den Indikator 
enthalt, werden in 2 gleiehe, unten flaehe und mogliehst ab
gesehliffene Rohrehen gebraeht. In das eine kommt auBerdem 
noeh 0,5 eem einer alkalis chen m/7.5 Phosphatlosung (Phosphat
rohre), in das andere zum Volumenausgleieh ca. 1 eem Ver
diinnungsfliissigkeit (Plasmarohre). Aus einer Mikrobiirette laBt 
man so viel einer mit physiologiseher Koehsalzlosung ver
diinnten 0,01 n SalzsaurelOsung zur Phosphatrohre zuflieBen, bis 
beide Rohrehen von oben gesehen dieselbe Farbe zeigen. Dazu 
wird etwa 0,5 eem SalzsaurelOsung verbraueht. Am Ende der 
Titration haben dann beide Rohrehen denselben Gehalt an 
Eigenfarbe, Elektrolyten (hauptsaehlieh NaCI) und EiweiB; bei 
gleieher Farbe werden sie daher den gleiehen pH haben, womit 
der Salz-, der Eigenfarben- und der EiweiBfehler ausgesehaltet 
sind. 

Dieser pH wird dureh das Verhaltnis Phosphat: Salzsaure be
stimmt und kann aus einer geeiehten Kurve abgelesen werden. 
Das in der Phosphatrohre enthaltene Plasma hat keinen storen
den EinfluB auf die aktuelle Reaktion; da am Endpunkt der 
Titration das Phosphatsalzsauregemiseh und das Plasma den 
gleiehen pH haben, verursacht ihr Zusammensein keine Anderung 
der Reaktion. 

Blutentnahme und Verdiinnung des Blutes. Das Armvenen
blut ist nach den Autoren dem mittels Arterienpunktion gewonnenen vor
zuziehen. Das Blut wird mit einer Rekordspritze entnommen; bei der 
Blutentnahme soll sich in der Spritze miiglichst keine Luftblase bilden; 
man entnimmt 2,5 bis hiichstens 3 cern Blut (genaues Messen ist nicht 
niitig) und verteilt es miiglichst gleichmaBig in 3 gewiihnliche, mit 
Verdiinnungsfliissigkeit (s. unten) gefiillte Zentrifugenriihrchen. Genaue 
Blutverdiinnung ist nicht niitig, im allgemeinen erfolgt 1O-15fache Ver
diinnung, aber 5-20fache ist auch noch brauchbar. Man verdiinnt sofort 
nach der Blutentnahme in Zentrifugierriihrchen von 8-10 cern Inhalt. 
Die Zentrifugierriihrchen sind zwecks luftdichten Verschlusses mit einem 
kurzen Gummischlauch und einer kleinen, beim Zentrifugieren nicht 
stiirenden Klemme montiert. Sie enthalten die Verdiinnungsfliissig
keit, mit der sie ganz gefiillt - ohne Luftblase - und geschlossen sind. 
Das Blut wird mit der Nadel miiglichst auf den Boden der soeben ge
iiffneten vollen Zentrifugierriihre gespritzt, so daB die Verdiinnungsfliissig
keit iiberrinnt; das Riihrchen wird sofort geschlossen, durchgeschiittelt 
und abzentrifugiert. 

Als Verd iinnungsfl iissigkei t wird eine Liisung benutzt, die zur 
Verhinderung der Gerinnung 0,2 % Natriumoxalat und auBerdem 0,73 % 
Kochsalz enthalt. (Nur ganz tadellose und auf Neutralitat gepriifte Re-
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agentien gebrauchen!) Diese Losung ist 0,155 n, und ihre Normalitat ent
spricht einer 0,9 % ig. "physiologischen" Losung von Kochsalz. Die Ver
diinnungsfliissigkeit soll in einem ausgedampften Jenaer Kolben aufbewahrt 
werden und Ofter (wochentlich) aus moglichst frisch destiIliertem Wasser 
frisch zubereitet werden. Sie mull moglichst CO2-frei sein. Die Austreibung 
der Kohlensaure erreicht man am besten mittels Durchtreibung von Na 
aus einer Bombe durch die Fliissigkeit. Zur Durchleitung und besseren 
Mischung des Gases benutzt man eine an ihrem Ende kolbig verdickte 
Glasrohre mit einem dichten Kranz von feinen Lochern am Kolben. Es 
soIl immer nur in einem kleinen Kolben die unmittelbar notwendige Menge 
Verdiinnungsfliissigkeit von Kohlensaure befreit werden und zwar knapp 
vor dem Gebrauch. Dazu geniigen 3-4 Minuten. SolI die CO2 mit kohlen
saurefreier Luft ausgetrieben werden, so verfahrt man in folgender Weise: 
Man verschlieBt den Kolben mit der Verdiinnungsfliissigkeit mit einem 
doppeltdurchbohrten Gummistopsel und laBt durch die Wasserstrahlpumpe 
Luft durchsaugen, die vorher durch Passieren durch Natronkalk CO2-frei 
gemacht wird. Die Rohre, die unten in die Fliissigkeit taucht, endet in 
einen kleinen Kolben mit feinen Lochern, damit die kohlensaurefreie 
Luft gut durchgemischt wird. 

Bei CO2-Austreibung mit Luft muB eine Korrektur von etwa 0,02 zu 
den erhaltenen pH-Werten addiert werden. 

Es ist unbedingt zu empfehlen, den Indikator schon der Verdiinnungs
fliissigkeit zuzumischen. Das solI aber moglichst erst nach Austreibung der 
Kohlensaure geschehen, da sonst ein Teil des kolloidalen Farbstoffes durch 
das Schiitteln gefallt wird. Als Indikatoren kommen im Bereich der Blut
reaktion nur Neutralrot und Phenolrot in Betracht. Man nimmt 0,1 %ig. 
waBrige Losungen, von Neutralrot 1 ccm, von Phenolrot 2 cern auf 100 ccm 
Verdiinnungsfliissigkeit. (Das Neutralrot muB in heiBem Wasser gelOst 
werden; yom Phenolrot muB je 0,10 g Farhstoff mit 5,7 eem 0,05 n NaOH 
versetzt und aufgekoeht werden.) 

Zur praktiseh vollstandigen Ausschaltung des Indikatorfehlers ist es 
empfehlenswert, die mit Indikator versehene Verdiinnungsfliissigkeit schon 
im voraus mit etwas Lauge auf die ungefahr zu erwartende Reaktion 
zu bringen - fiir Blut hei 18 0 C sehwankt dieser Wert um pH 7,5. Zu 
diesem Zweck versetzt man sie mit einigen Tropfen einer unter CO2-Ver
schluB aufbewahrten oder aus einer konzentrierten Losung ad hoc her
gestellten etwa 0,02 n Natronlauge, bis die Mischung eine Ubergangsfarbe 
zeigt. Man kann auch eine physiologische KochsalzlOsung in Leitungs
wasser, das gewohnlich einen pH von 7,6 hat, oder eine entsprechende 
Phosphatmischung als Vorlage benutzen. 

Die Verdiinnungsfliissigkeit wird von CO2 befreit, mit Indikator ver
setzt, neutralisiert, in die vorbereiteten Zentrifugierrohrchen gefiillt und 
luftdicht verschlossen, wobei die Rohrchen aIle eine Obergangsfarbe zeigen 
miissen; dann kann die Blutentnahme erfolgen. 

AuBerhalb des Korpers wird das Blut infolge von Glykolyse und bak
teriellen Zersetzungen sauer; bei Zimmertemperatur kann diese Zunahme 
der H-Zahl in den gesehlossenen Zentrifugierrohrchen in 2-3 Stunden 
10-15% betragen. Der dadureh entstandene Fehler kann durch Zusatz 
von 0,1 % NaF und gleichzeitiger Aufbewahrung des Blutes auf Eis 
wahrend 12-24 Stunden vermieden werden; langere sichere Konservierung 
aber ist nicht gut moglieh. 

Der Gebrauch von NaF ist nach Hollo und Weill nur fiir Ausnahme
falle zu empfehlen, wenn eine sofortige Bestimmung unmoglieh ist, sonst 
solI das Blut sofort verarbeitet werden. SoUte die Verarbeitung erst nach 
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2-3 Stunden moglich sein, so muLl das verdiinnte Blut bis dahin auf Eis 
liegen, Vor dem Abzentrifugieren muB es dann aber wieder auf Zimmer· 
temperatur gebracht werden, denn so bald die Trennung von Blutkorperchen 
und Plasma nicht bei Zimmertemperatur vor sich geht, bekommt man 
infolge verschiedener Temperaturkoeffizienten fiir die H'·Zahl des Voll· 
blutes und des Plasmas falsche Resultate. 

Zum Ti trieren braucht man einige kurze 7-8 cm lange Rohrchen 
mit flachem, abgeschliffenem Boden und moglichst gleichem Kaliber, 
2 Mikrobiiretten, einige Pipetten, eine Losung von 0,01 n Salzsaure in physio· 
logischer Kochsalzlosung und eine m/l.5·Losung von Sorensenschem Dina. 
triumphosphat (11,876 g in500ccm), ge16stinO,OI n Salzsaure (pH =etwa7,8). 
Diese Losungen miissen nicht kohlensaurefrei sein; bei so konzentrierten 
Losungen spielt der mogliche Kohlensauregehalt keine Rolle mehr, auBer· 
dem werden diese Losungen samt Kohlensaure geeicht. 

Das Titrieren geschieht folgendermaBen: zuerst werden einige Rohrchen 
(zu jeder Einzelbestimmung eine) aus einer Mikrobiirette mit je 0,5 ccm 
der obigen Phosphat16sung gefiillt. Um genau ausmessen zu konnen, muB 
die Kapillare des Biirettenhahns mittels Gummiansatzes und Glaskapillare 
so verlangert werden, daB das Phosphat direkt auf den Boden des Rohr· 
chens flieBt, ohne daB auch nur ein Tropfen an der Wand hangen bleiben 
kann. Man kann so 0,5 ccm bis auf 0,01 ccm (2 %) genau abmessen. 

Sobald das zentrifugierte Plasma bereit steht, wird ein flaches Reagenz. 
glas mit 1 ccm (entsprechend 0,5 ccm Phosphat +0,5 ccm zum Titrieren 
erwartungsgemaB notwendiger Salzsaure) der streng CO2·freien, also in 
einem ausgedampften Jenaer Reagenzglas eigens frisch mit O2 oder N2 

durchstromten indikatorenfreien Verdiinnungsfliissigkeit gefiillt. Diese 
durchstromte Losung laBt sich unter Paraffin bis zu einer hal ben Stunde 
kohlensaurefrei halten. 

Jetzt erst wird das Zentrifugierrohrchen durch Abnahme des Gummi· 
ansatzes geoffnet, das Plasma vorsichtig und schnell abpipettiert; je 3 
(oder 2,5) ccm davon werden in ein Rohrchen mit Phosphat (Phosphat. 
rohre) und in eines mit Verdiinnungsfliissigkeit (Plasmarohre) gefiillt, 
wo bei darauf geachtet werden muB, daB die beiden Glieder eines Rohren. 
paares mit genau derselben Menge verdiinnten Plasmas versetzt werden, 
da das verdiinnte Plasma zugleich den Indikator enthaU,. Beim Fiillen 
der Plasmarohre muLl man darauf achten, CO2·Verlust zu vermeiden: 
die Pipette muB den Boden der Plasmarohre beriihren. 

1st die hinzugefiigte Liisung nicht ganz neutral und ungepuffert, so 
bekommt man falsche Werte. Die dazu benutzte Verdiinnungsfliissigkeit 
muB also streng CO2·frei sein und darf, was noch wichtiger ist, keine aus 
dem Glase ausgelaugten Silikate oder sonstigen Verunreinigungen enthalten. 
Sie darf natiirlich keinen Indikator enthalten. (Das Versetzen der Plasma· 
rohre mit 1 ccm Verdiinnungsfliissigkeit kann auch unterbleiben. Dadurch 
gewinnt die Methode an Einfachheit und Zuverlassigkeit.) 

Das Plasma enthalt schon den Indikator und kann sofort titriert werden. 
Man laBt dabei aus der Mikrobiirette so viel Salzsaure zur Phosphatrohre 
flieBen, bis beide Rohren, von oben gesehen, die gleiche Farbennuance 
zeigen. Der Gebrauch von Abblendekasten ist nicht notig. Es geniigt, bei 
diffusem Tageslicht und au!. glatter weiBer Unterlage zu titrieren. Das 
Titrieren dauert bei einiger Ubung nur 1-2 Min., besondere MaBnahmen, 
dem Entweichen der Kohlensaure vorzubeugen, sind iiberfliissig. Man 
kann sich leicht iiberzeugen, daB die Plasmarohre beim Stehen 4-5 Min. 
lang ihre Farbe nicht andert; nur darf sie beim Titrieren nicht geschiittelt 
werden. 
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Die verbrauchte Menge Salzsaure wird notiert und der entsprechende 
pH-Wert aus einer geeichten Kurve sofort abgelesen. KontroIlbestimmungen 
miissen bis auf pH 0,02 iibereinstimmen. 

Es ist rats am, die eigenen Losungen moglichst selbst zu eichen. Am 
besten geschieht das auf elektrometrischem Wege; beim Eichen wird das 
verdiinnte Plasma in den Phosphatsalzsauregemischen durch Verdiinnungs
fliissigkeit (2,5 ccm auf 0,5 ccm Phosphat) ersetzt. 

Die Indikatorenmethode nach Michaelis und Gyemant ist zur 
Eichung auch zu empfehlen (vgl. Prakt. Bd. I, S. 60). Anstatt mit Reagenz
glas-Reihen arbeitet man nur mit zwei flachen ReagenzglaEern von moglichst 
gleichem Kaliber. Die eine Rohre enthiilt die zu messende Losung, also 
in diesem FaIle das Phosphatsalzsauregemisch und dazu eine bekannte 
Menge m-Nitrophenol, die andere enthalt die Lauge und wird aus einer 
Mikrobiirette mit so viel verdiinnter m-Nitrophenollosung versetzt, bis 
beide Rohren, von oben gesehen, die gleiche Farbe zeigen. Aus dem Ver
haltnis der Nitrophenolmengen in beiden Rohren wird der sogenannte 
Farbgrad berechnet .. Durch mehrfache Kontrollen kann man bis zu 3 % 
genau messen. 

Temperaturkorrektur. Das Blut ist bei 38° a urn pH 0,20 bis 
0,22 saurer als bei 18 ° O. Der Temperaturkoeffizient der Methode betragt 
also pro Grad pH = 0,01. Diese GroBe muB fiir jeden Grad iiber 18° a -
die Temperaturbestimmung geschieht im Riickstand der Zentrifugier
rohre - zu dem in der Kurve angegebenen Wert addiert werden. Will 
man die Werte auf 38° a beziehen, so muB von den Werten fiir 18° 00,22 
abgezogen werden. 

Die Fehlerbreite der Methode betragt pH 0,02, so daB mit ihr 
objektive Ausschlage von pH 0,03 schon nachzuweisen sind 1. 

Gasanalytische Bestimmung der 
Wasserstoffionenkonzentration im BIute. 

Die Wasserstoffionenkonzentration im Blut bzw. im Plasma 
hangt von dem Verhaltnis der frei gelOsten und q,er gebundenen 
(Bikarbonat-) Kohlensaure, gemaB dem Massenwirkungsgesetz, 
abo Nach dem Massenwirkungsgesetz besteht die Beziehung 

k = [H] [Saure-Anion] *. 
[undissoziierte Saure] , 

in unserem Fall ist demnach die H-Ionenkonzentration oder ge
nauer die H-Ionenaktivitat aH 

aH = k [H2003] = k Poc k Poc 
aHcoil [HOOa]· fHcoil = fHco 3 • [HOOa]' 

1 Einige Anderungen bei der Ausfiihrung der kolorimetrischen h-Be
stimmung nach Hollo- WeiB teilen neuerdings Schreus und Schulze 
mit: Z. exper. Med.64, 540 (1929)· 

* Die Werte in den eckigen Klammern bedeuten Konzentrationen 
in Mol. 
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wo aROOa die Bikarbonat-Ionenaktivitat, tRcoa den betreffenden 
AktivitatskoeffiziEmten bedeuten. P ist der Partialdruck der 
Kohlensaure in der Gasatmosphare iiber der Fliissigkeit, a der 
Loslichkeitskoeffizient, d. h. der Wert der gelOsten H 2C03 in 
1 ccm der Fliissigkeit beim Druck einer Atmosphare der reinen 
Kohlensaure. 1m Plasma (bzw. Serum) variiert kltR003 , die schein
bare erste Dissoziationskonstante der Kohlensaure, nur wenig mit 
der Bikarbonatkonzentration. 

Driicken wir die Konzentrationen in Volumprozenten aus 
(Volumen Gas in 100 ccm Fliissigkeit), so erhalten wir 

wo 

I V 01.-% HC03P 
paH = pHp = pKp + ogV~1 01 H CO-·' 

o .- /0 2 3P 

1 k 
P aR = log - und pKp = log j---=-

aH HC03 

(*) 

bedeuten, und der Index p oder 8 bezeichnet, daB die Werte auf 
Plasma oder Serum bezogen sind. 

Werte fUr pKs: bei 38 0 6,lO1, bei 20 0 6,18 mit einer maximalen 
Abweichung vom Mittel von ± 0,03 pH. Die gesamte Abweichung 
betragt also 0,06, die Werte fUr pH konnen demnach mit den 
gasometrischen Methoden nur mit dieser Genauigkeit, d. h. nur 
auf einige Einheiten in der 2. Dezimale des pH bestimmt werden 1. 

Driickt man die Vol.- % H 2C03P (die Konzentration der ge
lOsten Kohlensaure im Plasma in Vol.- %) als Funktion des Los
lichkeitskoeffizienten ct: aus, so sind, wenn der Partialdruck der 
CO2 pC02 ist (= mm CO2-Druck), die Vol.- % gleich 

100·ocp 

76() . pC02 = 0,1316 ct:p P CO2 , 

Die Konzentration des Bikarbonats wird aus der Differenz 
zwischen freier und gesamter CO2 gewonnen. 1st die Konzentra
tion der gesamten (der freien und der gebundenen) Kohlensaure 
im Plasma gleich [C02] p d. i. die Vol.- % der gesamten CO2, ge
mess en bei 0 0 und 760 mm Hg-Druck, so erhalt man fUr 

Vol.- % HC03 p = [C02] p - 0,1316 ap' P CO2 • 

Die urspriingliche Gleichung (*) erhalt demnach die Form: 

H - K + I [C02] P - 0,1316 OC p pC0 2 

P p - P p og 0,1316 OC p pC02 ' 

bzw. 
H - K + I [C02] B - 0,1316 oc, P CO2 

P s - P s og 0,1316 oc, P CO2 -----
1 Vgl. hierzu noch Hastings, Sendroy und van Slyke: J. of bioI. 

Chern. 79, 193 (1928). 
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Die Messung der Vol.- % der gesamten Kohlensaure, d. h. von 
[C02], erfolgt nach van Slyke und Cullen oder nach van Slyke 
und Neill (S. 49, 59). fiber den Wert von 0,1316 ('J. in Wasser und 
Serum gibt folgende Tabelle AufschluB: 

GroBe von ex in Wasser 
und im Serum 

15 
20 
25 
30 
38 

0,1316 exn,o 

0,1340 
0,1156 
0,0999 
0,0875 
0,0730 

0,1316 ex, 

nach Bohr 

0,1307 
0,1128 
0,0975 
0,0855 
0,0712 

nach van Slyke, 
WuundMcLean 

0,1225 
0,1057 
0,0913 
0,0800 
0,0668 

Der von Bohr angegebene Wert ('J.. = 0,975 ('J.WasBer variiert mit 
dem Wassergehalt des Serums. 

Es ist zu beachten, daB die Pufferung, bedingt durch das 
Verhaltnis CO2/Bikarbonat, nicht dieselbe ist, ob die Anderung 
des CO2-Druckes auf ein Serum getrennt von den Formelementen 
erfolgt oder in Gegenwart der roten Blutk6rperchen (auf das 
" wahre" Serum). 

Ausfiihrung1. Von dem, mit NaF versetzten oder mit 
Oxalat behandelten (S. 73), unter LuftabschluB entnommenen 
Blut wird ein Teil zentrifugiert und im Plasma die gesamte Koh
lensaure [C02] I> bestimmt. Das iibrige Blut wird mindestens in 
drei Teile geteilt und mit verschiedenen CO2-Partialdrucken (z. B. 
20, 40, 80 mm Hg) in Gleichgewicht gebracht (vgl. S. 41). Man 
zentrifugiert und bestimmt in jeder Probe die Gesamtkohlensaure 
[C02]". Diese drei Analysen gestatten, die CO2-Absorptionskurve 
des "wahren Plasmas" der betreffenden Blutprobe festzulegen. 
Man sucht auf der Kurve den Punkt auf, der dem ersten [CO;] p 

Wert entspricht. Danach k6nnen [H2COa] p und [HCO;]p be
stimmt werden. So gewinnt man aIle Daten zur Berechnung 
des pH. Auf diese Weise erhalt man den "wahren" pH des Plasmas 
unter den Bedingungen des Partialdruckes der CO2 , wie er zur 
Zeit der Blutentnahme in vivo vorhanden ist. 

Die Genauigkeit der Methode entspricht, wie oben schon er
wahnt, der Genauigkeit, mit der pK mit der Wasserstoffelektrode 
bestimmbar ist. Abweichungen innerhalb pH ± 0,03 sind daher 
nicht zu verwerten (Bigwood). 

Eine Vereinfachung der Methode ist die Bestimmung der 

1 Bigwood: 1. c. S.143. 
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"reduzierten" Wasserstoffzahl nach Hasselbalch1• Man 
bringt dabei die Blutprobe mit einem willkurlichen Partial
druck der CO2 in Gleichgewicht. Hasselbalch wahlt 40 mm 
Hg-Druck, den durchschnittlichen Druck des Gases im arteriellen 
Blut. Man berechnet den auf diesen Druck bezogenen pH. Die 
erste [C02] p-Bestimmung der oben beschriebenen Methode, die 
CO2-Bestimmungen bei verschiedenen CO2-Drucken, sowie die 
Blutentnahme bei LuftabschluB fallen hier fort. Der so ge
wonnene Wert stimmt mit dem elektrometrisch bestimmten auf 
etwa ± 0,05 pH uberein. 

Macht man gleichzeitig mit der Blutentnahme eine Bestim
mung des Partialdruckes der Kohlensaure in der Alveolarluft 
(S. 71), und nimmt man an, daB der CO2-Druck im arteriel
len Blut derselbe ist wie in der Alveolarluft, so kann man den 
pH des arteriellen Elutes berechnen, entsprechend dem Punkte, 
der dem Partialdruck der Kohlensaure in der Ausatmungsluft ent
spricht ("Regulierte W asserstoffzahl ") 1. 

Bei der Feststellung des pH des Plasmas aus der Bestim
mung der Kohlensaure im Gesamtblut ist folgendes zu be
achten. 

Die Henderson-Hasselbalchsche Formel fur die Beziehung 
zwischen dem pH des Serums und dem CO2-Druck und CO2-

Gehalt des Gesamtblutes lautet: 

H - K' + 1 [C02] B - 0,13161Y.B pC02 

P S - P B og 0,1316 IY.B [pC0 2] 
(**) 

Die Indizes B bedeuten, daB die Werte sich auf das Gesamtblut 
beziehen. 

Nach van Slyke, Wu und McLean besteht die Beziehung 

CJ.B = (1 - 0,0067 h) CJ.s , 

wo h die Oxygenkapazitat in Vol.- % (ccm 02 fUr 100 ccm Elut) 
bedeutet. 

Aus dem Nomogramm auf S. 94 (nach van Slyke und 
Hastings) lassen sich die Werte fUr pK~ - pK; entnehmen. Die 
gerade Linie, die die bekannten O2 (oder Hb) und die pH-Werte 
fur Serum verbindet, trifft die W erte pK~ - pK~ fUr das total 
oxydierte und total reduzierte Elut (Abb. 44). 

Bei der Benutzung der CO2-Bestimmung und des CO2-Ge
haltes im Gesamtblut nach der Gleichung (**) zur Berechnung 
von pHs sind die Werte der Konstanten unsicherer als bei der 

1 Vgl. hierzu jedoch Bigwood: 1. c. S.145. 
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Benutzung des CO2 - Gehaltes des Serums und der Gleichung (*). 
Letztere ist demnach vorzuziehen 1. 

Den Grad der Anderung im pH mit der Temperatur bei kon-

pK'a- pKs 

0,1J 

O,·Kapazitiit cern HbrnM 
O,fiir 100 cern Blat 5 2 JiirkgBlut 

6 
7 J 
8 
9 

10 
'I 

12 5 

15 
6 

7 
18 8 20 
22 9 

0,02 ',-
, 0,02 

2S 
10 
11 

2!J 12 

Abb.44. 

stanter Bikarbonatkonzentration im Blut wie auch im "wahren" 
Serum gibt die Formel 

LI pH(NaHCQ,) = 0,02 (38° - to) 
an 2 • 

Pufferung und Pufferkapazitat elller Losung3 • 

Die Pufferung ist der Widerstand, den eine Losung einer Ver
anderung der H-Konzentration entgegensetzt. Die Pufferkapazitat 
entspricht der Konzentration der vorhandenen Puffer 4. 

1 Uber Berechnung des CO2-Gehaltes im Plasma aus dem des Gesamt
blutes vgI. auch van Slyke und Sendroy: J. of bioI. Chem. 79, 781 (1928). 

2 Stadie, Austin und Robinson (nach Austin und Cullen: 
Hydrogen Ion Concentration of the Blood S. 58. Baltimore 1926). 

3 Siehe auch Ham S. 326. 
4 Darstellung nach Klinke und Leuthardt: Klin. Wschr. 6, 2409 

(1927). - VgI. hierzu Koppel und Spiro: Biochem. Z. 65, 409 (1914); 
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Die Darstellung einer "Pufferungskurve" ist aus der Abb. 45 
ersichtlich. In dieser sind die pH-Werte der Lasung auf der Ab
szissenachse, die Sauren- oder Laugenkonzentrationen auf der 
Ordinatenachse aufgetragen. Die Abszissenachse ist durch den 
Ausgangs-pH der Lasung gelegt. Subtrahiert man von den Ordi
naten dieser Kurve die Ordinaten der Titrationskurve des Wassers, 
so erhalt man die "Pufferungskurve". Die "Pufferung" ist die 
trigonometrische Tangente des Neigungswinkels der Kurven
tangente gegen die Abszissenachse in einem beliebigen Punkt der 
Kurve 1. Der Abstand des geraden Teils dieser Kurve von der 
Abszissenachse (AA' bzw. BB') 
gibt die Sauren- bzw. Laugen- 1. 
konzentration an, die notwendig ~ 

~ ist, um die Pufferung der Lasung ~ 

zu erschapfen2• Diese Konzen- -~+i-~'r'--__ -------
tration ist die "gesamte Puffer- } 
kapazitat der Lasung". Sie ist B' 

das MaB fUr aIle Wasserstoffionen ..; .-.-. --"\,\\) 
bzw. Hydroxylionen bindenden ~ 
Krafte. Liegen einfach Gemische ~ 

~ von schwachen Sauren mit ihren .., I------..."",-!O,----,,-.... '-+I-· 
Alkalisalzen - wie im Blute - J \ 
vor, so ist die Saurekapazitat Abb.45. 
1 . h d K t t' d AI - - - - Titrationskurve der Losung, g elC er onzen ra IOn er - _._._ Titrationskurve des Was$ers, 

kaliaquivalente und die Laugen- ._--- Pufferungskurve. 

kapazitat gleich der Konzentra-
tion der freien Saureaquivalente. 1m Karper tritt der Fall, daB die 
gesamte Pufferkapazitat einer Lasung erschapft wird, niemals 
ein. In Betracht kommt nur die Pufferkapazitat innerhalb einer 
bestimmten physiologisch maglichen Moderationsbreite. Diese liegt 
beim Blut etwa zwischen pH 6,0 und pH 8,5. Klinke und Leut-

ferner Leuthardt: Kolloidchem. Beih. 25, 1 (1927). - Moser: Hel
vet. chim. Acta 9, 414 (1926) und Kolloidchem. Beih. 25, 69 (1927). 

1 P d' Puff . I' h .d 8 .d 8 0 .d (8 - 8 0 ) 8 d' K ,Ie erung 1St g elC Lfh - .d h = -~' WO Ie on-

zentration der zugefiihrten Saure, h die Wasserstoffionenkonzentration 

und ~ ~o (das Verhaltnis des Saurezusatzes zur Anderung der Wasser

stoffionenkonzentration) die Titrationskurve des Wassers bedeuten. (V gl. 
Koppel und Spiro). 

2 Die Pufferungskapazitat ist die Zahl der Saure- (bzw. Basen-) Aqui
valente, die man einem System pro Volumeneinheit zusetzen muB, bis 
seine Pufferung den Wert Null erreicht, d. h. sie so klein wird, daB man 
sie praktisch vernachlassigen kann. 



96 Die Reaktion des Blutes. 

hardt bezeichnen das pH-Intervall zwischen der nativen und der 
als Endpunkt festgelegten H"-Konzentration als die physio
logische Moderationsbreite und verstehen unter der physio
logischen Pufferkapazitat die Abnahme, die die Pufferkapazitat 
vom Ausgangspunkt bis zum Endpunkt der Moderationsbreite 
erfahrt. 

ZahlenmaBig miBt man die physiologische Pufferkapazitat, 
indem man die Konzentration an 0,001 n Saure bzw. Lauge an
gibt, die zur Erreichung des festgelegten pH notig ist. Die Saure
konzentration wird berechnet, indem man die Konzentration an 
Saure angibt, die erhalten werden wurde, wenn die zu titrierende 
Losung durch reines Wasser ersetzt ware. Es wurde also z. B. ein 
Serum vom pH 7,3 (dem "nativen" pH), das zur Erreichung eines 
pH von 6,0 eine Saurekonzentration von 0,010 n verlangt, die 
Pufferkapazitat 10 aufweisen. Fur die physiologische Puffer
kapazitat schlagen Klinke und Leuthardt die Bezeichnung 
OM (capacitas moderatorum) vor. In dem gegebenen Beispiel 
ware die Angabe der GroBen, die fUr die Charakterisierung der 
Losung besonders wichtig sind, des pH und der Pufferkapazitat 

18 mit OM~:g = 10,0 gegeben. 
~ 16 Die praktische Ausfuh-
§ 1¥ """ A' rung der Bestimmung von 
~'12 ['... OM geschieht nach Klinke 
~10~C' ~ und Leuthardt wie folgt. 
~ 8 ------".15~".> "'" Eine bestimmte Menge der zu 
'" I '.-:::", "'- untersuchenden Flussigkeit ~ 6 ' .. ~ --_......... --

.~ ~ -----:;'I-------~:-':'._0 wird mit steigender Menge 
~ z~BtZ';::---~~-- --""-"~ Saure (etwa 1,0 n Losung) 

o 
I I .... ~ im Wasserstoffstrom oder 

6 7 Ausgangs 8 mit der Chinhydronelektrode 
l/, elektrometrisch titriert. Der 

(mit l1Iasserstoffblase gemessen) 
"native" pH des Serums 

Abb.46.Titration8kurvenvonnormalem(~~), . d d . d h 
eklamptischem(~~-~)undrachitischem(-"""""') WIr geson ertmIt erste en-

Serum. den Wasserstoffblase be-
A A' = Pufferkapazitat des normalen Serums 

= 9,5, 
B B' = Pufferkapazitiit des eklamptischen Serums 

= 6,4, 
C C' = Pufferkapazitiit des rachitischen Serums 

= 6,6, 
Ausgangs'PH = 7,3. (Nach Moser). 

stimmt. Die Titrationskurve 
wird graphisch dargestellt, 
wobei die Abszisse durch den 
nativen pH gelegt wird und 
auf der Abszisse diepH-Wer

te, auf der Ordinate die Saurekonzentrationen aufgetragen werden. 
Die Lange der Ordinate des Punktes pH = 6,0 in Einheiten 0,001 n 
Saure ergibt die Pufferkapazitat eM der Losung. (Vgl. Abb. 46.) 
Zur Ausschaltung des Verdunnungsfehlers bei der Titration wird 
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nach dem Vorschlag von Moser das Serum halb mit Wasser ver
diinnt und bei der Titration genau so viel an unverdiinntem 
Serum hinzugefiigt wie das Volumen der zugesetzten Saure be
tragtl. 

Elektrodialyse des Serums 2. 

(Schnelldialyse) des Serums nach Ettisch 3• 

Die Elektrodialyse (abgekiirzt: ED) ist eine Dialyse, die da
durch beschleunigt wird, daB man sie im elektrischen Felde vor 
sich gehen laBt. Auch ihr kommt also primar der Zweck zu, 
fliissige Substa"!lZgemische zunachst und hauptsachlich von Elek
trolyten zu befreien. Dabei besteht aber auBerdem die Moglich
keit, auch Nichtelektrolyte aus jenem Gemisch mit fortzu
schaffen (s. w. u.). Die Feldanlegung aber zwingt dazu, fiir die 
ED, gegeniiber der einfachen Dialyse, besondere Anordnungen 
hinsichtlich der Apparatur zu treffen, in der sie vor sich gehen 
solI. Das elektrische Feld bewirkt zunachst, daB Anionen und 
Kationen in entgegengesetzter Richtung das Substanzgemisch 
verlassen. An den Elektroden erfolgt sodann aber der "Obergang 
der Ionen in Molekiile usw. (Elektrolyse). Es ist daher notwendig, 
die Auswanderung in besondere abgeschlossene Raume zu leiten, 
damit das zu reinigende Substanzgemisch von den abgesonderten 
Ionen getrennt bleibt. Ferner ist es erforderlich, jene Elektro
lysenprodukte zu entfernen, um Riickdiffusionen von Saure bzw. 
Laugen zu verhindern. 

Diesen Bedingungen wird am einfachsten geniigt durch Verwendung 
eines Dreikammersystems, wie es das Schema der Abb.47 angibt. 

Von den 3 Kammern I, II, II' der Elektrodialysierzelle enthiilt die 
mittlere I die zu dialysierende Substanz. Sie wird als Mittelkammer, auch 
Dialysierkammer, bezeichnet. Die beiden endstiindigen Kammern II und 
II' enthalten die Elektroden E und E'. Durch sie flieBt dauernd der 
spiilende Strom von destilliertem Wasser. Er tritt bei EI bzw. E2 ein, 
und bei Al bzw. Az wieder aus. Diese Kammern heiJ3en Endkammern, 
Elektrodenkammern, auch Spiilkammern. Sie sind von der Mittelkammer 
durch Membranen M+ bzw. M_ getrennt. An die Elektroden wird die Span
nung einer Gleichstromquelle B gelegt unter Einschalten eines Ampere
meters mit den MeBbereichen von etwa :1 Milliampere bis 10 Ampere. 
Der Regulierwiderstand R regelt die SpannungsverteiIung. Das Voltmeter V 

I In der so bestimmten Pufferkapazitiit ist die "Kohlensiiurepuffe
rung" nicht enthalten. 

2 Die Darstellung verdanken wir Herrn Ettisch, Dahlem. 
3 S. hierzu z. B. Ettisch u. Ewig: Biochem. Z. 200, S. 250 (1928).

T6th: Prakt. III, 241; ferner Dhere: Kolloid-Z. 41,243 (1927). 
Rona-Kleinmann. Blut u. Harn. 7 
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zeigt an, welches die jeweilige Spannung zwischen den Klemmen der Elek
troden (Dialysierspannung) ist. Damit ist man auch iiber den jeweiligen 
Widerstand zwischen den Elektroden unterrichtet. Bei solcher Anordnung 
werden die Elektrolyte aus der Zelle beschleunigt herausgeholt, da die 

B 
1-----.... -11-------J 

Abb. 47. I Mittelkammer; II, II' Spiilkammern; 
M+ positive, M_ negative Membran; E positive 
(Platin-), E' negative (Kupfer-) Elektrode; E,E, Ein
fluBoffnungen, .£1 10 .£1, AusfluBofinungen, B Gleicb
strombatterie; R Regulierwiderstand; .A Ampere-

meter; V Voltmeter_ 

Membranen fiir diese durch
lassig sind. Die Membranen 
besitzen aber Eigenladung. 
Es muB daher stets auch eine 
elektrosmotische Wasseriiber
fiihrung stattfinden. Bei die
sem Vorgang k6nnen auch 
solche Molekiile bzw. Mole
kiilkomplexe die Mittelkam
mer verlassen, die durch die 
Membranen eben noch hin
durchzutreten verm6gen. 
Auch solche K6rper, die in 
der Mittelkammer nur zu 
einem auBerst geringen Bruch
teil dissoziiert vorhanden 
sind, werden durch die ED 
daraus entfernt werden k6n
nen. Es bleiben also alle die
jenigen K6rper in der Mittel
kammer zuriick, die die Mem
branen nicht durchtreten 
lassen. Das k6nnen groBe 
Ionen, groBe Molekiile usw. 

sein. Es hat sich gezeigt, daB es im Einzelfalle darauf ankommt, was fiir 
Substanzgemische man von Elektrolyten und Nichtelektrolyten befreien 
solI. Bei gegebenen Membranen, gegebener Spiilung und Apparate
konfiguration zeigt die ED einen Verlauf, eine Dauer und einen End
zustand, der abhangt von Natur, Konzentration, Mischungsverhaltnis der 
zu dialysierenden Substanz i. B. Elektrolyte und Nichtelektrolyte. Es 
ist ferner von hoher Bedeutung, ob die Mittelkammer auch noch Kolloide 
enthalt. Dabei spielt eine Rolle, von welcher Art diese sind. Ferner ist zu 
beachten, daB die Entfernung von Elektrolyten oder Nichtelektrolyten aus 
einem Gemisch mit einer oder mehreren anderen Substanzen dazu fiihren 
kann, sekundar an diesem zuriickbleibenden Gemisch Anderungen her
vorzurufen, wodurch dieses etwa aus dem ge16sten Zustand in den un
ge16sten iibergeht. Dieser Fall wird sich gerade bei der Elektrodialyse des 
Serums verwirklicht zeigen. Aber nicht nur Fallungen k6nnen auf diesem 
Wege zustande kommen, sondern auch noch andere Wirkungen, z. B. Syn
thesen. Es zeigt sich also, daB es eine ED schlechthin nicht gibt, sondern 
nur eine solche mit einer bestimmten Substanz, zu einem bestimmten 
Zweck und schlieBlich, wie noch zu zeigen sein wird, mit eil}!lr bestimmten 
Membrankombination. Je nachdem die Umstande eine Anderung vor
schreiben, ist die Anordnung irgendwie zu andern. Dabei wird jedesmal 
ein Probeversuch entscheidend sein miissen. 

Hier solI allein die ED des Serums ausfiihrlich erortert werden. 
Bei der ED des Serums ist die Elektrolytentfernung grund

satzlich ebenfalls der Primarvorgang. Ihm schlie£en sich se-
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kundare an: Sauerung und EiweiBausfall. Hinsichtlich der 
praktischen Bedetltung der ED des Serums steht nicht so 
sehr die Elektrolytentfernung an sich im Vordergrund, als viel
mehr die Erscheinung des EiweiBausfalles, der teilweise eine 
Folge von jener ist. Die ED wird also zur Darstellung von 
Serumproteinen benutzt. Eine reine Elektrolytentfernung ohne 
Fraktionierung ist theoretisch nicht moglich. Damit tritt die ED 
als Fraktionierungsmethode neben die Fallungsmethoden. Dabei 
muB die Frage noch offen gelassen werden, in welcher Weise 
und ob iiberhaupt die durch die Fallungen gewonnenen Proteine 
qualitativ und quantitativ iibereinstimmen mit denen durch ED 
gewonnenen. 

Bei der ED des Serums sollen folgende Bedingungen erfiillt 
werden: 1. Das Serum solI in unverdiinntem Zustande verarbeitet 
werden, da Verdiinnung hochstwahrscheinlich Veranderungen in 
seinem Gefiige hervorruft. 2. muB die ED moglichst rasch ab
laufen, damit die Proteine nicht unnotig lange im elektrischen 
Felde verbleiben. Es sollen ferner auch die Veranderungen durch 
Pilze, Faulniserreger, Autolyse usw. weitestgehend hintangehalten 
werden. Es ist daher mit den hochst zulassigen Spannungen zu 
arbeiten. 3. diirfen extreme Reaktionsverschiebungen in der 
Mittelkammer weder nach der sauren noch nach der alkalischen 
Seite hin auftreten, damit Anderungen in der Konstitution der 
EiweiBkorper unterbleiben. 4. Die Temperatur in der Mittel
kammer darf nicht iiber die Grenzen steigen, die das Serum 
unter normalen Verhaltnissen besitzt. Neben diesen Bedingungen 
laufen noch gewisse praktische Erfordernisse, wie Handlichkeit 
und Ubersichtlichkeit der gesamten Anordnung, Vermeidung 
von iibermaBigem Gebrauche von destilliertem Wasser u. a. m. 
Von allen diesen einzeln angegebenen Bedingungen kann natur
gemaB abgewichen werden, sobald besondere Zwecke dieses er
fordern. So kann es sich unter Umstanden darum handeln, ge
rade Serum von bestimmtem Verdiinnungsgrad zu verarbeiten. 
Es kann ferner erwiinscht sein, eine langsame ED durchzufiihren. 
In anderen Fallen kann gerade der EinfluB starker Reaktions
verschiebungen zur Untersuchung stehen, oder aber man will 
in hoherem Temperaturbereich arbeiten oder gerade mittels der 
ED eine Hitzekoagulation der Serumproteine hervorrufen. Von 
solchen Ausnahmefallen solI aber hier vollkommen abgesehen 
werden. Hier solI nur von der normalen ED die Rede sein, bei 
der dann den oben aufgestellten Bedingungen zu geniigen ware. 
Dieses geschieht durch einen bestimmten Typ der ED. Fiir 
ihn ist die Art der zur Absperrung der Mittelkammer er-

7* 
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forderlichen Membrankombination von ausschlaggebender Be
deutung. Es liefern einen solchen vorgeschriebenen Verlauf 1. die 
Kombination: Pergamentmembran vor der negativen Elektrode, 
Albumin-Kollodiummembran vor der positiven. 2. die Kombina
tion Pergamentmembran vor der negativen Elektrode, Gelatine
kollodiummembran vor der positiven. Als Pergamentmembran 
wird dabei das kaufliche Pergamentpapier verwendet. Die Her
stellung der bezuglichen Kollodiummembranen wird am Schlusse 
mitgeteilt werden. Es gibt eine Reihe von Apparaten, in denen 
die ED vorgenommen werden kann. 

Hier sei nur diejenige beschrieben, die jenem oben angegebenen Schema 
(Abb.47) am nachsten kommt, und die auch mit Beziehung auf die hier 

Abb. 48. 

dargelegten Bedingungen die gunstigste Konfiguration darstellt. Sie be
steht aus einem Glaskasten von rechteckiger Grundflache, dessen Ab
messungen sich nach den zu dialysierenden Substanzmengen richtet 
(siehe Abb. 48). 

An ihm sind die beiden ZufluBoffnungen EE und die AusfluBoffnungen 
A, A zu erkennen. Ferner besitzen die oberen Rander der Vorder- und 
Hinterflache je 2 Ausschnitte B, B, in die die bezuglichen Elektroden (in 
den Endkammern Bl , B2 ) eingehangt werden. Die Elektroden bestehen 
aus rechtwinkligen Glasrahmen mit Auslegebugeln. Der mit Platindraht 
besponnene Rahmen dient als Anode, der mit Kupfer besponnene als 
Kathode. Jeder Rahmen tragt eine Klemmschraube. 

Die Mittelkammer M (s. Abb. 49) nimmt die zu dialysierende Flussig
keit auf. Sie besteht aus 3 Teilen. Aus einem Glasblock B und 2 Rah
men R l , R 2 • 

Die Mittelkammer ist in den Glaskasten eingepaBt. Zur Anbringung 
der bezuglichen Membranen wird der Block B an den betreffenden Flachen 
mit einer dunnen Schicht Zaponlack bzw. mit einer GelatinelOsung uber-
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pinselt und die betreffende Membran in feuchtem Zustand darauf gelegt 
und leicht angedriickt. Man darf die Membranen nicht trocken aufkleben, 
da sie in der Fliissigkeit quellen und dann einen zu groBen Mittelraum 
abgeben. Bei den Kollodiummembranen muB man mit dem Zaponlack 
vorsichtig umgehen, da er das KOllodium aufzulosen vermag. Kleine 
Defekte lassen sich aber mit fliissigem Kollodium wieder leicht ausbessern. 
Hat man beide Membranen befestigt, so werden die Glasrahmen R I , R2 
von auBen an die Mem-
branen gelegt. Mittels 
der Hartgummischrau
ben G, unter die Gummi
plattchen gelegt wer
den, werden die Rah
men mit dem Glas
block verbunden. Nach 
einigen Minuten priift 
man die Mittelkammer 
durch Wassereinfiillen 
auf ihre Dichtigkeit. 1st 
diese sichergestellt, so 
fiigt man die Mittel
kammer in das Glas
gefaB ein, nachdem 
man sich iiberzeugt hat, 
daB die Membranen 
nicht allzusehr aus dem 

Abb.49. 

Rahmen nach den Seiten herausragen. Eine besondere Befestigung oder 
Abdichtung der Mittelkammer im Glaskasten ist fUr gewohnlich nicht er
forderlich, da der kapillare Spalt zwischen ihr und den Wanden des Kastens 
einen sehr groBen elektrischen Widerstand darstellt. Will man aber auf 
jeden Fall sichergehen, so kann man durch heiBes Paraffin mit ein paar 
Pinselstrichen die Mittelkammer festkitten und zugleich die beiden End
kammern voneinander isolieren. Damit ist die Zelle fiir die ED zusammen
gestellt. Bei Nichtgebrauch muB sie, wenn sie nicht auseinandergenommen 
wird, mit Wasser gefiillt aufbewahrt werden, damit die Membranen nicht 
austrocknen und dabei einreiBen. Beim Auseinandernehmen lOst Azeton 
den Zaponlack, Wasser die Gelatine leicht auf. Die Rahmen diirfen von der 
Unterlage nur abgeschoben, nicht abgehoben werden, da sie dabei leicht 
zerbrechen. Ein gebrochener Rahmen kann aber noch weiter Verwendung 
finden, da er durch die Verschraubung seine Stiitzfunktion noch auszu
iiben vermag. Es ist daher auch nicht erforderlich, die Rahmenschrauben 
iibermaBig fest anzuziehen. 

Die Spiilung der Endkammern erfolgt mit destilliertem Wasser. Man 
stellt die Vorratsflasche etwa 1m erhoht gegeniiber der ED-Zelle auf und 
laBt von dort aus durch ein eingeschaltetes T-Stiick aus Glas das Wasser 
durch die beiden Spiilkammern flieBen. Durch aufgesetzte Schrauben
quetschhahne kann man jeden ZufluB und AbfluB regulieren. Oft ist es 
von Bedeutung, die Spiilfliissigkeit zu analysieren, dann ware das ab
flieBende Wasser aufzufangen. Bei der hier dargestellten Methode der ED 
braucht das Spiilwasser nicht iibermaBig rasch durch die Kammern ge
schickt zu werden. Als Beispiel sei erwahnt, daB bei der ED von etwa 
40 cern unverdiinntem Serum in der beschriebenen Apparatur in der ersten 
Stunde 5 Liter, in der zweiten Stunde 4 Liter Wasser verbraucht wurden. 
Man kann also auf etwa 1 cern Serum 100-150 ccm destilliertes Wasser 
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rechnen, je nach der Art und Dauer der ED. Erhohung der Spiilgeschwin
digkeit hat kaum einen EinfluB auf den grundsatzlichen Gang der ED. 
Von Vorteil ist allerdings die dadurch bewirkte Klihlung infolge Ansteigen 
des elektrischen Widerstandes. Das erreicht man aber zweckmaBiger durch 
Einlegung von Kiihlschlangen in samtliche Kammern. Diese Kiihlung wird 
durch Leitungswasser gespeist: Man verfahrt aber noch besser, wenn man 
durch Regulierung der Stromstarken die Warmeentwicklung hintanhalt. 
Diese ist von Bedeutung nur etwa im ersten Viertel der ED. Sehr bald 
wird die Joulesche Warme infolge Anwachsen des Widerstandes geringer, 
so daB man in den iibrigen Dreivierteln schon mit voller Spannung ar
beiten kann. 

In die Mittelkammer wird noch eine Riihrvorrichtung eingefiihrt. 
Diese muB so arbeiten, daB eine gute Durchmischung des Inhaltes wahrend 
der ganzen ED vor sich geht. EinElektromotor oder auch eine gut laufende 
Wasserturbine vermag dieses sicherzustellen. 

An die Elektroden wird eine Gleichstromquelle von 120 bzw. 220 Volt 
gelegt. 

Gewinnung von EiweiBfraktionen durch die 
Elektro dialyse. 

Die Elektrolytentfernung ist der Primarvorgang auch fUr 
die Serum-ED. Diese Entfernung hat aber zur Folge, daB die 
Globuline, die nur bei Elektrolytgegenwart ge16st sind, ihre Los
lichkeit verlieren. Diese sind im normalen Serum (pH 7,5-8,0) 
als Natrium-Globulinat vorhanden. 1m Laufe der Elektrolytent
ziehung muB also notgedrungen ·auch eine Membranhydrolyse 
eintreten. Das Na wird durch die Membran hindurchkonnen, 
nicht aber das entsprechende Globulin-Anion. Dabei geht die Re
aktion in der Mittelkammer aus dem alkalis chen in den sauren 
Bereich. Damit ist aber die zweite notwendige Bedingung fUr den 
Globulinausfall verwirklicht, die Sauerung. 1m isoelektrischen 
Punkte (pH 5,4) ist das Globulin bei Elektrolytfreiheit vollkommen 
un16slich. Sind aIle Elektrolyte entfernt, so muB die Membran
hydrolyse der Proteine eine saure Reaktion herbeifUhren. Die 
beiden Vorgange sind also eng miteinander verbunden. Beim 
pH 4,7 ist die Membranhydrolyse fur Albumin, bei pH 5,4 die 
fUr Globulin beendet. Sieht man von anderen Faktoren ab (be
sondere Membrandurchlassigkeit, EiweiBkonzentrationen, Gegen
wart noch anderer Stoffe), so wird jede ED in dem Bereich der 
Sauerung um pH 4,7 herum enden mussen. Da die Globuline von 
pH 4,0-7,01 praktisch un16slich sind, fUhrt eben jede Serum-ED 
notwendig zur Globulinfraktionierung, also notwendig auch zu einer 
Reaktionsverschiebung in bestimmtem AusmaBe nach der sauren 
Seite hin. Es gibt keine Serum~Elektrodialyse ohne Sauerung. 

1 Ett.isch u. Runge: Kolloid-Z. 37, 26 (1925). 
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Sobald man Wert legt auf Fraktionierungsprodukte, die 
quantitativ und qualitativ einigermaBen vergleichbar sind, muB 
der Verlauf jeder ED kontrolliert werden. Den VerIauf des Ei
weiBausfalles kann man dadurch bestimmen, daB man in gewissen 
Zeitabstanden der Mittelkammer Proben entnimmt und diese 
zentrifugiert. Aus der uberstehenden Flussigkeit kann nach einer 
der ublichen MeBmethoden der EiweiBgehalt festgestellt werden. 
Hat man auch den EiweiBgehalt des Serums ermittelt, so ergibt 
sich als Differenz der EiweiBausfall. Diese Methode kann nicht 
als vollkommen exakt angesehen werden, da dabei der EinfluB 
der elektroosmotischen Wasseruberfuhrung unberucksichtigt bleibt. 
Diese Feststellungsmethode erweist sich aber fUr gewohnlich als 
vollkommen ausreichend. Den VerIauf der Elektrolytentfernung 
beobachtet man an einem in den Stromkreis geschalteten Ampere
meter und gegebenenfalls zugleich auch an dem Voltmeter. Auch 
hierbei handelt es sich um kein absolut exaktes Verfahren, aber 
auch hierbei kann man zeigen, daB man ein zureichendes MaB 
fUr die bezuglichen Anderungen in der Mittelkammer erhalt. 
Zu Beginn der ED pflegt die Stromstarke anzusteigen, unter 
Sinken des Widerstandes im Gesamtsystem. Die hierbei auf
tretende Erwarmung wird durch den Vorschaltwiderstand in den 
zulassigen Grenzen gehalten. Sehr bald kann jeglicher Wider
stand herausgenommen werden. 

Die hauptsachlichste Kontrolle der Elektrodialyse besteht in 
der Beobachtung des pH-VerIaufs. Die besondere Wichtigkeit liegt 
dabei darin, daB sowohl ubermaBige Sauerung als auch Alkali
sierung Anderungen in der Konstitution der Proteine hervorrufen 
konnen. Das Ansteigen des pH uber den Ausgangswert des Serums 
wird durch die hier angegebenen Membrankombinationen ver
hindert. Auf dieses Moment muB besonderer Wert gelegt werden. 
Eine pH-Verschiebung in gewissen Grenzen nach der sauren 
Seite hin wird dagegen fUr die Serumfraktionierung erforderlich 
sein. Es geht aber aus den obigen Erorterungen klar hervor, 
daB ein Ansteigen der Sauerung bis zu pH-Werten von < 4,0 
zu vermeiden ist. Hier lOsen sich ja die Globuline wieder auf, 
und fast gleichzeitig kommt es zu sekundaren Erscheinungen 
(Membranbildungen an der Kathode usw.). Hierbei werden dann 
die EiweiBkorper gewiB ebenfalls eine erhebliche Veranderung 
erIeiden. Es sei in diesem Zusammenhang noch bemerkt, daB 
die anodische Membran als EiweiBmembran naturgemaB leicht 
bakterieller und autolytischer Zersetzung zuganglich ist. Sie ist 
daher stets nur eine gewisse, wenn auch recht groBe Zahl von 
Malen verwendbar. Aber nicht nur eine Veranderung der Mem. 
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bran, sondern aueh ein besonderer Zustand des Serums (Hamo
lyse) kann einen abnormen Verlauf des Reaktionsganges wahrend 
der ED bewirken. Aus allen diesen Grunden ist die pH-Kontrolle 
bei jeder ED erforderlieh. 

Die Dauer der ED ist naturgemaB wesentlieh abhangig von 
der Gesehwindigkeit der Elektrolytauswanderung. Diese wieder
um aber von dem Widerstand, den die Ionen in der Membran 
finden. Bei den versehiedenen Membrankombinationen ist diese 
Gesehwindigkeit versehieden. Als gunstigste anodisehe Membran 
hat sieh die Gelatinekollodiummembran erwiesen. Eine ED von 
etwa 35 eem dauert etwa 30 Min., die von etwa 250 eem 80 bis 
90 Min. 

Das Ende der ED, der Augenbliek ihres Abbruehes ist dadureh 
gegeben, daB weder der Strom transport, noeh der EiweiBgehalt, 
noeh der pH-Wert sieh andert. Verfolgt man demnaeh den Ver
lauf der ED in cler oben vorgesehriebenen Weise, so zeigt sieh 
das Ende der ED leieht an. 

Die hier besehriebene Vorriehtung zur ED ist aueh fUr eine 
sehr wirksame Sehnelldialyse verwendbar. Dabei wird das elek
trisehe Feld fortgelassen; die Ruhrvorriehtung in der Mittel
kammer und die Spulung in den Endkammern werden dagegen 
beibehalten. 

Herstellung von einfaehen und zusammengesetzten 
Kollodiummem branen. 

1. Herstellung von Kollodiummemb~anen. Zur Herstellung von 
Kollodiummembranen verwendet man das Atheralkohol-Kollodium von 
C. A. F. Kahlbaum ("zur Herstellung von Membranen zur Dialyse"). Man 
halt die Vorratsflasche stets gut .. verschlossen, um eine Konzentrations
anderung infolge Verdunstens von Ather zu vermeiden. In moglichst dunner 
Schicht wird dann dieses Kollodium in eine Schale mit ebenem Boden 
ausgegossen und diese Schale dann auf einen Tisch gestellt, von dessen 
Ebenheit man sich uberzeugt hat, und von des sen Oberflache Zugluft 

S'ftibchen ferngehalten werden kann. r 4 Stehen keine solchen Schalen 
Spiegelglasp/alfe,p/anpara/e// _ zur VerfUgung, so nimmt 

Abb. 50. man eine planparallele Spie-
. . . gelglasplatte von Abmessun-

gen, ~le um eImg.es' groBer sind, als die Membran spater werden solI. 
Auf dlese Platte klttet man uber ihren Randern (s. Abb. 50) diinne Glas
r?hre oder -stabchen fest (mit Kanadabalsam, Wasserglas, Glaserkitt oder 
emer anderen Masse). Man kann sich auf diese Weise selbst eine Schale von 
geniigender GroBe anfertigen. Das ausgegossene Kollodium wird so lange 
der Trocknung unterworfen, bis bei schrager Aufsicht auf der gesamten 
Membranoberfla?he die erhabenen Rippen eines Chagrinmusters erscheinen 
(et~a 20-30 Mmuten). Daranf wird die Schale in einem groBen Wasser
gefaB volIkommen untergetaucht. Man laBt die Membran dort einige Zeit 
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mit ihrer Schale und unterstiitzt dann die AblOsung durch vorsichtiges 
Abtrennen der Membran yom Rande her mit einem scharfen Messer. Da 
unter Umstanden sich yom Kitt des Schalenrandes etwas in Atheralkohol 
gelost haben und in den Rand der Membran eingedrungen sein konnte, 
wird die Schale groEer als erforderIich gewahlt. Erteilt man nun durch Ab
schneiden der Rander der Membran die erforderIiche GroEe, so werden gleich
zeitig die verunreinigten Teile mit entfernt. Nach Wassern von etwa 1 Stunde 
bei mehrmalsgewechseItem, destilliertem Wasserist die Membran verwendbar. 

2. Albuminkollodiummembran. Hierzu ist erforderlich 1. AI
kohol-Atherkollodium wie oben, 2. feinst pulverisiertes Eieralbumin von 
Merck. Von dem Kollodium gieEt man die notwendige Menge in ein ErIen
meyerkolbchen und fiigt eine solche Menge von dem Eieralbumin hinzu, 
daE stets Bodenkorper vorhanden ist. Es wird mehrmals kraftig durch
geschiittelt und die Suspension dann etwa 1 Stunde sedimentieren gelassen. 
Noch triibe wird die Suspension ausgegossen und weiter so behandelt, wie 
es oben von der reinen Kollodiummembran beschrieben worden ist. Wegen 
der bakteriellen Angreifbarkeit muE die Membran bei Nichtbenutzung 
unter Wasser im Eisschrank aufbewahrt werden. 

3. Gelatinekollodiummembran. Hier wird zunachst nur Kollodium 
in der oben angegebenen Weise ausgegossen. Auch alleanderen Kennzeichen 
der Trocknung usw. bleiben dieselben. Nachdem man die fertige Kollodium
membran kurze Zeit gewassert hat, bringt man sie in eine 2 % ig. Losung 
von Lichtfiltergelatine (Agfa) und laEt sie 24 Stunden darin. Die Gelatine 
ist beim Einbringen der Membran warmfliissig, erstarrt aber bei der Ab
kiihlung bzw. bei der Aufbewahrung im Eisschrank. Wenn dann die Kol
lodiummembran nach 24 Stunden herausgenommen wird, muE sie von 
den anhaftenden groben Gelatineteilchen gereinigt werden. Da die Gelatine 
ein wenig zuverIassig definierter Korper ist (Alter der Gelatine !), stellen 
sich bei dieser Membran unter Umstanden Stiirungen heraus. Auch aus 
diesem Grunde ist daher jede ED zu kontrollieren. 

Es sei zum SchIuE noch erwahnt, daE man sich die Kollodium-Mem
branen in verschiedener Dicke und auch mit verschiedener Durchlassig
keit herstellen kann. Sehr gro~!lDurchlassigkeit erzielt man dadurch, 
daE man das kiiufliche Alkohol-Ather-Kollodium mit dem Losungsmittel 
verdiinnt. Dabei kann man naturgemaB auch sehr diinne Membranen er
halten. Erheblich dicker und weniger durchlassig werden die Membranen, 
sobald von dem Losungsmittel gewisse Mengen verdampft sind. Man kann 
aber auch bei feinen Membranen erschwerte Durchlassigkeit erreichen da
durch, daE man sie in verdiinnte Losungen von Formaldehyd auf Iangere 
oder kiirzere Zeit bringt. Uber die vor sich gegangene Veranderung kann 
man sich durch Versuche iiberzeugen. 

Spektroskopie des Blutes l , 

Das Absorptionsspektrum. 

Zur Untersuchung biologischer Farbstoffe dient die spektrosko
pische Beobachtung ihrer Absorptionsspektren. Hierunter versteht 

1 Vgl. Sch umm: Spektrochemische Analyse, 2. Aufl. Jena 1927. S. auch 
Schumm in Abderhaldens Arbeitsmethoden IV/3, S. 63 (1924.) Ferner 
Lowe in Abderhaldens Arbeitsmethoden IIj2, S. 1431 (1928.) 
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man das Spektrum des weiBen Lichtes, aus dem durch das Einschal
ten der zu untersuchenden Farb16sungen in den Strahlengang be
stimmte Teile des Spektrums teilweise oder vollstandig ausgeloscht 
werden. Diese "Lucken" im Spektrum des weiBen Lichtes stellen 
entweder mehr oder weniger gut abgegrenzte Bezirke dar, so daB 
das Absorptionsbild "Streifen" oder "Banden" aufweist, oder es 
findet eine tiber groBere Bezirke des Spektrums ausgedehnte, 
endwarts allmahlich zunehmende "Endabsorption" statt. Die 
Absorptionsstreifen konnen entweder symmetrisch oder un
symmetrisch gestaltet sein, d. h. ihr "Dunkelheitsmaximum" liegt 
entweder in der Mitte des Streifens oder seitwarts, von der Mitte 
abweichend. Man bezeichnet den dunkelsten Streifen als Haupt
streifen, die schwacheren als Nebenstreifen. Die Lage der Banden 
im Spektrum wird, wie jede Ortsbezeichnung im Spektrum, aus
gedruckt durch Angabe der Wellenlange der Strahlen des zu messen
den Spektralteiles. Da die absolute Zentimetereinheit fur die 
Wellenlange sehr kleine Zahlen ergibt, so werden zur Bezeichnung 
von Wellenlangen die GroBen ,u=1O-4 cm, m,u (oder ,u,u) =10-7 cm 
oder die Angstrom-Einheit A = 10-8 em angewendet. Die Natrium
linie D2 wird also bezeichnet zu 5,889'10- 5 cm = 0,589 ,u 
= 588,9 m,u = 5889,965 A. Die Einheit ist der MeBgenauigkeit 
entsprechend zu wahlen. Fur die Lage von verwaschenen Ab
sorptionsbanden ist die m,u-Einheit genau genug, wahrend reine 
Spektrallinien in A angegeben werden. Die Lage der Absorp
tionsstreifen und Banden im Spektrum ist von einer Reihe 
verschiedener Faktoren (siehe w. u.) abhangig; bei Konstant
haltung derselben ist sie aber exakt reproduzierbar. Die Art des 
Spektrums und seine Anderung bei chemischer Reaktion des 
Farbstoffes ist fUr die einzelnen Farbstoffe charakteristisch. 

Zahl oder Art der Absorptionsstreifen sind abhangig: 
a} von der Art des Losungsmittels. Starke Unter

sehiede bestehen oft zwischen den Spektren alkoholiseher und 
waBriger, saurer und alkaliseher Losungen desselben Farbstoffes. 

b} von der Konzentration des Farbstoffes. Das Bild 
des Absorptionsspektrums wird stark beeinfluBt von der Kon
zentration der von Licht durchsetzten Lasung oder, was das 
gleiche ist, von ihrer Schichtdicke. Das fUr einen Farbstoff 
charakteristische Absorptionsbild wird oft erst bei dunnen 
Lasungen sichtbar. Es folgt hieraus die Regel, bei Untersuchungen 
von Spektren stets mit Reihen verschiedener Farbstoffkonzen
trationen zu arbeiten. 

c} von der Temperatur. Diese istnur von EinfluB, wennsich 
mit ihr die chemische Zusammensetzung des Farbstoffes andert. 



Geradsichtige Handspektroskope. 107 

d) von der Anwesenheit mehrerer Farbstoffe. Diese 
konnen das Spektrum der einzelnen Farbstoffe sowohl unbeein. 
fluBt lassen, als auch Anderungen der einzelnen Spektren bedingen. 

e) von der Art der Untersuchungsapparatur. Diese 
beeinfluBt zwar nicht die Lage der Dunkelheitsmaxima der ein. 
zelnen Banden, doch erscheinen Absorptionsstreifen, die in einem 
Spektroskop mit langem Spektrum (starke Dispersion) als un· 
scharf begrenzte verwaschene Schatten auftreten, in einem 
Spektroskop mit kurzem Spektrum scharfer begrenzt und dunkler. 
(Subjektiv konnte durch die Veranderung der Bande auch die 
Lage des Absorptionsmaximums beeinfluBt erscheinen.) Daher 
ist das Aussehen der Banden von der Art des verwandten Spek. 
troskopes (Prismen. oder Gitterspektroskop) abhangig. Fur 
schwache Absorptionsstreifen sind Apparate mit geringer Disper. 
sion anzuwenden. 

Beschreibung der Apparate. 

Die zur Spektroskopie zu verwendende Apparatur ist je nach 
dem Zweck der Untersuchung durchaus verschieden. Allen Appa. 
raturen gemeinsam ist das spektroskopische Prinzip. Dasselbe 
beruht darauf, daB das Licht einer Lichtquelle unmittelbar oder 
mittels einer Kondensorlinse auf einen in seiner Breite verstell· 
baren Spalt faUt. Derselbe liegt im Brennpunkt einer auf ihn 
folgenden zweiten Linse (Objektiv) derart, daB die von dem 
beleuchteten Spalt ausgehenden Strahlen die Linse parallel ge· 
richtet verlassen. Den aus einem Spektralspaltrohr und Objektiv 
bestehenden, in einem Metallrohr eingeschlossenen Apparatteil 
bezeichnet man -- soweit er apparativ als Einzelteil ausgebildet 
ist - als " Kollimator " . Das aus dem Objektiv parallel austretende 
Licht durchsetzt dann eine Vorrichtung, durch die es spektral 
zerlegt wird ("Prisma" oder "Gitter"; hinsichtlich deren Wirkung 
siehe Lehrbucher der Physik); es wird dann durch ein Fernrohr. 
objektiv zu aneinandergereihten Spaltbildern, "dem Spektrum", 
vereinigt und mittels eines Okulares beobachtet. 

Allen angewandten Apparatformen soU gemeinsam sein, daB 
sie eine Vorrichtung besitzen (Skala bzw. Wellenlangeteilung oder 
Mikrometerwerk), die die Lage der beo bachteten Absorptionsbanden 
im Spektrum, in Wellenlangen ausgedruckt, zu messen ermoglicht. 

Geradsichtige Handspektroskope. 

Fur aIle klinischen Untersuchungen genugt die Anwendung 
eines geradsichtigen Handspektroskopes .mit Wellenlangeskala. 



108 Spektroskopie des Blutes. 

Eine Konstruktion wird durch Abb. 51 wiedergegeben. 

Das Instrument enthalt einen durch eine Schutzplatte geschiitzten 
Spalt, der allein brauchbar ist, wenn die Spaltbacken symmetrisch verstellt 
werden .konnen. Nur dann verschiebt sich die Mitte bzw. das Dunkelheits· 
maximum einer Bande bei Anderung der Spaltbreite nicht. Dem Spalt 

We//enldnge.
Skala 

Schulzplalte 

folgt das Objektiv sowie eine 
Prismenanordnung, die aus zwei 
Crownglasprismen und einem 
Flintglasprisma von bestimmtem 

Ri"gzum l/erslellen Brechungswinkel hergestellt ist 
tlerSpallbre/~e (sog. "Amici. Prismensatz"). 

Verschiebbares 
Spailrohr 

Abb.51. 

Dieser laBt die Strahlen mitt· 
lerer Wellenlange ohne Ablen. 
kung, die iibrigen mit nur ge· 
ringer Ablenkung durchtreten 
und bewirkt daher "Geradsich· 
tigkeit" des Spektroskopes. Die 
austretenden Strahlen gelangen 
durch das Okular ins Auge. 
Parallel dem Spaltrohr und somit 
von der gleichen Lichtquelle 
beleuchtbar ist ein Skalenrohr 
angeordnet, das mittels Refle· 
xionsprismas das BiId einer 
Wellenlangeskala auf das Spek. 
trum entwirft. Bei einem Appa. 

rat vorliegenden Schemas erfolgt die richtige Einstellung des Spaltes und 
der Wellenlangeskala durch Verschiebung des Spalt. bzw. Skalenrohres. Das 
Spektroskop wird bei enggestelltem Spalt gegen den hellen Himmel ge· 
richtet und bei entspannter Akkomodation - also von einem nicht Normal· 
sichtigen durch die StraBenbrille hindurch - durch Verschiebung des 
Spaltrohres derart eingestellt, daB die Frauenhoferschen Linien im Griin 
deutlich erscheinen. Verwendet man Lampenlicht, so stellt man den oberen 
und unteren Rand des Spektrums scharf ein. Alsdann wird die Wellen· 
langeskala durch VerschiebeIl des Skalenrohres so eingestellt, daB zwischen 
SkalenbiId und Spektrum keine Parallaxe zu bemerken ist, wenn man 
das Auge quer zu den Spektrallinien bewegt. 

Hinsichtlich der Justierung der Wellenlangeskala s. w. u. 

Handspektroskop mit Wellenlangeskala von Schmidt und 
Haensch (Berlin). 

Fiir das Instrument (s. Abb. 52) ist charakteristisch, daB der Spalt und 
die Wellenlangeteilung in der Brennebene ihrer Linsen dauernd festge. 
lagert sind. Wahrend bei der oben angegebenen Form des Handspektro. 
f$.kopes bei Einstellung fiir verschiedensichtige Augen die Winkelabstande 
zweier Spektrallinien unverandert bleiben, wird der Winkelabstand zweier 
Spektrallinien der Skala geandert und liegt somit fiir verschiedene Augen 
an verschiedenen Stellen des Spektrums. 1m vorliegenden Instrument 
dagegen werden die Refraktionsunterschiede der Beobachter durch Vor· 
schalten von 6 (auf einer Revolverscheibe nach Martens montierten) Sam· 
mel· bzw. Zerstreuungslinsen ausgeglichen. Zum Vergleich zweier Spektra 
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dient ein die Halfte des 
prisma, das durch einen 

Abb.52. 

Spaltes bedeckendes vorschlagbares RefleJ(ions
Spiegel beleuchtet wird. 

Die Wir1!:ung des RefleJ(ionsprismas V wird 
durch Abb. 53 wiedergegeben. Eine vor den 
Spalt gestellte Lichtquelle beleuchtet auf dem 
Wege 1 die obere und auf dem Wege 2 die 
untere Halfte des Bilateralspaltes S, wodurch 
zwei Spektren nebeneinander abgebildet er
scheinen. 

Die Firma liefert ein Spezial- Reflexions
Prisma, welches eine aullerst feine Trennungs
linie der beiden zu vergleichenden Spektren er
moglicht. Empfehlenswert ist es, das Spek-

Abb. 53. 

troskop in Verbindung mit einer iiber den Spalt schiebbaren Kappe zur 
Aufnahme von Reagenzglaschen mit der zu untersuchenden Fliissigkeit 
zu versehen. Als Zusatzapparatur ist auch eine aufsetzbare Spezial-Be
leuchtungsvorrichtung fiir die Skala des Handspektroskopes erhaltlich. 

Das Instrument solI stets in Verbindung mit dem ebenfalls abgebil
deten Universalstativ zur Anwendung gelangen. Die Apparatur ist senk
recht wie in der vorstehenden Abbildung, aber auch wagerecht aufstellbar. 

Handspektroskop mit Reag enzglaskondensor von Zeiss. 

Der Apparat gestattet durch Anwendung eines Kondensors die Be
nutzung von Reagenzglasern als Aufnahmegefalle fiir die zu untersuchen
den Losungen und liefert durch Anwendung eines Hiifnerschen Prismas 
von zwei zu vergleichenden Losungen zwei unmittelbar nebeneinander 
liegende Spektralbilder. Die Wir-
kungsweise des Hiifnerschen Pris- v:'?~""~~"""'...:l_ 
mas wird durch Abb. 54 wieder
gegeben. Die Apparatur wird dar
gestellt durch Abb. 55. 

Die Lampe L (eine kugelformige 
matte Birne von 25 Kerzen) ist von 

t-------<~~;.d. 
~--- ---- ------- b 

Abb. 54. Abb.55. 

dem schwarz en Schutzrohr iiberdeckt. Der Kondensor K bildet L durch 
die Reagenzglaser hindurch in der Spaltebene des Spektroskopes ab und 
beleuchtet gleichzeitig die Wellenlangeteilung WL. Die Reagenzglaser 
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Rl Rg werden durch Federn an das Hiifner-Prisma P gedriickt, das mit 
zwei hohlzylindrischen, polierten Aussparungen versehen ist. In diese 
passen nur Reagenzglaser von ca. 16 mm Durchmesser. Durch die ver
einigte optische Wirkung des Kondensors, der gefiiIlten Reagenzglaser 
und der Hohlzylinderflache des Prismas entstehen in der Spaltebene, an 
die die scharfe Kante des Prismas geschoben ist, zwei sich verlangernde 
helle, sich an der Kante beriihrende Brennlinien. Man erblickt im 
Okular zwei in einer scharfen senkrechten Trennungslinie zusammen
stoJ3ende Spektra mit wagerechten Absorptionsbanden. Zur Messung steckt 
man nach EinschaIten der Lampe die mit Wasser gefiiIlten, auJ3en trockenen 
Reagenzglaser, die mit Korkstopfen oder Wattebausch verschlossen sind, 
an ihren Platz. Sollte eines der Spektren von senkrechten SchattenIinien 
durchzogen sein, die von Streifen im Reagenzglas herriihren, so dreht 
man das Glas, bis sie aus dem Gesichtsfelde gewandert sind. Reagenz
glaser, die in keiner Lage ein sauberes Spektrum ergeben, werden aus
gemerzt. Sollten schlieJ3lich beide Spektra zwar frei von Streifen, aber 
verschieden hell sein, so liegt dies an der unsymmetrischenLichtausstrahlung 
der Lampe; in diesem Falle verdreht man nach Losen einer Klemm
schraube die Lampenfassung, bis beide Spektra gleiche Helligkeit aufweisen. 
Nunmehr fiillt man die Glaser mit den zu vergleichenden Liisungen. 

Prismenspektroskope mit beweglichem und 
feststehendem Fernrohr. 

FUr feinere als mit Handspektroskopen durchfiihrbare Messun
gen geeignet und in klinischen Laboratorien haufig vorhanden 
sind Prismenspektroskope nach dem Prinzip von Kirchhoff und 

Bunsen. Ihr Schema geht aus 
nebenstehender Skizze hervor. 

A stellt das Kollimatorrohr 
mit dem Spalt D, B das Fern
rohr, G das Skalenrohr und P das 
Prisma dar. 

Man unterscheidet Instrumen
te, bei denen entweder das Fern
rohr oder das Prisma beweglich an
geordnet ist. 

FUr die Untersuchung von Absorp
tionsspektren seien die Spektroskope 
von Kirchhoff und Bunsen, Modell II, 
mit fester Schutzkappe und Trieb-

Abb. 56. bewegung des Fernrohrs als einfache 
Apparatform, und die gleicheApparatur, 
Modell III, fiir feinere Messungen 

(Schmidt und Haensch, Berlin) genannt. Beide Apparaturen besitzen vor 
dem Spalt ein Reflexionsprisma zum Vergleich zweier Spektren. Wahrend 
das Modell II aber nur eine in das Okular gespiegelte Skala zur Wellen
langemessung aufweist, dient im Modell III eine das Fernrohr bewegende 
Mikrometerschraube als MeJ3vorrichtung. Die MeJ3vorrichtung fiir genauere 
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spektroskopische Untersuchungen soIl nur in der Mikrometerschraube be· 
stehen. Skalen stellen ein notdiirftiges Hilfsmittel dar und dienen nur zur 
Orientierung. Fiir Blutuntersuchungen sollen die Prismenspektroskope 
mit einem Prisma aus nicht zu schwerem Flintglase versehen sein. 

GittermeBspektroskope. 

Fiir exakte Untersuchungen zu medizinischen oder biologischen 
Zwecken sollen anstatt der Prismenspektroskope Gitterspektro
skope zur Anwendung gelangen. Das durch ein Prisma hervor
gerufene Spektrum ist im violetten Teil gegeniiber dem roten 
unverhaltnismaBig stark auseinandergezogen. Die Absorptions
banden der Blutfarbstoffe liegen aber vorwiegend im Rot, Gelb 
und Griin, d. h. denjenigen Bezirken des Spektrums, die im 
prismatischen Spektrum auf Kosten des Violett eng zusammen
gedrangt sind. 1m Gitterspektrum dagegen haben gleiche Wellen· 
langen des Spektrums auch gleiche Ausdehnung. Dieses Verhalt
nis der verschiedenen Spektra wird durch Abb. 57 wieder
gegeben. 

Es ist somitfiir die Blut
banden beigleicher Gesamt
ausdehnung des Spektrums 
im Gitterspektroskop mehr 
Platz als im Prismenspek-

I'rismen-Spelrfrum 
l(I(J 6f}{} 5DO 'IOIJ 
1.llI lIll1ll.lIdllll l. I I I I I I I I I 

flifter - Spekfrum 
7m 6f}{} SOD 'I(}(l 

IU IIIIIII III I IIII I, IIIII IIIIIIII II I 

Abb.57. Abb.58. 

troskop. Daher ist ihre Messung im Gitterspektroskop leichter und 
genauer. 

Empfohlen wird das Gitterspektroskop nach Schumm (Schmidt und 
Haensch, Berlin, Abb. 58), das auch leicht zum Spektrographen umgewandelt 
werden kann. 

Ein stabiles GuBeisensaulenstativ auf DreifuB tragt das Kollimatorrohr 
mit achromatischem Objektiv und Bilateralspalt, eine Beleuchtungs
vorrichtung mit Einrichtung zur Aufstellung der AbsorptionsgefaBe, das 
lichtdichte Metallgehause zur Aufnahme der Gitterabziige fiir starkere 
und schwachere Dispersionen (die Gitter sind auf Einsteckschiebern be
festigt und k6nnen gegeneinander ausgetauscht werden), sowie auf einem 
doppelt drehbaren Arm den Hauptk6rper mit Fernrohr und Mikrometer
werk. Die Mikrometerskala ist entweder auf Wellenlangen geeicht oder 
es wird eine Eichkurve der Mikrometerteilung mitgegeben. 
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Reversions- Spektroskop nach Hartridge1 • 

Das Instrument dient zur besonders genauen Messung der 
"mittleren Wellenlange" von Absorptionsbanden, wie sie zur Ana
lyse von Farbstoffen in Farbgemischen notwendig ist (CO-Hamo
globinbestimmung neben Oxyhamoglobin, Hamoglobinbestim
mung neben Oxyhamoglobin usw.). Hierbei wird unter "mitt
lerer Wellenlange" die Wellenlange der Mitte der Verbindung 
der beiden Bandenenden bezeichnet. Sie braucht sich nicht mit 
dem "Absorptionsmaximum" zu decken. Das Charakteristische des 
Reversions-Spektroskops ist, daB es an Stelle des gewohnlichen 
Fadenkreuzes zur Messung der Wellenlange eine zweite Absorp
tionsbande von derselben Breite, mittleren Dichte und Verteilung 
der Absorption wie die zu messende Bande benutzt, die aber 
umgekehrt angeordnet ist; d. h. es wird zur Messung eines Spektral
teiles ein zweiter , vollig gleichartiger, parallel ii ber ihm angeordneter 
erzeugt, der seinen kurzwelligen Teil iiber dem langwelligen des 
untersuchten Spektrums und seinen langwelligen iiber dem 
kurzwelligen Teil des ersten hat und durch ein Mikrometerwerk 
parallel zu seiner Langsachse verschoben werden kann. 

Zur Messung einer Absorptionsbande bringt man die spiegel
bildlich vertauschten, iibereinander liegenden, gleichen Absorp
tionsbanden derart zur Deckung, daB die langwellige Kante der 
einen Bande mit der kurzwelligen Kante der andern Bande zu
sammenfallt und umgekehrt. Der Zeiger des Mikrometers weist 
dann auf der Skala auf die mittlere Wellenlange der Bande, die 
den Gegenstand der Untersuchung bildet. Da die Banden Spiegel
bilder darstellen, miissen, wenn die linken Kanten sich decken, 
auch die rechten Kanten und die mittlere Senkrechte der Banden 
aufeinander liegen; auch muB, da die Spektra durch Beugung er
zeugt werden, also "normale Spektra" darstellen, die mittlere 
Wellenlange Yz (AI + 1.2) sein, wenn Al und 1.2 die Wellenlangen der 
Kanten der Absorptionsbande darstellen. 

Die Einstellung der Bande durch eine zweite, umgekehrte, 
verfeinert das nicht leichte Einstellen der Kanten der Bande mit 
Fadenkreuz auBerordentlich. 

Optische Konstruktion. Die Konstruktion wird durch Abb. 59 
wiedergege ben. 

Das Licht der Lichtquelle L wird mit Hilfe einer Kondensorlinse 0 
auf den verschiebbaren Spalt des Spektroskopes S geworfen und durch
setzt die achromatische Linse P, durch die es parallel gerichtet wird. Das 
Licht schlagt dann zwei Wege ein, indem die eine Halfte ein Prisma D 

1 Proc. roy. Soc. A 102, 575 (1923). Vgl. auch J. of Phys. 44, 1 
(1912); Proc. roy. Soc. B 86, 128 (1913). 
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passiert, das es schwach nach oben lenkt und die Oberflache des Gitters G 
erreicht, wodurch ein Spektrum erzeugt wird, welches fUr den Beobachter 
in der Richtung N senkrecht zur Gitteroberflache mit dem violetten 
Ende des Spektrums links und dem roten Ende rechts zu liegen scheint. 
Die andere Halfte des Lichtes wird abwarts durch ein zweites Prisma D' 
gelenkt und erreicht die Oberflache des blanken Stahlspiegels M, von dem 
es ebenfalls, aber entgegengesetzt 
dem normalen Strahl, auf das L 
Gitter reflektiert wird. Hierdurch ~ 
bildet sich ein zweites Spektrum, ~c 
das fiir den Beobachter in der Iii 
Richtung N senkrecht zur Gitter- \~s 
oberflache, aber mit dem violetten 
Ende rechts und dem roten Ende I 
links d. h. umgekehrt zu liegen \ 
scheint, wie das erste betrachtete 
Spektrum. Ohne die Einschal
tung der Prismen D und D' wiirden 
diese beiden Spektra aufeinander 
fallen; sie bilden jedoch einen P 
solchen Winkel, daB diese Spektra OT"?fflH, 
genau nebeneinander liegen. -IRI OY Ui! B 111--

IVi eU:!!'I}BI Man kann die beiden Spektra 
relativ durch einen der beiden fol-
genden Mikrometermechanismen 
zueinander verschieben. Will man Auge 
einen groBen Wellenlangenbereich Abb.59. 
zur Deckung bringen, so verschiebt 
man die Spektra durch Drehen des Gitters und des Spiegels um das 
Scharnier F mit Hilfe der Mikrometerschraube. SolI indessen ein kleinerer 
Wellenbereich mit groBerer Genauigkeit iiberdeckt werden, so benutzt man 
das Glasplattenmikrometer GP. Dieses besteht aus einer diinnen flachen 
Glasplatte, die mit einem Zeiger verbunden ist. Wird die Platte in einem 
Winkel zu dem Lichtstrahl gestellt, der vom Schlitz S zur Linse P geht, so 
wird der Strahl nach einer Seite abgelenkt, genau so als ob man den Schlitz 
selbst seitlich verschoben hatte. Dies hat zur Folge, daB die beiden 
Spektra eine kleine seitliche Bewegung gegeneinander ausfiihren. 

Mikrospektroskop. 

Zur spektroskopischen Untersuchung mikroskopischer Objekte 
dient das sogenannte Mikrospektroskop. Die Apparatur eignet 
sich z. B. zur Untersuchung von Farbstoffen in Organen, zur 
Untersuchung von histologischen Schnitten, wie auch zur Spek
troskopie von Blutflecken. Beleuchtet man den Mikroskopspiegel 
mit einer kleinen Bogenlampe, so kann man mehrere mm dicke 
Schnitte gut spektroskopieren. Als Apparat solI das Mikrospektro
skop der Firma Leitz erwahnt werden (Abb. 60). 

Der Apparat wird wie ein gewohnliches Okular in den Tubus des Mikro
skops gesteckt und mit der Schraube M festgeklemmt. Der obere Teil des 

Rona·Kleinmann, Blut u. Harn. 8 
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Apparates, in dem das Dispersionsprisma untergebracht ist, laBt sich dann 
in dem Gelenk G zur Seite klappen. Blickt man in die nunmehr freiliegende 
Augenlinse des Okulars, so sieht man den in der unteren Trommel an
gebrachten Spalt, dessen Bild durch die Zahn- und Triebbewegung T 
scharf eingestellt wird. Das ganze Mikroskop wird nun auf das Objekt 
scharf eingestellt. Die an der Spalttrommel angebrachten Schraubknopfe 
8 1 und 82 dienen zur Regulierung der Spalthi:ihe und Spaltbreite. Die 
Spaltbreite muB zur Erzielung eines reinen Spektrums durch die Schraube 
8 2 hinreichend eng einreguliert werden. Nach Einschaltung des Oberteiles 

im Gelenk G erblickt man an Stelle 
des Spaltbildes das Spektrum. Bei 
Beleuchtung mit Tageslicht er
scheinen bei richtiger Einstellung 
des Triebes T und des Schraub
knopfes 8 2 die Fraunhoferschen 
Linien als sehr feine, scharfe, 
dunkle Linien, welche der Grup
pierung der Spektralfarben parallel 
angeordnet sind. 

In dem seitlichen Ansatzrohr 
des Oberteils befindet sich eine 
Wellenlangeskala, welche bei geeig
neter Stellung des davor befind
lichen Spiegels B zusammen mit 
dem Spektrum gesehen wird. Durch 
seitlichen Zug an der gerandelten 
VerschluBplatte des Rohrchens 
kann die parallaktische Scharf
einstellung der Skala bewirkt 
werden; durch geringe Drehung 
der VerschluBplatte wird die Par-

Abb. 60. allelstellung der Skalenstriche zu 
denFraunhoferschenLinien erzielt. 

Zur Justierung der Skala dient die Schraube P. Sie ist so einzustellen, daB 
die Fraunhofersche Linie D (oder die Natriumlinie) auf dem Skalenteil58,9 
steht. Bei der Justierung der Skala vermeide man zu grelle Beleuchtung 
ders~~ben, da man sonst die Fraunhoferschen Linien im Spektrum infolge 
der Uberstrahlung durch die Skala schlecht oder gar nicht sieht. Die an 
der Skala angeschriebenen Ziffern geben die Wellenlangen im 100fachen 
der Angstromeinheiten, z. B.: 50 = 5000 Angstromeinheiten = 500 f.lf.I. 

Aus der Spalttrommel des Apparates ragt neben 8 2 noch ein Hebel H 
heraus, durch den ein Vergleichsprisma ein- und ausgeschaltet werden kann. 
Es dient dazu, die Spektra von Vergleichsobjekten mit dem Spektrum zu 
vergleichen. Solche Objekte Mnnen beispielsweise in Form von Fliissig
keiten, in kleine Flaschen gefiillt, mittels Klemmfedern an dem seitlich 
an der Spalttrommel angebrachten Tischchen befestigt und mit Hilfe des 
Spiegels 0 beleuchtet werden. Ebenso lassen sich mit den riickseitigen 
Klemmfedern am Tischchen absorbierende Filterscheiben befestigen. 

Beleuch tungsvorrich tung en. 

Fiir gelegentliche Untersuchungen (Handspektroskop) geniigt 
zerstreutes Tageslicht. Besser ist die Anwendung einer kiinst-
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lichen Lichtquelle im Dunkelzimmer. Fur klinische Untersuchun
gen ist eine matte Metallfadenlampe von 25-50 Kerzen, die in 
einem Stativ zu befestigen ist, ausreichend. Fur Forschungszwecke 
verwendet man entweder eine Nitralampe (8 Volt, 50 Kerzen) 
oder eine Punktlichtlampe. Bei Anwendung der Nitralampe darf 
der Faden nicht scharf auf dem Spalt abgebildet werden, da man 
in dem vergroBerten Bilde des Fadens dessen Struktur erkennt. 
Bei Anwendung der Punktlichtlampe ist diese so zu montieren, 
daB der Gluhkorper der Punktlichtlampe auf dem Spalt des 
Spektroskopes abgebildet wird. (Die Lampe wird fur Gleich
und Wechselstrom von der Osram-Gesellschaft, Berlin, geliefert; 
sie erfordert einen Vorschaltwiderstand.) 

Stative. 

Kleinere Spektroskope sollen in Stativen montiert sein (vgl. 
Handspektroskope). GroBere Spektroskope werden mit ihrer 
Hilfsapparatur auf einer optischen Bank fest verbunden. 

Behalter fur die Losungen. 

GefaBe mit unveranderlicher Schichtdicke. Haufig 
angewandt, wenn auch nicht zweckmaBig, sind zur Aufnahme der 
zu untersuchenden Losungen Reagenzglaser. Sie stellen gefullt 
Zylinderlinsen von kurzer Brennweite dar. Die Brennlinie kann 
mit einem Blatt Papier aufgefangen und beobachtet werden. 
Diese Brennlinie muB - auch ihrer Richtung nach - bei An
wendung von Reagenzglasern zur Spektroskopie mit dem Spalt 
zusammenfallen, da sonst der Spalt ungleichmaBig beleuchtet 
wird. Bei manchen Handspektroskopen ist es notwendig, die 
Schutzkappe yom Spalt abzunehmen, um das Reagenzglas nahe 
genug an den Spalt heranbringen zu konnen. Die durch Anwen
dung von Reagenzglasern bedingten Fehler werden durch An
wendung des Reagenzglaskondensors nach Zeiss (s. S. 109) auf
gehoben. ZweckmaBiger als Reagenzglaser ist die Anwendung von 
Kuvetten mit ebenen Fensterplatten. Sie ermoglichen auch die 
genaue Messung der angewandten Schichtdicke. Die ublichen 
Abstufungen der Dicke von Kuvettensatzen sind 1, 2,5, 5, 10 
und 20 mm. An Stelle von gekitteten Kuvetten (es gibt ent
weder wasserfesten oder alkoholfesten Kitt) sind auch Kuvet
ten im Handel erhaltlich (Schmidt und Haensch, Zeiss) 
deren polierte Flachen durch Federdruck zusammengehalten 

8* 
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werden; ferner sind auch die kleinen Absorptionszylinder von 
Schmidt und Haensch (s. Abb. 61) zu empfehlen. 

Fur Untersuchungen von Flussigkeiten von groBerer Schicht
dicke sind Rohren ahnlich Polarisationsrohren von 10-25 cm 
Lange brauchbar. 

GefaBe mit veranderlicher Schich tdicke. Als GefaBe, 
die eine Veranderung der Schichtdicke wahrend der Untersuchung 

Abb.61. Abb. 62. 

gestatten, dienen fUr wagerechten Durchgang des Lichtes das 
Balysche GefaB (Fuess, Berlin-Steglitz, s. Abb. 62), fUr senk
rechte Durchsicht die AbsorptionsgefaBe nach Schumm (Zeiss). 

Handha bung der spektroskopischen Apparate. 
Behandlung des S'paltes. 

Die Schneiden der Spaltbacken mussen sehr sorgfaltig be
handelt werden, Vorsicht beim Zusammendrehen ist notwendig. 
Ein guter, von anhaftendem Staub befreiter Spalt muB noch bei 
0,02-0,01 mm Weite ein reines Spektrum liefern. Verunreini
gungen des Spaltes bedingen senkrecht zu den Spektrallinien 
liegende Linien im Spektrum. Zur Reinigung des Spaltes schraubt 
man die Backen auseinander und reibt sie mit FlieBpapier (besser 
ist ein weiches Holzchen) mit einem Losungsmittel je nach 
Art der V erunreinigung (Wasser, AmmoniaklOsung, Benzin usw.) abo 
Dann werden die Spaltbacken mit reinem Alkohol nachgerieben. 

Eichung bzw. Justierung der Spektroskope. 

Bei der Eichung von Spektroskopen ist entweder eine beliebige 
Teilung wie bei einfachen Prismenspektroskopen in Wellenlangen auszu
driicken oder eine Wellenlangeteilung eines Spektroskopes zu korrigieren. 
Zur Justierung dienen stets Linien bekannter Wellenlangen. Entweder 
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kann man die bei Anwendung von Tageslicht sichtbaren wichtigsten 
Fraunhoferschen Linien benutzen: 

B im Rot .. 
C im Rot .. 

ex: im Orange. 
Dim Gelb. 
E im Griin. 
b1 im Griin. 
F im Blau. 

(e) im Violett. 
G im Violett . 

687 pp 
656,3 " 
627,8 " 
589,3 " 
527 
518,4 " 
486,1 " 
438,4 " 
430,8 " 

oder zweckmaBiger Linien bestimmter chemischer Elemente. Zur Anwen
dung gelangen gliihendes Helium- oder Wasserstoffgas in GeiBlerschen 
Rohren (G ot z e, Leipzig). Die Rohren werden in einem allseitig beweglichen 
Halter in den Sekundarkreis eines Funkeninduktors mit gutem Deprez
unterbrecher eingeschaltet. Ein Induktor mit 1 cm Funkenlange geniigt, 
doch ist ein solcher von mehreren cm Funkenlange vorteilhafter. Das Licht 
des leuchtenden kapillaren Teiles der Rohre wird mittels Kondensors auf 
dem Spalte abgebildet. Die wichtigsten Helillmlinien sind die gelbe 
(587,6/1/1) und eine violette (447,2/1/1). Mehrere andere im Rot, Griin, 
Blau und Violett sind schwacher. Die wichtigsten Wasserstofflinien sind 
Hex: (656,3/1/1), Hf3 (486,1/1/1), Hy (434,1 /1/1), H~ (410,2/1/1), AllCh die 
Flammenspektren der Salze lassen sich zur Jllstierung benlltzen. Man 
erzellgt sie durch Verdampfen in der Bunsenflamme. Dabei liefert 

Lithiumchlorid} rote Linie . . . . 
orangegelbe Linie . 

Natriumchlorid gelbe Linie . 
Kalziumchlorid griine Linie. 
Thalliumchlorid griine Linie. 

) blaue Linie. 
Caesiumchlorid f blalle Linie. 

R b'd' hl'd } violette Linie. 
u 1 lUmc Of! violette Linie. 

670,8/1/1 
610,4 " 
589,3 " 
558,9 " 
535 
459,3 " 
455,5 " 
421,6 " 
420,2 " 

J ustierllng der Handspektroskope. 

Zur Priifung der richtigen Einstellung der Wellenlangeskala bei den 
Handspektroskopen beobachtet man bei engem Spalt eineNatriumflamme 
A = 589/1/1. Steht die Wellenlangeskala nicht richtig, so korrigiert man 
sie mit Hilfe einer Korrekturschraube. Die Ablesung kann bis zu 1 /1/1 
genall sein. 

J ustierung der Spektroskope mit MeBskalen. 

Das Beobachtllngsfernrohr (bei Prismenspektroskopen) wird aus seinem 
Halter herausgenommen, auf unendlich eingestellt, indem man es auf 
einen weit entfernten Gegenstand richtet und das Okular so lange ver
schiebt, bis das Bild des Gegenstandes scharf erscheint, wenn nicht die 
dallernde Unendlichkeitsstellung des Kollimators dllrch die Konstruktion 
des Instrumentes gewahrleistet wird, was daran Zll erkennen ist, daB der 
Spalt nicht in Richtung der Kollimatorachse verstellt werden kann. In 
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dies em Falle wird erst das Fadenkreuz scharf eingestellt und das Okular 
einschlieBlich Fadenkreuz so lange verschoben, bis gegen eine Spektral
linie keine Parallaxe mehr zu erkennen ist. Die im folgenden beschrie
bene Justierung ist bei neueren Instrumenten in nicht zu verandernder 
Weise von der das Instrument ausfiihrenden Firma vorgenommen. 
Man beleuchtet den Spalt mit Tageslicht und verschiebt die Spaltvor
richtung des Kollimatorrohres, bis das Spaltbild im Fernrohrokular scharf 
erscheint_ Dann setzt man das Prisma ein, indem man es derart auf 
dem Prismentisch befestigt, daB es im Minimum .!ier Ablenkung steht. 
Diese Stellung ist dadurch gekennzeichnet, daB eineAnderung der Prismen
stellung durch Drehen eine Verschiebung des Spektrums nach der gleichen 
Seite bewirkt, also die Ablenkung vergroBert. Man richtet das Skalen
rohr mittels seiner Stellschraube so, daB seine optische Achse in der 
gleichen Ebene liegt wie die optische Achse des Kollimators und des 
Fernrohres, und stellt die Skala durch Verschieben des Auszuges derart 
ein, daB ihr Bild im Fernrohrokular scharf erscheint. Die willkiirliche 
Teilung der Skala eicht man, indem man das im Okular befindliche, am 
besten senkrechte Fadenkreuz auf Linien bekannter Wellenlangen (Frauen
hofersche Linien, Gas- oder Flammenspektren, siehe oben) bei engem 
Spalte (0,02-0,03 mm) einstellt und Wellenlangen als Ordinaten und 
Skalenablesung als Abszissen in ein Koordinatennetz eintragt (s. Abb. 63). 

Die Konstruktion der 
Kurve wird durch Verwen-
dung des Hartmannschen 
Dispersionsnetzes (Schleicher 
und Schiill, Ausfiihrung A) 
erleichtert. In diesen Netzen ~100 
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Abb.64. 

sind die Eichkurven annahernd gerade Linien (Abb. 64). Wegen der mit 
zunehmender Wellenlange wechselnden Dispersionen sind die Skalenteile 
fiir gleiche Wellenlangendifferenzen im kurzwelligen Teil des Spektrum
gebietes groBer als im langwelligen. Die Einstellung ist also genauer. 

Justierung der Spektroskope mit Mikrometerwerk. 

1st die Skala bzw. Mikrometertrommel von vornherein nach Wellenlangen 
geteilt, so stellt man sie mittels ihrer Justierungsschraube derart ein, daB 
die Wellenlange 589,3 pp mit der D-Linie und dem Fadenkreuz zu
sammenfallt. Dann priift man die Richtigkeit der Wellenlangeskala, in
dem man das Fadenkreuz auf eine Reihe Linien bekannter Wellenlangen 
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einstellt. Hierbei bringt man das Fadenkreuz durch Drehen der MeB
schraube genau in die Mitte der MeBlinie (z. B. der gelben Helium
linie) , verengert langsam den Spalt und beobachtet, ob die Senkrechte 
des Fadenkreuzes in der Mitte der enger werdenden Linie bleibt. Man 
stellt derartig bei hellem Heliumrohr ein, daB bei engster Spaltstellung 
die Senkrechte des Fadenkreuzes die Linie deckt. Die MeBschraube wird 
hierbei stets in derselben Drehrichtung eingestellt, urn Fehler durch 
toten Gang zu vermeiden. War die Einstellung unsicher, so ist die Schraube 
erst weit im entgegengesetzten Sinne zu drehen, worauf die Einstellung 
von neuem erfolgt. Weicht die Wellenlangeskala von den tatsachlich 
zu messenden Wellenlangen ab, so korrigiert man die Skala des Apparates, 
indem man im Koordinatensystem in umgekehrter Reihenfolge Wellen
langeskalen als Koordinaten eintragt und dann die gemessene und die 
theoretisch richtige Wellenlange als Abszisse und Ordinate eintragt. 
Die Schnittpunkte erlauben die Konstruktion einer Kurve, die unmittelbar 
aus den gemessenen die korrigierten Wellenlangen abzulesen gestattet. 
1st das Mikrometerwerk nicht in Wellenlangen eingeteilt, so stellt man 
eine Eichkurve wie oben angegeben her. Nach dem gewiinschten Grade 
der Genauigkeit richtet sich der MaBstab, in dem die Abszissenwerte ein
getragen werden. Man stellt stets, auch bei Gitterspektroskopen, eine 
Reihe von Eichungspunkten dar. Bei Eichung von Spektroskopen 
mit hoher Dispersion und bei Herstellung sehr genauer Kurven ist fiir 
Konstanthaltung der Temperatur zu sorgen. 

GittermeBspektroskope enthalten stets ein evtl. in Wellenlangen 
geteiltes Mikrometerwerk. Ihre Priifung und Korrektur geschieht wie 
vorstehend beim Prismenspektroskop mit Mikrometerwerk angegeben. 

J ustierung des Hartridgeschen Reversions- Spektroskopes. 

Zur Eichung benutzt man einen engen Spalt und ein Fernrohr von 
8- oder lOfacher linearer VergroBerung. Die Intervalle der Trommel 
sollen ungefahr Angstromeinheiten entsprechen. (Ein Intervall der Trommel 
gleich 1 A.) Die Einstellung ist mit Standardlinien zu kontrollieren. Aus 
den Werten, die das Instrument fiir diese Standardlinien gibt, kann man 
eine "Fehlerkurve" auf Millimeterpapier (wie oben angegeben) zeichnen. 
Die Eichung des Glasplattenmikrometers muB man fiir mehrere verschie
dene Spektralregionen vornehmen. Man kann dies entweder dadurch aus
fUhren, daB man unter Beobachtung von Standardlinien (z. B. der Na
Linie) die Bewegung in Skalenteilen miBt, die notwendig ist, urn erst 
das eine und dann das andere Linienpaar zur Deckung zu bringen (sehr 
genaue Methode), oder es wird das Glasplattenmikrometer nach dem 
vorher geeichten Schraubenmikrometer geeicht. 

Ausfiihrung der Messung einer Absorptionsbande. 

Nach Priifung der richtigen Einstellung der Wellenlange
skala oder des Mikrometerwerkes wird das Spektrum scharf 
eingestellt. Bei Anwendung eines Handspektroskopes ist dieses 
in einem Stativ mit beweglichem Spiegel und Objekttisch senk
recht anzuordnen. Durch Verschiebung des Ausziehrohres bzw. 
Vorschalten von Okularlinsen (je nach Art des Instrumentes) 
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wird das Spektrum bei engem Spalt scharf eingestellt. Bei An
wendung von MeBspektroskopen erfolgt das scharfe Einstellen 
des Spektrums durch Verschiebung des Okulars. Erscheint das 
Fadenkreuz nicht scharf, so ist es ebenfalls einzustellen. Die 
Einstellung des Fadenkreuzes ist je nach der Konstruktion des 
Apparates verschieden. Bei den Spektroskopen von Schmidt 
und Haensch wird der Okularstutzen zur scharfen Einstellung 
des Fadenkreuzes im Tubus des Fernrohres verschoben. Dann 
stellt man die Lampe evtl. unter Anwendung eines Kondensors 
derartig ein, daB das Spektrum gleichmaBig und geniigend hell 
erscheint. Das Spektrum solI auch bei einer Spaltbreite von 
0,02-0,04 mm rein sein. Erscheinen hierbei starkere dunkle, 
wagerechte Linien im Spektrum, so muB der Spalt gereinigt 
werden (s. Spaltbehandlung S. 116). 

Die zu untersuchende Farblosung soIl fast immer klar sein und 
ist gegebenen Falles zu filtrieren. Man bringt sie je nach ihrer Farb
tiefe in GefaBe von kleinerer oder groBerer Schichtdicke bzw. 
in GefaBe von veranderlicher Schichtdicke zwischen Lichtquelle 
und Spektrum. Die GefaBwandungen sollen dem Spalt parallel 
sein. Benutzt man enge Zylinder, so miiBten diese ganz gefiillt 
und mit ebenen Glasplattchen (z. B. Deckglasern) so geschlossen 
werden, daB keine Luftblase darin bleibt. 1st die Absorp
tion des Lichtes zu stark, so ist Konzentration oder Schicht
dicke der Fliissigkeit zu verringern. Zeigt sich ein deutliches 
Absorptionsbild (einzelne Streifen oder einseitige Absorption), 
so kann man das Dunkelheitsmaximum der Streifen bzw. der 
Anfangsstelle der Endabsorption messen. Diese verschiebt 
sich mit wechselnder Konzentration der Losungen. Der Ort des 
Dunkelheitsmaximums der Streifen bleibt aber unverandert. 
Stets untersucht man ein Absorptionsspektrum in einer Reihe 
verschiedener Konzentrationen bzw. Schichtdicken. Zur Orts
bestimmung des Absorptionsstreifens ist es notwendig, die 
Fliissigkeit so weit zu verdiinnen, daB der Absorptionsstreifen 
bei engem Spalt eben noch zu erkennen ist. Man stellt das 
Fadenkreuz auf die Mitte des Dunkelheitsmaximums ein und 
liest die entsprechende Wellenlange als Ort des Dunkelheits
maximums abo Des weiteren stellt man bei geeigneter Schicht
dicke die Orte der seitlichen Begrenzung fest. Aus diesen Messun
gen geht hervor, ob der Streifen symmetrisch oder unsymmetrisch 
ist. Bei unsymmetrischem Streifen bestimmt man auBer dem Wert 
fiir das Dunkelheitsmaximum auch die Orte der seitlichen Be
grenzung. Sucht man schwache Absorptionen auf, so beobachtet 
man im MeBspektroskop mit schwacher (evtl. zweifacher Ver-
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groBerung) oder benutzt ein Handspektroskop. Besonders beachte 
man Absorptionen in Rot, die leicht iibersehen werden. 

Beim Vergleich zweier Spektren achte man darauf, daB beide 
Spektren gleich hell beleuchtet sind - evtl. Korrektion durch 
Spiegelstellung oder Einschalten von Glasplatten, (Spiegelglas oder 
Objekttrager) - und daB beide Fliissigkeiten gleich klar bzw. 
triibe sind. Die Beleuchtung des Spektroskopes ist einwandfrei, 
wenn bei Bewegungen des beobachtenden Auges seitlich oder 
auf und nieder die zu vergleichenden Spektren relativ gleich hell 
bleiben. 

Das spektroskopische Verhalten der wichtigsten 
Blutfar bstoffe1 . 

Oxyhamoglobin. 

Zur spektroskopischen Priifung des Oxyhamoglobins bringt man 
einen Tropfen Blut zwischen 2 Glasplatten oder stellt aus frischem, 
durch Quirlen defibriniertem Blut mit Wasser eine Verdiinnung 
1: 100 her und filtriert. Betrachtet man diese Losung in groBerer 
Schichtdicke (iiber 4 em), so erscheint das Spektrum mit Aus
nahme von Rot und Orange verdunkelt. Bei Verringerung der 
Schichtdicke tritt zunachst Aufhellung bis zur Linie D (589,3) 
ein, dann erscheint Licht zwischen E und F (527-486), sowie 
Licht in der Mitte zwischen D und E, so daB schlieBlich nur zwei 
Absorptionsstreifen im Gelbgriin zwischen D und E bleiben. 
1m PrismenmeBspektroskop bei 1 em Schichtdicke (vgl. Spektral
tafel 1) liegt der Streifen 1 bei 587-568, Maximum ca. 578, der 
Streifen II bei 552-527, Maximum etwa 542. Der Streifen bei 578 
ist schmaler, dunkler und scharfer als derjenige bei 542. Das vio
lette Ende des Spektrums ist von 450 ab stark verdunkelt. Verdiinnt 
man das Blut derart, daB die beiden Streifen in Gelb und Griin 
nur noch eben erkennbar sind, so zeigt sich die Violettabsorption 
als starker Streifen. Derselbe laBt sich bei einer Blutverdiinnung 
mit 0,1 %ig. SodalOsung 1 : 1000 mit einem Maximum bei 414,0 
messen, ist aber besser spektrographisch, d. h. durch die photo
graphische Platte, darstellbar. 

1 Die Angaben tiber die Lage der Absorptionsbanden und deren Ab
bildungen beziehen sich auf Messungen vonSchumm mit einem Prismen
meBspektroskop nach Schumm (KrtiB, Hamburg), bis auf die Angaben 
der Porphyrin- und Hamochromogenspektren, denen Messungen mit dem 
GittermeBspektroskop zugrunde liegen. 

Die Darstellung folgt der "Spektrochemischen Analyse" von S c hum m: 
1. c. S. 105 dieses Praktikums. 

Die Wellenlangen sind stets in flfl angegeben. 
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Abb. 65. Spektraltafel (Erkliirung nebenstehend). 
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Erklarung der Spektraltafel. 

1. Defibriniertes normales BIut, Verdunnung 1: 100, Sehiehtdieke 1 em 
(Oxyhamoglo bin). 

2. Defibriniertes kohlenoxydfreies BIut, Verdunnung 1: 100, naeh Ein
wirkung von Stokessehem Reagens. Sehiehtdieke 2 em (Hamoglo bin). 

3. Defibriniertes BIut, Verdunnung 1: 100, naeh 10 Min. Ianger Ein
wirkung einer l%ig.FerrizyankaliumlOsung. Sehiehtdieke2 em (Methamo
gIo bin und Oxyhamoglo bin). 

4. 2%ig. Losung normalen Blutes naeh Uberfiihrung in Methamoglobin 
und Alkalisieren mit Sodalosung (Alkalisehes Methamoglobin). 

/j. Gemiseh aus 1 Raumteil 4%ig. Losung normalen Blutes und 1 Raum
teil % % ig. Zyanwasserstofflosung naeh 46 Stunden langem Stehen bei 37 ° 
(Zyanhamoglobin). Sehiehtdieke 2 em. 

6. Kohlenoxydgesattigtes Blut, Verdunnung 1: 100. Sehiehtdieke 2 em 
(Kohlenoxydhamoglo bin). 

7. Gemiseh aus 8 Raumteilen kohlenoxydfreiem und 2 Raumteilen 
kohlenoxydgesattigtem BIute, Verdunnung 1: 100, naeh 10-15 Min. langer 
Einwirkung von Sehwefelammonium (Kohlenoxydhamoglo bin ne ben 
Hamoglo bin). Sehiehtdieke 2 em. 

8. BIut naeh 2 Min. langer Einwirkung von Kalilauge bei 15°, BIut
verdunnung 1:100 (Hamatin in waBrig - alkaliseher Losung). 
Sehiehtdieke 4 em. 

9. Eisessig-Atherextrakt aus BIut (Saures Hamatin). Sehiehtdieke 
2em. 

10. BIut naeh Einwirkung von Kalilauge und Sehwefelammonium, 
BIutverdunnung 1:100. Sehiehtdieke 2 em (Hamoehromogen in alka
liseher Losung). 

11. Mischung aus 1 Raumteil Blut und 99 Raumteilen konzentrierter 
Sehwefelsaure (Hamatoporphyrin in saurer Losung). Sehiehtdieke 
4em. 

Anmerkung: Die Zahlen der Wellenlangeskala geben mit 10 multi
pliziert A in flfl an. Die Buehstaben bezeiehnen die Fraunhofersehen 
Linien. 
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1m Harn lassen sieh Beimengungen von Oxyhamoglobin 
nahezu ebenso wie in Wasser naehweisen. Bei Anwendung von 
Reagenzglasern (2 em Sehichtdicke) stellt ein Teil Blut auf 3000 
Teile Fliissigkeit, bei Anwendung von Polarisationsrohren von 
20 em Sehiehtlange ein Teil Blut in 25000 Teilen Fliissigkeit die 
auBerste Grenze dar, bei der unter Anwendung eines gradsiehtigen 
Handspektroskopes noeh das Spektrum des Oxyhamoglobins er
kennbar ist. 

In serosen Fliissigkeiten (Zystenfliissigkeit) ver
fahrt man wie beim Harn, indem man in engen und langen Ab
sorptionszylindern untersueht. Dunkelgefarbte Fliissigkeiten be
obaehtet man naeh allmahlich gesteigerter Verdiinnung mit 
Wasser. Anwesenheit von Bilirubin start meist nieht. 

Mageninhalt ist mogliehst frisch zu untersuehen, da Oxy
hamoglobin dureh Magensaft unter Bildung von Hamatin zer
setzt wird. Man spektroskopiert naeh Filtration. 

Fazes verreibt manimPorzellanmarser mit Wasser undfiltriert. 
Sputum oder Sehleimflocken untersueht man auf einem 

Objekttrager mittels des Handspektroskops. 
Spektroehemiseher N ach we is von Oxyhamoglo bin. 

Das Spektrum wird am urspriingliehen Material oder an einem 
mit Wasser oder sehwaeher Soda16sung hergestellten Auszug 
naeh Sehiitteln der Fliissigkeit mit Luft gepriift. Dann untersueht 
man die Umwandlung des Oxyhamoglobins 

a) in Hamoglobin (s. d.) dureh Zusatz von Sehwefelammonium 
oder Stokesschem Reagens; 

b) in CO-Hamoglobin (s. d.) dureh Einleiten von Kohlenoxyd 
oder Leuehtgas; 

c) in Hamatoporphyrin (s. d.) dureh Zusatz des 1O-20faehen 
Volumens konz. Sehwefelsaure; 

d) in Methamoglobin (s. d.) durch Zusatz von Ferrizyankalium. 

Ham og 10 bin. 

Hamoglobin entsteht dureh Reduktion des Oxyhamoglobins. 
Zur spektroskopisehen Priifung versetzt man 30 cem frisehe 1 %ig. 
waBrige Lasung defibrinierten Blutes mit 5 Tropfen Stokesseher 
Fliissigkeit, (1 g Ferrosulfat, 1 g Weinsaure, 10 eem Wasser, 
6 eem verd. Ammoniak16sung) iiberschiehtet mit etwas Ather! 

1 Der Ather (zweckmaBig frischer Ather pro narkosi) ist hierbei, wie 
iiberhaupt fUr aIle spektroskopisch!:n Untersuchungen, zu priifen, ob er 
den Blutfarbstoff verandert. Der Ather laBt sich meist durch Schiitteln 
mit starker Kalilauge und Destillation reinigen. 
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und beobachtet bei 2 em Schichtdicke. Die blaulich bis violett ge
wordene Losung zeigt statt der zwei Oxyhamoglobinstreifen einen 
unscharf begrenzten breiten Absorptionsstreifen etwa zwischen 
599-532 (Dunkelheitmaximum etwa 555) und eine Ausloschung 
des violetten Spektrumendes von etwa 455 ab (vgl. Spektral
tafel 2). Die allgemeine Verdunklung des Spektrums ist durch 
das zugesetzte Reagens bedingt und wird starker, je Ianger die 
Fliissigkeit steht. 

Die gleiche Umwandlung erreicht man, wenn auch etwas 
langsamer, durch Zusatz einiger Tropfen gesattigten Schwefel
ammoniums. Hierbei tritt durch Bildung von Sulfhamoglobin 
ein Streifen im Rot bei etwa 628-614 auf. Beim Stehen der 
Mischung an der Luft, schneller beim Schiitteln, treten allmahlich 
wieder die beiden Oxyhamoglobinstreifen auf. Zur Reduktion ist 
auch zweckmaBig hydroschwefligsaures Natrium Na2S20 4 ver
wendbar. 

1m Harn werden kleine Hamoglobinmengen leicht iibersehen. 
Man priift daher, auch wenn kein deutliches Absorptionsspektrum 
vorliegt, auf Hamoglobin, indem man es in sogen. Hamochromogen 
iiberfiihrt (vgl. S. 136). 

Spektrochemischer Nachweis von Hamoglobin. Das 
Spektrum wird am urspriinglichen Material unter LuftausschluB 
(Uberschichten mit Ather oder fliissigem Paraffin) gepriift. Durch 
Schiitteln mit Luft und Uberfiihrung in Oxyhamoglobin unter
scheidet es sich von dem auBerst ahnlichen Spektrum des Zyan
hamoglobins und Zyanhamatins. Durch Einleiten von CO oder 
Leuchtgas wird es in Kohlenoxydhamoglobin iibergefiihrt. 

Methamoglo binI. 

Methamoglobin enthiilt Sauerstoff in festerer Bindung als Oxy
hamoglobin. Es kann pathologisch bedingt im BIutserum auftreten. 
DerartigeLosungen zeigen die Spektra beider BIutfarbstoffe (4 Ban
den); ebenso eine aus aItenBIutflecken gewonneneLosung. Zur Dar
stellung schiittelt man eine waBrige 1 %ig. BIut16sung mit einigen 
Kornchen Ferrizyankalium und gieBt naeh eingetretener Braun
fiirbung ab, oder man versetzt 99 Teile 1 %ig. frischer Blut16sung 
mit einem Teil 1 %ig. Ferrizyankalium16sung und untersueht 
naeh 10 Minuten langem Stehen bei 2 em Schiehtdicke. Das Spek
trum weist auBer einer allgemeinen kontinuierlichen Verdunk-

1 1Jber ]dethallloglobin siehe auch S. 69. 
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lung drei deutliche und einen nur gerade angedeuteten Absorp
tionsstreifen auf (vgl. Spektraltafel 3). 

Streifen I: 642-624, Maximum 633. 
Streifen II: 584-570, Maximum 578. 
Streifen III: 552-530, Maximum 542. 

Der erste Streifen ist besonders charakteristisch; nach einiger 
Zeit verblaBt der zweite Streifen. Zusatz von wenig Schwefel
ammonium verwandelt das Methamoglobin in Hamoglobin, 
welches seinerseits beim Schiitteln mit Luft in Oxyhamoglobin 
iibergeht. 

Versetzt man 20 ccm einer frischen aus einer 1 %ig. Blut-
16sung hergestellten Methamoglobin16sung mit 1 ccm einer 
0,1 %ig. frischen Zyanwasserstofflosung (Kahlbaum), so erfolgt 
in wenigen Sekunden Umwandlung in Zyanhamoglobin (s. d.). 

Setzt man zu 40 ccm 2 %ig. Methamoglobinlosung 5 Tropfen 
einer 7 %ig. Soda16sung und beobachtet bei 2 em Schichtdicke, 
so erhalt man ein charakteristisches Spektrum des Methamo
globins in alkalischer Losung (vgl. Spektraltafel 4). 

Streifen I: 610-600, Maximum 604-605. 
Streifen II: 587-567. Maximum 578. 
Streifen III: 554-527, Maximum 542. 

Dieses Spektrum erhalt man auch haufig, wenn man faulendes 
Blut nur mit Ferrizyankalium behandelt. 

Zur Bestimmung kleiner Methamoglobinmengen (z. B. im 
Blutserum) ist in moglichst dicker Schicht zu untersuchen. Ein 
eventuelles Ausloschen von Gelb und Griin ist belanglos. Es 
geniigt, Rot und Orange sicher zu beobachten. Das Untersuchungs
material ist infolge eventueller Umwandlungen der Blutfarbstoffe 
(Methamoglobin und Oxyhamoglobin) ineinander stets frisch zu 
untersuchen. 

Spektrochemischer Nachweis des Methamoglobins. 
a) 1m Spektrum wird am urspriinglichen Material ein Streifen im 
Rot bei ca. 634 nachgewiesen, der bei Zusatz starker Soda16sung 
verschwindet, wofiir ein zarter Streifen bei ungefahr 604 auftritt. 

b) In einer zweiten Probe wird Methamoglobin durch Zusatz 
von wenig Schwefelammon und Schiitteln mit Luft in Oxyhamo
globin iibergefiihrt, das durch Zusatz starker Natron- oder Kali. 
lauge und geniigend Schwefelammonium in Hamochromogen 
iibergefiihrt wird. 

c) Eine dritte Probe wird durch Zusatz verdiinnter waBriger 
Zyanwasserstofflosung in Zyanhamoglobin umgewandelt. 
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Zyanhamoglo bin. 

Zyanhamoglobinlasungen erhalt man auBer dem Verfahren, 
das S. 126 angegeben ist, wenn man eine Mischung aus gleichen 
Teilen 4%ig. frischer Blutlasung un.d Y2 %ig. Zyanwasserstoff
lasung 46 Stunden lang bei 37 0 stehen laBt. Bei Untersuchung 
bei 2 cm Schichtdicke beobachtet man einen breiten Streifen, 
bei etwa 600-518 (Maximum 560-522) (vgl. Spektraltafel 5). 
Der Rest des Griins zeigt eine kontinuierliche nach Elau zu
nehmende Verdunkelung; das violette Ende des Spektrums ist 
von etwa 485 ab ausge16scht. 

Spektrochemischer N ach weis. Nach Beobachtung des 
Spektrums im urspriinglichen Material schiittelt man die Lasung 
mit Sauerstoff oder Luft, wobei das Spektrum bestehen bleibt 
(Unterschied gegen Hamoglobin). Nach Zusatz von Y4 Volumen 
Kalilauge, Aufkochen, Abkiihlen und Zusatz von Schwefelammo
nium oder besser Hydrazinhydrat wird Zyanhamoglobin in Hamo
chromogen iibergefiihrt. 

Kohlenoxydhamoglo binI. 

Kohlenoxydhamoglobin entsteht in Blut16sungen im lebenden 
Karper durch Verbindung von CO (Leuchtgas) mit Hamoglobin. 
LaBt man kohlenoxydhaltiges Elut offen an der Luft stehen, so 
geht das Kohlenoxydhamoglobin allmahlich in Oxyhamoglobin, 
spater in Methamoglobin iiber. Ferrizyankalium verwandelt 
Kohlenoxydhamoglobin in Methamoglobin. Zur Herstellung 
kohlenoxydgesattigten Blutes wird in frisch defibriniertes Blut 
bis zur Sattigung Kohlenoxyd geleitet. (Kohlenoxyd wird durch 
Erhitzen von Oxalsaure mit konz. Schwefelsaure erzeugt und durch 
mehrere durch Natronlauge geschickte Waschflaschen geleitet (vgl. 
S.69). Fiir die Demonstration des Kohlenoxydspektrums geniigt 
auch das Einleiten von Leuchtgas.) Die Fliissigkeit wird 1 : 100 mit 
Wasser verdiinnt und bei 2 cm Schichtdicke beobachtet. Man be
obachtet ein dem Oxyhamoglobin ahnliches, aber doch deutlich von 
ihm abweichendes zweistreifiges Spektrum (vgl. Spektraltafe16). 

Streifen I: 585-560, Maximum 580-564. 
Streifen II: 550-520, Maximum 547-531. 

Von etwa 450 ab besteht starke Verdunklung. Bei weiterer 
Verdiinnung wird das Maximum der Streifen bei 571 und 538 be
obachtet. Ein Zusatz von Reduktionsmitteln, die das Oxyhamo-

1 Uber CO-Hamoglobin siehe auch S.68. 
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globin in Hamoglobin umwandeln (Schwefelammonium), lassen 
oxyhamoglobinfreie Losungen von Kohlenoxydhamoglobin auch 
bei langerem Stehen ganz oder nahezu unbeeinfluBt. Auf diesem 
verschiedenen Verhalten gegeniiber Schwefelammonium beruht 
die spektrochemische Prooe auf Kohlenoxydhamoglobin. Blut, 
dessen Hamoglobin teils an Kohlenoxyd, teils an Sauersto££ ge
bunden ist, liefert bei Zusatz von Schwefelammonium ein ge
mischtes Absorptionsspektrum von Hamoglobin und Kohlen
oxydhamoglobin. 

Zur Demonstration der Erscheinung stellt man sich eine 
Blutmischung her, die 2 Vol.-T. kohlenoxydgesattigtes Blut und 
8 Vol.-T. kohlenoxydfreies Blut enthalt, verdiinnt 1: 100, setzt 
zu 20 ccm etwa 14 Tropfen gesattigte Schwefelammoniumlosung, 
iiberschichtet mit Ather, riihrt vorsichtig mit einem Glasstab um, 
setzt weitere 3 Tropfen Schwefelammonium hinzu und untersucht 
spektroskopisch nach etwa 10 Min. Man beobachtet starke Ab
sorption von 596-530, darin zwei Dunkelheitsmaxima bei etwa 
577-568 und 552-540, im Rest des Griin und Blau kontinuier
licheAbsorption; das violette Ende ist von etwa 450 ab ausgelOscht 
(vgl. Spektraltafel 7). Ein schmaler Streifen im Rot 628-614 
kommt dem gebildeten Sulfhamoglobin zu und ist belanglos. Die 
beiden im Griin gelegenen Dunkelheitsmaxima sind als die beiden 
dem Kohlenoxydhamoglobin zukommenden Absorptionsstreifen 
aufzufassen. Sie treten bei der Reaktion mit Schwefelammonium 
um so naher zusammen, je geringer der Gehalt des Blutgemisches 
an Kohlenoxyd ist. Sinkt der Gehalt an Kohlenoxydhamoglobin 
im Blut unter etwa 10 % des Oxyhamoglobingehaltes, so ist er 
mit vorstehender Probe nicht mehr nachweisbar. 

Zur Untersuchung einer Blutprobe auf Kohlenoxydgehalt 
stellt man unter Vermeidung von Schiitteln eine Verdiinnung von 
1 : 100 her und bereitet aus normalem, d. h. kohlenoxydfreiem Blute 
durch Verdiinnen eine VergleichslOsung, deren Farbsto££gehalt der 
Losung moglichst gleich dem der ersten Losung ist. Man untersucht 
beide Losungen gleichzeitig in einem Vergleichsspektroskop 
(s. S. 109) oder in einem Spektroskop mit Vergleichsprisma. Es ist 
zu beachten, daB beide Halften des Doppelspektrums gleich hell 
erscheinen und nur durch eine feine Linie getrennt sein sollen. 
Die Schichtdicken der zu vergleichenden Losungen miissen gleich 
sein. Die Fliissigkeiten sollen durch die Lichtquelle nicht stark 
erwarmt werden. Dann setzt man zu je 20 ccm der 1 %ig. Blut
lOsungen etwa 14-15 Tropfen gesattigte Schwefelammonium
losung hinzu, riihrt um, iiberschichtet mit Ather, setzt weiter 3 bis 
4 Tropfen Schwefelammonium hinzu, beobachtet nach 10 Minuten. 
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Man erkennt einen Gehalt an Kohlenoxydhamoglobin bis zu 
10 % an dem vorangehend bezeichneten Spektrum. Auch beginnt 
die maximale Verdunklung von kohlenoxydfreiem Elut bei etwa 
565, bei der kohlenoxydhaltigen Probe dagegen schon bei 573. 
MiBt man die Absorptionsstreifen der beiden verglichenen Spek
tra vor Zugabe des Schwefelammoniums mit einem MeBspektro
skop, so erkennt man noch bis zu einem Kohlenoxydhamoglobin
gehalt von 20 % hinab eine Verschiebung der Absorptionsstreifen 
des kohlenoxydhaltigen Elutes zum Violett. 

Spektrochemischer Nachweis. 

a) Bestimmung des Spektrums am urspriinglichen, natigen
falls mit Wasser (unter Vermeidung von Schiitteln und langerem 
Stehenlassen) ausgezogenen oder verdiinnten Material. 

b) Bestimmung des Spektrums nach Einwirkung von Schwefel
ammonium; zum Vergleich Ausfiihrung derselben Probe an kohlen
oxydfreiem Blute. 

c) Ergiebige Behandlung mit Sauerstoff zwecks Umwandlung 
des CO-Hamoglobins in Oxyhamoglobin, das durch Reduktion in 
Hamoglobin und durch Behandlung mit Eisessig oder starker 
Kalilauge in Hamatin umgewandelt werden kann. 

Bestimmung des Gehaltes von Blut an Kohlenoxyd 
durch Wellenlangemessung mittels des Hartridgeschen 

Reversions- Spektroskopes l . 

Prinzip. Wenn die Absorptionsbanden zweier Farbstoffe 
verschiedene mittlere Wellenlangen haben und beide Farbstoffe ill 
der gleichen Lasung gemeinsam Licht absorbieren, so andert 
sich die mittlere Wellenlange der gemeinsamen Absorptions
bande mit der relativen Konzentration des Farbstoffes. Voraus
setzung hierfiir ist, daB: 

1. die Bande des einen Farbstoffes in Form ihrer Absorptions
kurve den Banden des andern Farbstoffes ahnlich ist und daB 

2. bei keiner Konz3ntration die Banden allein erscheinen; 
d. h. ihre mittleren Wellenlangen diirfen nicht weiter voneinander 
entfernt sein als um die scheinbaren mittleren Breiten der Banden. 

Da die Farbstoffe sich sowohl in demselben GlasgefaB befinden 
kannen als auch in GefaBen, durch die das Licht nacheinander hin
durchgeht, so kann man die mittlere Wellenlange der Absorptions
bande des gemeinsamen Spektrums in Beziehung setzen zu einer 

1 Hartri dge: L c. S.112 dieses Praktikums. 
Rona-Kleinmann, Blut u. Harn. 
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Reihe von Mischungen der Farbstoffe von bekanntem Gehalt. 
Hierzu benutzt man einen Doppelkeiltrog, in dessen jede Halfte 
man einen der Farbstoffe bringt. Geht ein Lichtstrahl durch diesen 
Trog hindurch und untersucht man das Licht spektroskopisch, 
so kann man die mittlere Wellenlange als Ordinate zum gegensei
tigen Schichtdicken-, d. h. Konzentrationsverhaltnis der beiden 
Farbstoffe graphisch darstellen. Hat man einmal eine Eichkurve 
erhalten, so kann man ein unbekanntes Konzentrationsverhalt
nis der beiden Farbstoffe in einer Untersuchungsprobe bestimmen. 

Hierauf beruht die Bestimmung des CO-Gehaltes im Blut. 
Die beiden Absorptionsbanden des Blutes im sichtbaren 

Spektrum werden, wenn Kohlenoxyd an die Stelle des Sauer
stoffes tritt, nach dem Violett verschoben. Das gewohnliche Spek
troskop zeigt die Verschiebung gut, ist aber zu ungenau, urn eine 
Bestimmungsmethode auf Grund derartiger Messungenzugestatten. 
Die groBere Genauigkeit, die man mit dem Umkehrungsspektroskop 
erreichen kann, erlaubt es, das gegenseitige Verhaltnis der beiden 
Farbstoffe, Oxyhamoglobin und Kohlenoxydhamoglobin, mit einer 
Sicherheit von etwa 1 % zu bestimmen. Da die Absorptionsbanden 
sich urn etwa 60A verschieben, miissen die Wellenlangen der Ban
den mit einem Fehler von (hochstens) etwa 0,6 A bestimmt werden. 
Die Banden verschieben sich fUr das Auge, weil die Absorp
tionskurven der Banden einander iiberlagern und dabei ihre 
Gipfel auf v,erschiedene Wellenlangen zu liegen kommen. Die 
Absorptionskurve der Mischung ist die Summe der Absorptions
kurve jedes Farbstoffes fUr sich, wobei die relative Hohe der Gipfel 
der beiden Kurven iiber der Grundlinie proportional der vorhande
nen Menge der beiden Farbstoffe ist. Fiihrt man eine derartige 
Summation graphisch fUr verschiedene Verhaltnisse der Farb
stoffe aus, so findet man, daB die mittlere Wellenlange der Sum
menkurve sich entsprechend andert. Von den beiden Banden, die 
der Blutfarbstoff im sichtbaren Spektrum zeigt, ist die, die den 
D-Linien naher liegt, schader und enger, und wird deshalb ge
messen, wenn man die Sattigung an Kohlenoxyd bestimmt. Zur 
Herstellung einer Eichkurve wird ein rechtwinkliger Trog durch 
eine Diagonalebene in zwei keilformige Troge geteilt. In den einen 
bringt man etwas Blutfarbstoff, der mit Sauerstoff gesattigt ist, 
und in den anderen etwas von derselben Losung, aber vollkommen 
gesattigt mit CO-Gas (wobei man ein paar Tropfen Schwefelammon 
zusetzt. Ein Lichtstrahl wird beim Passieren verschiedener Teile 
des Doppeltroges dieselbe Gesamtzahl an Blutfarbstoffmolekiilen 
treffen, aber eine verschiedene gegenseitige Schichtdicke derer, 
die mit Sauerstoff und derer, die mit CO verbunden sind. Diesen 
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Trog, gefiillt wie angegeben, stellt man vor das Spektroskop, 
bestimmt die WellenHi.ngen, die verschiedenen Konzentrations
verhaltnissen an Kohlenoxyd in Prozenten entsprechen und stellt 
hiernach eine Eichkurve dar. Diese benutzt man, urn die Sattigung 
unbekannter Blutproben an CO-Gas in Prozenten zu bestimmen, 
indem man die Wellenlange der Untersuchungsbande mit dem Re
versionsspektroskop bestimmt. 

Chemischer Nachweis von Kohlenoxydhamoglobin 
im Blutl. 

1. Probe nach Salkowski. Die zu untersuchende Blut
probe wird mit Wasser auf das 20fache Volumen verdiinnt und 
mit dem gleichen Volumen Natronlauge (spez. Gew. 1,34) versetzt. 
Handelt es sich urn Kohlenoxydblut, so wird die Mischungin weni
gen Augenblicken zuerst weiBlich triibe, dann lebhaft hellrot; 
beim Stehen der Probe scheiden sich hellrote Flocken ab, die sich 
allmahlich zusammenballen und sich iiber einer rosa gefarbten 
Fliissigkeit sammeln. Eine aus kohlenoxydfreiem Blut hergestellte 
Losung zeigt bei der gleichen Behandlung schmutzig braunliche 
Verfarbung. Bei langerem Stehen werden die Unterschiede all
mahlich undeutlich. 

2. Probe von Kunkel und Welzel. a) Kohlenoxydblut 
wird mit dem 4fachen Volumen Wasser gemischt. Zu einem Teil 
der Mischung setzt man das 3fache Volumen 1 %ig. waBriger 
TanninlOsung: Hellkarmoisinroter Niederschlag. Bei Gegenprobe 
mit genuinem Blut: Schmutzige Verfarbung. Die Unterschiede 
bilden sich nach mehreren Stunden aus. 

b) 10 ccm Kohlenoxydblut werden mit 15 ccm 20%ig. Ferro
zyankaliumlosung und 2 ccm Essigsaure versetzt. Gegenprobe mit 
genuinem Blut. Unterschied der Farbung tritt sogleich hervor. 

Die Proben'lassen noch eine 6fache Verdiinnung von Kohlen
oxydblut mit genuinem Blut erkennen. 

Hamatin und Hamochromogen. 

Hamatin entsteht beim physiologischen und pathologischen 
Abbau yom Blutfarbstoff. 1m Reagenzglas entsteht Hamatin 
durch Erhitzen, Einwirkung von Alkalien oder Sauren. Hierbei 
spaltet sich das Hamoglobin in EiweiB (Globin) und Farbstoff. 
Geschieht diese Spaltung bei Anwesenheit von Sauerstoff, also 

1 Salkowski: Prakt. d, phys, u, path. Chemie, S, ]26. Hirschwald, 
BerHn 1912. 

9* 
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von Oxyhamoglobin, so entsteht Hamatin, gesehieht sie unter 
SauerstoffabsehluB aus Hamoglobin, so entsteht reduziertes Ha
matin, im folgenden als Hamoehromogen bezeiehnet 1. 

Die Absorptionsspektren von Hamatinlosungen sind abhangig 
von den Losungsmitteln und der Reaktion der Losungen. Das 
Spektrum einer alkalisehen HamatinlOsung erhalt man, wenn man 
1 eem Blut mit 20 eem 15%ig. Kalilauge versetzt und naeh einigen 
Minuten mit Wasser ad 100 eem verdiinnt. Bei Beobaehtung bei 
4 em Sehiehtdieke erkennt man (vgl. Spektraltafel 8): 

Streifen I: sehwaeh 638-608, Maximum 62l. 
Streifen II: stark 591-572, Maximum 58l. 
Streifen III: auBerst sehwaeh 551-532, Maximum ea. 542. 

Eine reinere HamatinlOsung erhalt man bei Misehen von 
1 eem Blut mit 5 eem Eisessig, Aussehiitteln der Misehung mit 
der 6-8faehen Menge Ather, Auswasehen dureh Sehiitteln mit 
Wasser und Aussehiitteln des Athers mit diinner Kalilauge. 
Man gewinnt eine reine alkalisehe Hamatinlosung, die bei ge
eigneter Sehiehtdieke den eharakteristisehen Streifen im Rot 
zeigt (Maximum der reineren Losung ea. 612). 

Das Spektrum ist mit dem einer neutralen Methamoglobin
lOsung verweehselbar, doeh liegt bei Methamoglobin das Maxi
mum weiter naeh Rot. Die alkalisehe Hamatinlosung verwandelt 
sieh naeh Zusatz von gesattigter Sehwefelammonium16sung in 
eine HamoehromogenlOsung, wahrend Methamoglobin hierbei in 
Hamoglobin und beim Sehiitteln mit Luft in Oxyhamoglobin 
iibergeht. 

Das Spektrum des sauren Hamatins erhalt man, indem man 
0,5 eem Blut mit 3 eem Eisessig miseht, mit 20 eem Ather sehiit
telt und die Misehung filtriert. Das Filtrat liefert bei 2 em Sehieht
dieke folgendes Spektrum (vgl. Spektraltafel 9). 

Streifen I: starker als III und IV 653-613, Maximum 639. 
Streifen II: sehr sehwaeh 595-574, Maximum ea. 576. 
Streifen III: 564-529, Maximum 543. 
Streifen IV: 519----486, Maximum ea. 504. 

Setzt man einer alkalisehen HamatinlOsung ein Reduktions
mittel (Hydrazinhydrat, Sehwefelammonium oder Stokessehe 
Fliissigkeit) zu, so geht die Fliissigkeit unter Annahme eines 
roten Farbentons in reduziertes Hamatin (als Hamoehromogen 

1 Nach neueren Untersuchungen ist das Hamochromogen nicht iden
tisch mit dem reduzierten alkalischen Hamatin. Anson und Mirsky: 
J. of Physiol. 60, 50 (1925). Vgl. hierzu auch Barcroft: Die Atmungs
funktion des Blutes II. Berlin (1929), S. 18. 
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bezeiehnet) tiber. Hierdurch lassen sieh sehr kleine Mengen von 
Hamatin erkennen. Man erhalt eine HamochromogenlOsung, in
dem man 1 cern Blut nach Zusatz von 10 cern Wasser mit 10 cern 
15%ig. Kalilauge miseht, mit Wasser ad 96 cern verdtinnt, mit 
Ather iibersehiehtet und mit 6 cern Schwefelammonium unter 
leiehtem Umriihren miseht. Bei Beobaehtung bei 2 cm Schicht
dieke erkennt man (vgl. Spektraltafel 10): 

Streifen I: Rotwarts sehr scharf begrenzt und dunkel570-54 7. 
Streifen II: 540-508, Maximum ca. 532-524, Violett von 

450 ab ausgelOseht. 
Der Ort der Absorptionsstreifen weehselt etwas, je naehdem 

man zur Reduktion der alkalischen HamatinlOsung Hydrazin
hydrat oder Sehwefelammonium benutzt. Bei sehr starken Ver
diinnungen ist nur der erste Absorptionsstreifen des Hamo
ehromogens wahrnehmbar, was zur 1dentifizierung geniigt. 

Spektroehemiseher Nachweis. 

Hamatin im Blutserum. Bei der Blutentnahme ist jede 
Hamolyse auszuschlieBen (vermeide Umriihren mit scharfkantigen 
Glasstaben, Verunreinigung mit Alkohol oder Saurespuren!). Man 
fangt das Blut unmittelbar im Zentrifugenglas auf, laBt Y:! bis 
1 Stunde stehen und zentrifugiert. Das vollkommen klarzentri
fugierte, frisehe Blutserum wird in ein AbsorptionsgefaB von 
4 em Lange und mindestens 0,6-1,0 em Breite gebracht, mit 
reinem Ather iibersehichtet, danach mit 1/10 Volumen Schwefel
ammonium versetzt und durch leichtes Riihren mit einem Glas
stab gut durchmischt. Bei pathologisehem Hamatingehalt zeigt 
sich innerhalb weniger Minuten ein schmaler, gut abgegrenzter 
symmetrischer Absorptionsstreifen bei ungefahr 559. 1st der 
Streifen bei 4 cm Schichtdicke gerade noch bestimmbar, so ent
spricht der Hamatingehalt angenahert 0,14 mg in 100 cern. Die 
Anwendung eines MeBspektroskopes ist notwendig. 

Hamatin im Harn. Enthalt der Harn auBer groBeren Men
gen gelOsten Hamatins keinen oder nur wenig Blutfarbstoff, so 
kann dies unmittelbar dureh spektroskopische Untersuchungen 
und Dberfiihrung in Hamochromogen erkannt werden. BeiAnwesen
heit geringer Mengen oder Vorhandensein von Oxyhamoglobin, 
Hamoglobin oder Methamoglobin laBt sieh nieht entscheiden, 
ob das nachgewiesene Hamatin urspriinglich in freier Form vor
handen gewesen oder erst dureh angewandte Reagentien am; 
andern Blutfarbstoffen abgespalten worden ist. 
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Nachweis von Hamatin in Fazes. Eine kleine Menge 
wird mit SodalOsung gemischt und unfiltriert nach Zusatz von 
Schwefelammonium in diinner Schicht spektroskopiert. 1st die 
Fliissigkeit undurchsichtig, so filtriert man, setzt weiter Schwefel
ammonium hinzu und untersucht auf Hamochromogenspektrum. 
Man kann auch 5 g Fazes mit 90% ig. Alkohol fein verreiben, auf 
100 ccm auffiillen, filtrieren und bei verschiedener Schichtdicke 
priifen. 

Andere Extraktionsmittel (Eisessig, Pyridin) konnen zum 
Nachweis von vorgebildetem Hamatin nicht benutzt werden, da 
durch sie aus vorhandenem Hamoglobin Hamatin abgespalten wird. 

Die vorstehend gegebene spektrochemische Priifung dient zum 
Nachweis vorgebildeten Hamatins. Die spektrochemische Unter
suchung auf Blut schlechthin geht auf Umwandlung der verschie
denen Blutfarbstoffe in Hamochromogen aus und ist S. 135 und 
136 beschrieben. Vgl. auch Nachweis von Blut bzw. von Hamatin 
S.584. 

Porphyrine. 

Unter der Bezeichnung "Porphyrine" versteht man eine Reihe 
nahe verwandter eisenfreier Umwandlungsprodukte des Hamo
globins oder Hamatins (Uroporphyrin, Koproporphyrin u. a.). 
Zur Darstellung des sogenannten Hamatoporphyrins nach Hoppe
Seyler tragt man in 20 cern konz. Schwefelsaure in einem Por
zellanmorser unter Umriihren mit dem Pistill langsam 2 ccm 
defibriniertenmenschlichen Blutes ein und verdiinnt die Masse 
mit konz. Schwefelsaure auf das lOfache. Man untersucht nach 
dem Verschwinden der Luftblaschen spektroskopisch und be
obachtet bei 4 em Schichtdicke (vgl. Spektraltafel 11). 

Streifen I: stark 612-597. 
Streifen II: 587-541, dessen linke Teilstrecke viel heller ist 

als die sehr dunkle rechte; das violette Ende von 490 ab ist fast 
ausgelOscht. 

Je nach der Konzentration schwankt die Lage der Maxima im 
Streifen I zwischen 604-602, bei Streifen II zwischen 557-555. 
Die Lage der Absorptionsbanden ist von dem verwendeten Material 
(frisches oder altes Blut oder praparativ gewonnenes Hamo
globin) abhangig. 

Nachweis von Porphyrinen im Harn. Der physiologi
sche Porphyringehalt ist so gering, daB er durch unmittelbare 
spektroskopische Beobachtung nicht nachgewiesen werden kann. 

Bei stark erhohtem Porphyringehalt geniigt es, den Harn 
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mit dem gleichen Volumen 25%ig. Salzsaure zu mischen und ihn 
bei groBerer Schichtdicke - notigenfalls 10 cm - zu spektro
skopieren. Man beobachtet mehrere Streifen (5), von denen aber 
nur 2 ihre Lage so genau beibehalten, daB sie scharf bestimm
bar sind. Liegt vorziiglich "Uroporphyrin" vor, so liegen die 
Hauptstreifen I und II bei ungefahr 595,5-596 und 551,5-552,5. 
Handelt es sich vorwiegend um Koproporphyrin, so findet man sie 
ungefahr auf 592 und 549. Uber den Nachweis kleinerer Mengen 
von Porphyrinen im pathologischen Harn siehe S.582. 

Spektroskopischer Nachweis von Blut. 

In Blutflecken. Blutflecken farben sich rasch braun, da 
das Oxyhamoglobin in Methamoglobin iibergeht. Sie lassen sich 
entweder durch die Hamoglobinspektren (Oxyhamoglobin, Met
hamoglobin, Kohlenoxydhamoglobin und Zyanhamoglobin) oder 
durch das Hamochromogen- oder Hamatoporphyrinspektrum 
identifizieren. Die letzten stellen Reaktionen des Hamatins oder 
Hamatoporphyrins dar, sind also fiir die Anwesenheit von Blut
farbstoff nicht zwingend beweisend. 

a) Unmittelbare Priifung. Der Fleck wird schwach an
gefeuchtet und in einem Handspektroskop mit starker Beleuchtung 
im durchfallenden Licht untersucht. Beim Befeuchten mit Schwe
felammonium geht Oxyhamoglobin in Hamoglobin iiber. Das Ver
fahren versagt bei alteren Flecken. Man untersucht danach 
durch: 

b) Herstellung eines Auszuges. Man zieht den Blut
fleck mit 0,3-1 %ig. Sodalosung oder 0,1 %ig. Kalilauge aus und 
bewahrt die nicht ge16ste Masse auf. Man priift den notigen
falls durch Filtrieren geklarten Auszug in dicker Schicht auf das 
Oxyhamoglobin- oder Methamoglobinspektrum. Bei sehr geringem 
Blutgehalt kann man noch spektrographisch den Violettstreifen er
halten. Dann dampft man die Lasung auf dem Wasserbade 
vollstandig ein und priift auf Hamochromogen oder Hamato
porphyrin. 

Zur Hamochromogenprobe lost man einen Teil des 
Riickstandes in Kalilauge, fiigt einige Tropfen Ather hinzu, gibt 
gesattigtes Schwefelammonium hinein, mischt und spektroskopiert. 
Der Hauptstreifen liegt hierbei auf etwa 557. Fiigt man nach
traglich etwas gesattigte ZyankaliumlOsung und einige Tropfen 
Schwefelammonium hinzu, so geht das Hamochromogenspektrum 
in das Zyanhamochromogenspektrum mit zwei etwa gleich starken 
Absorptionsstreifen bei ca. 568 und 538 iiber. 
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Zur Hamatoporphyrinprobe verreibt man einen Tei1 des 
Riickstandes mit einigen ccm reiner konzentrierter (98%ig.) 
Schwefelsaure. War Blut oder Hamatin vorhanden, so findet man 
die beiden Hauptstreifen bei ungefahr 601 und 555. 

Findet man bei der Untersuchung des Blutfleckauszuges kein 
positives Ergebnis, so untersucht man den bei der Extraktion 
verbliebenen Rest nach Leers!. Man mazeriert im Reagenzglas 
das Untersuchungsobjekt nach feinster Zerteilungmit konzentrierter 
Kalilauge, der man einige Tropfen absoluten Alkohols unter Er
warmen zusetzt. Zu dem erkalteten Extrakt setzt man 2-3 Tropfen 
Pyridin. Man schiittelt zur Emulsion, setzt einen Tropfen Re
duktionsmittel (Ammoniumsulfid) hinzu, schiittelt wieder, laBt 
stehen und untersucht die nach oben steigende Pyridinschicht auf 
ein Hamochromogenspektrum. Sollte es zu schwach sein, so pipet
tiert man die Pyridinschicht ab und verdampft sie auf dem Objekt
trager Tropfen fUr Tropfen, so daB jeder folgende den vorhergehen
den deckt. Aus dem entstehenden rotlichen Flecken gelingt es oft, 
nach Zusatz einer geringen Menge Reduktionsmittel ein Mikro
Hamochromogenspektrum zu erhalten. 

Untersuchung von Harn und Fazes auf Blut s. S.584. 

Spektroskopisches Verhalten der Harnfarbstoffe. 

Siehe unter "Harnfarbstoffe" S.573. 

Spektraipbotometriscbe Untersucbung des 
Blutes. 

I. Allgemeine Spektralphotometrie. 

Unter der spektralphotometrischen Untersuchung einer Fliissig
keit versteht man die quantitative Bestimmung ihres Absorptions
verhaltens gegeniiber Licht von genau definierter Wellenlange. 
Die GroBe der Absorption ist von der Intensitat des auffallenden 
Lichtes unabhangig. Das Verhaltnis der Intensitat des auf die 
Fliissigkeit auffallenden Lichtes zu der des sie verlassenden ist 
bei gleichbleibender Schichtdicke und Konzentration der Losung 
ausschlieBlich von der Natur des Farbstoffes und der Wellenlange 
der Lichtstrahlen abhangig. Ais MaB des Absorptionsverhaltens 
benutzt man die Schichtdicke der untersuchten Fliissigkeit; 

1 Die forensische Blutuntersuchung, S. 64, Berlin: Julius Springer 1910. 



Allgemeine Spektralphotometrie. 137 

und zwar gebraucht man als MaB den reziproken Wert derjenigen 
Schichtdicke, die die 1ntensitat des auf die Fliissigkeit auffallen. 
den Lichtes nach deren Durchstrahlung auf ein Zehntel herabsetzt. 
Man bezeichnet diesen Wert als Extinktionskoeffizienten e. 

1st J die 1ntensitat des auffallenden Lichtes, J 1 diejenige nach 
der Absorption und d die Schichtdicke der absorbierenden Fliis
sigkeit, so ist 

J 1 = J ·lO-Ed 

und 
e = ~.log (~J. 

Da es fiir das Absorptionsverhalten eines Farbstoffes gleich 
ist, ob man seine Schichtdicke oder seine Konzentration (c) andert, 
vorausgesetzt, daB der Farbstoff sich bei Anderung der Kon
zentration nicht verandert, so ist 

~ = konstant. 
e 

.Nach Vierordt heiBt die Konstante 

~=A 
e 

das "Absorptionsverhaltnis" 1. Sie bezieht sich ebenso wie der Ex
tinktionskoeffizient auf eine bestimmte, anzugebende Wellenlange. 

Kennt man A, so ist durch Bestimmung von e die Konzen
tration der Farbstofflosung bestimmbar, da 

c=e·A. 

Das Spektralphotometer2• 

Die beste Apparatur zur spektralphotometrischen Messung ist 
das Konig-Martenssche Spektralphotometer von Schmidt und 
Ha ens ch, Berlin. Es beruht auf der Erzeugung zweier vollig gleich
artiger, nebeneinander liegender Spektren, deren Licht senkrecht 
zueinander polarisiert ist. Wird das Licht des einen Spektrums 
durch Einschaltung einer absorbierenden Fliissigkeit verdunkelt, 
so lii.Bt sich durch Drehen des Nikols gleiche Helligkeit beider 
Gesichtsfeldhalften wieder herstellen und aus dem Drehungs
winkel des Nikols die Absorption berechnen. 

1 Nach Vierordt is~ c gleich der in I ccm Liisung enthaltenen, in g 
ausgedriickten Substanzmenge zu setzen. So ist z. B. in einer 1% igen 
Hi.i.moglobinliisung c nicht 1 sondern 0,01. 

2 Martens-Griinbaum: Ann. Physik IV. Folge, 12. Bd. 984 (1903). 
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Die optische Einrichtung des Apparates. 

Abb.66 gibt einen vertikalen Schnitt durch das Photometer; Abb.67 
stellt einen horizontalen Schnitt durch das Photometer dar; man muB sich 
die Ebene dieser Zeichnung in Wirklichkeit im Dispersionsprisma P umgebogen 

vorstellen. Die yom Spalte 8 1 

ausgehenden . Strahlen - es 
werdeNa-Licht vorausgesetzt 
- werden von der Objektiv
linse 0 1 parallel gemacht, 
durch das Flintglasprisma P 
(neuerdings wird ein Ruther
fordprisma angewandt) nach 
MaBgabe der Wellenlange 
abgelenkt und durch die Ob-

Abb. 66. jektivlinse O2 zu einem Spalt-
bilde am Orte des Okular

spaltes 8 2 vereinigt. Der durch 8 2 blickende Beobachter sieht die ganze 
Flache der Objektive gleichmaBig und einfarbig beleuchtet. Die beiden 
Prismen PI und P 2 aus Crownglas haben die Aufgabe, die zweimalige 
Reflexion von Strahlen an den optischen Flachen unschadlich zu machen. 

Der Eintrittsspalt 8 1 ist dnrch Blenden in zwei Spalte a und b geteilt, 
in welche die miteinander zu vergleichenden Licht btindel I und II eintreten. 
Zunachst sei angenommen, daB das Wollastonprisma W und das Zwillings
prisma Z nicht vorhanden seien. Dann werden von den Spalten a und b 
zwei Bilder, b und A, entstehen, wie es im Teil 0 der Abb. 67 dargestellt 
ist. Denkt man sich das Wollastonprisma, welches aus zwei verkitteten 

Kruk_tpn.=n b"wht, ffin_. eo 'nMe;~n d'~h ;:~irng 

c 0 ~ 
Abb.67. 

zwei Bilder bh und Ah (vgl. Abb. 67 D) mit horizontaler Schwingungsrichtung 
des Lichtes und zwei andere Bilder b. und A. mit vertikaler Schwingungs
richtung. Es sei nun auch das Zwillingsprisma Z eingeftihrt, dann entwirft 
die in Abb. 67 obere Halfte 1 (oben und unten in Abb. 67 ist beim wirk
lichen Photometer rechts und links) eine nach unten abgelenkte Spaltbilder
reihe bA" b." Ah" A •• ; die untere Halfte 2 eine nach oben abgelenkte Spalt
bilderreihe bh,. b." A h" A.,. Nur das Licht der zentralen Bilder b •• und A h, 

wird nunyom Okularspalt durchgelassen. Mithin sieht ein am Okularspalt 
befindliches Auge das Feld 1 mit vertikal schwingendem Lichte yom Spalte b 
beleuchtet;. das Feld 2 mit horizontal schwingendem Lichte yom Spalte a. 
Dieser Strahlengang ist in der Abb. 67 durch die ausgezogenen Strahlen
btindel I und II angedeutet. Das Zwillingsprisma ist die eigentliche Ver
gleichsvorrichtung; auf gleiche Helligkeit der beiden Halften des photo
metrischen Vergleichsfeldes wird bei allen Messungen eingestellt. 

Da das von den Vergleichsfeldern ins Auge kommende Licht in zwei 
zueina~der senkrechten Richtungen polarisiert ist, kann man zur meB
baren Anderung der Lichtintensitaten ein meBbar drehbares Nikol. N be
nutzen, welches sich zwischen Okularspalt und Auge befindet. 
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Konstruktion und Handha bung des Photometers. 

Die Abb. 68 stellt das Photometer mit der groBen Beleuchtungsvorrich
tung dar. S1 ist der horizontale, in zwei Teile geteilte Eintrittsspalt, der durch 
die daruber sichtbare Mikrometerschraube bilateral verstellt werden kann. 
In der Trommel T befindet sich das Prisma; das Beobachtungsrohr B kann 
mittels der Mikrometerschraube M urn die Achse d gedreht werden. Der 
Beobachter blickt schrag naeh unten in daB Beobachtungsrohr, stellt durch 

Abb. 68. 

Drehen des Teilkreises G und des darin befindliehen Nikols auf gleiche Hel
ligkeit ein und liest bei derselben Stellung des Kopfes durch die Lupe L 
die Stellung des Teilkreises gegen einen Index abo Damit das Auge nicht 
durch das Licht der Beobachtungslampe geblendet wird, wird ein Schirm 
uber Lund das obere Ende von B gesteckt, an dessen Ruckseite sieh 
eine kleine 4-Voltlampe zur Beleuchtung des Teilkreises befindet. An dem 
eigentlichen Photometer ist mit Hilfe einer Sehraube die Beleuchtungs
vorrichtung befestigt. Dem Instrument ist ein GauBsches Okular beigegeben, 
welches nach Abnahme des Teilkreises G und des darin befindlichen Okular
nikols auf das obere Ende von B gesetzt werden kann und zur Eiehung der 
Mikrometerschraube nach WeIlenlangen verwendet wird. 

An dem Apparat darf zur Erhaltung der einwandfreien Justierung 
keine Sehraube gel6st werden. 

Beleueh tungs vorrich tung. 
Ais Beleuchtungsvorrichtung zum Spektralphotometer ist es zweck

maBig, die sogenannte groBe Beleuehtungsvorriehtung anzu~ehaffen, 
da diese durch Anwendung langer R6hren (bis zu 25 em) auch die Messung 
8ehr verdunnter L6imngen auszufiihren gestattet. 

Von dem Beleuchtungsspalte So (vgl. Abb. 69) entwirft ein System 
von vier Linsen L 1 , L 2 , L s' L 4 , und zwei Paar Fresnelseher Prismen Fl 
und F2 zwei reeIle Bilder auf den Spalten a und b. Der Abstand· Ll La be
tragt 26,5 em. Die Mittelstrahlen der beiden Bundel I und II sind an allen 
Stellen 43 mm voneinander entfernt. Die Prismen sind so bereehnet und 
geschliffen, daB die Mittelstrahlen der Bundel I und II genau die Mittel
punkte der zu beleuchtenden Halften des Zwillingsprismas treffen. Die 
Konstruktion der Beleuchtungsvorrichtung ist aus Abb. 68 ersieht
lich. Bei F1 und F2 liegen die beiden Fresnelsehen Prismenpaare in kleinen 
Schutzgehallsen. Rei Einschaltllng llngleich langer Fliissigkeitsschichten 
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in den Gang der Strahlenbiindel I und II werden stets scharfe Abbildungen 
des Beleuchtungsspaltes auf den beiden Eintrittsspalten bewirkt. 

Von der richtigen Justierung der Beleuchtungsvorrichtung iiberzeugt 
man sich, indem man 
durch den Okular
spalt das Licht einer 
Gliihlampe einfallen 
laBt und im ver
dunkelten Zimmer 
Lichtflecke beobach
tet, welche die bei

den nunmehr in umgekehrter Richtung verlaufendenlBiindel I und II auf 
Koordinatenpapier hervorrufen. Das Papier wird zunachst nahe an La' 
darauf nahe an L] gebracht. Ferner priift man, ob auf So zwei zusammen-
fallende Spaltbilder entstehen. ' 

Als Lichtquelle fiir exakte Bestimmung des Extinktionskoeffizienten 
soUte eigentlich kein weiBes Licht, sondern spektralreines Licht dienen, denn 
nimmt man auch bei Anwendung weiBen Lichtes die Spalten so eng wie mog
lich, namlich den Objektivspalt etwa 0,10 mm und den Okularspalt 0,25 mm, 
so unterscheiden sich die an den Grenzen dieses Spektralbereiches liegenden 
Wellenlangen immer noch urn 4 pp,l. Hierdurch wird die Einstellung der 
beiden Vergleichsfelder schwierig. Es solI daher fiir physikalische Messung 
homogenes Licht von Spektrallinien benutzt werden (Aronsche Queck
silberlampe, Flammenspektren). Fiir physiologische Untersuchungen ge
niigt es aber, weiBes Licht anzuwenden, und zwar wird von Charnass die 
Anwendung einer Zeisfschen Azolampe empfohlen. 

Die zu untersuchende Farbstofflosung wird in dem Apparate bei
gegebene Rohren gefiillt, die durch planparallele Glasscheiben verschlossen 
werden. Diese werden durch aufgeschraubte Metallhiilsen bzw. darunter 
gelegte Gummiringe auf die Rohren fest aufgedriickt. Die Rohren 
sind nach dem Abnehmen der VerschluBplatten leicht durch einfaches 
Ausspiilen zu reinigen. Die Dimensionen der Beleuchtungsvorrichtung 
gestatten die Anwendung von Rohren bis zu 25 cm Lange; andererseits 
diirfen wegen des fiir die Schraubengewinde notigen Platzes die Rohren 
nicht kiirzer als 2 cm sein. In diese kiirzesten Rohren konnen aber noch mas
sive, genau planparallel geschliffene Glaszylinder von 1 cm und mehr Lange 
geschoben werden, so daB Schichtdicken von 1 cm und darunter der Unter
suchung zuganglich werden. Damit die Reflexions- und Absorptionsverluste 
vor beiden Spalthalften gleich bleiben, miissen immer zwei gleiche Glas
zylinder in beide Rohren gelegt werden. Der Mantel dieser Glaszylinder ist 

p, an einer Stelle etwas abgeschliffen, damit die Fliissigkeit im O ganzen Rohre frei zirkulieren kann. Abb. 70 stellt einen Quer"0' schnitt durch eine Rohre R mit darinliegendem Glaszylinder 
' (j G dar (S ist die abgeschliffene Stelle). 

Bei ganz kleinen Rohren sind die Fassungen etwas ver
langert, so daB das ganze GefaB immer noch eine Lange 

R von 5-6 cm erhalt. Daher liegen auch diese kurzen Rohren 
genau passend in den Rinnen A (Abb. 613) und werden 

Abb. 70. in axialer Richtung von dem Strahlenbundel durchsetzt. 

1 VgJ. Hoffmann: Z. Physik 37, H. 1/2 (1926). Uber die Spaltbreiten
korrektion bei Messungen mit dem Spektralphotometer nach Konig
Martens. 
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Beispiel. 

Tl- Funke (J. = 535 pp) wird auf den mit Mattglas bedeekten Beleueh
tungsspalt projiziert. Untersueht wurde Kaliumbiehromatlosung, 

c = 0,01698 g-Mol auf 1000 cern. 

5 cm-Rohren; 
LOsung 

reehts (II inAbb.69), 
Wasser 

links (/ inAbb. 69). 

5 em-Rohren; 
Losung 

links (/ in Abb. 69), 
Wasser 

reehts (II in Abb.69). 

18,2 163,3 
17,7 163,2 
18,1 162,9 

--r8,"00 - 163,13 
+ 180 1+ 198,00 
-198;001 - -34,87--

34,60 

197,4 343,3} 
197,4 342,7 1 

197,4 342,4 
197~0 --.:. 342,80 

+ 180 + 377,40 

377,40 34,60 

34,74 : 2 = 17,37, 0(2 = 17° 22' 

62,5 119,0 242,0 297,7 
62,3 118,3 242,2 298,3 
62,4 117,9 243,0 297,3 

--- 62,40- =-1 18,.w---242,40 - ~·297,77 -
+ 180 1 + 242,40 + 180 1 + 422,40 

242,40,(124,00·· -- 422,40'( - -124,63 

124,63 
124,32: 2 = 62,16, 0(1 = 62 ° 10' 

17,3 164,0 
17,0 163,0 
17,0 162,7 

--17,10 163,23 
180_ 1.!97,!.? 
197,10'; 33,87 

34,76 

197,7 342,4 
197,4 342,9 
198,1 343,6 
197,73 342,97 
180 1 377,73 

-377~73-2- -34;76-

34,32: 2 = 17,16, 0(2 = 17 ° 10' 

log tg 62° 10' = 0,27738 
log tg 17° 16' = 0,49252-1 

cd = 0,78486; 1'=0,1570 

1 An Stelle dieser von Martens und Griln ba urn angewandten Rech
nungsart erhiHt man die Werte fUr 0( einfacher gemaB der S. 142 ange
gebenen Reehnungsart, d. h. da 

Xl = 18,00°, xt = 163,13°, X3 = 197,40° und X4 = 342,80° 
0( = Xl = 18,00° 

= 180 - x 2 = 180 - 163,13 = 16,87 
= X3 -180° = 197,40 - 180 = 17,40 
= 360 - x4 = 360 - 342,80 = 17,20 
= 17,37° = 17° 22'. --

Ebenso ist mit den Ablesungen der beiden nachsten Spalten zu verfahren 
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Beo baehtungsmethode. 

Man bringt die absorbierende Schicht zunachst in den Gang der 
Strahlen I, das Losungsmittel in den Gang der Strahlen II, die Einstellung 
(auf gleiche Helligkeit der beiden Gesichtsfelder) ergibt: IXI' 

Dann gibt man die Liisung in Strahlengang II, das Liisungsmittel 
in Strahlengang I, die Einstellung ergibt: 1X2• 

Die Winkel IXI und 1X2 werden stets in allen 4 Quadranten des TeiIkreises 
mehrmaIs gemessen, und zwar betragt IX, wenn die Ablesungen in den 
4 Quadranten Xl' X 2, Xa und x4 lauten, im reehten oberen Quadranten Xl' 

im reehten unteren Quadranten 180 0 - x2' im linken unteren Quadranten 
xa - 180 0, im linken oberen Quadranten 360 0 - X4• 

Die Runde wird zweimal wiederholt und zum SchluB von insgesamt 
12 Ablesungen der Mittelwert berechnet. 

Sind 13 der Koeffizient der untersuehten Losung, EO der des Liisungs
mittels, IXI bzw. 1X2 die Ablesungswinkel und d die Schiehtdicke, so ist 

log tg IXI - log tg 1X2 
E- So = d 

(Hinsichtlieh der Ableitung der Formel wird auf die S. 137 zit. Original
arbeit verwiesen.) 

Beispiel. Als Beispiel einer Bestimmung des Extinktionskoeffizienten 
einer Liisung sei die Messung einer Kaliumbichromatlosung wiedergegeben 
(s. Tab. S. 141), die mit der Tl-Linie 535 erhalten wurde. Man kann leicht 
die Tl-Linie erhaIten, wenn ein Platiuring mit TlCl in einer kleinen Alkohol
flamme erhitzt wird. 

II. Anwendung der spektralphotometrischen Messung 
auf die Blutuntersuchung. 

Als Ziel der spektralphotometrischen Blutuntersuchung sind 
zu betrachten: 

1. Konz en tra tionsermi ttl ungen. 
IstfUreinenBlutfarbstoff,z. B. Oxyhamoglobin,miteiner Lasung 

genau bekannten Gehaltes einmal die Konstante "A" (s. S. 137) 
bei einer bestimmten Wellenlange ermittelt, so ist durch Be
stimmung von e bei einer Lasung unbekannten Gehaltes die 
Konzentration sofort errechenbar. Die Konstanten schwanken 
etwas je nach der optischen Individualitat des Instrumentes und 
sind daher fUr jedes Instrument durch Eichung festzulegen1 • 

I Beispiel: Hatte man in dem auf S. 148 zur Ermittlung von A bzw. 
A' angefiihrten Beispiel A mit 0,001887 bzw. A' mit 0,001l74 als bekannt 
vorausgesetzt und zur Ermittlung von c, 13 = 0.48119 und 13' = 0,77320 
gemessen, so ergibt sieh c = A . 13 = A'· 13' (vgl. S. 137), und da die Aus
gangslosung zur Messung 40 fach verdiinnt- wurde, c in dieser Zll: 

c = 0,001887 . 0,48119 . 40 = 0,03631 
bzw. c = 0,001l74· 0,77320·40 = 0,03631. 

Da cin diesem FaIle die g -Zahl pro cern darstellt, so ergibt sich diein den 100 cern 
Ausgangs-HamoglobinlOsllng enthaltene Hamoglobinmenge Zll 3,631. 
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Des weiteren dient die Methode auch zur Analyse von Farb
stoffgemischen 1. 

2. Identifizierung von Farbstoffen. 

Der Quotient zweier an verschiedenen Stellen des Spektrums 
gemessenen Extinktionskoeffizienten ist eine Konstante, die von 
der Konzentration unabhangig und fur den betreffenden Farb
stoff charakteristisch ist. Hieraus ergibt sich die Moglichkeit, 
verschiedene Blutfarbstoffe aus dem Zahlenwert dieses Quo
tienten zu identifizieren. Fur Oxyhamoglobin wird die Absorption 
nach Hufner 2 an zwei Stellen des Spektrums bestimmt, und 
zwar: 

a) bei dem Minimum der Absorption in Gelb bei einer mitt
leren Wellenlange von 560 (Spektralbereich 565-554, Extink
tionskoeffizient ,,8") und 

b) in der Mitte des zweiten Streifens in Grun bei 538 (Spektral
bereich 542,5-531,5 Extinktionskoeffizient ,,8'''). 

Bildet man den Quotienten ~, so erhalt man den sogenannten 
10 

"Hufnerschen Quotienten". Dieser zeigt - selbst bei Messungen 
verschiedener Untersucher, die mit verschiedenartigen Appara
turen arbeiteten - eine au Berst gute Konstanz. (Siehe folgende 
TabelleV 

Untersucher Instrument 
10' 

A' A 
10 

Hiifner Hiifner-Apparat 1,58 0,00131 0,00207 
Letsche 1,58 0,00132 0,00208 
Butterfield 

" 
1,58 0,001195 0,00187 

Hari Konig-Martens 1,61 0,001168 0,00188 
Charnass Konig-Martens 1,64 0,001180 0,001938 

1 V gI. diesbezgl. H iifner: Arch. Anat. u. PhysioI., PhysioI. Abtlg. 
Jg. 1900 S. 39 und Biirker: Tigerstedts Hdb. d. physioI. Method. 2, 1,213 
(1910). 

2 Arch. Anat. u. PhysioI., PhysioI. Abtlg. S. 491 (1899). Vgl. ferner 
Bohr: Skand. Arch. Physiol. 3,47, 76 u. 101 (1892). - Aron: Biochem. 
Z. 3,1 (1907). - Butterfield: Z. physiol. Chern. 62, 173 (1909). - Hari: 
Biochem. Z. 82,229 (1917); 95,266 (1919). - Charnass in Abderhalden, 
Handb. d. bioI. Arbeitsmeth. IVj4, S. 1109 (1926). 

3 Hinsichtlich der Bedeutung von A' und A s. S. 137. 
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a) Bestimmung des Hiifnerschen Quotienten. 

Da bei der spektralphotometrischen Konzentrationsbestim
mung des Hb auch die Bestimmung des Hiifnerschen Quotienten 
notwendig ist (s. S. 146), sei diese vorangeschickt. 

Behandlung der Apparatur. a) Kalibrierung. Vor der 
Messung ist eine Kalibrierung des Instrumentes nach Wellenlangen 
vorzunehmen, d. h. es werden die Trommelteile des Instrumentes 
graphisch als Ordinaten gegen die entsprechenden Wellenlangen 
als Abszissen dargestellt. Hierzu wird der aufgesetzte Okular
nikol entfernt und an seiner Stelle bei moglichst enggestelltem 
Okularspalt ein dem Instrument beigegebenes GauBsches Okular 
aufgesetzt. Der Eintrittsspalt wird auf 0,015 mm gestellt; sodann 
wird die Trommel in gleicher Weise geeicht wie dies bei der 
J ustierung der Spektroskope beschrieben worden ist. Eine groBe 
Anzahl Spektrallinien werden teils durch GeiBlersche Rohren 
(Wasserstoff, Helium, Quecksilber) teils durch Flammenspektren 
(Natrium, Lithium, Thallium, Strontium) erzeugt. Man stellt 
die Linien auf die Mitte des schmalen Okularspaltes ein und liest 
die entsprechende Trommelteilung abo Es ist notwendig, zahlreiche 
Eichpunkte zugrunde zu legen. Charnass benutzte zur Eichung 
iiber 150 Emissionsspektra, urn eine genaue Wellenlangenkurve zu 
erhalten. Nicht aIle MeBpunkte fallen genau in den erhaltenen 
Kurvenzug; man wahlt nur diejenigen Eichpunkte, die mit dem 
Kurvenlineal am besten zu den beobachteten stehen. Es 
empfiehlt sich auch hier, das Hartmannsche Dispersionsnetz zu 
verwenden, wie S.llS angegeben. Neuerdings werden die Spektral
photometer auch mit sogenannten Wellenlangeschrauben aus
geriistet. 

b) Absorptionsmessung. Spalt. Zur Messung stellt man 
den Eintrittsspalt auf 0,1 mm (bloB bei Ablesung im Blau solI 
er 0,2 mm breit sein). Der Okularspalt wird so weit gewahlt, 
daB der Spektralausschnitt dem von H iifner (siehe 0.) ange
gebenen Wellenlangenbereich annahernd entspricht. 

Beleuchtung. Als Lichtquelle dient die Schmidt und 
Haenschsche Beleuchtungsvorrichtung oder eine Zeiss'sche Azo
Beleuchtungslampe mit Schirm und Blende von ca. 500 Watt 
Starke. (Sie kann mit halber Spannung mittels variierbarer Wider
stande benutzt werden.) Hinter die L'1mpe wird ein Doppelkonden
sator mit kurzer Brennweite eingeschaltet, der den Gliihkorper 
etwas vergroBert auf einer dicht vor dem Apparat aufgestellten 
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Mattscheibe abbildet. Dicht dahinter befindet sich die kleine, 
in die Beleuchtungseinrichtung eingeschraubte, halbmatte Matt
scheibe. 

GefaBe. Zur Untersuchung dient vorzuglich das 2 cm-Rohr, 
das evtl. mit Einsatz eines Glasblockes von 1 cm Dicke benutzt 
werden kann. Auch Rohren von 5 cm Lange sind unter Um
standen anwendbar. Die GefaBe mussen sehr sauber und die 
Losungen vollig klar sein. Filtration ist ausgeschlossen. Das 
destillierte Wasser ist evtl. in J enaer GefaBen nochmals zu 
destillieren. 

Temperatur. Die Temperatur der Losung darf durch die 
Lichtquelle keine Anderung erfahren. Die Temperatur des Zim
mers darf nicht stark schwanken (ca. 5° Spielraum). 

U ntersuch ungsma terial. Die Blutentnahme erfolgt aus 
der Vene am besten ohne Stauung und nuchtern. Oxalatblut gibt 
keine Abweichung gegenuber nativem Blut. Das Blut wird mittels 
kalibrierter Pipette am besten direkt abgenommen. Es wird 
mittels 0,1 %ig. Soda16sung (1 :200 verdunnt) und moglichst so
fort, spatestens nach wenigen Stunden, im 2 cm-Rohr untersucht. 
GroBte Sauberkeit und unbedingte Abwesenheit jedweder Bei
mischung ist notwendig. 

Messung. Die Messung erfolgt genau wie S. 142 angegeben 
worden ist. Man miBt den Extinktionskoeffizienten in dem von 
Hufner angegebenen Wellenlangenbereich (s. S. 143) durch Ein
stellung des Nikols in allen 4 Quadranten. Stets sind fur jeden 
MeBpunkt eine Reihe von Ablesungen vorzunehmen. Der Durch
schnittswert ist anzuwenden. Nach Charnass soIl es genugen, 
mehrere Ablesungen im ersten Quadranten auszufuhren. Man be
rechnet die beiden Extinktionskoeffizienten 8 und 8' wie ange
geben und bestimmt den Quotienten 8' zu 8. 

Der Quotient schwankte bei 100 Untersuchungen von 
Charnass zwischen 1,61-1,66. Die Fehlergrenze betragt also 
ca. 3%. 

Kritik des Hufnerschen Quotienten. Der Hufnersche 
Quotient ist zweifellos eine konstante GroBe; er stellt jedoch 
nach Charnass keineswegs ein Kriterium fUr die Reinheit oder 
Einheitlichkeit des Hb dar. 

"Das Molekul des Blutfarbstoffes kann durch solche Hilfs
mittel, die nicht einmal ganz bedeutende Beimischungen fremder 
Farbstoffe aufdecken lassen, nicht beurteilt werden." 

Rona-Kleinmann, Blnt u_ Harn_ 10 
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Man erhalt hierdurch eine nor-
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Abb. 71. Normalkurve des viermaI umkristaIIi-
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sierten Oxyhiimoglobins (Pferdehiimoglobins). aufzuklaren gestattet. 

b) Spektralphotometrische Bestimmung des 
Hamoglobingehaltes einer Blutprobe 1 • 

Zur Konzentrationsermittlung des Hb ist es n6tig, die Ab
sorptionskonstante A (s. S.137) zu kennen. Die Bestimmung dieser 
Konstante ist fUr jeden Apparat fiir die Messung notwendig. Hierzu 
werden die Extinktionskoeffizienten des Oxyhamoglobins mit 
Lasungen genau bekannten Hb-Gehaltes bestimmt. Das Blut 
zur Gewinnung von Oxyhamoglobin ist vor der Verarbeitung auf 
den Hiifnerschen Quotienten, den man fUr sein Instrument kennt 
(s. S.143) zu priifen. Sind unzulassige Abweichungen vorhanden, so 
ist das Blut verandert bzw. verdorben und darf nicht verwandt 
werden. Zur Herstellung einer Hb-Lasung genau bekannten Ge
haltes verfahrt man wie folgt. 

Blutkarperchen aus frischem defibrinierten Pferdeblut werden 
viermal mit physiologischer Kochsalz16sung gewaschen, bei 20 0 

in 2 Volumen destilliertem Wasser aufgenommen, mit 1-2 Volu
men reinstem Ather kriiftig durchgeschiittelt; man laBt ab
setzen, bis eine vallig klare Hamoglobin16sung erfolgt. Manch
mal ist dabei Erwarmung auf hachstens 37 0 und Wasserzusatz 
natig, in allen Fallen muB jedoch eine blanke Lasung entstehen. 
Die klare Hamoglobin16sung, die nicht langer als etwa 6-8 Stun
den stehen dad, wird abgehoben, der Ather durch Luftstrom 
entfernt, die Fliissigkeit auf 0 0 abgekiihlt und mit ebenfalls ge
kiihltem absoluten Alkohol (ca. Y4 Volumen) langsam unter 
Schiitteln versetzt; die Mischung kristallisiert dann bei ca. 
- 20 0 meist in ca. 4-8 Stunden vollstandig aus. Man saugt bei 

1 Dargestellt nach Charnass: 1. c. (S. 143 dieses Praktikums). 
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moglichst tiefer Temperatur ab, wascht mit eiskaltem Wasser 
gut aus, lOst die Kristalle in wenig auf 30-35 0 erwarmtem 
Wasser auf und wiederholt die Kristallisation 1. 

Bei der dritten und vierten Kristallisation unterlaBt man 
den Alkoholzusatz, evtl. impft man mit einigen Kristallen von 
der friiheren Darstellung. Vgl. hierzu auch S.158. 

Man erhalt eine einheitliche Kristallmasse, die wie oben 
gewaschen und scharf abgesaugt wird. Mikroskopisch darf sich 
keine Spur einer amorphenBeimengung finden. Die Arbeit inklusive 
Ausmessung muB, wenn man richtige Resultate erzielen will, in 
hochstens 24-48 Stunden erledigt sein. 

Der feuchte Kristallbrei wird in 0,1 %ig. SodaWsung geWst 
(z. B. zu ca. 10%). In einem Teil wird der Trockenriickstand 
bestimmt (s. unten), im andern die Extinktionskoeffizienten. 
Hieraus berechnen sich die GroBen "A" und "A"'. Aus der 
Messung der Extinktionskoeffizienten unbekannter BlutlOsungen 
kann unter Benutzung der erhaltenen Konstanten gemaB der 
Beziehung c = A'· s' oder A· s unmittelbar die gesuchte Hb-Kon
zentration berechnet werden. 

Beispiel einer spektralen Ermittlung der Absorp
tionskonstanten an kristallisiertem Pferdehamoglo bin 
nach Charnass. 

Pferde blu t ; 
Die Vorprobe ergibt mit dem frisehen Blut (1; 200 mit 0,1 %ig. Soda

lasung) in 2 em Sehieht in der Spektralgegend A = 538,5, wo H iifners 6' 

gemessen wird 
6' = 0,73732, 

ferner in der Gegend A = 560,4, wo 6 gem essen wird, 
6 = 0,45335. 

Daraus findet man , 
!...- = 1,626 = Hiifners Quotient. 

6 

1 Die Darstellung des Oxyhamoglobins naeh Hoppe-Seyler liU3t 
sieh naeh Wills tatter und Pollinger erheblieh abkiirzen, indem 
man die mit dem halben Volumen Ather versetzte Blutkarperehen
liisung, anstatt sie im Seheidetriehter stehenzulassen und dann von Zeit 
zu Zeit in Portionen abzulassen, mit der Zentrifuge verarbeitet. Die 
Blutkarperehenliisung wird, urn die Stromata zu sammeln, 5 Minuten mit 
Ather kraftig durehgesehiittelt; dann wird die Emulsion nur etwa 5 Mi
nuten lang bei einer Tourenzahl von 3500 bis 4000 zentrifugiert. Die 
untere Sehieht ist dann vollkommen klar; sie wird dureh vorsiehtiges 
Einsenken einer Glasrohre, die mit einer Gaswasehflasehe verbunden 
ist, und sehwaehes Saugen von der dariiberstehenden Emulsion ge
trennt. Die Kristallisation aus alkoholhaltiger Lasung ist beim Pferde
und Hunde-Hb-02 bis zum folgenden Morgen beendet. Z. physiol. Chern. 
130,281 (1923). 

10* 
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Die Zahl befindet sich innerhalb der fUr den Hiifnerschen Quotienten 
ermittelten zulassigen Fehlergrenze von 1,60 - 1,66. Das Blut eignet sich 
also fUr die Hamoglobindarstellung zweeks Ermittlung der Konstanten 
A bzw. A'. 

Das Blut wird nun, wie oben angegeben, binnen 48 Stunden viermal 
umkristallisiert und spektralphotometriseh untersucht. 

8,22 g des feuchten Kristallbreies (vierte Kristallisation naeh Wasehen 
und seharfem Absaugen) werden in 100 eem 0,1 %ig. Sodalosung ge16st. 
Davon werden 50 eem auf dem Wasserbade bis zur Gewiehtskonstanz 
eingedampft, wobei 1,7900 g Troekenhamoglobin resultieren; demnaeh ent
spreehen naeh dem Abdampfverfahren 8,22 g Kristallbrei 3,58 g reinem 
Hamoglobin. Die zweite Halfte der Losung wird, wie unten besehrieben, 
spektralphotometriert. 

Von derselben Fraktion werden zu gleicher Zeit 3,780 g des Kristall
breies bei 105 0 getroeknet; nach 48 Stunden ist das Gewicht konstant 
= 1,670 g, woraus nach dem Trockenverfahren fiir die 8,22 g des spektral 
untersuehten Breies ein Reingehalt von 3,631 g Hamoglobin resultiert. 

Die spektrale Untersuehung, sorgfaltig in allen 4 Quadranten dureh
gefUhrt (vgl. S. 142), wobei die Einzelablesungen kaum voneinander ab
weich en, ergibt 

e' = 0,77320, 
e = 0,48119. Da c die in 1 cem Losung enthaltene Substanzmenge 

in g darstellt (vgl. S. 137) und die Stamm16sung (100 eem) zur Unter
suchung auf das 40faehe verdiinnt wurde, betragt die endgiiltige Ver-

3,631 
diinnung 1: 4000, d. h. c = 4000-' Es ergibt sieh fur das Trockenver-

fahren bei 105 0 

A' c 3,631 0001174 
=7=4000.0,77320=' , 

3.631 
A = 4000 : 0,48119 = 0,001887 , 

ferner bei doppelter Verdunnung 1: 8000 

3,631 
A = 8000.0,24205 = 0,001875 , 

A ' 3,631 
= 8000 .0,38568 = 0,001167 . 

Nimmt man statt des Troekenwertes bei 105 0 den Abdampfwert von 
8,22 g Brei = 3,58 g Hamoglobin, so resultiert 

A' 3,58 
= 4000.0,77320 = 0,001159 , 

A 3,58 2 
= 4000 . 0,48119 = 0,00186 , 

ebenso bei doppelter Verdiinnung 

A = 0,001849 , 

A' = 0,001151 • 
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Als Mittelwert aus 16 Versuchen (mit zwei verschiedenen Fraktionen) 
erhielt Charnass 

AI = 0,0011623, 

A = 0,001891. 

Mittlerer Hufnerscher Quotient aus 16 Versuchen 

[;' 

-= 1,629. 
[; 

Hamoglobinbestimmung. 

Kolorimetrische Methoden der Hamoglobinbestimmung. 
Die meist geiibten Methoden zur Bestimmung des Hamo

globingehaltes griinden sich auf die kolorimetrische Messung der 
Lasung einer Blutprobe bzw. eines chemischen Umwandlungs
produkts derselben. Die Methoden setzen voraus, daB das Hb 
einen chemisch einheitlichen Karper darstellt, bei dem zwischen 
der Lichtextinktion und den chemischen Eigenschaften (Gas
bindungsvermagen, Eisengehalt) eine konstante Beziehung besteht. 
Wegen der 'Schwierigkeit der Gewinnung reinen kristallisierten 
Hamoglobins sowie der begrenzten Haltbarkeit und der nach der 
Gassattigung wechselnden Farbnuance verdiinnter BlutlOsungen 
kommen HamoglobinlOsungen oder Blutverdiinnungen als Test
lOsungen zum kolorimetrischen Vergleich nicht zur Anwendung. 
An ihrer Stelle wahlt man kiinstliche FarblOsungen oder kon
stantere Umwandlungsprodukte des Blutfarbstoffes als Bezugs
lOsung. 

Theoretisch richtig ist es, die TestlOsung in Prozenten Hb zu 
eichen. (Normal 14 g Hb in 100 ccm Blut.) Auch die Eichung 
nach CO-Kapazitat (S. 151) ist exakt. In der Praxis wird da
gegen oft der Blutfarbstoffgehalt eines "normalen" Blutes mit 
5 Millionen roter Blutkorperchen als ,,100%" zugrunde gelegt. 
Dieser "Normalwert" ist aber schwankend. Daher sind die ver
schiedenen Hamometer auf "Normalblutwerte" nachzupriifen. 
Die Umrechnung auf "Normalwert" ist (vgl. Hamometer nach 
Sahli S. 150) notwendig, um den "Farbeindex" zu berechnen. 
Hierunter versteht man das Verhaltnis des Hamoglobingehaltes 
zur Zahl der roten Blutkarperchen in Prozenten der Norm aus
gedriickt. Ais Norm wird 100% Hb fUr 5 Millionen rote Blut
karperchen angenommen. Es ergibt sich fiir normales Blut ein 
Verhaltnis des Hb zur Erythrozytenzahl wie 100: 100 = 1. Bequem 
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laBt sich der Farbeindex berechnen, indem man den gefundenen 
Hb-Wert durch die mit 2 multiplizierten ersten beiden Ziffern 
der Erythrozytenzahlen dividiert; es ergibt sich z. B. bei 50% Hb 

50 
und 2500000 Erythrozyten 2.25 = 1. 

Man kann auch den mittleren absoluten Hamoglobingehalt eines 
Erythrozyten angeben. Hierzu dividiert man den Hb-Gehalt von 
1 cmm Blut durch die Erythrozytenzahl im selben Volumen und 
erhalt als absoluten Hb - Gehalt eines Erythrozyten im Mittel 
32,5· 10-12 g beim Menschen, beim Hund 24, beim Schwein 22, beim 
Kaninchen 20, beim Rind 19, beim Pferd 18, beim Schaf 11 und bei der 
Ziege 7.10- 12 gl. 

Je nach Art der TestlOsung unterscheiden sich die folgenden 
Methoden. 

Hamoglobinbestimmung mittels des 
Hamoglo binometers von Haldane 2 • 

Prinzip. Die Methode beruht auf dem kolorimetrischen Ver
gleich einer mit CO behandelten unbekannten Blutprobe gegen 
eine mit CO gesattigte haltbare Blutstandardlosung. Da die 
Farbekraft verschiedener Blutarten parallel ihrem' Sauerstoff
bindungsvermogen geht und andererseits Hb pro Gewichtsein-. 
heit genau gleiche Mengen Kohlenoxyd wie Sauerstoff bindet, 
so gibt die kolorimetrische Messung des unbekannten Blutes auch 
unmittelbar seine Sauerstoffkapazitat, wenn die Sauerstoff
kapazitat der TestlOsung bekannt ist. 

Ausfuhrung. Das Instrument zur kolorimetrischen Messung 
besteht entsprechend dem Hamoglobinometer von Gowers aus 
zwei Vergleichsrohrchen, von denen das eine zugeschmolzen die 
Testlosung enthalt, wahrend das andere ein Glaschen von gleichem 
Durchmesser wie die Testrohre darstellt, das zweckmaBig eine in 
120 Teile geteilte Skala tragt, deren Teilstrich je 20 cmm an
zeigt. 

Voraussetzung fur die Haltbarkeit der VergleichslOsung ist 
der vollstandige AusschluB von Sauerstoff. Das CO-Hb befindet 
sich daher in einer reinen CO-Atmosphare. Die Vergleichslosung 
wird wie folgt bereitet. 

Das zur Aufbewahrung dienende Rohr, das an elller 
Stelle verengt ist (Abb, 72), wird mit einer genau 1 %ig. 

1 Biirker: 1. c. (S. 153 dieses Praktikums). 
2 J. of Physio1. 26, 497 (1900/01). 
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Losung von frischem Ochsenblut gefiillt. Durch den seit
lichen Rohransatz laBt man einige Minuten Leuchtgas ein
treten, das durch ein in einem Stopfen steckendes Rohr m 
der Pfeilrichtung wieder austritt. Dann schmilzt 
man das Rohr an der engen Stelle (A) uber einer 
Stichflamme abo Diese verdunnte CO-Hb-Losung 
halt sich unbegrenzt. Von dem benutzten Ochsenblut 
wird mittels einer der diesbezuglichen Methoden 
(siehe S. 26ff.) das Sauerstoffbindungsvermogen 
(gleich der CO-Kapazitat) bestimmt und danach das 
Sauerstoffbindungsvermogen der BIutverdunnung 
(Testli:isung) berechnet. 

Von dem zu untersuchenden Blut wird eine Menge 
von 20 cmm mittels einer Kapillarpipette abgemes
sen (s. BIutentnahme S. 159) und in das zweite 
Glaschen gegeben, in dem sich eine kleine abge
messene Menge destillierten Wassers befindet. Dar
auf wird die Losung mit Leuchtgas durch Einleiten 
gesattigt und so lange Wasser unter mehrfacher 
Wiederholung der Gassattigung tropfenweise hin

Abb.72. 

zugegeben, bis die Farbung in beiden Rohrchen gleich ist. (1st 
keine Skala an dem Untersuchungsrohrchen vorhanden, so wird 
das Wasser mittels einer genauen Burette abgemessen.) Man be
obachtet bei Durchsicht senkrecht zur Achse der Glaschen gegen 
eine helle Flache. 

Aus der Verdunnung berechnet man das Konzentrations
verhaltnis zu der 1 %ig. als Standard dienenden BIutli:isung. 
Da man deren Sauerstoffbindungsvermogen kennt, so ergibt sich 
auch unmittelbar die Sauerstoffkapazitat des untersuchten Blutes. 

Die Genauigkeit der Bestimmung solI bis zu 0,8 % betragen. 

Hamoglo binbestimmung mittels des Hamometers 
nach Sahli 1. 

Prinzip. Die zu untersuchende BIutlosung wird durch Zu
satz einer bestimmten Salzsauremenge in salzsaures Hamatin 
ubergefiihrt und durch Verdunnen gegen eine Standardli:isung 
kolorimetrisch gemessen. Ais Standardlosung dient eine Salz
saure-Hamatinli:isung in Glyzerin, die in ihrer Farbung einer 
1 %ig. Blutli:isung entspricht. 

1 Sahli: Lehrbuch der klinischen Untersuchungsmethoden S. 658. 
Wien: Deuticke 1905. Fabrikant Biichi, Bern. 
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A usfiihrung. Das AuBere der MeBapparatur geht aus neben
stehender Abbildung hervor. Die Standard16sung kann unter 
Umstanden Farbstoff absetzen. Es ist daher das Testrahrchen 

umzuschiitteln, bis jede Spur eines Farb
stoffniederschlages verschwunden ist. Doch 
soll das Schiitteln nicht so heftig ge
schehen, daB Luftblasen auftreten. Auch 
soll das Testrahrchen vor Licht geschiitzt 
aufbewahrt werden. 

Zur Bestimmung gibt man in das Skalen
glaschen 0,1 n Salzsaure genau bis zum 
Skalenteil 10. Hierauf entnimmt man mit 
einer Kapillarpipette 20 cmm Blut (siehe 
Blutentnahme), blast es vorsichtig in die 
Salzsaure ein, ohne Schaum zu erzeugen, 
indem man das graduierte Glaschen stan
dig leicht schiittelt. Dann saugt man 
Saure aus dem Glaschen in die Kapillar
pipette und blast sie wieder aus. Genau 
1 Min. nach ZuflieBenlassen des Blutes setzt 
man Wasser zuerst schneller, dann tropfen
weise unter standigem Umschiitteln hinzu, 
bis Farbgleichheit mit der Hamatinstan
dard16sung erreicht ist. Man beobachtet, 
indem man die Skala seitlich stellt, gegen 
einen hellen Hintergrund. Von sehr anami
schem Blut wendet man 40 cmm an, nach
dem man vorher Salzsaure bis zum Teil
strich 20 eingefiillt hat. Den gefundenen 
Wert dividiert man dann durch 2. Da die 

Abb. 73. 
Zeit, wahrend der die Salzsaure-Hamatin

lasung bis zur Messung steht, einen EinfluB auf die Farbung aus
iibt, liest man den Stand des Fliissigkeitsmeniskus an der Skala 
sofort nach Erreichen der Farbgleichheit ab oder arbeitet zumin
dest auch zeitlich bei allen Messungen unter gleichen Bedingungen. 

Berechnung. Die neuere Form des Sahlischen Hamometers 
(es soll stets das Originalhamometer von Biichi, Bern bezogen 
werden) ergibt bei normalen Mannern 80-90, bei normalen Frauen 
70-80 Teilstriche der Skala. Eine abgeblaBte Test16sung ist gegen 
eine Reihe von "Normal"-Bestimmungen zu eichen. Ergibt sich 
Z. B. als niedrigster Normalwert 90 statt 80, so miissen die Werte 

des Rahrchens mit : multipliziert werden. 
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Der Berechnung des Hamoglobingehaltes in Prozenten (wie dies 
zur Berechnung des Farbeindex s. o. notwendig ist) ist zugrunde 
zu legen, daB 100 % Hb ca. 80 Hamometergraden beim Manne 
und 70 bei der Frau entsprechen. Ein Mann mit 60 0 hatte also 

60~~00 = 75% Hb (korrigiert), eine Frau mit 60 0 ()()1~00 = 86 % Hb 

(korrigiert). Hierbei ist zu bemerken, daB die Angabe 100% 
Hamoglobin nur bedeutet, daB der normal zu 14% ange
nommene Hamoglobingehalt des Elutes voll, d. h. zu 100% 
vorhanden ist. 

Hamoglobinbestimmung mittels 
des Hamoglo binometers nach Bur ker. 

Prinzip. Die Hamoglobinbestimmung nach Burker! beruht 
auf dem Farbenvergleich einer mit Natriumhydrosulfit zu Hb 
reduzierten Elutverdunnung gegen eine StandardlOsung von 
reduziertem Hb mittels des Burkerschen Kompensations-Kolori
meters. 

Reagentien. 1. Soda wasserfrei, puriss. 2. Natriumhydrosulfit purum, 
hergestellt von der Badischen Anilin- und Sodafabrik, zu beziehen von 
Merck, Darmstadt; trocken aufzubewahren. Zur Priifung des Praparates 
gibt man zu 1 ccm nicht allzu stark gefarbter Indigolosung eine Steck
nadel-groBe Probe Natriumhydrosulfit, worauf eine sofortige langere Zeit 
anhaltende Entfarbung eintreten muB. 

Apparate. 1. Biirkersches Kompensations-Kolorimeter nach Leitz 
(Wetzlar)2. Das Kolorimeter (siehe Abb. 74) stellt ein modifiziertes 
Dubosq-Tauch-Kolorimeter dar. Das von dem Spiegel S kommende 
Licht durchsetzt zwei vollig gleiche Eintauchbecher Br und Bl, 2 Ein
tauchstabe Str und Stl, 2 GlasgefaBe von 10,0 mm wirksamer Schicht
dicke Vr und Vl und den Albrecht-Hiifnerschen Glaskorper A, der 
die beiden Lichtbilder so vereinigt, daB sie nur durch eine feine Linie 
getrennt im Gesichtsfeld erscheinen, nachdem sie das Okular 0 durch
setzt haben. 

Das Prinzip des Apparates beruht darauf, daB die Vergleichs- oder Test
li:isung in das GlasgefaB Vr von bekannter Schichtdicke eingefiillt wird, 

1 Pfliigers Arch. 203, 274 (1924); ebenda 195,516 (1922); Tigerstedts 
Handb. d. physioI. Methodik 2, 1, 213 (1910); ebenda 2, 5, 57 (H1l2). -
Abderhalden: Handb. d. bioI. Arbeitsmeth. IVj4, 1197 (1926); Pfliigers 
Arch. 209, 387 (1925); Handb. d. norm. u. pathoI. PhysioI. 6, 1. TeiI, 
S. 3. Berlin: Julius Springer 1927. 

2 Z. angew. Chern. 36, 427 (1923). - Leitz: Literatur zum Gebrauch 
des Kolorimeters in der chemischen Analyse. Selbstverlag der Optischen 
Werke. Wetzlar: Leitz. 
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wahrend die unbekannte zu messende Losung in das TauchgefaB Bl kommt. 
Die entsprechenden GlasgefaBe Vl und Br werden mit dem reinen Losungs
mittel gefiillt. Durch Bewegen des Tauchzylinders Stl wird nun die 
Schichtdicke der unbekannten Losung ermittelt, bei der Farbengleich
heit besteht. Da Stl mit Str fest verbunden ist, durchlauft das Licht dann 
bei gleicher Farbenintensitat auf beiden Seiten auch insgesamt gleich 

hohe Schichten vom reinen Losungsmittel. Hierdurch 
wird eine evtl. Verschiedenheit der Lichtabsorption durch 
Verschiedenheit der SchichthOhe des reinen Losungsmittels 
vermieden. (Diese Korrektur diirfte aber bei Anwendung 
von ungefarbten Losungsmitteln wie Wasser und An
wesenheit nur eines Farbstoffes gegeniiber den iiblichen 
kolorimetrischen Fehlern kaum eine Rolle spielen.) Der 
Apparat muB so justiert sein, daB, wenn nach Beseitigung 
von Vr und Vl in den rechten Becher Losungsmittel, in 
den linken Farbstoff gebracht wird, bei volligem Eintauchen 
der Stabe bis auf den Boden die Farbung des rechten 
Gesichtsfeldes verschwindet. Der Nullstrich des Nonius 
muB dann mit dem Nullstrich der Hauptskala zusammen
fallen. 

Abb. 74. 

2. Fertige Vergleichstroge fiir die Hb-Bestimmung. 
Trog Vr enthaltend Hb-Losung, deren Konzentration 
durch beigegebene Eichkarte bezeichnet wird, Trog Vl ent
haltend 0,1 %ig. Sodalosung mit Reduktionsmittel. 

Die Troge sind maschinell fest geschlossen und nicht 
zu offnen; sie enthalten zur Druckpufferung eine kleine 
Luftblase. Falls sich diese Luftblasen merklich ver
groBern, miissen die Troge an die Fabrik zuriickgesandt 
werden. 

3. a) Pipette fiir 2475 cmm mit Schlauch und Mund
stiick. b) Pipette fiir 25 cmm Blut mit Schlauch und 
Mundstiick. 

A usfiihrung. In ein kleines mit Stopfen verschlossenes 
Rundkolbchen gibt man mittels der Kapillarpipette 2475 cmm 
0,1 %ig. Sodalosung, fiigt 25 cmm Blut hinzu und mischt durch 
Umschwenken. Bei Anwendung von Blut sehr geringer Hb-Kon
zentration gibt man zu 2475 cmm Sodalosung zwei Pipetten 
voll Blut, also 50 cmm und hat dann den gefundenen Hb-Wert 
(s. Berechnung w. u.), da man auf das 50,5fache verdiinnt hat, 
durch 1,98 zu dividieren. Man fiiIlt die Losung in den Becher Bl 
bis zur Strichmarke, gibt ca. 0,3 mg Natriumhydrosulfit hinzu, 
mischt mittels Glasstab durch und fiigt den Becher in das Kolori
meter. Den rechten Becher fiiIlt man mit 0,1 %ig. SodalOsung 
und Natriumhydrosulfit. Entsprechend dem oben bezeichneten 
Schema ordnet man die fertigen GlasgefaBe V r und Vl an, stellt den 
Spiegel auf gleichmaBige Beleuchtung ein und kolorimetriert. 
Man liest mittels Nonius auf 1/10 mm genau abo Bei hoher Kon
zentration des Hb (z. B. bei Neugeborenen) solI die geringe Schicht
hohe auf 1/ 20 mm""genau abgelesen werden. Hierzu hat man, 



Gasanalytische Bestimmung des Hamoglobins nach der CO-Methode. 155 

falls ein Teilstrich des Nonius genau mit einem Teilstrich der 
Hauptskala zusammenfallt, die abgelesenen Zehntel mit 2 zu multi
plizieren, um die geraden Zwanzigstel zu erhalten; die ungeraden 
Zwanzigstel ergeben sich an der Stelle der Skala, wo 2 Teilstriche 
des Nonius symmetrisch zwischen 2 Teilstrichen der Hauptskala 
gelegen sind. 

Berechnung. Da nach dem kolorimetrischen Prinzip 
(s. S. 338) hl'C I = h·c ist, wenn h und c Schichthahe und Kon
zentration der bekannten, hI und CI die entsprechenden GraBen 

der unbekannten Lasung bedeuten, so folgt ci = \ c . Da nun h 
1 

10 mm betragt, C in Gramm angegeben ist, so folgt 
Eichangabe der Hb-Losung . 10 

ci = hI 

in Gramm. Enthalt z. B. die Vergleichslasung gemaB der Eich
angabe in 1 ccm 0,001429 g Hb und wird in der zu untersuchen
den Blutlasung (1: lOO verdiinnt) die Schichthahe auf 8,9 mm 
eingestellt, dann sind in lOO ccm Blut 

~4,29. 10,0 = 1606 g Hb 
8,9 ' 

enthalten. 

Gasanalytische Bestimmung des Hamoglobins nach der 
CO-Methode von van Slyke und Hiller 1. 

Prinzip. Die Methode beruht darauf, daB das Hamoglobin 
mit demselben Volumen CO wie mit 02 sich verbindet. Die Blut
menge (0,1-2,0 ccm) wird in der 50 ccm-Kammer des mano
metrischen Blutgasapparates von van Slyke und Neill (vgl. 
S.49) mit CO gesattigt. Ungefahr 2 ccm des CO werden mit dem Blut 
eingefUhrt, worauf man die Kammer evakuiert und schiittelt. Die CO
Tension von ungefahr 25 mm geniigt, um das Hamoglobin quanti
tativ in HbCO iiberzufiihren, wahrend zur gleichen Zeit 02 und 
N2 aus dem Blut vollkommen extrahiert werden. Die Gase werden 
entfernt und die Menge des HbCO wird durch Messung des CO, das 
durch saures Kaliumferrizyanid in Freiheit gesetzt wird, fest
gestellt. Korrekturen fUr physikalisch gelasten O2 und N2 fallen 
fort. Die Korrektur fiir das ge16ste CO ist nur 0,3 Vol.- % . 

Reagentien. 1. Saure Kaliumf errizyanidlosung. Zu 92 Volu
menteilen einer Stammlosung aus 32 g von K3FeCys auf 100 ccm werden 

I J. of bioI. Chem. 78, 807 (1928). 
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8 ccm konzentrierte Milchsaure (D. 1,2) gegeben. Die Losung ist iiber 
2 Monate haltbar. 2. Eine luftfreie Losung yon I nNaOH. Taglich wird 
eine Probe entgast (s. S. 54) und unter 01 aufbewahrt. 3. 5 n NaOH. 
Man bereitetannaherndC02-freie gesattigte (I8n) NaOH, indem man NaOH 
im gleichen Gewicht Wasser lost und das Karbonat absetzen laBt. 27 ccm 
werden auf 100 ccm verdiinnt (5 n Losung) und in einer Flasche unter 
CO 2-Schutz (Natronkalkrohr) aufgehoben. 4. Das CO wird aus wasserfreier 
Ameisensaure und Schwefelsaure bereitet. I ccm Ameisensaure liefert 
ca. 500 ccm CO. Man laBt tropfenweise Schwefelsaure zu der Ameisen
saure flieBen in einem Reagenzglas, das mit einem Mikrobrenner schwach 
erwarmt wird. Zwei 5-Literflaschen als Aspiratoren dienen zum Auffangen 
des Gases. Die ersten Proben werden verworfen. (Wegen der Giftigkeit 
des CO-Gases arbeitet man unter dem Abzug.) 

A usfiihrung. Die obere KapiIIare wird mit 1 Tropfen 
Oktylalkohol, dann der Becher mit 4,75 cern Wasser gefiillt. 
Dann liWt man, wie S. 52 beschrieben, 2 cern Blut direkt 
in die Gaskammer, nachfolgend 4,75 cern Wasser einflieBen. 

Abu. 75. 

Nun saugt man etwa 2 cern CO aus der 
Hempelbiirette direkt in die Kammer, 
unter Benutzung der in Abb. 75 ange
gebenen Anordnung. Die angeschlossene 
KapiIIare der Hempelbiirette ist mit 
Quecksilber gefiillt; die Hahnstellungen 
sind so, daB sie ein Hochsteigen des 
Gases erlauben, das von der Niveau
birne des Apparates aus reguliert wird. 
Man senkt die Niveaubirne, bis das CO
Gas zur Marke 2 eingelassen wird. Nach
dem die BlutlOsung und das CO in die 
Kammer gebracht sind, schlieBt man den 
oberen Hahn und sichert den VerschluB 
mit einem Tropfen Quecksilber. Bei dem 
Hg-Stand bei der 50 ccm-Marke schiittelt 
man einige Minuten, bis Gleichgewicht 

mit dem CO-Gas erreicht ist. Dann wird das Gasgemisch (°2, N2 
und CO2 aus dem Blut, wie auch der UberschuB an CO) aus der 
Kammer entfernt. Zur Bestimmung des CO, gebunden als HbCO, 
wird nach der Entfernung der freien Gase die Kammer evakuiert, 
bis die BlutlOsung sich im unteren Viertel befindet. Etwa 1 cern 
Quecksilber und 2-3 cern Wasser werden in den oberen Becher 
getan,worauf durch den QuecksilberverschluB aus einer Mikrobiirette 
0,25 cern der sauren Ferrizyanidlosung eingefiihrt wird. Nur 
so viel Hg wird nachgelassen, daB die KapiIIare des Bechers 
und die Hahnbohrung davon gefiillt ist. Urn das CO, das aus 
dem HbCO durch die FerrizyanidlOsung in Freiheit gesetzt wor-
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den ist, zu extrahieren, senkt man das Quecksilber bis zur Marke 50 
und schuttelt die Kammer langsam etwa 5 Sek., dann stark 
3 Min. lang. Jetzt laBt man mit Hilfe der Niveaubirne Queck
silber in die Kammer, bis der Gasraum uber der Losung auf etwa 
5-6 ccm reduziert ist, ahsorhiert die CO2 mit 1 ccm luftfreier 1 n
NaOH, bringt das zuruckbleibende Gas (CO und Spuren von Luft, 
die mit der FerrizyanidlOsung eingefUhrt worden sind) auf 2 ccm, 
und liest an dem Manometer den Druck PI abo Das Gas wird nun 
entfernt, der Hahn oben verschlossen, der VerschluB mit einem 
Tropfen Hg gesichert und der Flussigkeitsmeniskus auf die 2 ccm
Marke gestellt. Man liest jetzt den Druck P2 abo 

Der Hamoglobingehalt des Blutes, ausgedruckt in Wert en 
der CO oder 02-(Bindungs-) Kapazitat (vgl. S. 65), wird nach der 
Gleichung herechnet: 

CO oder 02-Kapazitat ist = (PI - P2 - c) j. 

Fur f vgl. S. 701 . 

Die Korrektur c (sie betrifft die geringen physikalisch gelOsten 
CO-Mengen und die Luftspuren in der FerrizyanidlOsung) wird 
durch eine blinde Bestimmung ermittelt, in dem die ganze Pro
zedur wiederholt wird, mit der Anderung, daB man statt 2 ccm 
Blut 2 ccm Wasser nimmt. c ist gleich PI - P2' Dieser Wert ist 
gering und variiert wenig unter den ublichen Versuchshedingun
gen; er betrug in den Versuchen von van Slyke und Hiller 
durchschnittlich 4,0 mm (1,4 mm davon fUr die Luftmenge in der 
KaliumferrizyanidlOsung und 2,6 fur die physikalisch von der Blut
lOsung im Gleichgewicht absorhierte CO-Menge). 

Wird die Bestimmung an 1 ccm Blut ausgefuhrt, so verfahrt 
man wie oben, nur benutzt man 2,5 ccm Wasser, 0,13 ccm Kalium
ferrizyanidlOsung und 0,5 ccm 1 n NaOH zur CO2-Absorption. 

Wird die Bestimmung an 0,1 oder 0,2 ccm Blut ausgefUhrt, 
so ist vorher 1 ccm Wasser in den Becher des Gasapparates 
zu geben. Die BlutlOsung, die nach wiederholtem Nachwaschen 
in der Gaskammer vorhanden ist, solI bis zur Marke bei 2 ccm 
reichen. Von der KaliumferrizyanidlOsung werden 0,05 ccm ange
wendet, von der 5 n NaOH 3-4 Tropfen. Bei den Ablesungen 
steht der Meniskus auf Marke 0,5. 

Die Methamoglobinteile, die den Apparat verunreinigen, konnen 
leicht mit schwach alkalisch gemachtem Wasser weggewaschen 
werden. 

1 Van Slyke und Neill; J. of bioI. Chern. GI, 523, (544) (1924). 
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Darstellung des Hamoglo bins. 
Methode von Dudley und Evans1• 

Oxyhamoglobin ist weniger 16slich als reduziertes Hamoglobin. Wenn 
eine gesattigte Losung von reduziertem Hamoglobin oxydiert wird, 80 ge
winnt man Kristalle von Oxyhamoglobin. 

Defibriniertes Pferdeblut wird zentrifugiert und mit isotonischer Salz
lOsung 80 lange gewaschen, bis die Waschfliissigkeit wasserklar und eiweiB
frei ist. Die Blutkorperchen werden in Kollodiumsackchen unter Druck 
einer Quecksilbersaule (d. h. unter dem osmotischen Druck des Hamo
globins seIber) 3 Tage gegen flieBendes, dann 2 '1;age gegen destilliertes 
Wasser dialysiert, worauf die dunkle, lackfarbene, stark reduzierte Losung 
von den Stromata durch Zentrifugieren befreit wird. Leitet man nun 
Sauerstoff durch, so entstehen nach 20 Minuten reichlich Kristalle. 
Sie sind in Wasser gut lOslich. Man kristallisiert aus 2-3facher Menge 
destillierten Wassers um und stelIt die Losung ins Vakuum. Erneute Sauer
stoff-Durchleitung erzeugt bei Abkiihlung wieder Kristallisation. 

Methode von Heidelberger 2• 

Eine Suspension von gewaschenen Hunde- oder Pferde-Erythrocyten 
kristallisiert schnell und fast vollkommen in Gegenwart von Toluol, wenn sie 
mit einem Gemisch von CO2 und Sauerstoff gesattigt wird. Das erhaltene 
Oxyhamoglobin kann durch Losen mit Hilfe von Natriumkarbonat und 
Niederschlagen durch CO2 umkristallisiert werden. Die Sattigung erfolgt 
mit einem Gemisch von 1 Teil Sauerstoff und 4 Teilen CO2• Die Ent
fernung von Salzen wird durch Dialyse unter Druck durchgefiihrt, nachdem 
das Hamoglobin 1-2mal umkristallisiert worden ist 3• Ais VorsichtsmaB
regeln sind zu nennen: 1. AIle Reaktionen sind womoglich in der Kalte aus
zufiihren. 2. Das Oxyhamoglobin darf nicht trocken werden. 3. Wahrend 
der verschiedenen Manipulationen auf der sauren Seite des isoelektrischen 
Punktes (vor der Enddialyse) muB man dafiir Sorge tragen, daB stets ein 
UberschuB von CO2 vorhanden ist. Sinkt die Kohlensauretension, so lOst 
sich ein Teil des Oxyhamoglobins als Alkalisalz. 

Methode von Parsons 4 • 

Manzentrifugiert eine gefroreneHamoglobin16sung, wahrend sie auf taut. 
Man erhalt so bequem Hamoglobinkristalle. Die Methode ist auch bei den 
leicht ·16slichen Hamoglobinen vom Ochsen und Schaf anwendbar, -wie auch 
bei der Kristallisation der entsprechenden CO - und Methamoglobine dieser 
Tiere 5• Man verfahrt wie folgt: Die Blutkorperchen werden durch wieder
holtes Waschen in der Zentrifuge mit 1 %ig.Kochsalzlosung von den Serum
EiweiBkorpern befreit (die leicht hypertonische SalzlOsung bewirkt Schrump
fung und besseres Absetzen). Die SalzlOsung wird so gut wie moglich abge
saugt, worauf die Blutkorperchendurch 2-3 maliges Gefrieren- undAuftauen
lassen hamolysiert werden. Die erhaltene Losung wird in einem GefaB von 
den Stromata befreit, indem man sie mit etwa 1/10 ihres Volumens mit gut ge-

1 Biochemic. J. 15, 487 (1921). 
2 Nach Barcroft: The respiratory Function of the Blood II, S.67. 
3 Vgl. Adair, Barcroft und Bock: J. Physiol. 55, 332 (1921). 
4 Nach Barcroft: 1. c. S.68. 
5 Vgl. Offringa: Biochem. Z. 28, 106 (1910). 
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wasehenen Asbestfasern 2-3 Stunden lang energiseh sehiittelt. Der 
Asbest wird abzentrifugiert, die Hamoglobinlosung auf die Zentrifugier
glaser verteilt, ausbalanciert und dann in eine Kaltemisehung (von _5° 
bis -70) getan. Wenn das Gefrieren vollstandig ist, wird energiseh zen
trifugiert (wenigstens 4000 Umdrehungen in der Minute), bis vollstandiges 
Auftauen eingetreten ist. (Bei ca. 120 eem fassenden Glasern etwa 20-30 Mi
nuten lang.) Das Gefrieren und das Zentrifugieren wiederholt man 5- bis 
6mal, wobei die oberen Schiehten der Fliissigkeit praktiseh farblos werden, 
wahrend das Hamoglobin am Boden der GefaBe auskristallisiert. Wenn sich 
geniigend Kristalle gebildet haben, saugt man die obere Fliissigkeit ab 
und befreit die Salzlosung von der kristallinisehen Masse, indem man eine 
Sehieht eiskalten Wassers darauf gieBt, ganz wenig bewegt und dann sofort 
absaugt. (Vorsieht wegen der leichten LOsliehkeit der Kristalle.) Man wieder
holt die Kristallisation, indem man die kristallisierte Masse in etwa dem 
gleiehen Volumen destillierten Wassers lost und das Gefrieren und Zentrifu
gieren wiederholt. Die gefrorenen Hamoglobinkristalle, die 1-2 Tage 
iiber CaCl2 im Vakuumexsikkator bei -15 ° gehalten werden, bilden ein 
troekenes Pulver. 

Es ist zu beaehten, daB das kristallisierte und wieder aufgeloste Hamo
globin mit demurspriingliehen Material nieht identiseh ist (B arc ro ft 
S.69). 

Chemische Analyse des Blutes. 
Blutentnahme fur die Untersuchung. 

Das Blut solI ohne oder nach moglichst kurzdauernder Stauung 
aus der Vene der Ellenbogenbeuge mit sterilen Glasspritzen ent
nommen werden. Die Spritz en sind mit Fluornatrium zu 2-3%0 
zur Verhinderung der Glykolyse oder mit 
Kaliumoxalat (bei Ca- und K-Bestimmung nicht 
verwendbar) zu 1-2%0 oder Hirudin zur 
Hemmung der Gerinnung und mit fliissigem 
Paraffin zur Verhiitung des Gasverlustes be-
schickt. Die ersten Portionen HiBt man durch 
die Nadel abflie13en, dann erst setzt man die 
Spritze auf. Will man einen Kohlensaurever-
lust vermeiden, so iiberfiihrt man das Blut so-
fort unter flussiges Paraffin in ein steriles Poroflil.i;t 
paraffiniertes Zentrifugenglas. Man kann auch 
das Blut in ein geeignetes Glas unter Paraf- Kolillm oxolot 

fin einsaugen, wie aus der Abb. 76 ersichtlich Abb.76. 

wird (vgl. auch S. 73). 

Zur Gewinnung von Arterienblut benutzt Rosenow! die im 
Handel befindlichen Rekord-Kaniilen Nr. 2 und Rekord-Spritzen 
von 5-10 cern Inhalt. Die sitzende Versuchsperson legt ihren 

1 Klin. Wsehr. 6, 1378 (1927). 
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Unterarm iiber eine Tischdecke, der Untersucher sitzt ihr gegen
iiber. Sodann palpiert man die Art. radialis an der iiblichen 
Stelle. Die Punktionsstelle liegt etwa 2 Querfinger oberhalb 
des. Radiuskopfchens. Den Verlauf und auch die Starke der 
Art. radialis markiert man sich mit ganz schwachen Tinten
strichen. Die Stelle wird leicht mit einem Jodtupfer bestrichen, 
worau£ dann die Punktion erfolgt. Dabei kann man die iiber die 
Tischdecke herabhangende Hand der Versuchsperson durch einen 
Assistenten leicht dorsal flektieren, also nach abwarts driicken 
lassen. Dadurch wird die Art. radialis gespannt und kann dem 
Stich nicht so leicht ausweichen. Die Flexion darf aber nicht 
so stark sein, daB der Radialispuls nur noch schlecht oder un
fiihlbar wird. Die mit der Kaniile (deren Offnung nach oben ge
gerichtet sein muB) armierte Spritze wird mit kurzem Ruck an der 
markierten Stelle durch die Haut eingestochen und zwar fast 
parallel zur Haut des Unterarmes oder jedenfalls in einem sehr 
spitz en Winkel. Es ist darauf zu achten, daB man in der Langs
richtung der Arterie einsticht. Zuerst muB man meist etwas an
saugen, erst dann geht der Stempel von selbst pulsatorisch weiter. 
Hat man eine geniigende Blutmenge entnommen, so wird die 
Kaniile mit einem Ruck herausgezogen und ein steriler Tupfer 
sofort auf die Stichwunde gepreBt. Ein Gazebausch mit einem 
Leukoplaststreifen ist ein geniigender Schutz der Einstich
offnung. Der sicherste Beweis, daB man sich in der Arterie be
findet, ist das pulsatorische V ortreiben des Spritzenstempels. 

Bei Kaninchen und Meerschweinchen kann man arterielles Blut durch 
Punktion der linken Herzkammer gewinnen. Zu diesem Zwecke befreit man 
durc~.Ausrupfen die Herzgegend von Haaren undreinigt die Stelle mit Alkohol 
und Ather. Dann sucht man sich die Stelle des HerzspitzenstoBes auf 
und durchsticht etwas medial davon den dem SpitzenstoB nachst hoher
gelegenen Interkostalraum mit einer feinen Hohlnadel. Nachdem die Haut 
durchstoBen ist, fiihlt man das Herz gegen die Nadelspitze schlagen; ein 
kurzer StoB geniigt, um sie in das Lumen des Ventrikels zu bringen. Das 
hervorquellende Blut wird in einem sterilen Reagenzrohrchen oder in einer 
U-formig gebogenen Kapillare aufgefangen; eventuell muB man das Blut 
aus dem Herzen aus einer Rekordspritze ansaugen. Hat man die geniigende 
Blutmenge erhalten, so zieht man mit einem kurzen, energischen Ruck 
die Nadel heraus und komprimiert fUr kurze Zeit die Wundstelle. Man 
kann bei sachgemaBer A~~fUhrung ohne Schaden fUr das Tier haufige 
Punktionen ausfiihren l • (Uber Blutentnahme vgl. auch S.196). 

1 Vgl. Lampe in Abderhaldens Arbeitsmethoden IV/3, S.12. Dresel 
und Himmelweit empfehlen die Punktion der Art. brachialis. Klin. 
Wschr. 1929, 504. Uber eine empfehlenswerte Methode von Sanchez 
Cuenca, bei der lebenden Maus aus dem Venensinus Blut zu entnehmen 
vgl. 10. Tagung der Deutschen Physiol. Gesellschaft, Frankfurt. Ber. 
Physiol. 42, 586 (1927). 
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Kutanblut erhalt man bei Sauglingen durch Fersenstich 
bei Erwachsenen aus der Fingerbeere oder aus dem Ohrlappchen. 

Die Defibrinierung des Blutes erfolgt durch Schlagen des 
Blutes mit einem Glas- oder HoIzstab oder durch Schutteln mit 
Glasperlen. Ein Veriust an Erythrozyten, die im Gerinnsel zuruck
bleiben, wird nach Aron und Muller vermieden, wenn man das 
Blut in einer Stcipselflasche mit Quecksilber (chemisch rein, 
saurefrei) schuttelt. 

Gerinnung. 
(Vgl. Prakt. I, S.309 und Prakt. III. S. 259.) 

Herstellung eines Blutfiltrates, das verwendbar ist fUr die 
Bestimmung des Nicht-Eiweill-Stickstoffs, des Harnstoffs, 

der Harnsaure, des Kreatins, des Kreatinins, der 
Aminosauren, der Chloride und des Traubenzuckers 

nach Folinl. 
Zur Gerinnungshemmung benutzt man feingepulvertes Kaliumoxalat 

(Zitrat solI nicht angewendet werden) und zwar etwa 20 mg (nicht viel 
mehr) fiir 10 ccm Blut. Die Anwendung des Kaliumoxalats hat den Nach
teil, daB es leicht unlOsliche Niederschlage mit dem Harnsaurereagens 
(vgl. S. 187 und 191) gibt. Aus diesem Grunde ist die Anwendung von 
Lithiumoxalat vorteilhafter. Lithiumoxalat ist geniigend liislich (6 %), um 
wirksam zu sein. Zur Darstellung des Lithiumoxalats werden zu 50 g 
Lithiumkarbonat in einem Becherglas von 3 Litern 85 g kristallisierte 
Oxalsaure gegeben. Man gieBt auf die Mischung etwa 1 Liter heiBes Wasser 
(von etwa 70°), riihrt bis zur vollstandigen Liisung vorsichtig um und ver
dampft die resultierende Liisung zur Trockne. 1 mg fiir 1 ccm Blut ist reich
lich genug, um die Gerinnung zu verhindern (Folin). 

Reagentien zur EnteiweiBung nach Folin. 1. 10%ig. Liisung 
von Natriumwolframat. Sie sollnicht zu vielKarbonat enthalten; 10ccm der 
Liisung sollen bei Titration gegen Phenolphthalein nicht mehr als 0,4 ccm 
einer 0,1 n HCl verbrauchen. Das Natriumwolframat (NaZW04 • 2 HzO) 
muB in kaltem Wasser sehr leicht liislich sein. 1st das nicht der Fall und 
sind die Liisungen gegen Phenolphthalein nicht alkalisch, so kiinnen diese 
Wolframate in folgender Weise brauchbar gemacht werden: Man stellt 
eine heiBe 10 % ig. Liisung her und titriert davon nach dem Abkiihlen 
25ccm mit einer 10%ig. Natronlauge (Indikator: Phenolphthalein). Die 
rote Farbe muB mindestens 3 Minuten bestehen bleiben. Daraus laBt sich 
berechnen, wieviel Natronlauge zu 100 g Natriumwolframat gegeben werden 
muB, um die komplexen ("Para"-)wolframate in einfache zu iiberfiihren. 
Man gibt die berechnete Menge hinzu und erhitzt, bis Liisung eintritt. 

2. 2/3 n H ZS04-Liisung. 35 g konz. chemisch reine Schwefelsaure werden 
auf 1 Liter verdiinnt. (Die Konzentration wird durch Titration gepriift.) 
Diese Saurekonzentration entspricht dem Na-Gehalt des Wolframats, so 

1 J. of bioI. Chem. 38, 81 (1919); 41, 367 (1920); Laborat. Manual 
of biolog. Chemistry S.227. New York-London 1925. 

Rona-Kleinmann, Blut u. Ham. 11 
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daB, wenn man gleiche Volumina mischt, die Gesamtmenge der Wolfram
saure in Freiheit gesetzt wird, ohne daB ein UberschuB an Schwefelsaure 
vorhanden ist. 

Eine gemessene Menge mit Oxalat versetztes Blut (5-15 ccm) 
wird in einer geraumigen Flasche mit dem 7fachen Volumen 
Wasser hamolysiert, mit 1 Volumen 10%ig. Losung von Natrium
wolframat (Na2W04 ·2 H 20) versetzt und gemischt. Man fiigt 
nun aus einer graduierten Biirette oder Pipette langsam und 
unter Schiitteln 1 Volumen % n H 2S04 zu. Man schiittelt gut 
um und laBt dann 5 Min. stehen. Die Farbe des Koagulums 
andert sich langsam von Dunkelrot zu Tiefbraun; tritt dies nicht 
ein, so ist die Koagulation unvollstandig, gewohnlich weil zu 
viel Oxalat vorhanden ist. Die Probe kann noch gerettet werden, 
wenn man tropfenweise lO%ig. H 2S04 zufiigt und nach jedem 
Tropfen energisch schiittelt, bis das Schaumen aufhort und die 
braune Farbe auftritt. Man bringt die Mischung auf ein Filter, 
indem man das Filter zuerst mit wenigen Kubikzentimetern be
netzt und dann erst das ganze Gemisch aufs Filter gibt. Das 
Filtrat ist wasserklar. Kann es nicht gleich verarbeitet werden, 
so versetzt man es mit einigen Tropfen Toluol. 

Plasma und Serum werden ebenso enteiweiBt, nur nimmt man 
das halbe Volumen des lO%ig. Natriumwolframats und der % n 
Schwefelsaure. Zum Beispiel: 5ccm Plasma, 25ccm Wasser, 2,5ccm 
des Wolframats, 2,5 ccm der Saure (Endverdiinnung 1 zu 7). 

In neuerer Zeit empfehlen Benedict und Newton! Molyb
dansaure als EnteiweiBungsmittel. 25 g reinste Molybdansaure 
und 125 ccm n Natronlauge werden in einem Erlenmeyer-Kolben 
aufgekocht, bis praktisch die ganze Molybdansaure aufge16st ist, 
und filtriert; mit 100 ccm siedendem Wasser wird nachgewaschen, 
das Filtrat gekiihlt und auf 500 ccm aufgefiillt. Zur Ent
eiweiBung wird 1 Teil dieser Losung mit demselben Volumen 
0,4 n Schwefelsaure verdiinnt. Vorrate fiir wenigstens 6 Wochen 
sind herzustellen. Fiir die EnteiweiBung des Blutes verdiinnt 
man 1 Volumen Blut mit 7 Volumen Wasser, dann fiigt man 
2 Volumen des Molybdansaure-Reagenses zu, schiittelt um und 
filtriert. Im Filtrat sind diesel ben Blutbestandteile bestimmbar 
wie bei der EnteiweiBung mit W olframsaure. Der Nicht-EiweiB
Stickstoff ist bei der Molybdansaure.Methode etwas hoher; die 
Ausbeuten an Harnsaure sind besser. Zur Bestimmung des 
Thioneins (Ergothioneins) ist die Molybdansaure-, nicht die WOlf
ramsaure-Methode anzuwenden. 

Dber andere EnteiweiBungsverfahren s. Blutzucker S. 195. 

1 J. of bioI. Chern. 82, 5, (1929). 
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Fraktionierung der stickstoffhaltigen Bestandteile 
des Plasmas bzw. Serums l • 

Prinzip. Die Verwendung von Natriumsulfat zur Fiillung der 
Globuline ermoglieht es, die PlasmaeiweiBkorper aueh in kleinen 
Mengen Blut zu bestimmen. Die Gesamt-EiweiBkorper werden mit 
der Mikro-Kjeldahl-Methode bestimmt (S. 423) und der Nieht
EiweiB-N (S. 165) inAbzug gebraeht. Das Fibrinogen im Plasma 
wird aus der Differenz des Gesamt-EiweiBgehaltes und des 
EiweiBgehaltes im Filtrat naeh der Fallung des Fibrinogens mit 
CaCl2 bestimmt. Das Albumin wird im Filtrat naeh der Fallung 
der Globuline mit 22%ig. Na2S04 bei 370 ermittelt (Howe). Das 
Globulin im Serum erhalt man aus der Differenz: Gesamt
eiweiB - Albumin, im Plasma aus der Differenz: Gesamt
eiweiB - (Albumin + Fibrinogen). 

Fur jede Bestimmung braueht man 0,5 eem Plasma oder 
Serum. Die Salzlosungen werden unter Erwarmen etwas kon
zentrierter bereitet als fUr die Fallungen erforderlieh ist; die 
Verdunnung auf die riehtige Konzentration gesehieht bei 37°. 
AIle Fallungen und Filtrationen mussen bei 37 0 in einem Brut
schrank ausgefUhrt werden. Man braueht Losungen von wasser
freiem Na2S04 in Konzentrationen von 14%, 18% und 22,2%. 
Versetzt man 15 eem derselben mit 0,5 eem Blut, so erhalt man 
annahernd die endgUltigen Konzentrationen von 13,5, 17,4 und 
21,5%. Bei 13,5% Na2S04 £alIt Euglobulin, bei 17,4% Euglobulin 
und Pseudoglobulin I, bei 21,5% fallen alle Globuline. Man 
fallt in 50 eem-Reagenzglasern oder -Zentrifugenrohrehen, ver
sehlieBt dann mit einem Gummistopfen und filtriert naehher dureh 
ein mit einer geringen Menge der zu filtrierenden Lasung ange
feuehtetes 9 em-Filter in ein 25 eem-Reagenzglas, indem man den 
Triehter mit einem Uhrglas bedeekt. Das Abmessen der Mengen 
muB mit genau kalibrierten Pipetten erfolgen. Der N wird je
weils naeh der Mikromethode (vgl. S. 423, s. aueh S. 164) be
stimmt. Bei jeder Bestimmung mussen Blindversuehe ausgefiihrt 
werden. 

Fibrinogen: 0,5 eem Plasma werden mit 14eem einerO,8%ig. 
NaCI-Lasung bei Zimmertemperatur verdunnt, dann werden 1 cern 
einer 2,5 %ig. CaCl2-Lasung und ein kleiner Kristall Thymol zu-

1 Howe: J. of bioI. Chern. 49, 109 (1921). Uber Fraktionierung der 
stickstoffhaltigen Bestandteile des Serums vgl. auch Elektrodialyse S.97. 
Vgl. auch Pinkus: J. of Physiol. 27, 57 (1901). - Porges und Spiro: 
Beitr. der chern. Phys. u. Path. 3, 277 (1903). 

11* 
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gegeben; das GefaB wird verschlossen. Wenn sich das Fibrin beim 
Stehen ausgeschieden hat, wird durch ein trockenes Filter filtriert. 
Fur die Analyse nimmt man je 5 cern des Filtrates!. 

Euglobulin: 0,5 cern Plasma oder Serum werden mit 15 cern 
einer 14 %ig. Lasung von wasserfreiem Na2S04 bei 37 0 versetzt. 
Man gibt etwas Thymol zu, verschlieBt die Flasche, schuttelt 
gut um und laBt 3 Stunden stehen, bis sich der Niederschlag 
abgesetzt hat. Dann wird filtriert. Man nimmt 2mal 5 cern des 
Filtrates zur Analyse. Bei Plasma entspricht das Resultat Euglo
bulin + Fibrinogen, bei Serum Euglobulin allein. 

Euglo bulin + Pseudoglo bulin I: Dasselbe Verfahren nur 
mit einer 18%ig. Na2S04-Lasung. Gesamtglobuline: ebenso, 
nur mit 22,2%ig. Na2S04-Lasung. 

NichteiweiB-N: 0,5 cern Plasma oder Serum werden bei 
Zimmertemperatur mit 15 ccm einer 5%ig. Trichloressigsaure 
versetzt. Die ubrige Behandlung wie bei Euglobulin. 

Berechnung: Euglobulin-N = Gesamt-N weniger N des 
Filtrates der Fallung mit 13,5%ig. Na2S04 • - Pseudoglobulin I-N 
= N im Filtrat der Fallung mit 13,5%ig. Na2S04 weniger N der 
17,4 %ig. Na2S04-Fallung. - Pseudoglobulin lI-N = N im Filtrat 
der 17,4%ig. Fallung weniger N im Filtrat der 21,5%ig. Fallung. 
Gesamtglobulin-N = Gesamt-N weniger N im Filtrat der 21,5%ig. 
Fallung. - Albumin-N = N im Filtrat der 21,5%ig. Fallung 
weniger NichteiweiB-N. NichteiweiB-N = N im Filtrat der Fal
lung mit Trichloressigsaure. Die EiweiB-Werte werden aus den 
N-Werten durch Multiplikation mit 6,25 gewonnen. 

Fur die N-Bestimmung geben Hawk und Bergeim2 

folgende Vorschrift: In ein Reagenzglas aus hartem Glas 
mit Marken bei 35 und 50 cern gibt man 1 cern der zu unter
suchenden Lasung (Serum oder Plasma 1: 50 mit 0,9%ig. NaCl 
verdunnt fur die Gesamt-N-Bestimmung) und 1 ccm einer Saure
mischung 3 , ferner einige Tonstuckchen und einige Tropfen Oktyl
alkohol. Man erwarmt unter einemAbzug mit einem Mikrobrenner, 
bis alles Wasser verdampft ist und weiBe Dampfe erscheinen. 
Man setzt dann einen kleinen Trichter in das Glas, verkleinert 
die Flamme und erhitzt weiter, bis die Substanz verkohlt und 
dicke weiBe Dampfe das Reagenzglas erfullen. Man laBt 30 Sek. 

1 Uber Bestimmung des Fibrinogens auf refraktometrisehem Wege 
vgl. Prakt. I, S. 310. 

2 Hawk und Bergeim; 1. e. S.399. 
3 Herstellung der Sauremisehung: 10 cern 5%ig. CuS04-L6sung gibt 

man zu 100 cern konzentrierter Sehwefelsaure. Diese Misehung gieBt man 
vorsiehtig unter Umriihren in 100 cern dest. 'Vasser. 
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erkalten und gibt dann vorsichtig tropfenweise 30%ig. Was
serstoffsuperoxyd hinzu, bis die Lasung sich aufhellt (man 
notiert die Zahl der Tropfen). Man kocht wieder 1 Min., kuhlt 
dann ab und verdunnt auf 35 ccm mit destilliertem Wasser. In 
einen anderen graduierten MeBzylinder von 50 ccm gibt man 
.J ccm der V ergleichs-Ammonsulfat16sung 1 und 1 ccm Sa uregemisch 
und verdunnt auf 35 ccm. Nun gibt man zu der Vergleichs- wie 
zu der unbekannten Lasung 15ccm Nel3ler16sung (S.425) und ver
gleicht im Kolorimeter. Eine blinde Bestimmung muD mit der 
Wasserstoffsuperoxyd16sung ausgefiihrt werden. Zu 1 ccm des 
Sauregemisches gibt man genau 30 Tropfen des Peroxyds. (V gl. 
Kolorimetrie S. 338.) 

Bestimmung des Rest-Stickstoffs. 
Bestimmung des Rest-Stickstoffs im BIute nach Bang2• 

Die Trennung des Rest-Stickstoffs (des Nicht-EiweiB-Stick
stoffs) vom BluteiweiB einschliel3lich der Albumosen und Peptone 
erfolgt mit Phosphormolybdansaure. Die Phosphormolybdansaure 
wird als 0,5%ig. Lasung verwendet, der Schwefelsauregehalt des 
Reagens so111,5% betragen. AuBerdem enthalt die Lasung 0,5% 
Natriumsulfat (wodurch das Haften der EiweiBkarper an dem 
zum Aufsaugen des Blutes benutzten Papier erleichtert werden 
solI) und 0,025 % Traubenzucker (um eine Verkohlung, die die 
Ammoniakbildung fardert, herbeizufiihren 3). 

Bei der Ausfiihrung der Bestimmung werden 100-120 mg 
Blut in ein Papierstuckchen von bekanntem Gewicht eingesaugt 
und gewogen (vgl. S. 343). Dann laBt man das Papier ca. 5 Min. 
an der Luft trocknen, bringt es in ein reines trockenes Reagenz
glas und setzt so viel von der Phosphormolybdan16sung zu, daB 

1 Man lost 0,1414 g chemiseh rein€s Ammonsulfat auf 1000 cern 
destilliertes Wasser (5 cern = 0,15 mg N). 

2 Bang: Mikromethoden zur Blutuntersuchung, 6. Auf I. S. 30. 
Leipzig: 1927. 

3 Ein Liter der Extraktionsfliissigkeit enthalt also 5 g Phosphormolyb
dansaure, 15 g Schwefelsaure, 5 g Natriumsulfat und 0,25 g Glukose. Da 
das phosphormolybdansaure Natrium stets ammoniakhaItig ist, verfahrt 
man bei der Darstellung der Extraktionsfliissigkeit so, daB man 10 g dieses 
Salzes und 10 g Na2SO, mit etwa 150 cern Wasser unter Zusatz von 
15-20 Tropfen 25 %iger Natronlauge in einer Porzellanschale zum Kochen 
erhitzt und 15 Minuten im Sieden erhalt. Nach dem Erkalten spiilt man 
die Salzlosung mit Wasser in einen 2 Liter-MeBkolben, fiigt vorsiehtig 
30 g (= 16 cern) konzentrierte SchwefeIsaure, dann 0,5 g Traubenzuckcr 
hinzu. Man fiiIlt mit frisch destilliertem Wasser bis zur Marke auf. 
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diese 3-4 mm iiber dem Papier steht. Naeh mindestens lstiin
digem Stehen ist die Extraktion beendet; die Losung wird dureh 
ein kleines Filter (ea.· 2,5 em) in den Kjeldahlkolben filtriert. 
Naeh dem AbgieBen der Lasung setzt man ungefahr die 
gleiehe Menge destilliertes Wasser zu dem Papier und gieBt 
dieses gleiehfalls dureh das Filter in den Kolben. Naeh Zu
satz von 1-2 eem konzentrierter Sehwefelsaure sehiittelt man 
um, erhitzt mit kleiner Flamme, bis alles Wasser verjagt ist, 
darauf etwas starker. Wenn vollstandige Entfarbung eingetreten 
ist, wird noeh etwa 5 Min. erhitzt; dann laBt man abkiihlen und 
setzt etwa 10 eem destilliertes Wasser zu. Naehdem das Gemiseh 
erkaltet ist, fangt man mit der Destillation an (vgl. S. 423 
und Band I, S.271). Als Vorlage benutzt man 1-2 eem 0,01 n oder 
0,005 n H 2S04, Die Titration wird jodometriseh oder azidimetriseh 
(Indikator Methylrot) ausgefUhrt (vgl. S,174). Blindversuehe (N
Gehalt des Papiers und der Losungen) werden am besten tag
lieh ausgefiihrt. Der Rest-N-Gehalt des normalen mensehlisehen 
Blutes betragt etwa 20--30 mg in 100 g (Bang). 

Bestimmung des Rest- Stiekstoffs (NiehteiweiB-N) 
naeh Folin l • 

Prinzip. Den Gehalt an Stiekstoff ermittelt man im Filtrat 
des (naeh S. 162) enteiweiBten Blutes dureh die Mikro-Kjeldahl
methode. Das gebildete Ammoniak wirdkolorimetriseh naeh 
direkter NeBlerisation des Gemisehes bestimmt. 

Ausfiihrung. 5 eem Blutfiltrat (siehe S.162) werden in 
ein troekenes Reagenzglas aus J enaerglas zu 200 mm X 25 mm mit 
Marken bei 35 eem und 50 eem iiberfiihrt, 1 cem des verdiinnten 
Sauregemisehes 2 und ein Siedesteinehen zugefiigt und mit einem 
Mikrobrenner bis zum Auftreten diehter Dampfe (3-7 Min.) 
energiseh gekoeht. Wenn die Dampfe das ganze Reagenzglas 
fUllen, stellt man die Flamme niedriger (daB die Fliissigkeit 
eben kocht) und bedeekt die Offnung des Reagenzglases mit 
einem Uhrglas. Man fahrt mit dem Erhitzen fort, bis die Losung 
fast klar geworden ist (gewohnlieh in etwa % Min.). Naeh 2 Min. 
(falls die Losung fast farblos geworden ist) ·entfernt man die 

1 Laborat. Manual S. 233. 
2 Gleiche Teile des Sauregemisches und Wasser. Das Sauregemisch 

wird hergestellt wie folgt: zu 50 cern 5 % ig. CuSO, gibt man 300 cern 
85 % ig. Phosphorsaure. Man mischt und fiigt 100 cern konz. ammoniakfreie 
H 2S04 hinzu. Man verdiinnt 50 cern dieses Sauregemisches mit 50 cern 
Wasser und verschlieBt die Flasche sorgfaltig, urn eine Absorption von 
Ammoniak aus der Luft zu verhindern. 
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Flamme, laI3t etwa 1 % Min. abkiihlen und fiigt dann 15-25 cern 
Wasser hinzu. Dann laBt man weiter auf Zimmertemperatur 
abkiihlen und fiillt mit Wasser auf 35 cern auf. Man gibt dann 
15 cern NeBlerlosung l hinzu, miseht, zentrifugiert, wenn notig, 
und vergleicht im Kolorimeter mit der V ergleiehslosung. Diese 
enthalt gewohnlieh 0,3 mg N. Man gibt 3 cern der Standard
AmmonsulfatWsung2 (1 mg N in lO cern enthaltend, indem man 
0,4716 g ehemiseh reines Ammonsulfat in 1 Liter ammoniak
freiem destilliertem Wasser lOst) in ein lOO eem-MeBgefaB, fiigt 
2 cern der verdiinnten Phosphorsaure-Sehwefelsauremisehung zu, 
verdiinnt auf ca. 60 cern, fiigt 30 cern NeBlerlosung zu und ver
diinnt zur Marke. Die unbekannte und die Standard -Losung 
miissen gleiehzeitig neBlerisiert werden. 

Bereehnung. Wenn die StandardWsung auf 20 mm steht, so 
gibt 20, dividiert durch die Ablesung (des Standes der unbekannten 
Losung), multipliziert mit 0,3, die Rest-N-Menge in I cern BluF 

Statt der direkten N eBlerisierung kann man auch destillieren 
oder man saugt das gebildete Ammoniak in vorgelegte Saure abo 

Bestimmung des NichteiweiB-N nach Folin und Denis4. 
Zur EnteiweiBung wird Meta-Phosphorsaure vorgesehlagen. 

Die m-Phosphorsaure lOst sich langsam aber vollkommen in vier 
Teilen kalten Wassers. 5 cern der 25%ig. Losung sind zur Ent
eiweiBung von lO cern Blut geeignet. Die Losung ist, kalt auf
bewahrt, 3 Tage lang haltbar; allmahlich geht die Saure in die 
gewohnliche o-Phosphorsaure tiber. 

Ausftihrung. Zu etwa 20 cern Wasser in einem 50 ccm-MeB
gefaB fiigt man 5 cern Blut. Man gibt 3 cern der 25%ig. m-Phos-

1 Darstellung s. S.425. 
2 Das Ammonsulfat wird durch wiederholtes Losen in Wasser und 

Fallen mit Alkohol gereinigt. Man troeknet es im Exsikkator iiber Sehwefel
saure oder dureh Erhitzen auf 1l0o wahrend einer Stunde. 

3 Da 0,5 eem Blut (die Blutmenge, die 5 eem Blutfiltrat entsprieht) 
in 50 eem neBlerisiert, 1 eem in 100 eem neBlerisiert entsprieht. 

Tritt eine Triibung bei der NeBlerisation des aufgesehlossenen Ge
misehes aus dem Blutfiltrat ein, so ist die nieht entsprechende Alkalitat 
des NeBlerreagens daran schuld. Um diesem Ubelstand abzuhelfen, titriert 
man 20 ccm n HOI mit der NeBlerlosung; wenn diese richtig zusammeIl
gesetzt ist, erhalt man bei ll-U,5 cern (mit Phenolphthalein als Indi
kator) einen guten Endpunkt. Liegt der Endpunkt viel tiefer, etwa bei 
9,5 eem der NeBlerlosung, so ist diese zu alkalisch. Die Triibung kann 
auch davon herriihren, daB das Sauregemiseh zu sehwaeh ist. Wenn 
5 cem der verdiinnten Saure (1:1) noch lOfaeh (zu 50 eem) verdiinnt 
werden, so geben 10 eem dieser Losung mit 9,0-9,3 ecm der NeBler
losung einen guten Endpunkt mit Phenolphthalein. (F 0 I in: Manual. S. 235.) 

4 J. of biol. Chern. 26, 491 (1916). 
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phorsaurehinzu und mischt. Man laBt die Mischung 1-24 Stunden 
stehen, fliIlt bis zur Marke auf, mischt sorgfaltig und filtriert 
durch ein trockenes Filter. Die ersten manchmal nicht ganz 
wasserklaren Tropfen werden zuruckgegossen oder verworfen. 
Man gibt 10 ccm des Filtrates (entsprechend 1 ccm Blut) in ein 
Reagenzglas aus hartem Glas (190 mm X 13-15 mm), fiigt ein 
Siedesteinchen und 1 ccm des Sauregemisches (Zusammensetzung 
S. 166) hinzu. Man kocht mit Hilfe eines Mikrobrenners oder in 
einem Bade von gesattigter Kalziumchlorid16sung. Sonst ver
fahrt man genau wie bei dem Kjeldahl-AufschluB (vgl. S. 419). 
Naeh dem Abkuhlen fligt man Wasser zu und spult den Inhalt 
mit insgesamt 60--70ccm Wasser in einen Kolben von 100 cem 
Inhalt. Das Sauregemiseh wird schwach alkalisiert, indem man 
von der 10%ig. Natronlauge etwa ¥mal die Menge des Titrations
wertes der Sauremisehung hinzufligt. Die etwas alkalische Losung 
wird mit flieBendem Wasser gekuhIt; dann gibt man 10 cem 
NeBlerreagens zu, miseht, zentrifugiert oder filtriert durch Watte 
und vergIeieht kolorimetrisch mit der Standard16sung. Die Ver
gleichs16sung besteht gewohnlich aus 0,5 mg Ammoniak-N und 
1 ccm des Sauregemisehes, die dann verdunnt, neutralisiert und 
sonst ebenso wie die unbekannte Losung behandelt wird. Bei 
Blutproben mit sehr hohem NichteiweiB-N ist eine Vergleichs-
16sung mit 1 mg Ammoniak-N erforderlich 1. 

NeBlerreagens. Das NeBlerreagens ist im wesentlichen eine Losung 
vom Kalium-Quecksilberjodid (HgJ2 ·2 KJ), die Natrium- oder Kalium
hydroxyd enthalt. (Darstellung vgI. S. 425). 

Unter gewohnlichen Verhaltnissen (so bei Abwesenheit von viel Saure 
oder Alkali) gibt man von dem Reagens 10 ccm auf 100 ccm Gesamt
volumen. Das MeBgefaB soIl mindestens zu 2/3 gefiiIlt sein, bevor das 
NeBlerreagens zugefUgt wird. Sonst erhalt man triibe Losungen, die fiir 
die Kolorimetrie unbrauchbar sind. 

Bestimmung des Aminosaurenstickstoffs. 
Bestimmung des Aminosaurenstickstoffs nach Folin2. 

Prinzi p. Die Methode beruht auf der Farbreaktion, die Amino
sauren mit fJ -N aphthochinonsulfosaure in alkalischer Losung geben. 

1 Die Bestimmung des Gesamt- und Reststickstoffes in wenigen 
Tropfen Blut nach Kleinmann: Biochem. Z. 179, 287 (1926) beruht auf 
einer mikrokolorimetrisehen Messung mittels besonders gereinigter Rea
gentien und einem speziellen NeBlerreagens. Das Bestimmungsbereieh liegt 
zwischen 0,01-0,08 mg N in 5 cern V olumen. Der durehschnittliehe Fehler 
bis zu Mengen von 0,01 mg N herab iibersteigt nicht 2 %. Mit etwas groBerem 
Fehler kann man noch bis zu 0,005 mg N hinabgehen. 

2 J. of bioI. Chern. 51, 377 (1922). 
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Erforderliche Lasungen. 1. Frisch bereitete Lasung von 0,5%ig. 
J3·Naphthochinonsulfosaurem Natrium. Die Darstellung des J3-naphtho
chinonsulfosauren Natriums ist im Prakt. I, S. 276 genau beschrieben. Das 
Praparat ist auch von der Firma Schuchardt, Garlitz, kauflich zu be
ziehen. 100 mg des Ohinons werden in 20 ccm dest. Wasser ge16st. Nur 
frische Lasungen sind anzuwenden. Fiir Aminosaure-Bestimmungen mit 
0,1 mg N in der Standard-Lasung (s. u.) nimmt man 3 cern des Rea
gens, fiir 5 ccm Blutfiltrat 1 ccm. 

2. Natriumkarbonatlasung. 50 ccm fast gesattigter Soda16sung werden 
auf 500 cern verdiinnt. 20 ccm 0,1 n HOI werden mit dieser Soda16sung 
mit Methylrot als Indikator (bis zur ersten Farbanderung) titriert. Man 
verdiinnt dann die Sodalasung so, daB 8,5 ccm 20 cern 0,1 n HCl ent
sprechen. (Die Lasung ist etwa 1 % ig.) 3. Essigsaureazetat16sung. 100 ccm 
50 % ig. Essigsaure werden mit dem gleichen Volumen einer 5 % ig. Natrium
azetatlasung verdiinnt. Die Lasung dient zur Vertiefung der Farbe der 
Ohinon -Aminosaure-Ver bind ung und ver hindertferner (durch Verminderung 
der Aciditat) die Entstehung einer Schwefeltriibung nach dem Thiosulfat
zusatz. 4. Natriumthiosulfatlasung. Eine 4 % ig. Lasung des kristallisierten 
Salzes. (Na2S20 3 • 5H20.) 5. Aminosaurevergleiehslasung. Lasung von 
Glykokoll, Leuzin, Phenylalanin, Tyrosin, die im cern 0,07 mg Stickstoff 
enthaltl. Die Aminosaure wird in 0,1 n HOI gelast. Die Lasung soll zu 
0,2% Natriumbenzoat enthalten und ist dann unbegrenzt haltbar. -
Benutzt man eine Vergleichslasung, die 0,1 mg N im ccm enthalt, so 
miissen zur Herstellung der Blut-Standardlasung 70 ccm dieser Vorrats
Lasung mit 0,1 n HOI auf 100 ccm aufgefiillt werden. 

Ausfiihrung. 10 ccm Blutfiltrat nach Folin- Wu werden 
in ein Reagenzglas (von 30-35 ecm) gefliIlt, das bei 25 ccm eine 
Marke tragt. In ein anderes, gleieh groBes Reagenzglas miBt man 
I ccm der Aminosauren- (z. B. Glykokoll-)vergleichslasung (ent
halt end 0,1 n Saure und 0,07 mg N) und 8 ccm Wasser und fligt 
zu jedem Reagenzglas I Tropfen 0,25%ig. Phenolphthaleinlosung. 
Zu der VergleichsWsung gibt man I ccm der SodaWsung (Reagen
tien 2.); zu der zu untersuchenden Lasung gibt man tropfenweise 
von dieser SodaWsung, bis sie dieselbe ratliche Farbe hat wie die 
VergleichsWsung (6-8 Tropfen). Dazu kommen zu jeder Probe 
2 ccm der frisch bereiteten 0,5 %ig. Naphthochinonsulfosaure
Wsung. Man schiittelt gut um und laBt bis zum nachsten Tage an 
einem dunkeln Platze stehen. Am anderen Tage werden zunachst 
2 ccm Essigsaure-Azetatgemisch und dann 2 ccm der Thiosulfat
Wsung hinzugegeben; hierdurch wird der UberschuB an Reagens 
entfarbt. Man flillt bis zur Marke bei 25 cem auf, sehiittelt um 
und vergleieht im Kolorimeter. Die Vergleiehslosung wird auf 
20 mm gestellt. 

1 Glykokoll, wie auch andere Aminosauren kannen durch Lasen in 
Wasser und Fallen durch Zusatz des gleichen Volumens Alkohol gereinigt 
werden. 
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Stand der VergleichslOsung . .. 
Berechnung. St d d V h l" . 7 = mg Ammosaure-an er ersuc s osung 

stickstoff in 100 ccm Blut. Normales Blut enthalt 6-8 mg 
Aminosaurestickstoff in 100 ccm. 

Bestimmung des Glutathions im Blute. Methode nach 
Gabbe 1• 

Pri!l zip. Das Glutathion reduziert eine saure KaliumferrizyanidlOsung, 
deren UberschuB mit Thiosulfat zuriicktitriert wird. 

Erforderliche Losungen. l.10 %ig.Losung Natr. wolframic. 2. 2/ an 
Schwefelsaure. 3.25 % ig. Salzsaure. 4. 0,005 n Kaliumferrizyanid mit Zu
satz von Natr. carbonic. 5. Kaliumjodid-Zinksulfat-NaCI-Losung. 6. 1 % ig. 
StarkelOsung. 7. 0,005 n NatriumthiosuUat. Die Losungen 4, 5, 6 und 7 
werden auf dieselbe Weise hergestellt wie die entsprechenden Losungen 
(vgl. S. 205) bei der Blutzuckerbestimmung nach Hagedorn- Jensen. 

Ausfiihrung. 10,Occm Elut werden nach Folin-Wu enteiwei13t; 
25 cern Filtrat versetzt man mit 2 cern 25 % ig. HCI und fiigt genau 2 cern 
der Kaliumferrizyanidlosung hinzu; man la13t 2 Minuten stehen und gibt 
2 cern Losung 5 und 2 Tropfen Starke hinzu; das ausgeschiedene Jod 
wird sodann mit Thiosulfat titriert. 

Zur Berechnung wird der Verbrauch an Thiosulfat von dem in einem 
Blindversuch ermittelten Verbrauch in Abzug gebracht; die Differenz, 
multipliziert mit 50, ergibt den Gehalt von 100 cern Blut an Glutathion 
in mg, da 1,0 cern 0,005 n KaliumferrizyanidlOsung 1,25 mg Glutathion 
entsprechen. 

Auf diese Weise wird stets das gesamte Glutathion im Blute in der 
SH-Form bestimmt, da bei der Enteiwei13ung nach Folin-W u im Elute 
evtl. in der S-S-Form vorhandenes Glutathion in die SH-Form iiberfiihrt 
wird. Will man die Menge des im nativen Elute in der SH-Form vorhan
denen Glutathions fUr sich bestimmen, so ist das Elut unter Paraffin auf
zufangen und sofort mit Trichloressigsaure zu enteiwei13en: 10,0 cern Blut 
werden mit 10 cern 20 % ig. und dann mit 80 cern 10 % ig. Trichloressigsaure 
versetzt; je 25 cern Filtrat werden in derselben Weise verarbeitet, wie flir 
das Folin-Wu-Filtrat angegeben, jedoch ohne den Zusatz der 25 %ig. HCl. 

Man kann die SH-Form des Glutathions auch nach Tunnicliffe 2 

durch Titration mit JodlOsung und Verwendung von Nitroprussidnatrium 
als Indikator bestimmen; nach Gabbe ist die Bestimmung aber nur 
einwandfrei in der Modifikation nach Perlzweig und Delurea unter 
Beachtung folgender Vorschriften: 

5,0 cern Elut werden mit 5 cern 20 % ig. Trichloressigsaure· gut durch
mischt, worauf der Niederschlag abfiltriert wird; 5,0 ccm des Filtrates werden 
mit 1,0 cern 25 % ig. Jodkalilosung und mit 1,0 cern 0,01 n Jodlosung ver
setzt; genau 5 Minuten nach Zusatz des Jodkali werden 2 Tropfen Starke
lOsung zugegeben; das ausgeschiedene Jod wird sofort mit 0,005 n Thio
sulfat zuriicktitriert; zur Berechnung ist ein Leerversuch mit 5 cern 10 % ig. 
Trichloressigsaure anzustellen, bei dem. auch Starkezugabe und Titration 
genau 5 Minuten nach Zugabe des Jodkali zu erfolgen hat; die Berechnung 
ist die gleiche wie bei der Ferrizyanidmethode. 

1 Die Angaben verdanken wir Herrn Prof. Gab b e. 
2 Tunnicliffe: Biochemic. J. 19, 194 (1925). 
3 Biochemic. J. 21, 1416 (1927). 
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Will man bei der EnteiweiBung mit Triehloressigsaure das gesamte 
Glutathion (SH. + S·S·Form) erfassen, so ist das Blut naeh Gab be vor· 
her im Seheidetriehter mit Kohlensaure zu sattigen; hierbei wird die S·S· 
Form, die z. B. im arteriellen Blute in groBerer Menge vorhanden ist, in 
die SH·Form iiberfiihrt. Das Glutathion ist aussehlieBlieh in den Blut· 
korperehen vorhanden und fehlt im Plasma vollstandig. Vermutlieh wird 
bei den angegebenen Methoden auch das in den Blutkorperchen enthaltene 
Thiasin mitbestimmt 1 • 

Kolorimetrisehe Bestimmung des Cystins und des 
Glutathions naeh Folin und Looney2 in der 

Modifikation von Hunter und Eagless. 

Prinzi p. Cystin gibt in alkali scher Losung von Phosphorwolframsaure 
in Gegenwart von Natriumsulfit Blaufarblmg. 

Erforderliehe Losungen. 1. Cystinlosung. 1,0 n Sehwefelsaure, die 
in 1 cern 1 mg Cystin enthalt. 2. Natriumhydroxyd. 1,0 n Losung, frei von 
Karbonat. 3. Phosphorwolframsaure naeh Folin (vgI. S. 187). 4. Lithium· 
sulfat. 20 g auf 100 cern Wasser gelost. 5. Natriumsulfit 20 g auf 100 cern 
Wasser gelost. Frisch bereitet. 

A us fii hrung. 0,05-0,4 cern der eystinhaltigen Losung (0,05-0,40 mg 
Cystin entspreehend) werden in einem kleinen weiten Reagenzglas mit 
dem gleiehen Volumen 1,0 n NaOH versetzt, und mit Wasser auf 1,0 cern 
aufgefiillt. Dann fiigt man naeheinander 0,50 cern der Li2S04·Losung, 
2,00 cern 1,0 n NaOH und 2,00 cern Na2SOa zu, wartet 1 Minute, fiigt dann 
0,50 cern Phosphorwolframsaurelosung zu und fiillt naeh 5 Minuten mit 
dest. Wasser auf 20 cern auf. Die Vergleiehs16sung enthalt 0,2 mg Cystin 
in 20 cern. 1st die zu untersuehende Losung sauer, so ist sie vor Hinzu· 
fiigen der 2 cern 1,0 n NaOH·Losung zu neutralisieren. Die volle Farb· 
tiefe entwiekelt sieh in 5 Minuten; man kann naeh der Verdiinnung sofort 
kolorimetrieren. 

Die kolorimetrisehe Bestimmung des Glutathions ist dieselbe wie die 
des Cystins. 4,64 Teile von reinem Cystin geben dieselbe Farbtiefe wie 
10 Teile Glutathion. 

Bestimmung des Cysteins und des Cystins im Blut 
(und in anderen eiweiBhaltigen Fliissigkeiten)4. 

Prinzip. Cystein wird durch Jod nicht zu Cystin (sondern zu anderen 
Verbindungen, wahrseheinlieh zu Cysteinsaure) oxydiert, falls nur geringe 
Cysteinmengen vorhanden sind und das Cystein zu der Jodlosung gegeben 
wird. Unter ahnliehen Bedingungen wird Cystin dureh Jod nieht he· 
einfluBt. 

Ausfiihrung. Man enteiweiBt naeh Folin· Wu mit Phosphorwolfram· 
saure. Eine Halfte des Filtrates neutralisiert man und macht mit Am· 

1 Zur getrennten Bestimmung von Glutathion und Thiasin im Blute 
vgI. Flatow: Bioehem. Z. 194, 132 (1928). Zur Bestimmung des Thio· 
neins (Ergothioneins) im mensehlichen Blute. VgI. Behre u. Benedict: 
J. of bioI. Chern. 82, 11 (1929). VgI. auch S. 514. 

2 J. of bioI. Chern. 51, 427 (1922); ai, 171 (1922). 
3 J. of bioI. Chern. 72, 177 (1927). 
4 Dowler: J. of bioI. Chern. 78, XXXVIII (1928). 
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moniak sehwaeh alkaliseh; eine Spur von Eisenehlorid wird zugefiigt. 
Dann wird 1 Stunde Luft dureh die Lasung geleitet, urn alles Cystein in 
Cystin iiberzufiihren. Die Lasung maeht man O,O~.normal sauer und 
gieBt sie in einige eem einer 0,01 n Jodlasung. Der UbersehuB des Jods 
wird mit einigen Tropfeneiner verdiinnten NatriumsulfitlOsung reduziert; 
dann bestimmt man die Farbe dureh Zufiigen von Natriumhydroxyd, 
Natriumsulfit und der Phosphorwolframsaure (vgl. 8.171). - Die andere 
Halfte des Folin-Wu-Filtrates wird in ei!\ige eem einer Jodlasung ge
gossen. Man laBt 15 Minuten stehen. Der UbersehuB des Jods wird redu
ziert. Die Lasung wird, wie oben angegeben, sehwach alkalisch gemacht 
und ebenso lange wie vorhin durchliiftet. Die Differenz zwischen den zwei 
Cystinwerten gibt den Gehalt an Cystein an. 

Bestimmung des freien Tryptophans im Blute nach 
Caryl. 

Prinzip. Die Bestimmung des freien (nicht EiweiB) Tryptophans im 
BIut (und Plasma) erfolgt im enteiweiBten Blutfiltrat (aus 25 cem oder 
mehr BIut bzw. Plasma) mit der Glyoxyl-Reaktion von Hopkins und 
Cole in Gegenwart eines Ubersehusses von Queeksilbersulfat. Die Farbe 
wird kolorimetriseh mit der einer Vergleiehs-TryptophanlOsung verglichen. 

Ausfiihrung. Friseh entnommenes, durch Natriumzitrat ungerinnbar 
gemaehtes BIut (0,7 eem einer 38 % ig. NatriumzitratlOsung auf 100 ccm 
Blut) wird mit Essigsaure versetzt, dann mit Kaolin behandelt, filtriert, im 
Vakuum (bei 20-25 mm) eingeengt, und noeh einmal mit Kaolin behandelt. 
Ein aliquoter Teil des eiweiBfreien Filtrats (25 cem oder mehr Blut oder 
Blutplasma entspreehend) werden mit dest. Wasser 1l/2-2fach auf ein 
bekanntes Volumen verdiinnt, dann wird so viel 331/ 3 %ig. Sehwefelsaure 
(1 Vol. konz. H 2S04 mit Wasser auf 3 Vol. verdiinnt) hinzugefiigt, daB in 
der Endlasung 7 Vol.- % der konz. Saure vorhanden sind. Das Tryptophan 
wird aus dieser Lasung niedergeschlagen, indem man in ihr 10 g HgS04 pro 
100 eem lOst und die Lasung 4 bis 48 Stunden im Eisschrank stehen laBt. 
Der Niedersehlag wird im Gooeh-Tiegel iiber Asbest filtriert; GefaB und 
Filter werden dreimal mit je 10 cern 5 Vol.- % H2S04 gewaschen. Das Filter 
wird noeh dreimal gewaschen und wird dann mit dem Niedersehlag 
zusammen in das urspriingliehe GefaB zuriickgebraeht. 20 ecm des friseh 
bereiteten Glyoxyl-Schwefelsaure-Reagenses 2 und 4 Tropfen einer 25 % ig. 
Lasung von HgS04 in 10 Vol.- % H 2SO 4 werden durch den Gooch
tiegel in das GefaB gegeben. Das zugekorkte GefaB steht bei Zimmer
temperatur (nicht in direktem Sonnenlicht) etwa 48 Stunden oder iIll 
Eissehrank btii ungefahr 50 etwa 5 Tage. Die gefarbte Lasung wird iiber 
eine troekene Asbestlage filtriert und kolorimetrisch mit einer Tryptophan
Standardlasung verglichen, die aus einer StammlOsung bei ahnlicher :Be
handlung gewonnen wurde. Vergleichslasungen mit 0,265 mg und mehr 
Tryptophan geben brauchbare Werte; eine Korrektur fiir die Laslichkeit 
des Tryptophans in der Queeksilbersulfatlasung (0,035 mg pro 100 ccm) 

1 J. of bioI. Chern. 78, 377 (1928). 
2 Das Reagens enthalt 20 cem Sehwefelsaurelasung (21 cem 95 % ig. 

H 2S04 verdiinnt mit 5 eem Wasser) und 1 eem Glyoxylsaurelasung (her
gestellt durch Zufiigen von 6 g 5 % ig. Natriumamalgam zu 100 eem ge
sattigter Lasung von Oxalsaure; naeh beendeter Gasentwicklung fil
triert man). 
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mull angebracht werden. Zu einer annahernd guten Feststellung (bis 
75-85 %) der freien Tryptophan·Menge im Blut ist diese kolorimetrische 
Bestimmung ausreiehend. 

Bestimmung des Ammoniaks. 

Bestimmung nach Folin und Denis!. 

5 ccm Oxalatblut werden in den Kjeldahlkolben des Durchliif
tungsapparates (Abb. 77) getan und mit 3 ccm 20%ig. SodalOsung 
versetzt. (Die Anordnung des Apparates ist aus der Abbildung er
sichtlich.) Der Kjeldahlkolben hat einen Inhalt von 100 ccm. In die 
eineOffnung des Stopfens des Kj eldahlkolbens fiihrt man ein fast bis 
zum Boden des Kolbens reichendes Rohr; dieses wird mittels 
eines Schlauches mit 
einer Waschflasche, 
in der sich Schwefel- ~ 
saure befindet, ver
bunden. In die an
dere Offnung des 
Stopfens bringt man 
ein rechtwinklig ge-
bogenes Rohrchen, 
das mittels eines ca. 
3cmlangen Schlauch-
stiickes Glas an Glas 
mit einem zweiten Abb. 77 . 

Rohrchen verbunden 

--

ist. Dieses steckt ebenfalls in einem doppelt durchbohrten Kaut
schukstopfen. Der zweite Stopfen verschlieBt ein 3 cm weites und 
20 cm hohes Reagenzglas. Das yom Kjeldahlkolben kommende 
Rohr ist unten bis auf 1 mm verjiingt und endet einige Milli
meter iiber dem Boden des Reagenzglases. In der zweiten Off
nung steckt ein rechtwinklig gebogenes Rohrchen, das durch einen 
Schlauch mit der Wasserstrahlpumpe verbunden ist. In dieses 
Reagenzglas kommen, aus einer Mikrobiirette abgemessen, 10 ccm 
0,01 n H 2S04 und 2 Tropfen MethylrotlOsung2• Ein maBiger Luft
strom (etwa 5 Blasen in der Sek.) wird durch den Apparat ge
sogen. Zur Verhinderung des Schaum ens setzt man der Blut
lasung etwas Amylalkohol oder fliissiges Paraffin zu. Der Kjeldahl-

1 J. of bio!. Chern. 11, 527 (1912); einige Anderungen naeh Thier
felder: Physiol. u. path.-ehem. Ana!., 9. Auf!., S. 873, 878. 

2 0,1 g Methylrot werden in 300 cern Alkohol ge16st und mit 200 cern 
Wasser versetzt. 
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kolben steht in einem Wasserbad von etwa 45°. 1st das Uber
treiben des Ammoniaks beendet (etwa nach 1 Stunde), so entfernt 
man die beiden Schlauchverbindungen yom Reagenzglas, spritzt 
das bis zum Boden reichende Rohr (innen und auBen) einige Male 
mit destilliertem Wasser in das Reagenzglas ab und titriert mit 
0,01 n NaOH bis zur bleibenden Gelbfarbung 1 . 1 ccm der ver
brauchten 0,01 n Saure entsprechen 0,17 mg NH3. 

Ammoniakbestimmung im Blute nach Parnas 2• 

Das Prinzip der Methode besteht darin, daB man das Ammo
niak nicht durch einen Luftstrom, sondern durch Wasserdampf 
im luftleeren Raume uberdestilliert und zwar in moglichst 
kurzer Zeit (5 Min.), bei niedriger Temperatur (ca. 25-30°) und 
verhaltnismaBig schwacher Alkalitat (pH ca. 9,2), Anordnungen, 
um das wirklich praformiert vorhandene NHa zu erfassen, und 
um eine Neubildung aus noch unbekannten Substanzen im 
Blute zu vermeiden. 

Beschreibung des Apparates. Die Destillation wird im 
nebenstehenden Apparat (vgl. Abb. 78) ausgefiihrt3. Der Apparat 
wird mit Kuhlrohr aus Silber oder Quarz angefertigt. Fur die 
Vakuumdestillation ist das Silberrohr empfehlenswerter. Das 
RuckfluBrohr solI mindestens 150 ccm fassen konnen; es ist mit 
dem Destillierkolben durch einen Dreiwegehahn verbunden, der 
entweder AuBenluft oder Wasserdampf zutreten liiBt. Der kleine 
zylindrische EinguBtrichter ist auch durch Hahn mit dem Kolben 
verbunden. Die Vorlage ist mittels eines Stopfens uber das KuhI
rohr, das 15 em aus dem Mantel herausragt, aufgesetzt und unten 
mit einem durch16cherten Stopfen verschlossen; durch diesen ist 
ein Glasstab gefiihrt, durch den das eigentliche Vorlagerohrchen 
hoher oder tiefer gestellt wird. Der seitliche Ansatz des V orlage
halters, der zur Pumpe fiihrt, ist durch einen Hahn verschlieBbar. 

1 Das in die Saurevorlage iibergetriebene Ammoniak kann auch kolori
metrisch mit Hilfe des N eBlerreagenses bestimmt werden. Siehe hierzu S.168, 
364, 365. (Vgl. auch S. 425). Bei der Verdiinnung des NeBlerreagenses 
vor der endgiiltigen Ablesung muB ammoniakfreies Wasser benutzt werden. 
Fur diesen Zweck anwendbares, ammoniakfreies Wasser erhalt man aus 
gew5hnlichem, destilliertem Wasser durch Zufiigen von etwas Brom
wasser und einigen Tropfen konzentrierter Natronlauge. (VgI. Folin 
und Denis: J. of bioI. Chern. 11, 534 (1912).) Zur Darstellung von 
ammoniakfreiem Wasser vgl. auch S. 364, FuBnote. 

2 Biochem. Z. 162, 1 (1924\' 
3 Angefertigt bei Goetze, Leipzig, Paul Haack, Wien, Vereinigte 

Fabriken fiir Lab.-Bed. Berlin. 
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Das RuckfluBrohr ist durch Schla.ch und Glasrohr, die in 
Wasser tauchen, verlangert. Dieses Rohr laBt den uberschussigen 
Dampf aus dem Dampfentwickler entweichen und dient zugleich 
als Manometer fUr den Dampf. Der Wasserdampf wird aus ver
dunnter Schwefelsaure un
ter reichlichem Zusatz von 
Siedesteinen uber einem 
starken Brenner entwickelt. 

Bei der kolorimetrischen 
Ammoniakbestimmung ist 
darauf zu achten, daB 
aus neuen Gummiteilen 

Schwefelverbindungen 
(wahrscheinlich Schwefel
wasserstoff) entweichen, die 
das N eBlersche Reagens 
braunen. Es muB sehr sorg
faltig mechanisch gereinig
ter Gummi verwendet wer
den. Die Stelle, an der 
Schwefelwasserstoff ent
weicht, ohne spater eine 
alkalische Losung zu pas
sieren, ist die Verbindung 
zwischen Kolben und Kuhl
rohr; man laBt das Kuhl
rohr 3-5 em in den V orstoB 
ragen und fUIlt die freie 
Strecke mit einer dichten 
Spirale aus Silberdrahtnetz 

/I 

Abb. 78. F Destillierkolben, R RiickfJuBrohr, 
V Vorlage, 8 und 8 1 Silberdrahtneizspiralen, 
N VorstiiBe, K Kiihler, A Schwanzhahn zum 
Drosseln des Wasserdampfes, a Hahn zwischen 
Vorlage und Pumpe, R Stativarm. Durchmesser 
des Kolbens 48 mm. Hohe vom Scheitel der 
unteren zum Scheitel der oberen Kugel 200 mm. 

(Nach Parnas und Heller.) 

(Kahlbaum 625 Maschen pro qcm) aus, die um das Kuhlrohr im 
Innern des VorstoBes gewickelt wird. Das Silber schwarzt sich 
in der ersten Zeit an der dem Stopfen zugekehrten Seite; all
mahlich hOrt aber die H 2S-Abgabe auf. 

In das Ende des Kuhlrohrs, das in die Vorlage taucht, wird 
eine 3 mm breite, lose gewickelte Spirale aus Silberdraht ge
schoben, die um 1 mm herausragt. Sie fordert die Absorption in 
der Vorlage ausgezeichnet. Diese Spirale schwarzt sich kaum noch. 
Der Apparat muB keineswegs aus Hartglasbestehen. Zu beachten 
ist, daB er nicht zu dunn im Glase ist, und daB das Dampf
einleitungsrohr im Destillierkolbchen an der tiefsten Stelle des 
Kolbchens etwa 0,5 mm von der Wand endet und in seinem 
Verlauf ein moglichst gleichmaBiges Lumen hat. Der Destillier-
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kolben solI nieht in Klammern gefaBt werden, sondern ganz 
lose auf Drahthaken, die um die Biegung des Kuhlrohrs greifen, 
aufgehangt werden. 

Ausfuhrung. Zur Alkalisierung des Blutes verwendet 
Parnas 1 eine BoratlOsung, die aus 250 ccm der Sarensenschen 
Lasung (12'404 g Borsaure und 100 ecm n NaOH in 1 Liter) 
durch Verdunnen mit lOO ccm 0,1 n NaOH erhalten wird. Diese 
Lasung blaut Thymolphthalein. Von dies em Puffer wird das 
gleiche Volumen dem Elute zugesetzt und dadurch dieses auf 
pH 9,2 gebracht. Dieser Grad der Alkalisierung macht nicht nur 
das Ammoniak aus den Salzen vollstandig frei, sondern bringt aueh 
den ProzeB der Ammoniakbildung im Elute zum Stillstand. Das 
Schaumen des Blutes wird dureh Zusatz von 2 ccm flussigen Paraf
fins vollstandig verhindert. Die Hamolyse bewirkt die BoratlOsung. 

Die kolorimetrische Bestimmung des Ammoniaks erfolgt ver
schieden, je nachdem kleinere oder graBere Mengen im Destillat 
vorhanden sind. Zu den 4--6 cem Destillat wird 0,5 eem NeBler
sehes Reagens 2 auf einmal zugefiigt; naeh etwa 15 Min. wird 
kolorimetriert. Wenn die Ammoniakmenge unter 0,2 mg pro 
lOO eem Blut liegt, d. h. wenn in der Analyse von 1 eem Blut 
weniger als 0,002 mg Ammoniakstiekstoff vorhanden ist, so wird in 
dunnen Reagenzglasern von 6 mm Durchmesser, die aIle das 
gleiche Kaliber haben, die unbekannte Lasung mit bekannten, 
gleiehzeitig bereiteten VergleiehslOsungen vergliehen. Wenn man 
gegen Milehglas betraehtet, das am Boden einer Pappsehaehtel 
liegt und dureh ein fur das Auge verdeektes, in einer Wand der 
Sehaehtel angebraehtes Mattglasfenster beleuehtet wird, so kann 
man Untersehiede von 0,0001 mg Ammoniakstiekstoff noeh deut
lieh wahrnehmen, d. h. man kann bei der Analyse von 2 eem 
Blut unterseheiden, ob der Ammoniakgehalt etwa 0,045 oder 
0,05 mg in lOO eem Elut betragt3 • Fur die Bestimmung graBerer 
Mengen von Ammoniak wird eines der ubliehen Kolorimeter ver
wandt. Als StandardlOsung wird eine AmmoniumsulfatlOsung 
verwendet, die mit etwas Toluol konserviert, unbegrenzt halt
bar ist; sie enthalt im eem 0,002 mg Stiekstoff. AIle Reagentien 
mussen ammoniakfrei sein. Aueh die Luft des Raumes ist am
moIiiakfrei zu halten. 

Zur Entnahme des Blutes (von Kaninehen) gibt Parnas 
folgende Vorsehrift: Das Elut wird aus Ohrvenen oder Ohr-

1 Zur Apparatur vgI. auch Parnas und Klisiecki: Biochem. Z. 173, 
226 (1926). 

2 Folin-Wu: J. of bioI. Chern. 38,87 (1919). VgI. S. 425. 
3 Nach Parnas: 1. c. S. 9. 
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arterien des nicht aufgebundenen Tieres entnommen. Das Ohr 
wird sauber rasiert, mit Wasser und Seife, dann mit Alkohol 
gewaschen; darauf werden die GefaBe durch Reiben des Ohres mit 
Xylol gelahmt. Wenn die GefaBe prall gefiillt sind, wird das Ohr 
mit reiner Vaseline dick beschmiert; dann wird ohne jede Stau
ung, mit einem spitzen Skalpell, mit der Schneide nach oben, ein 
2-3 mm langer Schnitt in die Venen oder Arterien gemacht. Das 
Blut tropft oder spritzt dann schnell, ohne sich auf dem Ohre 
auszubreiten, so daB in wenigen Minuten 10-20 cern aufgefangen 
werden konnen, ohne daB sich Gerinnsel bilden. Das Blut wird 
in Rohrchen aufgefangen, deren Wande mit Lithiumoxalat (Kahl
ba urn) bestreut sind, und wird gleich mit fliissigem Paraffin 
bedeckt. Man kann aus einem Ohr oft Blutproben entnehmen. 

Jede Bestimmung besteht aus mehreren Teilbestimmungen: 
1. Die Reagentien, das Borat und das Paraffin werden destilliert. 
Die durchgetriebenen 4 cern Wasser, in 2 Tropfen 0,1 n Hel auf
gefangen, diirfen nicht starkere Farbung mit dem Ne13lerreagens 
geben als 4 cern destilliertes Wasser mit 2 Tropfen derselben 
Saure. 2. Nach Zusatz des Blutes werden wieder 4-6 cern 
destilliert. Das Destillat dient zu der eigentlichen Analyse. 
3. Es werden nochmals 4 cern Wasser durchgetrieben, die sich 
ammoniakfrei erweisen miissen oder, nach Destillation einer 
ammoniakreichen Blutprobe, nur Mengen von der GroBenordnung 
10-4 mg enthalten diirfen. Enthalten sie mehr, so wird das 
Destillat zu dem von 2. hinzugefiigt und nochmals destilliert. 
Dieses Destillat muB frei von Ammoniak sein. 4. Es wird eine 
bekannte Menge Ammoniak hinzugefiigt, am besten so viel, wie 
in Analyse 2. gefunden wurde, oder mehr. Dann werden wieder 
4 cern destilliert, in welchen das zugefiigte Ammoniak sich 
quantitativ wiederfinden muB. 

Der Verlauf eines Versuches ist nach Parnas folgender: 
Der Apparat ist zusammengestellt, die Pumpe geoffnet, der 

Wasserdampfentwickler im vollen Sieden, der Dampf entweicht 
durch das abschlieBende, zum Sieden heiBe Wasser, das sich in 
einem Porzellanbecher befindet. Die Hahne A, B und C sind ge
schlossen. Man gieBt in den Trichter D 2 cern Paraffin und 1 cern 
BoratlOsung, affnet den Hahn C und laBt durch vorsichtiges 
Offnen des Hahnes B Paraffin und Borat in den Destillierkolbell 
flieBen. Jetzt affnet man langsam den Hahn A und laBt Wasser
dampf in den Destillierkolben einstramen; wie der Hahn zu 
stellen ist, muB man selbst ausproben: man richtet sich nach 
der Temperatur im Destillierkolben und danach, daB das Wasser 
nicht aus dem Becher in das RiickfluBrohr zuriicksteigen dar£. 

Rona-Kleinmann, Blut u. Harn. 12 
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Wahrend man den Wasserdampf entsprechend drosselt, stellt 
man zugleich das Vorlagerohrchen immer tiefer, so daB das 
Kiihlrohr nur ein wenig eintaucht; die Temperatur im Kolben 
laBt man nicht iiber 30-40 0 steigen. Sobald der Stand der Fliis
sigkeit in der Vorlage 4 ccm erreicht hat, zieht man die Miindung 
des Kiihlers aus der Fliissigkeit und laBt noch 1 ccm frei ab
tropfen. Dann schlieBt man den Hahn A, darauf Hahn 0 und 
stellt schlieBlich A so, daB Luft einstromt. Man nimmt jetzt 
das Vorlagerohrchen heraus und stellt ein anderes, mit 2 Tropfen 
Salzsaure beschicktes, hinein. Wenn das Destillat ammoniakfrei 
ist, kann man zur eigentlichen Analyse schreiten, sonst wieder-
hole man die Destillation. Das letzte Destillat, mit NeBlersreagens 
versetzt, ist aufzubewahren. 

Man gieBt wieder 1 ccm Paraffin in den Trichter, offnet den 
Hahn 0, miBt 1 ccm Blut in einer auf "ausblasen" geeichten 
Ostwaldschen Pipette ab und steckt diese mit der Spitze in die 
Verjiingung des Trichters unter das Paraffin. Durch vorsichtiges 
Offnen des Hahnes B kann man nun das Blut unter dem Paraffin 
in den Apparat flieBen lassen, indem man nach Entleerung der 
Pipette 15 Sek. verstreichen laBt und den Rest durch Offnen des 
Habnes einzieht. Man zieht die Pipette zuriick und bringt die 
im Paraffin hangenden Bluttropfchen in den Kolben. 1m Kolben 
wird das Blut sofort hamolysiert und beginnt infolge Gasabgabe 
zu schaumen; man wartet nun nicht lange, sondern schreite sofort 
zur Destillation, indem man den Hahn A so stellt, daB der sehr 
lebhaft durchstromende Dampf die BlutlOsung nicht hOher als 
auf 25 0 erwarmt; man schatzt die Temperatur annahernd mit 
der Hand. 

Auch die lebhafteste Destillation bewirkt in dem alkalisierten 
Blute ~ein Schaumen; ein solches kommt nur dann vor, wenn man 
die Fliissigkeit zu stark erwarmt hat und dann auf einmal den 
Dampf abdrosselt. 

Man destilliert wie bei der Voranalyse; wenn das Blut besonders 
ammoniakreich ist, kann man auch 6-8 ccm auffangen. Man 
schlieBt die Hahne, wie oben angegeben, und laBt danndie Kontroll
destillation 3 und 4 folgen. 

Wenn der AmmoniakgehaIt des Blutes weniger als 0,2 mg
Prozent betragt, so analysiert man in dieser Weise 2 ccm Blut 
und nimmt 2 ccm Borat. Man destilliert dann aber nicht mehr 
Wasser durch als bei der Analyse von 1 ccm Blut. 

Da die Alkaleszenz, bei der destilliert wird, den ProzeB der 
Ammoniakbildung im Blute hemmt, so kann man in Versuchen, 
in welchen dieser ProzeB schon zum Teil abgelaufen ist, mehrere 
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Analysen nacheinander ausfUhren, ohne den Kolben zu entleeren, 
indem man immer nur zwischen die einzelnen Analysen die 
Kontrolle 3 einschaltet und nach der letzten eine Kontrolle 4 
folgen laBt. 

Zur Entleerung und Reinigung laBt man durch den Trichter 
Wasser so weit einlaufen, wie BIutspritzer im DestiIlierkolben vor
handen sind; das Blut lOst sich in der alkalischen Fliissigkeit 
schnell auf. Dann laBt man bei abgestelltem Brenner den Kolben
inhalt in das - unten abgeklemmte - RiickfluBrohr zuriick
flieBen. Man wiederholt diese Reinigung, bis das Blut ganz ent
fernt ist, und laBt die Paraffinreste im Kolben. 

Der N ormalwert fUr priiformiertes Ammoniak im menschlichen 
Blute betragt 0,02 mg %. 

Ammoniakbestimmung nach Parnas und Mozolowski im 
M uskel brei 1. Ein Glasmorser von 25 ccm Inhalt, bei einem Durchmesser 
von 4,5 em mit rauher InnenfHiche, und ein ebenfalls rauhes Glaspistill, das 
zu einem viel graBeren Marser gehart, werden so gewahlt, daB die Reibflache 
des Pistills und des Marsers aneinander passen. Man bringt etwa 5 ccm 
Borat16sung und etwa 0,5-1 g ausgegliihten Quarzsand in den Marser. Der 
Muskel (etwa 0,5 g) wird auf der Torsionswage von Hartmann und Braun 
(vgl. S. 342) mit Hilfe von Hakchen aus Aluminiumdraht abgewogen und 
in die Borat16sung gebracht; es ist zweckmaBig, ihn vorher in Quarzsand 
zu tauchen. Die Bestimmung erfolgt genau wie im Blute, nur ist die untere 
Kugel des Destillationskolbens, die die zu destillierende Masse aufnimmt, 
ein kurzhalsiges Kolbchen a abnehmbar. Eine Be
stimmung dauert einschlieBlich der kolorimetri
schen Untersuchung etwa 10 Minuten. Die Wasser
dampfdestillation im Vakuum kann meistens ohne 
Zusatz von Paraffin erfolgen. Zur Alkalisierung 
wird eine bei 12 0 gesattigte Lasung von reinem 
Borax verwendet, die durch Kochen ammoniakfrei ge
macht wird. Ihre Reaktion entspricht einem pH 
von 9,35 (18 0); sie bedarf fiir 1 ccm 1,9 ccm 0,1 n HOI, 
um auf die Reaktion des mit Wasser zerriebenen Mus
kelgewebes (pH 7,3) gebracht zu werden. Maximaler 
Fehler der Bestimmung betragt ± 5 %. Zur Fixierung 
eines bestimmten Zustandes in den Muskeln werden 
diese oft in fliissige Luft eingetaucht2 • 

Embden, Carstensen und Schumacher 3 

verfahren so, daB das in der fliissigen Luft hergestellte 
Muskelpulver so vollstandig wie maglich in mit 15 ccm 
1 % ig. Salzsaure vorgewogene, mit Schliffdeckel ver-
schlossene Erlenmeyerkolben versenkt und durch Abb. 79. 
schwenkende Bewegungen sofort mit der Fliissigkeit 
durchtrankt wird. Sobald das GefaB sich geniigend erwarmt hat, wird die 
Muskelmenge bis auf Zentigramme genau ermittelt. Die Destillation der 

1 Biochem. Z. 184, 404 (1927). 
2 Vgl. hierzu Embden und Lawaczek: Biochem. Z. 127, 181 (1922). 
3 Z. physiol. Chem. 179, 190 (1928). 

12* 
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alkalisierten Fliissigkeit wird langstens 30 Minuten nach dem Einbringen der 
Muskulatur in Gang gesetzt. (LangeresAufbewahrender Muskulatur sollstets 
infliissiger Luft erfolgen.) - Zur Bestimmung desAmmoniaks wird die Fliissig
keit samt der Muskulaturmit mogliehst wenigWasser in einenRundkolben von 
500 eem iibergespiilt. Zur Alkalisierung der Fliissigkeit benutzt Embden 
eine waBrige Aufsehwemmung von Magnesia usta (2 g Magn. usta - auf 
Ammoniakfreiheit zu priifen! - auf 15 eem dest. Wasser). Es wird etwa 
35 Minuten destilliert, wobei das Ammoniak in 5 eem l/aoo n Sehwefelsaure 
aufgenommen wird. Die Titration erfolgt jodometriseh (vgl. Bd. I, S. 273) 
oder mit l/aoo n Kalilauge unter Benutzung eines Methylrot-Methylenblau
gemisehes als Indikator. pieses Gemiseh wird wie folgt hergestellt1 ; 

Losung 1; Eine in kaltem Athylalkohol von 50 Vol.- % gesattigte Methyl
rotlosung. Das Methylrot wird aus heiBem 50 Vol.- % ig. Alkoh<?J wiederholt 
umkristallisiert. Losung 2: enthiilt in 100 cem 50 Vol.- % ig. Athylalkohol 
0,025 g Methylenblau (Kahlbaum, extrapatent.). - Das Indikatorgemisch 
wird aus 3 Teilen der Methylrotlosung mit 1 Teil Methylenblaulosung her
gestellt; 0,5 ccm dieses Gemisehes wird der vorgelegten Schwefelsaure 
zugefiigt, die dadurch rotviolett gefarbt wird. (Die notwendige Methylen
blaumenge muB fiir jedes Methylenblaupraparat besonders ausprobiert 
werden.) Der Umschlagspunkt ist: Ubergang von Fahlgriin in leuchtendes' 
Griin. (Die Titration ist nur scharf, wenn das verwendete Wasser und die 
Titrationsfliissigkeiten vollkommen kohlensaurefrei sind.) 

Es sollen nur Apparate mit Glasschliffen (wegen der Alkaliabgabe 
aus dem Gummistopfen) aus Jenaer-Glas verwendet werden. Die Dich
tung der Schliffe erfolgt am besten mit reinster gelber (nieht weiBer) 
Vaseline. Der Destillationskolben faBt 500 ccm, die Vorlagen 75 eem. Die 
Destillation erfolgt unter Anwendung von Wasserstrahlpumpen bei einem 
Druck von etwa 11 mm Hg; die Temperatur des Heizwassers betragt 310. 
Wahrend des Siedens wird ein Iangsamer Luftstrom, der mit verdiinnter 
Sehwefelsaure gewaschen wird, durch die Kapillare geleitet. Zwischen 
die Vorlage und die Wasserstrahlpumpe ist eine Saugflasche von 
400-600 ccm Inhalt gesehaltet, die gegen die Wasserstrahlpumpe mit 
einem Glashahn abgesperrt werden kann. Bei der Unterbrechung des 
Versuches wird zuerst dieser Hahn geschlossen und dann das System 
von der Kapillare aus langsam mit Luft gefiillt. Zugesetzte Mengen von 
20-50 Mikrogrammen Ammoniak konnten nach dies em Verfahren mit 
einem Fehler von ± 2 % bestimmt werden. 

Bestimmung des Harnstoffs. 

Bestimmung des Harnstoffs durch Zersetzung mit Urease 
und Destillation nach FoUn und Wu2 • 

Prinzi p. Der Harnstoff wird dureh Urease in Ammonium
karbonat zersetzt. Das gebildete Ammoniak wird abdestilliert 
und kolorimetriseh nach Versetzen mit NeBlerreagens bestimmt. 

Ausfuhrung. Man gibt 5 eem des Wolframsaureblutfiltrates 

1 Tashiro: Amer. J. Physiol. 60, 519 (1920), zit. naeh Embden. 
2 Folin und Wu: J. of bioI. Chern. 38, 81 (19l9). 
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(S. 161) in einen sauberen und trockenen Verbrennungskolben aus 
Jenaer oder Pyrexglas (von 75 ccm Inhalt). (Man dad nicht 
dieselben Kolben anwenden, die man zur 
NeBlerisierung verwendet hat oder diese 
miissen mit Salpetersaure und nachher mit 
Wasser griindlich gereinigt werden, da be
reits geringste Spuren von Quecksilber die 
Urease vergiften.) Man fiigt zum Blutfiltrat 
2 Tropfen eines Phosphatpuffers (13 mol Mono
und % mol Dinatriumphosphat)1. Dann gibt 
man 0,5-1 ccm der Folinschen Urease16sung 2 

hinzu und taucht das Reagenzglas in einen 
Topf mit warmem Wasser (nicht iiber 55 0) 

und laBt es 5 Min. darin stehen. Bei gewohn. 
!icher Temperatur muB das Ferment 10 bis 
15 Min., gegebenenfalls auch langer wirken. 
Das gebildete Ammoniak kann schnell und Abb.80. 

bequem in 2 ccm 0,05 n Salzsaure, die in einem anderen Reagenz-

1 Man lost 69 g Mononatriumphosphat (NaH2P04 + H 20) und 179 g Di
natriumphosphat (Na2HP04 + 12 H 20) in 800 ccm warmem, destilliertem 
Wasser und fUIlt auf 1 Liter auf. 

2 Man wascht ca. 3 g Permutit in einer Flasche, einmal mit 2 % ig. 
Essigsaure, zweimal mit Wasser und fiigt zu dem feuchten Permutit 5 g 
feines Sojabohnenmehl und 100 ccm 15 % ig. AlkohoI. Man schiittelt maBig 
stark 10-15 Minuten, gieBt auf ein groBes Filter und filtriert, indem 
man das Filter mit einem Uhrglas bedeckt. Die Losung ist bei Zimmer
temperatur vor Licht geschiitzt eine Woche im Eisschrank mehrere 
Wochen haltbar. 

Eine andere Methode der UreasedarsteIlung beruht darauf, daB man 
die waBrige Ureaselosung bei Zimmertemperatur iiber Schwefelsaure im 
Vakuum unter 1 mm eintrocknen laBt. Man lost 1 Teil Sojabohnenmehl 
mit 5 Teilen Wasser bei Zimmertemperatur, riihrt urn, lal3t eine Stunde 
stehen, filtriert oder zentrifugiert. (Saurezusatz schadigt das Ferment.) 

Marshal13 gibt folgende Vorschrift: 10 g fein gemahlene Sojabohnen 
werden mit 100 ccm Wasser versetzt und eine Stunde bei gelegentlichem 
Umschiitteln stehen gelassen; 10 ccm 0,1 n HCI werden zugefiigt; die 
Mischung steht dann noch ca. 15 Minuten. Dann filtriert man und versetzt 
die Losung mit Toluol. Diese Losung ist mindestens 5-6 Tage haltbar. 

Folin schlagt den Gebrauch von "Ureasepapier" vor. Dieses wird 
folgendermaBen bereitet: Man schiittelt 30 g Sojabohnenmehl mit 10 g 
Permutit und 200 cern 16 %ig.Alkohol 10-15 Minuten lang, filtriert 
durch ein oder zwei Filter und gieBt nach Beendigung der Filtration das 
Filtrat in flache Schalen. Durch diese zieht man flache Filterpapierstreifen, 
die nachher getrocknet werden. Von den mit Urease beladenen Papier
stiickchen geniigen Quadratzentimeter groBe Stiicke fiir eine Harnstoff
bestimmung im Blut. (VgI. auch S. 500.) 

3 Marshall jun.: J. of bioI. Chern. 15, 487 (1003). Ureasepraparate 
sind auch im Handel erhaltlich. 



182 Chemische Analyse des Blutes. 

glas enthalten ist, destilliert werden. Dieses zweite Reagenz
glas tragt bei 25 ccm eine Marke. Die Anordnung zeigt die 
Abb. SO. 

Man fiigt zu dem hydrolysierten Blutfiltrat ein trockenes 
Siedesteinchen, 2 ccm gesattigte BoraxlOsung, 1-2 Tropfen 
Paraffinol und befestigt den Gummistopfen, der sowohl das 
abfiihrende Rohr als auch das AufnahmegefaB tragt. (An dem 
Rand dieses Stopfens ist ein tiefer Einschnitt, der das Ent
weichen der Dampfe gestattet.) Man kocht maBig stark iiber 
einem Mikrobrenner 4 Min. lang. Nach Ablauf dieser Zeit lost 
man das AufnahmegefaB vom Gummistopfen wie in Abb. SOB 
angegeben ist. Man setzt die Destillation noch 1 Min. fort und 
spiilt das untere Ende des AbfluBrohres mit ein wenig Wasser abo 
Man kiihlt dann das Destillat mit flieBendem Wasser, verdiinnt 
auf ca. 20 ccm. Man iiberfiihrt 3 ccm der Vergleichs-Ammon
sulfatlOsung (mit 0,3 mg N S. 167) in einen MeBkolben von 100 ccm 
und verdiinnt auf 75 ccm. Man neBierisiert, indem man 10 ccm 
der NeBierlosung (s. S. 16S und S.425) fUr die VergleichslOsung 
und 2,5 ccm fiir die unbekannte Losung benutzt. Man verdiinnt 
beide Losungen bis zur Marke und kolorimetriert. Die Destillation 
kann auch im Apparat nach Parnas erfolgen 1 • 

Berechnung. Man multipliziert 20 (die Hohe des Standards 
in mm) mit 15 (d. h. 0,3·50) und dividiert durch die kolori
metrische Ablesung, urn den Harnstoff-Stickstoff in 100 ccm Blut 
zu erhalten2• 

Harnstoffbestimmung durch Spaltung im Auto
klaven. Wenn viele Bestimmungen auszufiihren sind, oder wenn 
auch eine Kreatinbestimmung durchgefiihrt werden solI {vgl. 
S. IS6}, so ist die Zersetzung des Harnstoffs vorteilhaft im 
Autoklaven auszufiihren. Zu 5 ccm des Blutfiltrats in einem wei ten 
Reagenzglas von 75 ccm fiigt man 1 ccm n Salzsaure. Das Reagenz
glas ist mit einer Zinnfolie bedeckt. Man erhitzt 10 Min. im 
AutokIaven auf 150 0 und laBt den AutokIaven auf 100 0 erkalten, 
bevor man ihn offnet. Das Ammoniak wird dann, wie oben be
schrieben, abdestilliert, nur benutzt man 2 ccm 10%ig. Natrium
karbonatlosung statt der gesattigten Boraxlosung. Oder man 
entfernt das Ammoniak durch Durchliiftung (S. IS3). 

1 VgI. auch Klisiecki: Biochem. Z. 176, 490 (1926). 
2 Die zu untersuchende LOsung, die 0,5 ccm Blut entspricht, ist auf 

25 ccm verdiinnt, nicht wie bei der Bestimmung des Rest-N (S. 167) 
auf 50ccm. 
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Harnstoffbestimmung naeh Myers mit direkter 
N eBlerisa tion 1. 
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Prinzip. Oxalatblut wird direkt mit Urease behandelt; naeh 
Umwandlung des Harnstoffs in Ammoniumkarbonat werden die 
EiweiBkorper mit Natriumwolframat niedergeschlagen. 1m Fil
trat wird das Ammoniak naeh N eBler bestimmt. 

Ausfiihrung. In einenErlenmeyerkolben von 100eem gibt man 
1 eem der 5%ig. Urease16sung (naeh Folin) oder etwa 0,1 g 
des troekenen Enzympulvers. Man fiigt dann mit einer kalibrierten 
Pipette 2 eem vom Oxalatblut zu (oder bei hohem Harnstoff
gehalt 1 eem) und stellt naeh griindliehem Misehen das Glas 
10-15 Min. in ein Wasserbad von 50°. Zu der Misehung werden 
13 eem (oder 14 cem, wenn 1 eem Blut angewandt wurde) Wasser 
zugefiigt, ferner 2 cem einer 10%ig. Losung von wolframsaurem 
Natrium und unter fortwahrendem Riihren 2 eem % n Sehwefel
saure. Dann wird energiseh geschiittelt. Die Ausfallung der Ei
weiBkorper ist vollendet, wenn die Farbe des Koagulums von 
Rot in Braun umgesehlagen ist (s. S. 161). Man filtriert dureh ein 
troekenes Filter (die ersten Portionen werden, wenn sie triibe sind, 
zuriiekgegossen). -5 eem dieses Filtrats werden in ein MeBge£aB von 
25 eem und dann 5 eem NeBlerreagens 2 hineingegeben; man fiillt 
auf 25 eem auf. In einen zweiten MeBkolben von 25 eem werden 
5 eem der Vergleiehsammonsulfatlosung gebraeht (enthaltend 
0,10 mg N) und 5 eem der NeBlerlosung; man fiillt auf 25 eem auf. 
Die beiden Losungen werden im Kolorimeter verglichen. 

Stand der Vergleichslosung 
Bereehnung: St d d V hI" .20=mg Harnstoff-N an er ersuc s osung 

in 100 eem Blut. 

Harnstoffbestimmung naeh der Durehliiftungsmethode 
naeh Myers 3 • 

Prinzip. Der Harnstoff des Blutes wird dureh Urease 
in Ammonkarbonat umgewandelt, das Ammoniak dureh einen 

1 Myers: Pract. chem. Anal. of Blood, S.46. St. Louis: Mosby Co. 
2 NeBlerreagens nach Bock und Benedict (nach Myers: 1. C. S.45). 

In ein MeJ3gefaJ3 von 1 Liter gibt man 100 g HgJ2 und 70 g KJ und 
fiigt ca. 400 ccm Wasser zu. Man schiittelt bis zur vollkommenen Losung 
um. Dann lOst man 100 g NaOH in etwa 500 ccm Wasser, kiihlt sorgfaltig 
und fiigt die Losung unter fortwahrendem Umschiitteln in die Flasche. 
Man fiint bis zur Marke auf. Die klare LoslJng gieJ3t man von einem eventuell 
entstehenden blaurotenNiederschlag abo Co-ber N eBlerlosungvgl. auch S. 425.) 

3 Nach Myers: 1. c. S. 44. Vgl. auch Folin und Denis: J. of bioI. Chem. 
11,527 (1912); Marshall: J. of biol. Chem. 15, 487 (1913); van Slyke 
und Cullen: J. of bioI. Chern. 19, 211 (1914). 
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Luftstrom ill eine Saurevorlage iiberfiihrt und dort neBleri
siert. 

A usfiihrung. In ein schmales Reagenzglas ohne Rand werden 
1 ccm der Folinschen Ureaselasung (s. S. 181), 2 Tropfen des Posphat
puffers S.181 und 2ccm desOxalatblutes iiberfiihrt und 15Min.lang 
bei 50 0 gehalten. In einen graduierten Zylinder ohne Rand fiiIlt man 
15 ccm destilliertes Wasser und 2-3 Tropfen lO%ig. HOI. Man ver
schlieBt mit einem doppelt durchbohrten Stopfen, durch dessen 

Abb 81. 

eine Bohrung eine Glasrahre fast bis zum Boden des Zylinders 
fiihrt. Das Reagenzglas mit dem Blut-Ureasegemiseh wird in einen 
nieht graduierten Zylinder getan, und die Verbindungen werden 
zureehtgemacht. Einige Tropfen Oktylalkohol und 4-5 eem ge
sattigte (20%ig.) Na200a-L6sung laBt man zu der Blutfliissigkeit 
fIieBen, verkorkt sofort das GefaB, das mit einer Wasehflasehe, die 
verdiinnte Schwefelsaure enthalt (um das Ammoniak der Luft ab
zufangen) verbunden ist. Die abfiihrende Glasrahre des graduierten 
ZyIinders wird nun mit der Wasserstrahlpumpe verbunden; die 
Luft wird langsam durchgesogen, dann erhOht man nach 2 Min. 
die Geschwindigkeit des Luftstromes und saugt so 30 Min. lang 
Luft dureh. - Man fiihrt 5 cem der Vergleichs-Ammonsulfat
lasung l mit 1 mg N in ein MeBgefaB von 100 ccm und fiigt 50 
bis 60 ccm destilliertes Wasser hinzu. Man verdiinnt nun das 
NeBlerreagens5--6fach mit destilliertem Wasser, fiigt davon 20ccm 
zu der VergleichslOsung und fiiIlt auf 100 ccm auf. Gleichzeitig fiigt 
man 7-8 ccm von der frisch verdiinnten NeBlerlasung zu der un
bekannten Lasung und fiiIlt das Volumen auf 25 ccm auf. (Man 
macht durch geeignete Verdiinnung die Farbe beider Lasungen 
annahernd gleieh.) Dann vergleieht man im Kolorimeter. 

1 Man lost O,944g pyridinfreies Ammonsulfat, vgl. S. 167 und 426, in 
dest. Wasser und verdiinnt auf 1 Liter. - 5 ccm dieser Losung enthalten 
I mg N, siehe auch S.426. 
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Berechnung: 
Stand der Vergleichslosung Verdiinnung der unbekannten Losung (25) 

Stand derunbekanntenLosung' Verdiinnung der Vergleichs16sung (100) 

100 
·1· 2 = mg Harnstoff-N in 100 ccm Blut 

(wo ,,1" die Starke der Vergleichslosung in mg N bedeutet). 
Statt der Uberfiihrung des Ammoniaks mit dem Luftstrom 

und NeBlerisation kann man 10 ccm 0,01 n H 2S04 vorlegen und 
nach der Durchliiftung den UberschuB an Saure mit 0,01 n NaOH 
zuriicktitrieren (Indikator Methylrot). Eine blinde Bestimmung 
unter Benutzung von Wasser statt Blut wird gleichzeitig an
gesetzt. - Zieht man die Kubikzentimeter 0,01 n NaOH bei der 
Titration der unbekannten Losung von den Kubikzentimetern 
0,01 n NaOH der Blutbestimmung ab, multipliziert mit 0,14, so 
erhalt man die Milligramm Harnstoff-N in 2 ccm Blut. Will man 
aus dem Harnstoff-N den Harnstoff berechnen, so multipliziert 
man mit 2,14. 

Bestimmung des Kreatins und des Kreatinins. 

Bestimmung des praformiert"en Kreatinins 1 . 

Prinzip. Ein Teil des Blutfiltrates (vgl. S. 161) wird mit 
alkalischer Pikratlosung behandelt und die entstehende Farbe 
im Kolorimeter mit einer Kreatinin-Vergleichs16sung verglichen. 

Ausfiihrung. Man flint 25 (oder 50) ccm einer gesattig
ten waBrigen Losung von gereinigter Pikrinsaure 2 in eine reine 
Flasche, fligt 5 (oder 10) ccm 10%ig. Natriumhydroxyd16sung 
hinzu und mischt. Man fiint 10 ccm des Blutfiltrates 3 in eine 
schmale Flasche oder in ein Reagenzglas; auBerdem flint man 
5 ccm der Standard-Kreatinin16sung (s. u.) in eine andere 
Flasche und verdiinnt diese Losung auf 20 ccm. Dann gibt 
man 5 ccm der frisch bereiteten alkalischen Pikrat16sung zu 
dem Blutfiltrat und 10 ccm zu der verdiinnten Kreatinin-
16sung. Man laBt 8-10 Min. stehen und flihrt den kolorimetri
schen Vergleich wie iiblich aus. Er muB innerhalb 15 Min., von der 
Zugabe des Pikrates gerechnet, zu Ende geflihrt werden. 

1 Folin und Wu: J. bioI. Chem. 38, 98 (1919). TIber Herstellung von 
Kreatin, Kreatinin und Standard-KreatininlOsungen vgl. S. 505. 

2 Siehe S. 508. 
3 Nach der EnteiweiBung nach Folin- Wu. Uber EnteiweiBung mit 

kolloidalem Eisenhydroxyd bei der Kreatininbestimmung siehe Rona: 
Biochem. Z. 27, 348, 1910. 
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Eine Standard-Kreatininlasung, die sowohl fUr Krea
tinin- als aueh fUr Kreatinbestimmung (s. u.) brauehbar ist, 
kann wie folgt bereitet werden. Man lOst 0,100 g reines Krea
tinin (oder 0,160 g Kreatininehlorzink, vgl. S. 507) in 100 cem 
0,1 n HOI und miseht sorgfaltig. Man iibertragt in einen Liter
kolben 6 eem dieser KreatininlOsung (= 6 mg Kreatinin), fUgt 
10 eem n Salzsaure hinzu, verdiinnt bis zur Marke und mischt. 
Man iibertragt die Lasung in eine Flasehe und versetzt sie mit 
4 oder 5 Tropfen Toluol. - 5 eem dieser Lasung enthalten 0,03 mg 
Kreatinin, und diese Menge plus 15 eem Wasser ist diejenige 
StandardlOsung, die den allermeisten Blutproben entsprieht, da 
sie das Gebiet von 1-2 mg in 100 eem umfaBt. In kreatinin
reiehen Blutproben nimmt man 10 eem des Standards plus 10 eem 
Wasser (entspreehend 2-4 mg Kreatinin in 100 eem Blut), oder 
15 eem des Standards plus 5 eem Wasser (entspreehend 4--6 mg). 

Bereehn ung. Die Ablesung des Standards in Millimetern (ge
wahnlieh 20), multipliziert mit 1,5 (oder 3,4,5 oder 6, je naeh
dem wieviel StandardlOsung genommen wurde) , dividiert dureh die 
Ablesung der unbekannten Lasung in Millimetern gibt die Menge 
des Kreatinins in Milligramm fUr 100 eem Blut an. Es ist zu be
aehten, daB jede 5 eem der Standard-KreatininlOsung mit 0,03mg 
Kreatinin 0,015 mg im -Blutfiltrat entspreehen. 

Bestimmung von Kreatin plus Kreatinin. 
Prinzi p: Das Kreatin des Blutfiltrates wird dureh Koehen 

mit verdiinnter HOI im Autoklaven in Kreatinin iiberfiihrt. 
Man bringt 5 eem des Blutfiltrates in ein Reagenzglas mit einer 

Marke bei 25 eem. (Diese Reagenzglaser werden aueh bei der Harn
stoff- und bei der Zuekerbestimmung benutzt.) Man fiigt 1 cem 
n Salzsaure hinzu. Man bedeekt das Reagenzglas mit einer Zinnfolie 
und erhitzt im Autoklaven auf 130 0 wahrend 20 Min. oder 155 0 

wahrend 10 Min. Naeh der Abkiihlung gibt man 5 eem der alkali
sehen PikratlOsung hinzu, laBt 8-10 Min. stehen und verdiinnt auf 
25 eem. Die erforderliehe Standardlasung wird aus 20 eem der obigen 
KreatininlOsung in einem 50 eem-Kolben hergestellt. Man fiigt 2 eem 
der n Saure und 10 eem der alkalisehen PikratlOsung hinzu und ver
diinnt naeh 10 Min.langem Stehen auf 50 eem. Die Hahe des Stan
dards (gewahnlieh 20 mm), dividiert dureh die Ablesung der unbe
kannten Lasung, und multipliziert mit 6, gibt die totale Kreatinin
menge in Milligramm fUr 100 eem Blut an. In uramisehen, kreatinin
reiehen Blutproben sind 1, 2 oder 3 eem Blutfiltrat plus Wasser zu 
5 eem zu nehmen. Die normale Menge des "gesamten Kreatinins" 
nach dieser Methode ist etwa 6 mg fiir 100 eem mensehliehes Blut. 
Die Normalwerte fUr Kreatinin sind 1-2 mg fiir 100 eem Blut. 
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Bestimmung der Harnsaure im Blut. 
Bestimm ung nach Folin-Benedict1 . 

187 

A. Direkte Methode (ohne Isolierung der Harn
sa ure). 

Prinzip. Das Blutfiltrat von Folin- Wu wird mit einem 
Phosphorwolframsaurereagens versetzt und erhitzt. Bei Gegen
wart von Harnsaure entsteht eine blaue Farbe, die mit der Farbe 
einer VergleichsharnsaurelOsung unter denselben Bedingungen ver
glichen wird. Zusatz von Zyannatrium vertieft die blaue Farbe. 

Bei der Blutentnahme fiir die Harnsaurebestimmung ist zu beachten, 
daB man das Blut nicht mit Natriumoxalat, sondern mit Lithiumoxalat 2 

ungerinnbar machen solI. Man verdiinnt das Oxalatblut mit 7 Vol. Wasser, 
gibt 1 Vol. 10 % ig. Natriumwolframat hinzu, dann sehr langsam, tropfen
weise unter fortwahrendem Umschiitteln 4/5 der erforderlichen 2/3 n Schwe
felsaure, das sind 4ccm fiir 5cem Blut und laBt die Mischung 20-30 Minuten 
stehen, bevor man die restlichen 1/5 der Saure wieder tropfenweise unter 
standigem Schiitteln zugibt. 

ErforderlicheReagentien. 1. Harnsaurereagens nachFolin 
und Denis 3 und Folin und Trimble 4• 

a) Herstellung aus Natriumwolframat. In eine Flasche aus 
Jenaer oder Pyrexglas von 500 ccm Inhalt gibt man 50 ccm 85 % ig. Phos
phorsaure und 160ccm Wasser; man erwarmt bisnahe zum Kochen und fiigt 
100 g Natriumwolframat zu. Die Mischung beginnt infolge der Reaktions
warme zu sieden. Man fahrt mit dem gelinden Kochen (unter Anwendung 
eines Mikrobrenners) noch 1 Stunde fort, indem man an die Flasche einen 
Trichter anbringt, der eine halb mit Wasser gefiillte Flasche von 200 ccm 
Inhalt als Kiihler enthalt. - In ein anderes GefaB von 1 Liter gibt man 25 g 
Lithiumkarbonat, 50 ccm 85 % ig. Phosphorsaure und 200 ccm Wasser. Man 
kocht die Kohlensaure fort und kiihlt. Man mischt die beiden Losungen 
und verdiinnt auf 1 Liter. 

b) Herstellung aus Phosphorwolframsaure. Man gibt 10 g 
Lithiumkarbonat, 20 ccm 85 % ig. Phosphorsaure und 80 ccm Wasser in 
eine Flasche aus Jenaer (oder Pyrex-) Glas von 300 ccm. Man erwarmt 
bis nahezu das ganze Karbonat gelost ist. Dann gibt man 80 g gewohnliche 
Phosphorwolframsaure hinzu, setzt, wie oben beschrieben, das gelinde 
Kochen noch 1 Stunde fort. In ein anderes GefaB von 1 Liter Inhalt 
gibt man 15 g Lithiumkarbonat, 65 ccm Phosphorsaure und etwa 200 ccm 
Wasser. Man kocht, kiihlt ab, mischt beideLosungen und fulltauf 1 Liter auf. 

Die Reagentien sind im wesentlichen gleichwertig. 1 ccm des Reagens 
und 2 ccm 15 % ig.N atri umzyanidlosung ge ben die maximale FarbungfUr einen 
Harnsauregehalt in 5 ccm Blutfiltrat, falls dieser nicht mehr als 8 mg 
Harnsaure in 100 ccm Blut enthalt und das Zyanid keinen blinden Wert 
gibt. Eine eventuell in der Kalte auftretende Triibung verschwindet 

1 J. of bioI. Chem. 54, 153 (1922). Die Methode ist nur fiir Menschen
hlut geeignet. 

2 Darstellung des Lithiumoxalats vgl. S. 161. Um die Gerinnung zu 
verhindern, geniigt 1 mg Lithiumoxalat fiir 1 ccm Blut. 

3 J. of bioI. Chem. 04, 153 (1922). 
4 J. of bioI. Chem. 60, 473 (1924). VgI. auch Folin und Marenzi: 

J. of bioI. Chem. 83, 109 (1929). 
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beim nachtraglichen Erwarmen. Bestimmt man die Harnsaure direkt, 
ohne vorherige Isolierung, so muB das Wolframat vom Molybdan, das es 
als Verunreinigung enthalt (und das die Reaktion stort, indem es auch 
auf andere reduzierende Substanzen inkl. Phenole reagiert), befreit werden. 
Folin und Trimble geben hierfiir folgende Vorschrift, die darauf beruht, 
daB das Molybdan von Schwefelwasserstoff in Gegenwart von Phosphor
saure gefallt wird. 

Darstellung des molybdanfreien Harnsaurereagenses. Man 
gibt 100 g gewohnliches Natriumwolframat Na2W04' 2H20 und 160 ccm dest. 
Wasser in eine 500ccm-Flasche. Dann fiigt man 50cem 85%ig. Phosphor
saure (auf einmal nur einige cem) unter Kiihlung unter der Wasserleitung 
hinzu, um jede wahrnehmbare Erhohung der Temperatur zu vermeidell. 
Man verbindet die Flasche mit einer halb mit Wasser gefiillten Waschflasche, 
die mit einem Kippsehen Apparat fiir H2S-Entwicklung verbunden ist. 
Die Flasehe mit der Mischung von Natriumwolframat und Phosphorsaure 
ist mit einem doppelt durehbohrten Gummistopfen versehen, durch den 
dieht zwei Glasrohren gehen, eine verbunden mit der Waschflasehe bis zum 
Boden der Flasche reiehend, die andere als Abzugsrohr unter dem Gummi
stopfen endigend und mit einem Gummischlaueh mit Klemme versehen. 
Man fiiIlt die Flasche mit H 2S, schlieBt die Klemme, laBt aber den Hahn 
zum Kipp-Apparat offen. Bei dieser Art der Verbindung wird nur so viel 
H 2S entwickelt, wie von der Losung absorbiert wird. Man laBt das H2S 
iiber Nacht einwirken, da die FaIlung des Molybdansulfids nur sehr langsam 
erfolgt. Die Losung in der Flasehe nimmt aIlmahlieh eine tief dunkel
blaue Farbe an. 

Den nachsten Tag wird der Apparat auseinander genommen und die 
Losung in eine Flasche von 500 ccm filtriert. Man vermeide, den Nieder
schlag auf das Filter zu bringen, bis die groBte Menge der Fliissigkeit 
durchgegangen ist. Man kocht nun 1 Stunde gelinde, wie oben bei der 
DarsteIlung der Reagentien beschrieben ist, filtriert dann die heiBe Losung 
von geringem wahrend des Koehens neu entstandenem Molybdansulfid ab, 
wascht mit wenig Wasser nach, bis das meiste der blauen Farbe vom Filter 
entfernt ist. Um die blaue Farbe des Filtrates zu zerstoren, kocht man 
die Losung auf, entfernt die Flamme und entfarbt dureh tropfenweises 
Zutun von Brom unter starkem Schiitteln. Man erhalt eine klare, ~elbe 
Losung. Man kocht dann die Losung 10 Minuten gelinde, um den Uber
schuB des Broms zu entfernen, und kiihlt. Wahrenddessen gibt man in 
ein Beeherglas 25 g Lithiumkarbonat und fiigt zuerst 50 cem 85 % ig. 
Phosphorsaure, dann 200 ccm Wasser zu. Man kocht die CO2 weg und 
kiihlt. Man miseht diese beiden Losungen, kiihlt und verdiinnt auf 
1 Liter. Dieses Reagens gibt mit 0,2 mg Resorzin nur eine auBerst schwache 
blauliche Farbe. 

2. Natriumzyanidlosung. Eine annahernd 15 %ig. Losung von 
Natriumzyanid in 0,1 n NaOH. Die Losung wird beim Stehen besser; 
man solI daher Vorrate fiir mehrere W ochen herstellen. Alte, verwitterte 
Proben des Zyanids diirfen nicht angewandt werden. Man wagt 100-150 g 
Zyanid ab, gibt in einem groBen Becherglas 6,7 ccm 0,1 n NaOH fiir jedes 
Gramm Zyanid und so viel Wasser hinzu, daB die Losung 15 %ig wird. 
Nach der Losung iibertragt man die opaleszente Losung in eine Flasche 
und laBt sie vor dem Gebrauch 2 Wochen oder langer stehen. Die Zyanid
losung wird in 2-3 Woehen gelb, namentlich in konzentrierten Losungtm. 
Das kann verhindert werden, wenn die Losung frei der Luft ausgesetzt wird. 
Losungen, die in den Flaschen nur mit einem Uhrglas bedeckt stehen, bleiben 
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farblos. Die Anwendung von wenig Alkali (0,1 n oder auch 0,05 n NaOH) 
zur Liisung verhindert ebenfalls die Zersetzung. Alle frischen Zyanid
liisungen enthalten nennenswerte Mengen reduzierende Substanzen. Die 
Anwendung chemisch reiner Praparate ist vorzuziehen, da diese geringere 
Mengen Kaliumsalze, die die Hauptschuld bei der Entstehung von Nieder
schlag en mit dem Harnsaurereagens tragen, enthalten. 

3. Harnsaurevergleichsliisung. 1000 mg Harnsaure werden quan
titativ in einen Trichter gebracht, der auf einem Kolben von 300 cem 
Inhalt steht. 0,6 g Lithiumkarbonat werden in einem Beeherglas von 
300 ccm in 150 cern Wasser bei 60 0 unter fortwahrendem Riihren ge
lOst. Mit dieser hei13en, wenn niitig vorher filtrierten Liisung spiilt man 
die Harnsaure in den Kolben. Die Harnsaure liist sich in 5-15 Minuten. 
Man kiihlt dann unter der Wasserleitung unter dauerndem Sehiitteln 
und iiberfiihrt die Liisung in einen Me13kolben von 1 Liter. Man spiilt 
sorgfiiltig nach und fiillt zunachst auf etwa 400 bis 500cem auf. Dann werden 
10 eem 40 % ig. Formalin zugesetzt; die Liisung wird gut umgesehiittelt 
und mit 3 eem Eisessig (oder mit einer entspreehenden Menge von 
25- oder 50 % ig. Essigsaure) versetzt. Durch wiederholtes Sehiitteln wird 
der grii13te Teil der Kohlensaure entfernt, dannfUllt man auf 1 Liter auf, und 
miseht griindlieh durehl. Diese Stammliisung wird auf eine Reihe kleiner 
Flasehehen von 100-150 eem verteilt, die mit Korkstopfen gut ver
sehlossen im Dunklen aufbewahrt werden. Sie halten sieh mehrere Monate 
unverandert. Die verdiinnte Harnsaure-Vergleiehsliisung fUr die Harnsaure
bestimmung im Blut, die 0,02 mg Harnsaure in 5 eem enthalt, wird 
folgenderma13en hergestellt: 1 eem der oben besehriebenen Harnsaure
formalinliisung wird in einen Me13kolben von 250 cern gebraeht, die Halfte 
Wasser zugegeben, dann werden 10 cern 2/3 n Sehwefelsaurc, und 1 ecm 
40 % ig. Formalinliisung (nieht mehr) zugesetzt. Man verdiinnt bis zur 
Marke. Die verdiinnten Vergleiehsliisungen miissen haufiger hcrgestellt 
werden. 

Ausfiihrung 2 • Man fiillt ein Becherglas von 500 ccm Inhalt 
zweidrittelvoll mit Wasser und erhitzt zum Sieden. - Man fiillt 
eine Biirette mit der 15%ig. Natriumzyanid16sung und eine 
andere mit dem Harnsaurereagens. Man iiberfiihrt 5 ccm des 
Blutfiltrates in ein Reagenzglas, das bei 25 ccm eine Marke tragt, 
und in ein anderes ebensolches Reagenzglas 5 ccm der Harn
saurevergleichs16sung (0,02 mg Harnsaure enthaltend). Zu jedem 
Reagenzglas gibt man 2 ccm der Zyanid16sung und 2 ccm Wasser. 
Man mischt, da das schwere Zyanid die Tendenz hat, sich auf 
dem Boden des GefaBes anzusammeln. Dann gibt man 1 ccm 
Harnsaurereagens in jedes Reagenzglas, mischt, laBt 2 Min. 
bei Zimmertemperatur stehen und erhitzt 2 Min. (nicht 
langer) im siedenden Wasserbad. Das Harnsaurereagens muB 
zuletzt zugefiigt werden, und zwar so, daB die Tropfen aus der 

1 Folin sehlagt vor (Laborat. Manual. S.253), 15 eem konzentrierte 
Sehwefelsaure mit etwa 100 eem Wasser zu verdiinnen, zu kiihlen und 
die Saure zu der Harnsaureformalinmisehung zu geben. 

2 Folin: J. of bioI. Chern. 54, 167 (1922); Manual. S.249. 
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Biirette direkt in den Inhalt des Reagenzglases fallen. Nach 
der Erhitzung kiihlt man sofort ab, verdiinnt bis zur Marke (zu 
25 ccm) und vergleicht kolorimetrisch, wobei die VergleichslOsung 
auf 20 mm steht. 

Stand der Vergleichslosung . . 
Berechnung: St d d V hr· ·4 glbt dIe Menge an er ersuc s osung 

Harnsaure in Milligramm in 100 ccm Blut. Die Ablesungen miissen 
sich zwischen 10 und 40 mm bewegen, wenn die Ver
gleichslOsung auf 20 mm steht. Wenn die Konzentration im 
Blut zu hoch ist (Ablesung unter 10 mm), so wiederholt man die 
Bestimmung mit 3 ccm Blutfiltrat (+ 2 ccm Wasser), wenn die 
Konzentration im Blut zu schwach ist, so wiederholt man die 
Bestimmung mit 10 cern Filtrat und 5 cern der Vergleichs16sung 
(+ 5 cern Wasser). 

B. Bestimmung der Harnsaure im Blut nach vor
heriger Isolierung der Harnsaure. 

Prinzip. Die Harnsaure wird aus dem Blutfiltrat als Silber
urat niedergeschlagen, der Niederschlag durch eine Kochsalz-
16sung zersetzt und die Harnsaure kolorimetrisch nach Zu
satz des Harnsaurereagens nach Folin-Denis (vgl. S. 187) be
stimmt. 

AuBer den vorher genannten Losungen sind hier noch erforderlich: 
1. Silberlaktatlosung. 5 g Silberlaktat in ca. 35 cern Wasser gelOst, dann 
werden 5 cern Milchsaure (85%ig.) mit 5 cern lO%ig. Natriumhydroxyd, 
teilweise neutralisiert; diese Losung wird zu der SilberiaktatlOsung gefiigt, 
die Mischung auf 100 aufgefiillt. Man zentrifugiert oder laBt absetzen. 
Man benutzt nur die klare Losung. 2. Eine KochsalzlOsung. 10%ig. NaCl
Losung in 0,1 n Salzsaure. 

Man iiberfiihrt 5 cern Blutfiltrat in ein Zentrifugenglas von 
15 cern, gibt 7 cern Silberlaktat16sung zu, zentrifugiert und 
dekantiert die iiber den Niederschlag (in dem die gesamte Harnsaure 
sich befindet) stehende Fliissigkeit. Der Niederschlag wird mit 1 cern 
der angesauerten NaCl-Losung versetzt, griindlich mit einem feinen 
Glasstabchen durchgeriihrt, nach Zusatz von 4 cern Wasser noch ein
mal durchgeriihrt und wieder zentrifugiert. Die Harnsaure, die mit 
dem Silberlaktat (zusammen mit den Chloriden) niedergeschlagen 
wurde, wird durch einen "UberschuB von NaCl wieder in Frei
heit gesetzt. Die iiberstehende Fliissigkeit, die nicht ganz klar sein 
muB, wird so vollstandig wie moglich in ein Reagenzglas mit einer 
Marke bei 25 cern gegossen; in ein anderes gleiches Reagenzglas 
gibt man 5 cern der Harnsaurevergleichs16sung, dann 2 cern Na
triumzyanid16sung und 1 cern des Harnsaurereagens. Man verfahrt 
sonst wie oben beschrieben. 
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Stand der Vergleiehslosung .. . 
Berechnung: St d d V hI" .4=mg Harnsaure m an er ersue s osung 

100 cern Blut. 

Bestimmung der Harnsaure von Benedict!. 

Prinzip. Das Blutfiltrat wird direkt mit einer Arsenphosphor
wolframsaure und mit Natriumzyanid behandelt. Die dabei ent
stehende blaue Farbe wird mit der einer Harnsaurevergleichs
lOsung verglichen. 

Reagentien. 1. Arsenphosphorwolframsaure-Reagens. 100 g reines 
Natriumwolframat werden in einem 1 Liter-Kolbeninetwa600eem Wasser ge
lOst. 50 g reine Arsensaure (AS20 5) werden zugefiigt, dann 25 eem 85 % ig. 
Phosphorsaure und 20 ccm konz. Salzsaure. Die Mischung wird 20 Minuten 
gekocht, abgektihlt und auf 1 Liter verdtinnt. Das Reagens ist unbegrenzt 
haltbar. 2. Natriumzyanidlosung. Eine 5 % ig. Losung von Natriumzyanid, 
die 2 ccm konz. Ammoniak pro Liter enthalt. 3. Harnsaurevergleiehs
lOsung. Stammlosung. 9 g reines kristallisiertes Dinatriumphosphat und 
1 g kristallisiertes Mononatriumphosphat werden in 200-300 ccm heWem 
Wasser gelOst, wenn notig filtriert. Man erganzt mit heiBem Wasser auf 
ungefahr 500 ccm und gieBt die klare, heWe Losung auf 200 mg reine 
Harnsaure, die sieh, in wenig Wasser aufgesehwemmt, in einem MeBkolben 
von 1 Liter befindet. Man schtittelt bis zur Losung der Harnsaure. Nach 
dem Abktihlen setzt man genau 1,4 cem Eisessig hinzu, verdtinnt auf 
1 Liter, sehtittelt gut durch. Als Desinfiziens ftigt man 5 cem Chloroform 
zu. 5 cem dieser Losung enthalten 1 mg Harnsaure. Diese Losung ist 
etwa zwei Monate halt bar. 

Es ist wtinschenswert, zwei Standardlosungen zu benutzen; die erste 
enthalt 0,01 mg Harnsaure pro cern, die zweite 0,02 mg Harnsaure in 5 ccm 
der Losung. (Die zweite wird gewohnlich angewendet.) Zur Herstellung der 
1. Standardlosung werden 25 cern der Stammlosung (5 mg Harnsaure ent
sprechend) in ein 500 eem-MeBgefaB gefiiUt und das GefaB etwa halb mit 
destilliertem Wasser gefiillt, 25 eem verdtinnte HCl (1 Vol. konz. HCl auf 
10 ccm mit Wasser verdtinnt) zugefiigt und die Losung auf 500 eem 
verdtinnt. Zur Herstellung der zweiten Standardlosung verfahrt man 

Darstellung kristallisierter Harnsaure2.Manerhitzt etwa 1 Liter 
Wasser in einer Flasehe, wahrend man in eine andere, die P/2 Liter faBt, 
11 g Lithiumkarbonat gibt. Zu diesem Lithiumkarbonat gieBt man 750 ccm 
kaltes destilliertes Wasser und erwarmt etwa auf 90 0 • Das Lithiumkar bonat 
lOst sich zum groBten Teil. Zu dem heiBen Gemisch gibt man 25 g Harn
saure. Die Harnsaure lOst sich gleich; man filtriert in die Flasche mit dem 
warmen Wasser und wascht mit warmem Wasser nacho Die Losung 
wird unter Umsehwenken mit 25 eem 99 % ig. Essigsaure versetzt. Nach 
15 Minuten gibt man weitere 20 cern Essigsaure zu. Naeh weiteren 15 Minuten 
wieder unter Umsehtitteln noch 40 cem Essigsaure. Man laBt 30 Minuten 
stehen, dekantiert und saugt die Harnsaurekristalle ab, wascht bis zu Saure
freiheit (gegen Laekmus) mit destilliertem Wasser. Ausbeute 23 g. Man 
dekantiert und filtriert, bevor das Gemisch kalt wird. 

1 J. of bioI. Chem. 51, 187 (1922); 54, 233 (1922); 64, 215 (1925). 
2 Folin: Manual. S. 261. 
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ebenso, nur verwendet man nicht 25 ccm, sondern 10 ccm der Stamm
lOsung; man verdiinnt nach der Ansauerung wie oben. (Die Lasung ist 
einmal in 2 Wochen frisch zu bereiten.) 

Das Blut wird mit Wolframsiiure nach Folin- Wu enteiweiBt 
(vgl. S. 161); man liiBt vor dem Filtrieren mindestens 10-20 Min. 
stehen. (Zu viel Siiure bei der EiweiBfiillung ist zu vermeiden.) 5 cern 
des wasserklaren Filtrats (entsprechend 0,5 cern Blut) werden in ein 
Reagenzglas von 18-20 mm Durchmesser uberfiihrt und 5 cern 
Wasser zugefugt. 5 cern der StandardlOsung mit 0,02 mg Harn
siiure in einem anderen Reagenzglas werden ebenfalls mit 5 cern 
Wasser versetzt. Zu beiden Losungen (der unbekannten und 
der StandardlOsung) werden aus einer Burette 4 cern 5%ig. Na
triumzyanidlOsung, die 2 cern konz. Ammoniak im Liter ent
hiilt, gefugt. (Die ZyanidlOsung ist einmal in 2 Monaten 
frisch herzustellen.) Zu jeder Probe wird dann 1 cern des Arsen
Phosphorsiiure-Wolframsiiurereagem gegeben. Man mischt und 
stellt die Mischung sofort in siedendes Wasser, wo sie 3 Min. 
bleibt. (Die Zeit, die bis zum Einsetzen des ersten und des zweiten 
Reagenzglases verstreicht, darf nicht mehr als 1 Min. betragen.) 
Nach 3 Min. Erhitzen kommen die Reagenzgliiser fur 3 Min. 
in ein groBes Becherglas mit kaltem Wasser und werden so 
schnell wie moglich (am besten innerhalb 5 Min., nachdem die 
Proben aus dem kalten Wasser genommen sind) kolorimetrisch 
verglichen. 

Berechnung. Wendet man die Standardlosung, die 0,02 mg 
Harnsiiure enthiilt und 5 cern des 1: 1O-Blutfiltrates an, so ist 
Stand der Standardlasung in mm .4- H .. f" 100 d 
St d d b k t L .. - mg arnsaure ur ccm es an er un e ann en osung 
ursprunglichen Blutes. 

Normales menschliches Blut enthiilt 2-3,5 mg Harnsiiure pro 
100 ccm. 

Modifikation fiir minimale Blutmengen 1: genau 0,2 cern Blut werden in 
ein enges, graduiertes Zentrifugenglas pipettiert, 1,4 ccm Wasser zugefiigt, 
mit einem Glasstab vermischt, 0,2 ccm einer 10 % ig. Natriumwolframat-
16sung hinzugefiigt, dazu 0,2 cern 0,75 n H2S04, sorgfaltig vermischt, 
10 Minuten stehen gelassen. Dann wird zentrifugiert, 1 cern (= 0,] ccm 
Blut) der iiberstehenden Lasung in eine schmale, lange (1 ccm) Reagenz
rahre iiberfiihrt. 1,8 ccm 2,8 % ig. NaCy (mit 1,5 ccm konz. Ammoniak pro 
Liter) werden zugefiigt und dann 4 Tropfen (0,2 ccm) des Arsen-Phosphor
wolfram-Reagens. Die Mischung wird wie die unbekannte Lasung beim ge
wahnlichen Verfahren behandelt und mit 1 ccm Standardlasung (mit 
0,02 mg Harnsaure in 5 ccm) verglichen. Falls mit au13erster Exaktheit 
gearbeitet wird, sind die Werte gut. 

Nur fiir menschliches Blut ausgearbeitet. 

1 J. of bioI. Chern. 51, 206 (1922). 
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Bestimmuug der freien und gebundenen Purine. 
1m kreisenden Blute sind neben dem Endprodukt des Purin

stoffwechsels, der Harnsaure, auch ihre V orstufen, die in N uk
leotidform gebundenen Purine, wie sie vom Darm her in den inter
mediaren Stoffwechsel gelangen, vorhanden. 

Bestimmung der freien Purine (inkl. Harnsaure) 1m 
Blutserum nach Thannhauser und Czoniczer 1. 

Prinzi p. In einem mit Uranylazetat enteiweiBten Blut bleiben 
nur die freien Purine in Losung, und diese werden nach Kriiger
Schmidt mit Kupfersulfat und Natriumbisulfit in annahernd 
neutraler Losung niedergeschlagen. 

Ausfiihrung. 40 cern Serum werden mit genau gleichen Teilen 
Wasser und 1,55%ig. Uranylazetatlosung verdiinnt und vom 
Niederschlag abfiltriert (Verdiinnung 1: 3). Von dem wasserklaren, 
biuretfreien Filtrat, das die Purine quantitativ enthalt, werden 
60 ccm mit Pipette in ein 200 ccm-Becherglas gebracht und auf dem 
Wasserbad auf ca. 15 ccm eingeengt. Hierauf wird 1 Messerspitze 
(ca. 0,5 g) chemisch reines Natriumazetat und 1 ccm 40%ig. (kauf
liche) NatriumbisulfitlOsung zugesetzt und aufgekocht. In voUem 
Kochen wird 1 ccm lO%ig. KupfersulfatlOsung (Kupfersulfat che
misch rein) dazugegeben und 3-4 Min. kraftig gekocht. Nach Ab
kiihlen wird der Niederschlag (neben OuO die graubraune flockige 
Purinfallung) quantitativ in ein Zentrifugenglas von ca. 50ccm ge
spiilt, gut zentrifugiert, die iiberstehende, wasserklare Fliissigkeit 
abgegossen und in der Zentrifuge 4-5mal mit destilliertem Wasser 
1 Stunde lang gewaschen. Dann wird der N-Gehalt des Kupfer
niederschlages im Mikrokjeldahlapparat bestimmt. Gleichzeitig 
werden in einem Leerversuch 10 ccm Wasser wie das eingeengte 
Blutfiltrat unter Zusatz von 1 ccm BisulfitlOsung und 1 ccm 
OuS04-Losung wie oben behandelt und der aus Kupferoxydul 
bestehende Niederschlag kjeldahlisiert. Dabei ergibt sich meist 
ein Verbrauch von ca. 0,4 ccm 0,01 n HOI, der vom Versuchs
wert abzuziehen ist. 

Freie und gebundene Purine k6nnen nebeneinander nach 
folgendem Prinzip bestimmt werden. Man enteiweiBt zuerst in 
saurer Lasung, dann wird in einer zweiten Probe (wie oben) mit 
Metallsalzen (Uranylazetat). Der Unterschied der Purinstickstoff
werte im sauer enteiweiBten und in dem mit Metallsalz ent
eiweiBten Serum gibt den Gehalt des Serums an "gebundenem 
Purinstickstoff" . 

1 Z. physiol. Chern. 110, 305 (1920). 
Rona-Kleinmann, Blut u. Harn. 13 
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Fur die Bestimmung der gebundenen Purine (Nu
kleotide) werden 30 ccm Serum mit 55 ccm Wasser verdunnt, 
kurz aufgekocht und im Augenblick des Aufkochens mit 5 ccm 
20%ig. Sulfosalizylsaure versetzt. Beim Aufkochen wird ein kleiner 
Trichter als Kuhler auf den Kochkolben gesetzt, so daB keine 
meBbare Menge Wasser verdampft. N ach dem Koagulieren wird in 
Eis gekuhlt und filtriert (3 ccm Filtrat = 1 cern Serum). Man engt 
50 cem des Filtrates in einem Becherglas auf ca. 15 ccm (nicht 
weiter) ein und nimmt die Kupferfallung genau so vor wie bei der 
Fallung der freien Purine. Waschen und Kjeldahlisieren des Kup
ferniederschlags wie oben. So werden die Gesamtpurine des Blut
serums bestimmt, da die Kupferfallung freie und gebundene Purin
k6rper enthalt. Die freien Purine konnten oben bestimmt werden 
(weil die gebundenen yom Uranylazetat quantitativniedergeschlagen 
werden), und werden von den Gesamtpurinen subtrahiert, urn die 
Menge der gebundenen zu errechnen. Freie Purinbasen finden sieh im 
Serum nur in Einzelfallen. Der Nukleotidstickstoff betragt normal 
ca. 2-3 mg in 100 cern Serum. Der freie Purin-N, normaler
weise 1-1,5 mg, mit 3 multipliziert, ist praktisch gleich der im 
Serum vorhandenen Harnsauremenge. 

Nachweis des Allantoins im BIut!. 
Methode von Hunter2. 

Man gieBt 800 ccm frisches Oxalatblut in dunnem Strahl 
unter Umruhren in das funffache Volumen einer 2%ig. 
Quecksilberchlorid16sung, die 0,8% Salzsaure enthiilt. Nach 
24 Stunden saugt man ab und neutralisiert das Filtrat (ca. 
3600 ccm = 600 cern Blut) zunachst mit starker Natronlauge (ea. 
90 cern 40%ig. NaOH), dann mit 20%ig. Natriumkarbonat16sung 
(etwa 50 ccm pro Liter) bis zur beginnenden Rotfarbung von Phe
nolphthalein. Es entsteht eine weiBe Fallung, die das Allantoin ent
halt und die nach 24 Stunden zentrifugiert werden kann. Die 
obenstehende Flussigkeit wird abgehoben (auf Vollstandigkeit der 
Allantoinfallung gepruft) und der Niederschlag in der Zentrifuge 
mit Wasser 3-4mal ausgewaschen. Man wirbelt schlieBlich den 
Niederschlag im Zentrifugenglas in heiBem Wasser auf, setzt 
wenig verdunnte Essigsaure zu und leitet Sehwefelwasserstoff bis 
zur vollstandigen Abscheidung des Quecksilbers ein. Das Filtrat 

1 VgI. auch S. 539. 
2 J. of bioI. Chern. 28, 368 (371) (1916/7). Vgl. auch Harpuder 

in Abderhaldens Arheitsmethoden IVj4, S. 843. 
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des Quecksilbersulfids wird im Vakuum stark (auf etwa 25 ccm) 
eingeengt, dann mit 50%ig. Phosphorwolframsaure bei stark 
schwefelsaurer Reaktion vollstandig ausgefallt. Man saugt iiber 
Kieselgur ab und wascht den Niederschlag mit einer 2,5%ig. 
PhosphorwolframsaurelOsung, die 3 % Schwefelsaure enthalt. Fil
trat und Waschwasser werden, vereinigt, mit Bleioxyd in einer 
Reibschale verriihrt, bis die Fliissigkeit Lackmus eben blaut, und 
dann mit basischem Bleiazetat vollstandig ausgefallt. Dann kiihlt 
man in Eis, saugt von den unlOslichen Bleisalzen ab und wascht den 
Niederschlag mit eisgekiihltem Wasser griindlich aus. 1m mit Essig
saure angesauerten Filtrat fallt man evtl. die Chloride mit einer 
ausgeprobten Menge festen Silberazetats. Der Blei- und Silber
iiberschuB wird durch Schwefelwasserstoff gefallt, das Filtrat im 
Vakuum eingeengt; dann neutralisiert man mit chloridfreier 
Natronlauge vorsichtig bis zur beginnenden Rotung von Phenol
phthalein, lOst Natriumazetat darin bis zu einer Konzentration 
von 10% auf und fallt mit Wiechowskis Fallungsreagens 
(5 g Merkuriazetat in 500 ccm Wasser gelost, reines Natrium
azetat bis zur Sattigung eingetragen und auf 1 Liter aufgefiillt), 
von dem ein DberschuB nicht schadet. Nach 24 Stunden saugt 
man den Niederschlag iiber Kieselgur ab, wascht ihn mit dem 
Fallungsreagens gut aus, zersetzt ihn nach Suspendierung in 
heiBem, mit Essigsaure angesauertem Wasser mit Schwefel
wasserstoff, neutralisiert das Filtrat samt Waschwassern und 
wiederholt genau wie vorhin die Allantoinfallung. Nach dem 
Einengen des allantoinhaltigen Filtrates der wiederum zersetzten 
Fallung kristallisiert reines Allantoin aus. Die Fallung kann, 
wenn notig, auch ein drittes Mal wiederholt werden. Werden 
bei dem Verfahren die Verdiinnungen usw. in Rechnung gesetzt, 
so kann die Methode zur quantitativen Allantoinbestimmung im 
Blut verwendet werden. Hunter fand in 600 ccm Blut ver
schiedener Saugetiere 3-4 mg Allantoin, beim Menschen konnte 
es nicht sicher nachgewiesen werden. 

Bestimmung des Bluizuckers. 

Zur Bestimmung des Blutzuckers muB das Blut vorher ent
eiweiBt werden. 

EnteiweiBung des Blutes. Es ist zweckmaBig, die Ent
eiweiBung sofort nach der Blutentnahme vorzunehmen, da die 
Glykolyse (vgl. Prakt. Bd. I S.194) nur im Vollblut, dagegen 

13* 
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nicht im eiweiBfreien Filtrat stattfindetl. Das Filtrat kann auf Eis 
1-2 Tage bis zur endgiiltigen Bestimmung aufgehoben werden2 • 

Kann man nicht sofort enteiweiBen, so muB die Glykolyse aus
geschaltet werden. Denis und Aldrich3 schlagen hierfiir den 
Zusatz von 1 Tropfen Formalin auf 5 cern Oxalatblut vor. NaF 
zu 1-3%0 dem BIute zugesetzt, hindert auch die Glykolyse und 
wird fiir diesen Zweck am hiiufigsien angewendet 4• 

EnteiweiBung des Blutes nach Schenck5 • Zu einer ab
gemessenen Menge Blut oder Serum, mit dem gleichen V olumen 
Wasser vermischt, wird so viel Salzsiiure und Sublimat (etwa 
die doppelte Menge 2%ig. Salzsiiure und die doppelte Menge 
5%ig. Sublimatlosung) gegeben, bis weiterer Zusatz das Filtrat 
nicht mehr triibt, dann wird die ganze Fliissigkeit zu einem be
stimmten Volumen aufgefiillt. Aus dem Filtrat wird das Queck
silber nach mehrstiindigem (hochstens 24stiindigem) Stehen6 

durch Durchleiten von Schwefelwasserstoff entfernt, das Filtrat 
nach Entfernung des Schwefelwasserstoffs durch einen Luftstrom 
wieder filtriert, sein Volumen festgestellt und im Vakuum bei 
schwach saurer Reaktion eingeengt 7. 

Patein und DufautB schlagen zurEnteiweiBung Merkurinitrat-
16sung vor, die auf folgende Weise bereitet wird: In eine geraumige Por
zellanschale werden 160 cern konz. Salpetersaure (spez. Gew. 1,39) und in 
kleineren Portionen 220 g rotes Quecksilberoxyd unter lebhaftem Umruhren 

1 Bei der BIutentnahme aus dem Ohrlappchen oder aus dem Finger ist 
es vorteilhaft, die betreffende Stelle vorher mit Xylol oder Toluol zu reiben, 
damit die entsprechende Vene sich ordentlich mit BIut flillt. Die Pipette 
zur Aufnahme des Blutes solI vorher mit Bichromatschwefelsaure grund
lichst entfettet und dann sorgfaltig getrocknet werden. 

Die Bestimmung des Zuckers im BIut wird gew6hnlich am Gesamtblut 
ausgefuhrt. Will man sich uber die Verteilung des Zuckers auf BIutk6rper
chen und Plasma orientieren, so macht man eine Zuckerbestimmung im 
Gesamtblut, eine zweite im Plasma und stellt mit Hilfe des Hamatokrites die 
Volumen-Prozente an Formelementen und an Plasma fest. Der Gehalt der 
BIutk6rperchen an Zucker laBt sich so leicht berechnen. 

Neben dem "freien" Zucker des Blutes wird vielfach noch ein "vir
tueller" oder "EiweiB"-Zucker im Blute angenommen, der erst nach einer 
Saurehydrolyse der EiweiBk6rper des BIutes nachweis bar wird. Das Problem 
des "virtuellen" Zuckers ist jedoch noch nicht endgiiltig geklart. 

2 Birchard: J. Labor. a. clin. Med. 8, 346 (1923). 
3 J. of bioI. Chern. 44, 203 (1920). 
, Vgl. hierzu auch Lax und Szirmai: Munch. med. Wsch. 1929, 

1,58. 
I> Pflugers Arch. 47, 621 (1890); 55, 203 (1894). 
6 Liefmann und Stern: Biochem. Z. 1, 299 (1906). 
7 VgI. Macleod: J. of bioI. Chern. 5, 443 (1909). 
B J. Pharmacie (6) 10, 433. S. auch Andersen: Biochem. Z. 15, 76 

(1908). 
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gegeben, dann wird das Ganze langsam zum Kochen erhitzt. Wenn alles 
geliist ist, wird die Liisung abgekiihlt, mit 60 cern 5 % ig. Natronlauge ver
setzt, bis zu einem Liter mit Wasser aufgefiillt, filtriert und die Liisung 
in einer braunen Flasche aufbewahrt. 

N eu berg empfiehlt Merkuriazetat, das dem Mercurinitrat in jeder 
Beziehung iiberlegen is t 1. 

Methoden von Rona und Michaelis. Eine Reihe von 
Methoden zur Entfernung der EiweiBkorper aus ihren Losungen, 
die Michaelis und Rona eingefiihrt haben 2, beruht auf der 
Eigenschaft der Proteine, als kolloide Korpe,r durch andere 
Kolloide bzw. Suspensionen durch Adsorption gebunden und mit
gerissen zu werden. Dieser ProzeB vollzieht sich bei gewohnlicher 
Temperatur. Da das EiweiB mit dem zugefiigten Adsorbens zu
sammen ausfiillt, so ist die schlieBlich erhaltene eiweiBfreie Fliissig
keit von fremden Zutaten, bis auf ganz geringe Mengen von 
Elektrolyten, frei. 

Fallung mit kolloidalem Eisenhydroxyd. Das 10 bis 
15 fach verdiinnte Blut wird unter Umschiitteln mit der Eisen
lOsung (Ferr. oxyd. dialys., Liquor ferri oxydat. dialys_) versetzt. 
Auf je 1 g Blut kommen etwa 4ccm der Eisenlosung; ein UberschuB 
ist an sich unschadlich. Man kann auch vorteilhaft so verfahren, 
daB man das Blut lOfach mit Wasser verdiinnt, den Rest des 
Wassers zur Verdiinnung der Eisenlosung benutzt und mit der ver
diinnten EisenlOsung enteiweiBt. J etzt setzt man einige ccm einer 
lO%ig. MgS04-Losung auf einmal unter kraftigem Schiitteln hin
zu und laBt 10-15 Min. stehen. Damit ist die EnteiweiBung 
vollendet und die Fliissigkeit zur Filtration fertig. Bei der Ent
eiweiBung des Serums sind geringere Mengen von der Eisenlosung 
notig; etwa 1 ccm auf 1 ccm Serum. 

In Fallen, in denen die mehr oder weniger ausgesprochene 
Farbung des Filtrats eine unvollstandige Fallung des Hamo
globins bzw. des EiweiBes anzeigt, kann nachtraglich jederzeit eine 
Korrektur mit sehr kleinen Mengen (einige Tropfen bis mehrere 
Kubikzentimeter) der EisenlOsung stattfinden. Ein weiterer Elek
trolytzusatz ist unnotig und auch nicht vorteilhaft, da er beim nach
folgenden starkenEinengen sti:iren konnte. Als Elektrolyt wahlt man 
bei der Methode am besten ein Sulfat oder Phosphat, da die mehr
wertigen Anionen gegen das kathodische Eisenhydroxyd viel 
wirksamer sind als die einwertigen. Man kann zwischen dem 
Sulfat des Mg, Zn, Na, K, Cu wahlen; im allgemeinen ware wegen 

1 Biochem. Z. 24, 430 (1910); 43, 505 (1912). 
2 Biocbem.Z.5, 365 (1907); 7,329; 8,356 (1908). 
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der groBen Laslichkeit des Magnesiumsalzes dieses vorzuziehen, 
da es das Einengen der eiweil3freien Lasung auf ein sehr kleines 
Volumen ermaglicht. Bei nachtraglicher Vergarung der Fliissig
keit wie auch bei einigen Zuckerbestimmungen mittels Reduktion 
wirkt das Mg sehr st6rend; hier wird man sich des K- oder Na
oder des leicht entfernbaren Zinksalzes oder Kupfersalzes (am 
besten in ca. 10%ig. Lasungen) bedienen. Mit Vorteil verwendet 
man auch das primare Natriumphosphat oder ein Gemisch einer 
Lasung von primarem und sekundarem Natriumphosphat von 
Blutalkaleszenz (1 Teil primares, 7 Teile sekundares Phosphat 
von gleicher molarer Konzentration). 

Man kann natiirlich die Eisenmethode mit anderen Ent
eiweiBungsmethoden verbinden, z. B. den graBten Teil des Ei
weiBes vorher durch Kochen entfernen und dann den Rest mit 
Eisen behandeln 1. 

Frosch- und Schildkratenblut enthalten Substanzen, die bei 
der Eisenmethode ins Filtrat gehen und eine gewisse Menge 
Kupferoxydul in Lasung halten. SoIl, wie bei der Bertrandschen 
Zuckerbestimmung, das Kupferoxydul ausgefaIlt werden, so mul3 
das Blutfiltrat mit Merkurinitrat von diesen Stoffen befreit werden 2 • 

Die EnteiweiBung mittels Trichloressigsaure (in 5 bis 
lO%ig. Lasung) wird besonders von Greenwald empfohlen 3 

(vgl. auch S. 257, 269). (tiber FaIlung mit Phosphorwolframsaure 
und Molybdansaure vgl. S. 161.) 

Methode Folin und Wu 4 • 

Prinzi p. Der Zucker reduziert Kupfer (Kupfertartrat) in al
kalischer Lasung. Zugesetzte Phosphormolybdansaure lOst das aus
geschiedene Kupferoxydul auf, das oxydiert, wahrend die Phos
phormolyb:lansaure unter Bildung einer blauen }<'arbe reduziert 
wird. (Die bhue Farbe der alkalischen Kupfertartratli:isung ver
schwindet bei der saueren Reaktion vi:illig). Der Farbton wird 
gegen eine Standardzuckerlasung verglichen. 

Reagentien: 1. PhosphormolybdansaureIosung. 35g Molybdansaure 
und 5 g NatriumwolframaP werden im Jenaer Kolben von 1 Liter Inhalt 

1 Michaelis: Biochem. Z. 59, 167 (1914); Prakt.1. S.148. 
2 Lesser: Biochem. Z. 54, 252 (1913). 
3 J. hiol. Chem. 21,29 (1915); 35, 97 (1918). 
4 J. bioI. Chem. 41, 367 (1920). Folin: Manual. S. 263; ferner J. bioI. 

Chem.67, 357 (1926). 
5 Natriumwolframat wird dem Reagens zugegeben, da dieses im Folin

schen Elutfiltrat enthalten ist und Wolframate den Farbton des Elau, das 
bei der Reaktion erhalten wird, etwas modifizieren. 
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mit 200 cern 10 % ig. Natronlauge und 200 cern aqua dest. versetzt, 
20-40 Min. energiseh gekoeht, bis fast alles in der kaufliehen Molybdan~ 
saure enthaltene Ammoniak vertrieben ist, dann abgekiihlt, auf etwa 350 cern 
verdiinnt, mit 125 cern 85 %ig. Phosphorsaure (spez. Gew. 1,71) versetzt 
und auf 500 cern aufgefiillt. 

2. Alkalisehe Kupfertartratlosung. 40 g reines, wasserfreies Natrium
karbonat werden in 400 cern Wasser in einer Literflasehe gelOst, 7,5 g 
Weinsaure zugesetzt, naeh volliger Losung 4,5 g Kupfersulfat (CuS04 

·5 H 20) zugefiigt, gemiseht und auf 1 Liter aufgefiillt. Zur Priifung auf 
Abwesenheit von Kupferoxydul werden 2 cern mit 2 cern der Losung 1 
versetzt: die tiefblaue Farbe muB vollig versehwinden. Wenn das Natrium
karbonat verunreinigt war, kann im Laufe einer Woehe ein Bodensatz ent
stehen, von dem dann die iiberstehende, klare Fliissigkeit abdekantiert 
und benutzt werden kann. 

3. Vergleiehszuekerlosungen1• a) Die StammlOsung ist eine 1 %ig. Glu
koselosung, die mit Xylol oder Toluol versetzt, gut haltbar ist 2; b) 5 cern 
der StammlOsung werden auf 500 cern verdiinnt (1 mg Glukose in lO cern); 
e) 5 cern der Stammlosung werden auf 250 cern verdiinnt (2 mg Glukose in 
lOeem). Noeh besser seheint zur Haltbarmaehung der Zuekerlosung Benzoe
saure zu sein. (Man lOst 2,5 g Benzoesaure in 1 Liter siedendem Wasser 
und laBt erkalten. Man lOst 1 g reiner Glukose in etwa 50 eem der Benzoe
saurelosung und fiillt in einer MeBflasehe auf 100 cern auf. Die Verdiin
nungen werden mit dest. Wasser hergestellt. Einige Tropfen Formalin 
oder Toluol werden hinzugefiig;t3.) 

Die Losungen b und c sollen nicht langer als eincn 
Monat aufbewahrt werden. 

Die Kupferreduktion erfolgt, urn eine Reoxydation 
zu verhindern, in besonderen Blutzuekerbestimmungs
rohren. Es sind Reagenzglaser von etwa 32 em Lange 
und 2,5 em innerer Weite. 24 em yom oberen Rande 
entfernt verjiingt sieh das Reagenzglas in einer Lange von 
4 em auf 8 mm innere Weite. Auf die verengte Stelle folgt 
cine kugelformige Erweiterung von 4 cern Inhalt, in der 
der ReduktionsprozeB stattfindet (Abb. 82). 

A usfiihrung der Bestimmung. EnteiweiBt 
wird naeh der Methode von Folin- Wu S. 161. § 
Man gibt in das eine der besehriebenen Reagenz- .. 
glaser 2 eem des Blutfiltrats und in zwei andere 
2 eem der Vergleiehszuekerlosung mit 0,2 bzw. 
0,4 mg Glukose; in jedes Reagenzglas kommen 
auBerdem 2 eem der alkalisehen Kupferlosung. 

25CCm 

mm 

Abb. 82. 

Die Fliissigkeit solI den engen Teil des Reagenzglases eben 

1 J. of bioI. Chern. 41, 367 (1920). 
2 Neuere Vorsehlage von Somogyi und Kramer: J. bioI. Chern. 80, 

734 (1928) (Anwendung einer Karbonat-Bikarbonatmisehung, von Roehelle
Salz [vgI. S. 201]) werden von Folin: Ebenda 81, 377 (1929) als unvor
teilhaft zuriiekgewiesen. 

3 Man kontrolliert den Zuekergehalt polarimetriseh (wobei auf die 
Multirobtion friseher Zuckerlosungen zu aehten ist!). 
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erreichen. 1st dies nicht der Fall, so wird zweifach verdiinnte 
Losung 2 zugesetzt; doch darf die Zusatzmenge 0,5 cern nicht 
iibersteigen. Die Reagenzglaser werden 6-8 Min. in siedendem 
Wasser erhitzt. J etzt werden sofort (d. h. vor der Abkiihlung) 
je 2 ccm der Losung 1 zugesetzt. Nach volliger Losung des Kupfer
oxyduls wird gekiihlt und auf 25 ccm aufgefiillt, ein Gummi
stopfen aufgesetzt, gut durchgemischt und kolorimetriert. 

Berechnung. Die Schichthohe der Vergleichs16sung in mm 
(20), multipliziert mit 100 bzw. 200 (je nach der Starke der 
Vergleichs16sung), dividiert durch die Ablesung der unbekannten 
Losung, gibt den Zuckergehalt in Milligramm in 100 ccm Blut. 

Normales menschliches Blut enthalt ca. 70-110 mg Trauben
zucker in 100 ccm. 

In neuester Zeit gibt Folin folgende Verbesserungen zu der 
urspriinglichen Kupfermethode 1. 

Herstellung der Reagentien. Das Kupferreagens. 1. AI
kalische Tartratlosung. In einem MeBkolben von 1 Liter werden 7,7 g 
wasserfreies Natriumkarbonat mit 50-75 cern destilliertem Wasser ver
setzt und einigeAugenblicke gesehiittelt. Man wischt die Offnung des Kolbens 
troeken, gibt 22 g Natriumbikarbonat zu und spiilt das Bikarbonat vom 
Kolbenhals mit so viel destilliertem Wasser ab, daB das Volumen 700 bis 
800ccm betragt. SchlieBlich fiigt man 13,2g chemisch reines Natriumtartrat 
zu, spiilt den Kolbenhals ab und schiittelt bis zur vollstandigen Losung. Man 
verdiinnt zur Marke, mischt und hebt die Losung in gut verkorkter Flasche 
auf. 2. 5 % ig. Losung von chemisch reinem, kristallisiertem Kupfer
sulfat, zu der eine Spur von konzentrierter Schwefelsaure gefiigt wird, um 
einen Niederschlag von Kupfer zu verhindern. 3. Alkalische Kupfer
tartratlOsung. Man gieBt etwa 25 ccm der Tartratlosung in einen 50 ccm
MeBkolben, fiigt mit einer Pipette 5 ccm der Kupferlosung zu und 
verdiinnt mit der Tartratlosung bis zur Marke. Bei Zimmertemperatur 
und bei direktem Sonnenlicht ist die Losung schon in wenigen Stunden 
nicht verwendbar; im Eisschrank ist sie einige Tage haltbar. Zur Dar
stellung des Kupferreagenses sind nur reinste Reagentien anzuwenden. 

Das Molybdatreagens. Zur Darstellung des Reagenses, das im Eis
schrank mehrere Tage halt bar ist, lOst man in einem Becherglas von 500 ccm 
Inhalt 40 g Natriummolybdat in 100 ccm destilliertem Wasser. Zu' der 
etwas triiben wsung gibt man unter Umriihren 55 cem 85% ig. Phosphor
saure, 40 cern kalte Sehwefelsaure (25%; 1 Vol. konz. H 2S04 zu 3 Vol. 
Wasser) und schlieBlich 20 cern 99 % ig. Essigsaure. Diese Losung ist sofort 
verwendbar. 

Zu der Standard-Zuckerlosung (Stamrnlosung mit 10 mg Glukose im 
ccm) solI eine gesattigte oder fast gesattigte Benzoesaurelosung benutzt 
werden. Die wsung ist unbegrenzt haltbar. 

Ausfiihrung: 2 cern des Wolframsaure-Blutfiltrates werden 
in der Folin-Wu-Zuckerrohre (Abb.82) mit 1 Tropfen Phenol
phthalein16sung (0,1 % ig. alkoholische Losung) versetzt. Man fiigt 

1 J. of bioI. Chem. 82, 83 (1929). 



Bestimmung des Blutzuckers. 201 

tropfenweise bis zur bleibenden RoWirbung eine 1 % ig. Natrium
karbonatlOsung zu. In eine andere Zuckerrahre gibt man 2 ccm 
Standard-Zuckerlasung, die 0,1 mg Glukose im ccm enthalt, die 
ebenso wie die andere Lasung mit Phenolphthalein und Natrium
karbonatlOsung versetzt wird. Zu jeder Lasung werden 2 ccm 
des frisch gemischten Kupfertartrat -Reagenses zugefiigt und 
14--15 Minuten 'im lebhaft siedenden Wasser erwarmt. Man 
kiihlt dann in flieI3endem Wasser. - Man fiigt nun je 4 cern des 
Molybdansaure-Reagenses zu jeder Probe und verdiinnt nach 
etwa 1 Minute nicht mit Wasser, sondern mit dem verdiinnten 
Molybdansaure-Reagens (1 Vol. Reagens mit 4 Vol. Wasser ver
mischt). Man mischt und vergleicht kolorimetrisch. 

Methode von Benedict 1. 

Reagentien. Losung A: 4,Og kristallisiertes Kupfersulfat, 150g 
Natriumnitrat, 10 g Alanin, 25 g wasserfreies Natriumkarbonat. Man lOst 
das Nitrat, Karbonat und das Alanin in etwa 300 ccm warmem Wasser. 
Das Kupfersulfat wird fUr sichin etwa 50 ccm Wasser gelost und unter Um
riihren zu der anderen Losung gefiigt. Man kiihlt und fiillt auf 500ccm auf. 

Losung B: Natriumnitrat 150 g; Rochelle-Salz (NaKC4H 40 6 ·4H20), 
25 g, destilliertes Wasser auf 500 ccm. 

Natriumhisulfitlosung 4 %ig. 
Beim Gehrauch nimmt man gleiche Teile der Losungen A und B und 

fiigt fiir je 1 ccm der Mischung 1 Tropfen 4 % ig. Natriumbisulfitlosung zu. 
Die Losung halt sich 2 Tage. Ein Kupferreagens, das mit razemischer 
an Stelle von rechtsdrehender Weinsaure hergestellt wird, wird durch 
Kreatinin viel weniger angegriffen. Durch Zusatz von Alanin zu 1 % laBt 
sich eine geringere Empfindlichkeit der Kupferlosung gegen Nicht-Zucker 
erreichen. Das Kupferreagens von Benedict ist luftempfindlich, daher 
wird das Reagens erst kurz vor dem Gebrauch aus den Losungen A und 
B hergestellt. 

Far b rea gens. Das Farbreagens ist folgendermaBen zusammengesetzt: 
150 g reine, ammoniakfreie Molybdansaure werden mit 75 g reinem, wasser
freiem Natriumkarbonat und Wasser ad 500 ccm versetzt. Man kocht, bis 
sich moglichst viel von der Molybdansaure gelost hat, filtriert und wascht 
den ungelosten Rest mit heiBem Wasser, bis das gesamte .Filtrat 600 ccm 
betragt, gibt dann 300 ccm 85 % ig. Phosphorsaure hinzu und verdiinnt nach 
dem Abkiihlen auf 1 Liter. Das Reagens ist nur schwach gelb gefarbt und 
lOst Kupferoxydul sofort. 

A usfiihrung. 2 ccm des Gemisches werden mit 2 ccm Folin
Wu-Filtrat (Verdiinnung 1: 10) gleichzeitig mit der Zucker-Ver
gleichslOsung 10 Min. in den Folin-Wuschen Zuckerrahren im 
Wasserbade erhitzt, dann in kaltem Wasser abgekiihlt und mit 
je 2 ccm Farbreagens versetzt, wie oben verdiinnt und kolori
metriert. 

1 J. ofbiol.Chem. 76, 457 (1928). V gl. auch J. of bioI. Chem. 83, 165 (1929). 
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Das Verfahren ergibt Werte fiir Zucker, die niedriger Hegen als die mit 
der Folin-Wu-Methode gewonnenen. 

Bei der Vergarung des Blutzuckers verfahrt Benedict wie folgt: 
6-7 g Hefe werden mit je ca. 40 ccm destilliertem Wasser gewaschen, dann 
zentrifugiert; dies wiederholt man noch zweimal; das Waschwasser wird 
weggegossen und die Hefe in 50 ccm dest. Wasser suspendiert. 7 Volumen 
der Hefesuspension werden zu 1 Volumen Blut unter sorgfaltigem Mischen 
zugefiigt. Man laJ3t bei maJ3iger Warme 15 Minuten stehen. Man filtriert 
dann durch ein Filter, das (um reduzierende Substanzen zu entfernen) 
vorher (in einem Trichter) mit Wasser gewaschen und dann getrocknet 
worden ist. AuJ3er Glukose scheinen im menschlichen Blut keine vergar
baren Zucker anwesend zu sein 1. 

Neue Zuckerbestimmungsmethode von Folin 2• 

Prinzip. Der Zucker wird mit alkalischer Ferrizyankalium
loimng oxydiert und das entstandene Kaliumferrozyanid kolori
metrisch als Berlinerblau bestimmt. Die Farbe, die aus 0,04 mg 
Glukose in einer 25 ccm-Rohre gewinnbar ist, ist ebenso tief, 
wie die bei der Folin-Wu-Methode (S. 198) von 0,2 mg-Zucker 
gewonnene .. Man kann daher an dem Extrakt aus 0,1 ccm 
normalem Blut zwei getrennte Bestimmungen ausfiihren. 

Reagentien. 1. Verd iinnte Wolframsaurelosung: 20 ccm einer 
10 % ig. Natriumwolframatlosung werden in einer Literflasche auf etwa 
800 ccm verdiinnt, dann unter Schiitteln mit 20 ccm 2/an H2S04 versetzt, auf 
1 Liter aufgefiillt, mit Toluol versetzt. 2. Ferrizyankaliumlosung. Man 
lost 1 g chemisch reines Ferrizyankalium (rotes Blutlaugensalz) in dest. 
Wasser und verdiinnt auf 500ccm. Die Losung ist imDunkeln aufzubewahren. 
3. Natriumzyanidkarbonatliisung. 2-4 g Natriumzyanid (Merck) 
werden mit dest. Wasser zu etwa 1 % aufgelost. Andererseits werden 8 g 
wasserfreies Natriumkarbonat in einem 500 ccm-MeJ3gefaJ3 mit etwa 
100 ccm dest. Wasser gelOst, dann mit 150 ccm der 1 % ig. Zyanidliisung (aus 
einem MeJ3zylinder) versetzt, auf 500ccm aufgefiillt und gemischt. 4. Fer r i -
sulfatlosung. 30 g Gummi arabicum werden in 600 ccm dest. Wasser auf 
dem Wasserbad geliist. In einer anderen Flasche werden 5 g Fe2(S04)a' 9 H 20 
mit 75 ccm 85 % ig. Phosphorsaure und 100 ccm Wasser versetzt und unter 
Erwarmen gelost. Nach dem Abkiihlen werden die Losungen in einer 1 Liter
MeBflasche ohne starkes Schiitteln gemischt. Die Losung kann filtriert 
werden, doch ist dies kaum notig. 5. Trau benzucker- Standardliisung. 
Man lOst 2 g Benzoesaure in etwa 500 ccm heiBem Wasser, auJ3erdem 
wagt man 2000 mg chemisch reinen Traubenzucker und lOst ihn mit der 
warmen Benzoesaureliisung in einer 1 Liter-MeJ3flasche. Man fiigt ca. 400 ccm 
Wasser zu, kiihlt auf Zimmertemperatur ab, verdiinnt auf 1 Liter. Die in 
Stiipselflaschen mit Glasstopfen aufgehobene Losung enthalt pro ccm 
2 mg Glukose. - Aus dieser Vorratliisung bereitet man eine verdiinnte, 
die 0,01 mg Glukose pro ccm enthalt, durch 200fache Verdiinnung. 

1 VgI. auch Fontes und Thivolle: Bull. Soc. de Chim. bioI. 11, 
152 (1929). 

2 J. of bioI. Chem. 77, S.421 (1928). 
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Man gibt zu diesem Zweeke 0,5 g Benzoesaure in eine 2 Liter-MeBflasehe 
und fiigt 1500 eem dest. Wasser zu. Man gibt 10 eem der Traubenzueker
Vorratsliisung hinzu und sehiittelt bis zur Losung der Benzoesaure. Man 
fiillt auf 21 auf, miseht urn und hebt die Losung (mit etwas Toluol) in 
einer St6pselflasehe (mit Glasstopfen) auf. 

Es ist zu beachten, daB das Ferrizyankalium auf Beimischung von 
Kaliumferrozyanid gepriift werden muB. Die Priifung gesehieht folgender
maBen: 2 ccm einer 1 % ig. Losung in einem reinen Reagenzglas werden mit 
3 eem Wasser und lccm der FerrisalzlOsung (4) versetzt; die Tiefe der blauen 
Farbe, die naeh 5 Minuten beobachtet wird, zeigt, ob das Praparat ge
niigend rein ist. Jede Spur von Ferrozyanid kann durch eine einzige Um
kristallisation entfernt werden. Man lost hierzu 100 g Kaliumferrizyanid 
in 400 ecm Wasser bei 50°. Man filtriert die Losung durch ein vorher mit 
dest. Wasser gewaschenes Filter, kiihlt, fiigt unter UmschiiUeln in einer 
2 Liter-Flasche 600 ecm Alkohol, der vorher mit 0,1 ccm Brom versetzt 
wurde, hinzu. Das Kaliumferrizyanid faUt sofort aus. Man saugt gleich ab, 
wascht den feinen Niedersehlag mit 150 ccm .. Alkohol, dem 2-3 Tropfen 
Brom zugesetzt wurden, dann mit 100 ccm Ather, dem bis zur schwaeh 
gelben Farbe Brom zugegeben wurde, dann mit 25 ccm reinem Ather. Man 
trocknet bei 50°. Man arbeite schnell. Ohne Benutzung von Brom wiirde 
man zu einem schleehteren Produkt als dem Ausgangsmaterial kommen. 

In einer spateren Arbeit macht F 0 lin 1 noch einige wiehtige Angaben, die 
Reagentien betreffend. 1. Die verdiinnte Wolframsaurelosung muB vor Licht 
gesehiitzt aufbewahrt werden; der Zusatz eines Desinfiziens (z. B. Toluol) ha t 
zu unterbleiben. Das Reagens ist zeitweilig auf reduzierende Verunreinigun
gen zu priifen. 2. Statt Gummi arabieum ist besser Gum ghatti (aus dem 
Stamm vonAnogeissus laetifolia) als Schutzkolloid fiir die Ferrisulfat
liisung zu verwenden. (Erhaltlich bei Howe und French in Boston und Eimer 
und Amend New York.) Man lost es in kaltem Wasser (ca. 20 g auf 1 I) mit 
Hilfe eines Drahtsiebes und filtriert von den Verunreinigungen abo Un
bekannte reduzierende Stoffe konnen durch Zusatz von Kaliumpermanganat 
(bis zur Rosafarbe, die 5-10 Minuten bleibt) entfernt werdcn. Man braueht 
etwa 0,4ccrn einer 1 %ig. Permanganatlosung pro Gramm Gummi. Dic An
wendung des Permanganates ist auch bei der Benutzung von Gurnrni 
arabieum zu empfehlen. Man lost 5 g Ferrisulfat (mit 7 Mol Kristall
wasser) unter Erwarmen mit 75 ccm 85% ig. Phosphorsaure in 100 cern 
Wasser. Man kiihlt und gibt die Gum ghatti-Losung hinzu. 

Zur Gewinnung des Blutes empfiehlt Folin "autornatische" Pipetten, 
die 0,1 eem enthalten (nieht liefern). Glasrohren, die einen inneren Dureh
messer von 1,0-1,7 mm haben, fiilien sieh ebenso automatiseh bis zur 
0,1 ecm-Marke wie die kapillaren O,Ol-ccm-Blutpipetten. Sie miissen mit 
Quecksilber kalibriert werden. (0,1 ccm Hg wiegt bei 0° 1,355 g.) Man cnt
nimmt das Blut aus der gereinigten Fingerbeere mittels der sorgfiiltig ge
reinigten Pipette und entleert diese in ein Zentrifllgenglas von 15 ccrn, 
das 10 cern des verdiinnten Wolframsaurereagens enthalt. Man wascht die 
Pipette mit der Fliissigkeit in dem Zentrifugenglas aus. Anwendllng von 
Oxalat oder eines anderen gerinnungshemmenden Mittels ist in der kurzen 
Zeit der Blutentnahme iiberfliissig. Man mischt den Inhalt des Zentri
fugenglases griindlich und zentrifllgiert 3-5 Minuten. 9 ccm einer wasser
klaren Losung werden so erhalten, dic unter normalen Verhaltnissen pro 
cern 0,007-0,014 mg Glukose enthalt. 

1 J. of bioI. Chern. 81, 231 (1929). Vgl. auch Folin und Malmros: 
J. of bioI. Chern. 83, 115 (1929). 
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Ausfiihrung. 4 ccm des Blutextraktes werden in ein Rea
genzglas mit einer Marke bei 25 ccm gebracht; in ein anderes Rea
genzglas werden 4 ccm der Vergleichszuckerlosung gefiillt. Aus 
einer Biirette werden 1 ccm der 0,2%ig. Kaliumferrizyanidlosung 
und 1 ccm der Zyanid-Karbonat16sung hinzugefiigt. Man erhitzt 
in einem Becherglas in siedendem Wasser 8 Min., kiihlt ab 
und bringt mit der Pipette 3 ccm der sauren Ferrisalz16sung 
in jedes Rohr. Man mischt durch leichtes Schiitteln, laBt 5 Min. 
stehen, verdiinnt bis zur Marke, mischt und kolorimetriert. 
Wenn die Vergleichs16sung (0,04 mg) auf 20 mm steht, so gibt 

~ lOO den Zuckergehalt des B1utes in Milligramm pro lOO ccm. 

R ist der Stand der unbekannten Losung. 
Die Methode eignet sich zur Analyse des Kapillarblutes, 

wahrend die urspriingliche Methode von Folin- Wu meist fiir 
venoses Blut angewendet wird. 

Zuckerbestimmung nach Lewis und Benedict!. 

Prinzi p. Glukose, mit Pikrinsaure in sodaalkalischer Losung 
erhitzt, gibt eine rote Farbe, die fiir eine kolorimetrische Bestim
mung verwertbar ist. 

A usfuhrung. 2 ccm Blut, die mit etwas Kaliumoxalat versetzt 
sind, werden in einen MeBkolben von 25 ccm oder in ein weites 
Reagenzglas mit Marken fur 12,5 und 25 ccm gebraeht. Die Pi
pette wird zweimal mit destilliertem Wasser naehgewaschen, die 
Waschwasser werden mit dem Blut vereinigt. Naeh der vollstan
digen Hamolyse wird eine Losung von Natriumpikrat und Pikrin
saure bis zur 25 ecm-Marke hinzugefiigt und tuehtig gesehuttelt. 
(Zur Darsiellung der Losung werden 36 g trockene Pikrinsaure 
in einer Literflasche mit 500 cem 1 %ig. NaOH-Losung und 400ccm 
warmem Wasser versetzt. Nach erfolgter Losung fiilIt man nach 
dem Erkalten auf 1 Liter auf.) Um Schaumen zu verhindern, gibt 
man einige Tropfen Alkohol zu. Naeh 1-2 Min. gieBt man die 
Mischung auf ein trockenes Filter und fangt das Filtrat in einem 
trockenen Becherglas auf. Genau 8 ccm des Filtrats werden in 
ein groBes Reagenzglas mit Marken fiir 12,5 ccm und 25 cem ab
gemessen, 1 cem einer 20%ig. Losung von wasserfreiem Natrium
karbonat wird zugegeben und das Reagenzglas mit einem Watte
bausch verschlossen lO Min. in koehendes Wasser gesteekt. Dann 

1 J. of bioI. Chern. 20, 61 (1915); 34, 203 (1918). - Myers und Bailey: 
J. of bioI. Chern. 24, 147 (1916). Nach Hawk und Bergeim sind die 
nach dieser Methode gewonnenen Werte zu hoch. VgI. auch Morgulis 
und J ahr: J. of bioI. Chern. 39, 119 (1919). 
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kuhlt man unter der Wasserleitung ab und verdunnt je nach der 
Farbtiefe auf 12,5 ccm oder 25 ccm. Innerhalb einer halben Stunde 
wird kolorimetriert. Die Vergleichs16sung wird hergestellt, indem 
0,64 mg Traubenzucker in 4 ccm Wasser mit 4 ccm der Pikrat
Pikrinsaurelosung, ferner mit 1 ccm der Karbonat16sung ver
setzt und 10 Min. im siedenden Wasser erwarmt wird. Man ver· 
dunnt dann auf 12,5 ccm. 

Berechnung. Stand der Vergleichs16sung, dividiert durch den 
Stand der unbekannten Losung, mit 100 multipliziert, gibt den 
Gehalt in mg Glukose in 100 ccm Blut an. 

:;:-' Methode nach Hagedorn- J ensen1 . 

Prinzi p. Das eiweiBfreie Blutfiltrat wird mit einer alkalischen 
Kaliumferrizyanid16sung in der Warme behandelt, das gebildete 
Ferrozyanid als Zinkverbindung ausgefallt, das uberschussige Ferri
zyanid jodometrisch bestimmt, nach der Gleichung: 

2HaFeCY6 + 2HJ = 2H4FeCY6 + J 2 • 

Die Methode ist fur die Bestimmung des Blutzuckers in 0,1 ccm 
Blut (im Bereich von 0,02-0,35 mg Glukose) ausgearbeitet. 
(Fur hohere Zuckermengen vgl. die Modifikation von Isseku tz 
und Both S.208.) 

Erforderliche Liisungen. Zur EnteiweiBung. 1. Liisung von 45 g 
ZnS04 ·7 H20 zur Anal.in 100 cern dest. Wasser. Aus dieser Stammliisung 
wird dureh Verdiinnen eine 0,45% ig. Liisung hergestellt. 2. 0,1 n NaHO. 
Zur Zucker bestimm ung. 1. Liisung von l,65greinstem, umkristallisiertem 
Kaliumferrizyanid (rotes Blutlaugensalz KaFeCY6) und 10,6 g gegliihtem 
Natriumkarbonat auf 11 mit dest. Wasser (in dunkler Flasche aufzu
bewahren). 2. Liisung von 50 g Zinksulfat zur Anal. und 250 g Natrium
chlorid zur Anal. auf 1 I dest. Wasser. Zu dieser Liisung wird noeh zu 
2,5 % Kaliumjodid gefiigt. Der Zusatz des KJ erfolgt erst unmittelbar 
vor dem Gebrauch der NaCI-ZnS04-Liisung. 3. Liisung von 30 cern Eis
essig auf 11 dest. Wasser. Die Liisung muB frei von Eisen sein. 4. Lii
sung von 1 g Starke in 100 cern gesattigter Kaliumehloridliisung. 5. 0,005 n 
Thiosulfatliisung (0,7 g Natriumthiosulfat in 500 ecm Wasser geliist). 6. Zur 
Einstellung der Thiosulfatliisung: Liisung von O,3566g Kaliumjodat (wasser
frei) alif 21 dest. Wasser (vgl. S.454). 

Ausfuhrung. Zur EnteiweiBung des Blutes werden in 
ein Reagenzglas (oder Praparatenglas von 15 X 150 mm) 1 ccm 
0,1 n NaOH und 5 ccm 0,45%ig. Zinksulfat16sung pipettiert, 
wobei sich ein gelatinoser Niederschlag von Zinkhydroxyd bildet. 
In die Zinkhydroxyd16sung wird genau 0,1 ccm Blut aus einer 
Pipette entleert 2 und die Pipette wird zweimal mit der Mischung 

1 Bioehem. Z. 135, 46 (1923); 137, 92 (1923). 
2 Die Pipette miBt von der Spitze bis zur Marke etwa 10-12 em, die 

Gesamtlange betragt etwa 20cm. Man kalibriert wie folgt: Man miBt mit der 
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ausgespiilt. Man erhitzt die Glaser 3 Min. im siedenden Wasser
bade; dabei koaguliert das EiweiB in groBen Klumpen. Man 
filtriert durch einen kleinen Trichter von 3-4 em Durchmesser. 
1m Trichter befindet sich ein kleines Filter aus Baumwolle, die 
mit heiBem Wasser ausgewaschen ist. Man filtriert in ein Prapa
ratenglas (30 X 90 mm) und wascht Triehter und Filter je zwei
mal mit je 3 cem moglichst warmem Wasser aus. 

Um den Zuckergehalt des eiweiBfreien Blutfiltrates zu be
stimmen, werden 2 ccm der alkalischen (0,005 n) Ferrizyanid
lOsung zugegeben; das Glas wird 15 Min. im siedenden Wasserbad 
erhitzt. Nach dem Abkiihlen werden 3 cem Kaliumjodid-Natrium
ehlorid-ZinksulfatlOsung, dann 2 eem 3 %ig. Essigsaure und 
2 Tropfen StarkelOsung zugegeben. Man titriert das ausgesehiedene 
Jod mit 0,005 n NatriumthiosulfatlOsung. 

Der Titer der ThiosulfatlOsung ist ofter mit der Kalium
jodatlOsung einzustellen. Gleichzeitig mit der Zuckerbestimmung 
ist eine Leerbestimmung auszufiihren, wobei die ganze Bestim
mung wie oben beschrieben, aber ohne Blutzusatz durchzufiihren 
ist. Es ist zu beachten, daB Harnsaure und Kreatinin die soda
alkalisehe KaliumferrizyanidlOsung ebenfalls reduzieren, nicht aber 
Azeton und fl-Oxybuttersaure. Nach Hagedorn und Jensen 
entsprechen (das Reduktionsvermogen als Glukose berechnet) 
0,20 mg Harnsaure 0,116 mg Glukose (58%), 0,40 mg Harnsaure 
0,212 mg Glukose (53 %); 0,25 mg Kreatinin 0,144 mg Glukose 
(58%), 0,50 mg Kreatinin 0,235 mg Glukose (47%). 

Die Zuckerwerte konnen aus der beigefUgten empirisehen 
Tabelle fUr die erhaltenen und auf genau 0,005 n Thiosulfat korri
gierten Titrationsergebnisse abgelesen werden. Die Differenz der 
Zuekerwerte der Blind- und der eigentliehen Bestimmung gibt 
die mg-Glukose in 0,1 ecm Blut an!. 

Pipette 0,1 ccm 0,1 n Kaliumjodat in 10 ccm Wasser und titriert die Losung 
wie ublich nach Zusatz von Saure und KJ mit 0,005n Thiosulfat. Man 
verdunnt dann dieselbe KaliumjodatlOsung auf 0,005 n, genau 2,0 ccm 
werden mit 10 ccm Wasser und mit derselben ThiosulfatlOsung titriert. Die 
zwei Titrationen mussen auf ca. 0,5% iibereinstimmen, wenn die Pipette 
genau ist (nach Hawk und Bergeim: 1. c. S.385). 

1 Beispiel zur Berechnung einer Analyse (Hagedorn- Jensen 
1. c. S. 57). Verbrauchte Natriumthiosulfatlosung ccm 0,005 n: im blinden 
Versuch 1,86; im Versuch 1,32; 2 ccm 0,005 n Jodat entsprechen 1,90 ccm 
der angewendeten ThiosulfatlOsung, daher die korrigierten Werte fUr den 
blinden Versuch 1,95, fUr den Versuch 1,39. Aus der Tabelle entnommenen 
Werte fur mg Glukose 0,008 bzw. 0,108, woraus der gesuchte Glukose
Wert in mg = 0,100. Man kann zur Berechnung der Glukose auch folgende 
Formel benutzen, wo G Glukose in mg, K verbrauchtes Kaliumferrizyanid 
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Tabelle. cm3 0,005n Natriumthiosulfat verbraucht, mg Glukose 
vorhanden. 

0,0 0,385 0,382 0,379 0,376 0,373 0,370 0,367 0,364 0,361 0,358 
0,1 0,355 0,352 0,350 0,348 0,345 0,343 0,341 0,338 0,336 0,333 
0,2 0,331 0,329 0,327 0,325 0,323 0,321 0,318 0,316 0,314 0,312 
0,3 0,310 0,308 0,306 0,304 0,302 0,300 0,298 0,296 0,294 0,292 
0,4 0,290 0,288 0,286 0,284 0,282 0,280 0,278 0,276 0,274 0,272 
0,5 0,270 0,268 0,266 0,264 0,262 0,260 0,259 0,257 0,255 0,253 
0,6 0,251 0,249 0,247 0,245 0,243 0,241 0,240 0,238 0,236 0,234 
0,7 0,232 0,230 0,228 0,226 0,224 0,222 0,221 0,219 0,217 0,215 
0,8 0,213 0,211 0,209 0,208 0,206 0,204 0,202 0,200 0,199 0,197 
0,9 0,195 0,193 0,191 0,190 0,188 0,186 0,184 0,182 0,181 0,179 

1,0 0,177 0,175 0,173 0,172 0,170 0,168 0,166 0,164 0,163 0,161 
1,1 0,159 0,157 0,155 0,154 0,152 0,150 0,148 0,146 0,145 0,143 
1,2 0,141 0,139 0,138 0,136 0,134 0,132 0,131 0,129 0,127 0,125 
1,3 0,124 0,122 0,120 0,119 0,117 0,115 0,113 0,111 0,110 0,108 
1,4 0,106 0,104 0,102 0,101 0,099 0,097 0,095 0,093 0,092 0,090 
1,5 0,088 0,086 0,084 0,083 0,081 0,079 0,077 0,075 0,074 0,072 
1,6 0,070 0,068 0,066 0,065 0,063 0,061 0,059 0,057 0,056 0,054 
1,7 0,052 0,050 0,048 0,047 0,045 0,043 0,041 0,039 0,038 0,036 
1,8 0,034 0,032 0,031 0,029 0,027 0,025 0,024 0,022 0,020 0,019 
1,9 0,017 0,015 0,014 0,012 0,010 0,008 0,007 0,005 0,003 0,002 

Nach Dresel und Rothmann 1 kann man, statt zu pipettieren, 
das Blut in die Bangschen PapierbHittchen (vgL S. 343) auf
saugen2 und das Gewicht des entnommenen Blutes mit Hilfe 
der Torsionswage feststellen. Das Blattchen wird dann in die 
ZinkhydroxydlOsung iiberfiihrt. Die EnteiweiBung durch 3 Min. 
langes Kochen kann sofort angeschlossen werden, da durch das 
Kochen der Zucker aus den Blattchen vollstandig extrahiert 
wird.AIsLeerbestimmungkochtmaneinPapierblattchenohneBIut3 • 

in ccm 0,005 n bedeuten: G = 0,1735 . K + ~:~~5~ ~. - Da 2,00 ccm 

0,005 n Kaliumferrizyanid von 0,385 mg Glukose reduziert werden, kannen 
auch mit guter Annaherung die mg Glukose der zu untersuchenden Lasung 

0,385· 2~0 gesetzt werden, wo x die von der Probe reduzierten ccm 0,005 n 

Kaliumferrizyanidlosung bedeuten. 
1 Biochem. Z. 146, 538 (1924). 
2 Die Bangblattchen zeigen oft einen hohen Reduktionswert. Lohmann 

empfiehlt als geeignetes Aufsaugpapier ein Stuckchen (ca. 1,5 X 2,5 em) 
eines qualitativen Rundfilters Schleicher-Schull R.F.P. 597. (Oppen
heimer-Pincussen: Methodik der Fermente S.1254.) Vgl. auch Nep
veux und Thevenier: Bull. Soc. Chim. bioI. 10, 699 (1928). 

3 Bei 24 sttindigem trocknem Aufbewahren der mit Blut getrankten 
Loschpapierblattehen betragt der Verlust an Zucker bei der Hagedorn
J ensenschen Methode durchschnittlich 21/2%' Werden die Blattchen 
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Durch Erhohung der Reagenzkonzentration und VerHingerung 
der Erhitzung auf 20 Min. kann der Bestimmungsbereich der 
Glukose auf 1-15 mg ausgedehnt werden 1. 

ErforderIiche L6sungen. 1. 0,05n Kaliumferrizyanid16sung: 16,5g 
Kaliumferrizyanid und 70 g Natriumkarbonat in 1000 ccm Wasser ge16st. 
2. Jodkaliumzinksulfat16sung: lO g Zinksulfat, 50 g Natriumchlorid und 
5 g Kaliumjodid in 200 ccm . Wasser ge16st. 3. 9 % ig. Essigsaure16sung. 
4. 0,05 n Natriumthioslllfat16sung. 

Man bringt die Zuckerlosung in einen 100 ccm-Erlenmeyer
kolben, erganzt das Volumen auf 20 ccm, gibt 10 ccm 0,05 n 
Kaliumferrizyanid hinzu und kocht die Mischung 20 Min. lang 
in einem Wasserbad. Nach der Abkiihlung gibt man 10 ccm KJ
Zinksulfat16sung hinzu, 10 ccm 9%ig. Essigsaure16sung, einige 
'l'ropfen einer 1 %ig. Starke16sung (in ges. NaCl-Losung) und ti
triert mit 0,05 n Natriumthiosulfat. Gleichzeitig wird eine Kon
trollbestimmung ohne Zucker zur Feststellung des Titers der 
Kaliumferrizyanid16sung gemacht. Die Differenz der beiden Be
stimmungen gibt die Menge des reduzierten Kaliumferrizyanids. 

Zur Zuckerbestimmung im Blut werden 5 ccm Blut in einem 
50 ccm-Kolben mit Wasser verdiinnt, mit 3-5 ccm 5%ig. Na
triumwolframatlosung und ebensoviel % n Schwefelsaure ent-

'KaFeCY6 Glukose in mg 
---

eem 0,0 0,1 0,2 0,3 I 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 

0 - - - - - 0,725 0,87 1,015 1,18 1,34 
1 1,51 1,67 1,83 2,00 2,16 2,31 2,47 2,62 2,78 2,94 
2 3,10 3,26 3,42 3,58 3,74 3,90 4,06 4,22 4,38 4,54 
3 4,72 4,88 5,04 5,20 5,36 5,53 5,70 5,96 6,03 6,20 
4 6,37 6,54 6,71 6,88 7,05 7,22 7,39 7,55 7,72 7,89 
5 8,06 8,22 8,39 8,56 8,72 8,89 9,06 9,22 9,39 9,55 
6 9,72 9,89 10,06 10,23 lO,41 10,58 10,75 10,92 11,10 11,28 
7 11,46/11,54 11,72 12,00 12,18/12,36 12,54 12,73 12,91 13,lO 
8 13,28 13,46 13,63 13,80 13,97 14,14 14,31 14,49 14,66 14,83 
9 14,99 

in zugekorkten GIasehen, also in feuchter Atmosphare aufgehoben, so 
kann der Zuckerverlust infolge eingetretener Glykolyse bis 30% betragen. 
Dresel fand, daB bei der urspriinglichen Hagedorn- J ensenschen 
Methode die Kochdauer von 3 Min. in der Zinkhydroxydl6sung oft zu 
gering ist. Die Werte bei 30 Min. langem Kochen k6nnen zuweilen etwa 
6% hOher liegen; in 3 Min. wird der Zucker demnach nicht v6llig aug 
den roten Blutk6rperchen extrahiert. Koeht man 30 Min., so findet man 
bei Anwendung der Blutplattehen zur Zuekerbestimmung genau dieselben 
Blutzuckerwerte wie bei sofortiger Untersuchung 2• 

1 Issekutz und Both: Biochem. Z. 183, 298 (1927). Vgl. auch 
Hanes: Biochemic. J. 23, 99 (1929). 

2 Dresel: Bioehem. Z. 194, 466 (1928); Dresel und Rothmann: 
Ebenda 157, 172 (1925). 
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eiweiBt, zur Marke aufgefiillt und der Zucker in 10-20 ccm des 
klaren Filtrats bestimmt. Gleichzeitig wird an Leerproben der 
Titer des Kaliumferrizyanids bestimmt. Die Differenz beider 
Werte ergibt die Menge des reduzierten Kaliumferrizyanids. 

Fiir die auf 0,05 n Kaliumferrizyanid16sung korrigierten Titra
tionsergebnisse werden die zugehorigen Zuckerwerte aus der 
Tabelle auf S. 208 abgelesen. 

Gasvolumetrische Bestimmung des Blutzuckers 
nach Rona und Fabisch 1. 

Prinzip. Die Bestimmung beruht darauf, daB in den War
burgschenApparaten die Glukose des Blutes durchKoli-Bakterien 
in stark bikarbonathaltiger Ringerlosung anaerob vergoren und 
die durch die entstehende Saure freigemachte CO2 manometrisch 
gemessen wird (Rona und Nicolai 2). 

A usfiihrung. Einige ccm Blut werden mit einer in Bichromat
Schwefelsaure gereinigten und trocken sterilisierten Glasspritze 
aus der Vene entnommen und in ein reines Porzellantiegelchen 
ausgespritzt. Je 1,00 ccm Blut wird mit einer 1-ccm-MeBpipette 
in Zentrifugenglaser von ca. 30 ccm Inhalt iiberfiihrt, die 5,0 ccm 
destilliertes Wasser enthalten, und mit dem Wasser durch mehr
maliges Ausblasen und Aufziehen gemischt. Zur EiweiB,fallung 
werden in jedes Zentrifugenglas 3,9 cern Liquor ferri oxydati 
dialysati (Merck) und 0,1 ccm ges. Magnesiumsulfatlosung ein
gebracht und mit einem dunnen Glasstabchen sehr griindlich 
umgeriihrt, bis der Inhalt der Glaser gleichmaBig rot braun CLUS

sieht. Dann werden die Glaser auf 10 Minuten in ein siedendes 
Wasserbad gestellt und dabei ebenfalls 1-2 mal mit einem 
dunnen Glasstabchen umgeruhrt, darauf 10 Minuten bei 3000 bis 
3500 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Nach dem Zentri
fugieren ist das durch Eisenhydroxyd koagulierte Blut am Boden 
des GefaBes fest zusammengeballt, die iiberstehende Flussigkeit 
vollkommen klar und nur ganz leicht gelblich gefarbt. Sie darf 
weder Fe'" -Reaktion (mit Ammonrhodanid) noch EiweiB
Reaktion (mit Sulfosalizylsaure) geben. Andernfalls ist abermals 
grundlich umzuriihren, evtl. noch auf 5 Minuten in ein kochendes 
Wasserbad zu stellen und zu zentrifugieren. 

1 Noch nicht verolientlichte Versuche. 
2 Biochem. Z.172, 212 (1926). Vgl. auch Rona, Nachmansohn und 

Nic!llai: Biochem. Z. 187, 328. (1927). 
Uber eine andere gasanalytische Zuckerbestimmungsmethode vgl. 

van Slyke und Hawkins: J. of bioI. Chern. 79,739 (1928); 83, 51 (1929). 
Rona-Kleinmann, Blut u. Harn. 14 
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Danach wird die Fliissigkeit (Gesamtvolumen lO cern) durch 
saubere trockene Glaswolle gegossen und zum Versuch verwandt. 
Man erhiilt auf diese Weise von 1 cern Blut etwa 5 cern Filtrat. 
Das Filtrat ist bald zu verarbeiten. 

Beispiel: Beginn des Versuches: 20 Min. nach Einhangen in den 
Thermostaten. Temp. 37,5° C, 1,0 cern Filtrat, 0,5 cern Ringer [20], 
0,5 cern Koli-Aufschwemmung in Ringer [20]. 

mm Brodie 

S Ol 0 
~ ... 

lOlOlOOO lO 0 
012 
1:'1 0 .,j<""':OC)~~ u-3' 0 ~ 

~ 0000000000 I 
" I .<: 
t! 
.; 0 ... ..... 

~~ lO1OO1O1O 0 <C 0 

" u-3'~u-3'u-3'1O" 0 0" 0 
" e 

1:'1 ~ 
t- o 

~ 001000 0 <C 010 Ol ..... 
.,j< ~";.,j<"<C"~ ~ 0 OO~" u-3' 0 

.,j<<C000000 .,j< 1:'1 1:'1 

~ <C 
t- o 

00 001000 0 <C <co <C ..... 
.,j< ~M~"r:r: 1 0 ~~ ~ 0 

.,j<<C000000 1:'1 1:'1 
10 ~ 
1:'1 0 

10 101001010 0 <C 000 00 ..... 
.,j< ~u-3'~0l"0l" <C" 0 oo"~ u-3' 0 

~1Ot-t-t- .,j< 1:'1 1:'1 

<C <C 
Ol 0 

t- 0001010 10 <C <co <C ..... 
.,j< "':u-3'<c"~~ ei 0 ~~ <C" 0 

..... ~101O1O .,j< 1:'1 1:'1 

0 ..... 
0 0 

t- 0001010 10 10 1:'10 1:'1 ..... 
1:'1 ooo"~<c"~ <c" 0" oo~ u-3' 0 

1:'I.,j<t-t-t- 10 1:'1 1:'1 

10 
00 <C 

<C .,j< Ol 
.,j< 100000 10 10 ..... 0 ..... 0 

..; 1:'I"1:'I".,j<""; Ol" 0" .,.:~ .,j<" 0 

..... .,j<<C<C<C .,j< 1:'1 1:'1 

1:'1 Ol ..... Ol 
10 tq. q q tq. 10" 0 t- 000 00 0 
1:'1 

t-<C~<C<C ~ 0 .,.:~ .,j<" 0 
~1Ot-t-t- ~ 1:'1 1:'1 -

1:'1 Ol 
t- Ol 

0001010 10 lO 000 00 0 ..... o <c" u-3' 00" 00 00 0 .,.:~" .,j<" 0 1:'1 .,j<<C000000 .,j< 1:'1 1:'1 

+ I .. 
at 

Q;) 

~ ·S~ 
0 00 

.S 0 bOj 0100l1:'I1O "'..... '" a aj 
;::>l .......... 2:::: a~ as A"O~ a '" .. 0 

'" 0 



Gasvolumetrische Bestimmung des Blutzuckers. 211 

Ein Kontrollversuch wird in der Weise angestellt, daB 6,00 ccm 
destilliertes Wasser, 3,9 ccm Liquor ferri oxydati dialysati (Merck) 
und 0,1 ccm ges. MagnesiumsulfatlOsung miteinander gemischt, 
in gleicher Weise im Wasserbad behandelt, zentrifugiert und 
filtriert werden. Auch dieses Filtrat muB eisenfrei sein. 

Zur Bestimmung der Gasmenge werden die Nicolaischen Ge
fiiBe benutzt (vgl. Prakt. S. 106). Ihr Volumen soIl zwischen 7,0 
und 8,5 ccm liegen, da bei kleineren GefaBen die Gefahr des vor
zeitigen ZusammenflieBens der zunachst getrennten Fliissigkeiten 
besteht, bei groBeren der Druckzuwachs zu gering wird. In den 
Rauptraum der GefaBe kommen 1,00 ccm Filtrat (= 0,1 ccm Blut) 
und 0,5 ccm Ringerlosung, die auf 100 ccm 20 ccm einer 1,3 % ig. 
BikarbonatlOsung enthalt (Ringer [20]). In den kleineren Raum der 
GefaBe wird 0,5 ccm Koli-Aufschwemmung in Ringer [20] ge
bracht. Es werden hierzu in mehreren Passagen rein geziichtete 
Koli-Stamme benutzt. Die verwendeten Schragagar-Kulturen, 
(Schragagarrohrchen, mit je lOse einer Reinkultur beimpft, so 
daB ein dichter Rasen entsteht), sollen 18-20 Stunden alt sein (bei 
37 0 im Brutschrank). Kulturen, die alter sind als 24 Stunden, 
sind unbrauchbar, da sie zu langsam und unregelmaBig glyko
lysieren. Die Schragagarrohrchen werden unmittelbar vor dem 
Versuch aus dem Brutschrank genommen, % Minute mit kaltem 
Wasser kraftig von au Ben bespiilt, um den Agar fester zu machen 
und dann die Kolonien mit 2,5-3,0 ccm Ringer [20] pro Rohr
chen durch Rollen zwischen den Randen abgeschwemmt. Die 
Bakterienaufschwemmung wird vor dem Einfiillen in die Nicolai
gefaBe durch ein Wattefilter gegossen. 

Berechnung des mittleren Fehlersl. 
(Zur Vereinfachung der Darstellung sind die Glukosewerte als mg-% 

dargestellt, also mit 1000 multipliziert.) 

Einzelwerte I Einzelfehler I Quadrate 

99 3 9 
99 3 9 
96,5 6 36 

101 1 1 
106 4 16 
103 1 1 
106 4 16 
104 2 4 

Mitt el 102 If2 = 92 
n(n-I)=56. 

Mittelwert 102 ± 1,3 mg-%. 
-lSiehe Fehlerrechnung S. 694. 

V'-};f~ = _9,6 = 1,3 
n(n - 1) 7,5 

Mittlerer Fehler: 

= 1,3 mg-%. 

14* 
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Der Versuch wird in der iiblichen Weise durchgefiihrt (V gl. 
Prakt. 8.198). Er ist als beendet anzusehen, wenn 2 im Abstand 
von 3 Minuten vorgenommene Ablesungen bei konstanten Tempe
raturen keine Druckdifferenz mehr ergeben (s. Tab. auf S.21O). 

1 cmm CO2 entspricht 0,004 mg Glukose. Die in jedem GefaB 
verwendeten 1 ccm Filtrat entsprechen 0,1 ccm Blut. 

Bestimmung des Blutzuckets nach Hagedorn-Jensen im 
gleichen Blut. 

Mitt 

Einzelwerte Einzelfehler Quadrate 

108 2 
108 2 
106 0 
106 0 
106 0 
109 3 
106 0 
104 2 
104 2 
103 3 

el 106 

4 
4 
0 
0 
0 
9 
0 
4 
4 
9 

.2: f2 = 34 
n(n - I) = 90. 

Mittlerer Fehler: 

= 0,6 mg-%. 

Mittelwert 106 ± 0,6 mg-%. 

Lavulosebestimmung im Blute mittels der 
Diphenylaminmethode nach Radtl. 

P ri nz i p. Beim Erhitzen von lavulosehaltigen Fliissigkeiten mit gleichen 
Mengen 25 % ig. Salzsaure und einigen Tropfen einer gesattigten aIkoho
lischen Diphenylamin16sung entsteht eine blaue Farbe, die kolorimetrisch 
ausgewertet werden kann2 • Glukose gibt die Farbe erst in etwa l00fach 
hoherer Konzentration. Da Trichloressigsaure die Reaktion ebenfalls gibt, 
darf die EnteiweiBung nicht mit dieser Saure erfolgen. 

Fiir Blut gestaltet sich die Reaktion wie folgt: 1,0 ccm durch Schlagen 
defibriniertes Niichternblut oder Blutserum wird zu 1,0 ccm 4%ig. HOI 
zugesetzt und gut vermischt. Dazu tropft man unter tiichtigem Um
schiitteln 2 ccm 2%ig. HgOI2-Losung. Die so enteiweiBte Losung wird 
filtriert. Ein Reagenzglas wird mit I ccm des klaren Filtrats beschickt. 
Zum Vergleich dient ein Reagenzglas, das mit 1 ccm einer 10/ 00 ig. waBrigen 
Lavulose-Standard16sung "gefiillt wird. Zu jedem Reagenzglas werden 
I ccm 25%ig. HOI und 0,1 ccm 20%ig. alkoholische Diphenylaminlosung 
zugesetzt und dann im siedenden Wasserbad 15 Min. gekocht. Darauf laBt 
man 2 Min. in kaltem Wasser abkiihlen. Den Rohrchen mit Blutfiltrat wird 
jetzt 1 ccm, dem Vergleichsrohrchen 5 cc~ Amylalkohol (puriss. ad analys. 
Merck) hinzugefiigt. Nach tiichtigem Umschiitteln erwarmt man 3 Min. 
im 'Vasserbad von 75°, urn allen Niederschlag zur Losung, zu bringen 
Dann wieder abkiihlen 2 Min. im kalten Wasser und nochmaliges Hinzu-

1 Biochem. Z. 198, 195 (1928). - van Orefeld: Klin. Wschr. 9, 697 
(1927); Arch. neerl. Physiol. 13, 521 (1928). Vgl. auch.Oorley: Proc. 
Soc. exper.,Biol. a. Med. 26, 248 (1928); 
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fiigen von 1 bzw. 5 ccm Amylalkohol zur Kliirung. Nach vorsichtigem 
Durchmischen Abpipettieren der unter dem Amylalkohol stehenden farb
losen Fliissigkeit. Will man nun im Kolorimeter vergleichen, so stort zur 
Erzielung geniigender Genauigkeit die Verschiedenheit der Farben, da ja 
das Blutfiltrat einen griinlichen Ton hat. Durch Anwendung eines Farb
filters, das man hinter das Kolorimeter setzt, kann man diese Starung 
leicht beseitigen. Am besten eignet sich dazu Eosinrot. .. 

Bestimmung des Azetaldehyds 1. 

Bestimmung nach Stepp und Fricke 2 • 

Prinzip. Das Verfahren beruht auf der Fahigkeit des Azet
aldehyds, eine ammoniakalische Silber16sung zu reduzieren. Man 
oxydiert den Aldehyd mit einem UberschuB einer genau bestimmten 
.Menge ammoniakalischen Silberoxyds und titriert letztes zuruck. 

Das eiweiBfreie Blutfiltrat (das schonendste Verfahren, bei 
dem eine Veranderung des Azetaldehyds nicht zu befUrchten 
ist, ist die EnteiweiBung mit kolloidalem Eisenhydroxyd nach 
Rona und Michaelis) wird mit einigen Kubikzentimetem 50%ig. 
Essigsaure angesauert und kann dann gleich destilliert werden. 
Ganz besondere Vorteile bietet die Wasserdampfdestillation. Der 
Azetaldehyd geht bei der Wasserdampfdestillation mit den ersten 
Anteilen des durchtretenden Wasserdampfes ins Destillat uber. Es 
genugt vollkommen, 1/10 des im Destillationskolben befindlichen 
Volumens der aldehydhaltigen Losung ins Destillat ubergehen zu 
lassen, um allen Aldehyd mitzubekommen. Man sa uert auch hier mit 
.50 %ig. Essigsaure schwachan; Mineralsauren, insbesonderestarkere 
Salzsaure, soIl man wegen der Gefahr der Alkoholbildung vermeiden. 

Die Bestimmung des Azetaldehyds im Destillat erfolgt genau 
nach der im Ham (S.470) gegebenen Vorschrift3. 

Uber die Bestimmung des Azetons, das neben dem Azet
aldehyd im Destillat vorhandenist, siehe Ham S. 453. Empfehlens
wert ist nach Stepp und Fricke zur Bestimmung von Azeton 
neben Azetaldehyd die ZerstCirung des Aldehyds durch kurzes 

1 tiber Nachweis des Azetaldehyds vgl. Harn S. 468. 
2 Stepp und Fricke: Z. physiol. Chern. 116, 293 (1921). - Fricke: 

Z. physiol. Chern. 118, 241 (19.?1). Darstellung nach Stepp: Abderh. 
Arbeitsmethoden IV. 4, S. 895. Uber Bestimmung des Azetaldehyds durch 
Bindung an Bisulfit nach N eu berg und Gottschalk vgl. Prakt. I, S. 192. 

3 Ein Verfahren zur Abtrennung des Azetaldehyds (wie auch des 
Azetons) aus alkoholhaltigen Gemischen beruht auf der Tatsache, daB 
der Azetaldehyd, im Gegensatz zum Alkohol, bereits in neutraler oder 
ganz schwach alkalischer Lasung mit Quecksilberoxyd zu Bildung von 
Organo·Quecksilber-Verbindungen fiihrt. Gorr und Wagner: Biochem. 
Z. 161, 488 (1925). 
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(3-5 Min.) Kochen mit Fehlingscher Losung, Abdestillieren des 
Azetons in zwei waschflaschenartige, hintereinandergeschaltete, 
eisgekiihlte Vorlagen, und Bestimmung des Azetons im Destillat 
nach Messinger-Huppert l . 

Bestimmung der Azetonkorper. 

Bestimmung der Gesamtazetonkorper. Methode nach 
van Slyke und Fitz 2• 

Prinzip. Die Bestimmung beruht auf der Vereinigung der 
Oxydation von P-Oxybuttersaure zu Azeton (nach Shaffer) und 
der gleichzeitigen Fallung von Azeton als basische Quecksilber
sulfatverbindung (nach Deniges). 

Reagentien. 1. Quecksilbersulfat16sung 10 'Yo ig. 73 g chemisch reines, 
rotes Quecksilberoxyd werden in einem Liter 4 n Schwefelsaure ge16st. 
2. Schwefelsaure16sung. 500 ccm Schwefelsaure (spez. Gew. 1,835) werden 
mit Wasser auf 1 Liter aufgefiillt. 3. Kaliumbichromat16sung 5'Yoig. 50 g 
K 2Cr20 7 werden in Wasser ge16st und auf 1 Liter aufgefiillt3 • 

Ausfiihrung. Fallung der EiweiBkorper aus Blut und 
Plasma: 10 ccm Vollblut werden in eine halbvoll mit destilliertem 
Wasser gefiillte 250 ccm-MeBflasche pipettiert, dann 20 ccm der 
Quecksilbersulfatlosung zugesetzt; es wild kurz geschiittelt und 
die Flasche bis zur Marke aufgefiillt. Die Losung wild mindestens 
15 Min. stehen gelassen und dann durch ein trockenes Falten
filter filtriert. 

Zur Bestimmung im Plasma gibt man 8 ccm (Oxalat-) Plasma in 
eine 200 ccm-MeBflasche und fiigt nach Zusatz von 50ccm destillier
tern Wasser 15 ccm der Quecksilbersulfatlosung hinzu. Etwa 1 Min. 
wild leicht geschiittelt, bisdas Prazipitat in Flocken ausfallt, dann 
bis zur Marke 200 aufgefiillt und nach einigem Stehen filtriert. 

Bestimmung: In einen 500 ccm-ErIenmeyerkolben bringt 
man 125 ccm des Blut- (bzw. Plasma-) Filtrates (5 ccm Blut oder 
Plasma entsprechend) und fiigt 10 ccm der 50%ig. Schwefelsaure
losung und 35 ccm der lO%ig. Quecksilbersulfatlosung hinzu. 
Dann verfahrt man genau so, wie es bei der Bestimmun~ der 
Gesamtazetonkorper im Harn beschrieben ist (S.465). 

1 Zur Bestimmung des Azetons neben Azetaldehyd vgl. auch die 
Methode von Embden und Masuda. (Masuda: Biochem. Z. 45, 140 
1912): Zerstorung des Azetaldehyds durch Kochen mit Silberoxyd am 
RiickfluBkiihler, anschlieBende Abdestillation des zuriickbleibenden Aze
tons. - VgI. Stepp und Lange: Dtsch. Arch. klin. Med. 134, 57. 

2 Vgl. J. of bioI. Chem. 32, 495 (1917); 39,23 (1919). 
3 Kolloidales Eisenhydroxyd adsorbiert groBe Mengen P-Oxybuttersaure. 
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Will man Azeton und Azetessigsaure getrennt von der Oxy
buttersaure bestimmen, so {aUt man das praformierte Azeton 
+ Azetessigsaure zuerst und bestimmt die Oxybuttersaure im Fil-

trat. 160 ccm des Filtrates (entsprechend ~~~. 5 ccm BIut) werden 

in einem Erlenmeyerkolben von 500 ccm am RiickfluBkiihler 
zum Kochen erhitzt, 5 ccm 5%ig. Kaliumbichromat durch den 
Kiihler zugefiihrt, worauf wie S. 467 verfahren wird. 

Faktoren zur Bereehnung der Ergebnisse, 
wenn ein Filtrat, das 5 cern Blut entsprieht, 

fiir die Bestimmung benutzt wurde. 

Bestimmt wurde 

Gesamt -Azetonkorper 
P-Oxybuttersaure 
Azeton + Azetessigsaure 

Azetonkorper, bereehnet 
als g Azeton pro Liter Blut 

fiir 1 g Niedersehlag 

12,8 
13,2 (14,0) 1 

10,0 

Mikromethode zur Bestimmung des Total-Azetons 
im Blute nach Ljungdahl2. 

Prinzip. Das aus der Fingerkuppe oder dem Ohrlappchen 
gewonnene Blut wird durch Kapillarkraft in ein Kapillarrohr 
gesogen, das Kapillarrohr in ein Destillationssystem eingefiigt und 
da'l Blut vor der Destillation in den Destillationskolben gespritzt. 
Bei der Destillation entweicht das Azeton durch dasselbe Kapillar
rohr und wird in eine Jod und Lauge enthaltende Vorlage ohne 
Kiihlung aufgenommen. Dadurch wird die Fliissigkeit in der Vor
lage bis zum Kochen erwarmt; dabei tritt sofort die maximale 
Jodoformbildung auf. Dann wird das iiberschiissige Jod mit Thio
sulfat titriert. 

Reagentien. 1. 0,005 n JodlOsung, 2. 0,005 n Thiosulfatlosung (die 
Titrierlosungen sind jeden Tag zu priifen), 3. 1 % ig. Starkelosung. 
(Dargestellt durch Auflosen von ca. 1 g wasserloslichcr Starke in dcstil
licrtem Wasser unter geringem Erwarmen. Die Losung muB wasserklar 
sein.) 4. 1 n Natronlauge aus Natr. hydro puriss. mit ausgekochtem-

1 Dieser Faktor wird benutzt, wenn die P-Oxybuttersaure im Filtrat 
des Azeton + Azetessigsaure-Niederschlages bestimmt wird. 

Berechnet man die Azetonkorper als Oxybuttersaure statt als Azeton, 
so sind die obigen Faktoren mit 1,793 zu multiplizieren. - Normales Blut, 
wie oben beschrieben, auf Gesamtazeton untersucht, liefert nur 1-2 mg 
Niederschlag, entspreehend 0,013-0,026 g Azeton pro Liter. (Hei Diabetes 
bis 2,5 g.) 

2 Biochem. Z. 96, 345 (1919). 
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kohlensaurefreiem - Wasser bereitet. 5. In Schwefelsaure. 6. Uranyl
azetatlosung: 300 cern dest. Wasser + 2 cern 25%ig. Salzsaure werden 
aufgekocht und dann 4 g Uranylazetat + 1 g Kupfersulfat zugesetzt, 

lJeJhlllJ'/,Qm
rtihrt ··· 

Abb.83. 

ge16st, filtriert. Das Filtrat wird mit 1300 cern 
gesattigter und filtrierter KCI-Losung gemischt 
und mit Wasser auf 2000 cern verdiinnt. 

Die Zusammensetzung des Apparates ist aus 
der Abb. 83 ersichtlich. Das Kapillarrohrchen 

hat die aus Abb. 84 ( GroBe 1~5) ersichtliche Form; 

es kann leicht selbst 
hergestelltwerden. Sind 
die Kapillaren, die 250 
bis 400 mg wiegen, trok-

Abb.84. 

ken, (man trocknet die 
gut mit lO%ig. Natron
lauge und dann mit 

Abb.85. 

Wasser gereinigten Rohrchen an der Wasserstrahlpumpe durch Durch
saugen von heiBer Luft), so saugen sie glatt Blut auf (100 bis 150 mg). 
Sie werden sofort nach der Abwagung an der Torsionswage (vgl. S. 343) in 
den Korkstopfen des Destillationskolbens gesetzt, worauf das Blut so
fort mit einer Spritze in den Kolben gespritzt wird 1. 

A usfiihrung~ Die Destillationskolben von 50 cern Inhalt 
werden mit 4 cern Uranylazetatlosung besehiekt. Beim Heraus
spritz en des Blutes aus dem Kapillarrohrehen in den Kolben 
bedient man sieh einer Spritze von lO-15 cern Inhalt, die mit 
Wasser gefiillt ist. Die Offnung der Spritze wird dabei iiber die 
Miindung der Ampulle gesehoben, fest gegen den Korkstopfen 
gedriickt; dann wird %-1 cern Wasser eingespritzt. Mittels eines 
etwa lO em langen Glasrohres, das in derselben Weise iiber die 
Miindung der Ampulle gegen den Korkstopfen gedriiekt wird, wird 
dann das in dem Kapillarrohrehen zuriiekgebliebene Wasser eben
falls in den · Destillationskolben eingeblasen. Erst dann wird die 

1 Bequemer ist es, die Koagulation des Blutes durch Oxalat zu ver
hiiten. Man laBt das trockene Kapillarrohr heiBgesattigte Kaliumoxalat
losung aufsaugen, blast die Oxalat16sung sofort aus und trocknet das 
Kapillarrohr wie vorher. Die feinsten Kristallnadeln an der Wand des 
Rohres storen das Aufsaugen des Blutes nicht und verhindern die Koa
gulation. 
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zweite Bohrung mit dem Glaspfropfchen geschlossen (vgl. Abb. 85) 
und die Destillationsrohre rings der Kapillarmundung festgedruckt. 

Die Destillation. Vor der Destillation sind eine genugende 
Anzahl Vorlagen bereit zu stellen. Erlenmeyerkolben von 25 ccm 
Inhalt werden mit 2 ccm 1 n Natronlauge und 5-6 ccm moglichst 
reinem Wasser beschickt. Unmittelbar vor der Destillation wer
den dann in einen solchen Kolben 1-2 ccm 0,005 n Jod16sung 
pipettiert. Insgesamt soll die ganze Menge der Vorlageflussig
keit etwa 9 ccm betragen. Die Destillation erfordert nur etwa 
70-80 Sek. Der Destillationskolben wird entweder auf ein Draht
netz gestellt oder in einer Klemme festgemacht. Die Erwarmung 
erfolgt durch eine leicht regulierbare Flamme, die mit Schorn
stein geschutzt ist. Schaumt beim Erwarmen die Uranylazetat-
16sung so stark, daB die Mundung des Kapillarrohres allzu nahe 
an die Flussigkeit zu kommen scheint, so wird die Flamme ein 
wenig zuruckgedreht. 

Wahrend der ganzen Destillation wird der V orlagekolben so 
dicht an der Mundung des Destillationsrohres gehalten, daB sie 
so tief wie moglich in die alkalische Jod16sung eintaucht. 

Beginnt die Flussigkeit der Vorlage zu kochen, so wird die 
Vorlage rasch so weit gesenkt, daB die Mundung der Destillations
rohre dicht oberhalb der des Vorlagekolbens steht. Nach Ab
spritzen der Destillationsrohre mit einigen Tropfen Wasser wird 
die Flamme weggeschoben und die Vorlage mit flieBendem Wasser 
abgekuhlt oder bequemer in ein Kuhlbecken gestellt, dann kann 
man mit der Destillation der nachstfolgenden Probe anfangen. 

Wenn die Flamme richtig eingestellt ist, dauert es etwa 26 Sek., 
bis die Uranylazetat16sung zu sieden beginnt, 35 Sek. bis die 
Luftblasen abgegangen sind und ein schmetterndes Gerausch 
sich vernehmen laBt, etwa 70-80 Sek., bis die Vorlageflussigkeit 
zu sieden beginnt. 

Die in der beschriebenen Weise erhaltenen abgekuhlten Destil
late konnen sofort titriert werden. Sie ki:innen aber auch bis zur 
Titration bis zu einer halben Stunde stehen. Das Destillat wird mit 
3 ccm 1 n Schwefelsaure versetzt, dann werden 5 Tropfen 5%ig. 
J odkaliumlosung hinzugefiigt und nach Zusetzen von 2 -3 Tropfen 
Starkelosung nach %-1 Min. wird mit 0,005 n Thiosulfatlosung 
titriert. Wegen des Jodkaliums, der relativ groBen Salzkonzen
tration und der geringen Flussigkeitsmenge ist der Umschlag 
auBerordentlich scharf. Die Burette fUr die Thiosulfat16sung 
muB wenigstens 0,01 ccm ablesen lassen. 

0,01 ccm 0,005 n Thiosulfat16sung entspricht 
0,484 y (= 0,000484 mg) Azeton. 
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Bestimmung der Azetonkorper und der 
t1-0xybuttersaure in klein en 
Blutmengen nach Engfeldtl. 

Prinzip. Aus dem enteiweiBten Blut wird getrennt einmal 
praformiertes Azeton und Azeton aus Azetessigsaure, dann Azeton, 
das aus der Oxybuttersaure durch Oxydation mit Chromsaure ent
steht, abdestilliert und im Destillat jodometrisch bestimmt. 

Ausfuhrung. 2,5 ccm Oxalatblut werden in einem 250 ccm
MeBkolben mit 5 ccm 5%ig. Ammoniak versetzt. Die ganz homo
gene Mischung wird mit 150 ccm Wasser verdunnt und mit 5 ccm 
Bleiessig und 10 ccm 1 %ig. AlaunlOsung in dieser Reihenfolge 
gefallt und mit Wasser aufgefiillt. Nach Y2 Stunde wird durch 
ein doppeltes Faltenfilter bis zur volligen Klarheit filtriert. 
200 ccm (eiweiB- und zuckerfreies) Filtrat (= 2 ccm Blut) wer
den mit 100 ccm Wasser verdunnt, mit 2 ccm Schwefelsaure 
(25 ccm konz. Saure auf 100) aufgefiillt und nach Zugabe von 
etwas Talk 10 Min. destilliert. Der Kolben von etwa 700 ccm In
halt ist in einem Kochtrichter (Ba bo blech) angebracht und mit
tels einer gebogenen Glasrohre und Kautschukpfropfens (von aller
bester Beschaffenheit) mit einem absteigenden Kuhler von etwa 
60 cm Lange verbunden. In den Destillationskolben wird auch ein 
Scheidetrichter von etwa 100 cem Inhalt eingepaBt. Nachdem die 
mit gut gekuhltem Wasser beschickte Vorlage2 gewechselt ist, werden 
aus dem Scheidetrichter 50 ccm Chromatschwefelsaure (2 g Kalium
bichromat + 20 ccm konz. Schwefelsaure + Wasser auf 100) zu
gesetzt; die Destillation wird 25 Min. fortgesetzt. In den beiden 
erhaltenen Destillaten wird der Azetongehalt mit 0,01 n JodlOsung 
bestimmt. Zu diesem Zwecke werden in die Vorlage 5 ccm 25%ig. 
Natronlauge und 10 -30 ccm 0,01 n Jodlosung gebracht; die 
Mischung wird 10 Min. sich selbst uberlassen. Nach dem Ansauern 
mit 5 ccm 25 Vol.-%ig. Schwefelsaure wird sofort mit 0,01 n Na
triumthiosulfat titriert, wobei man gegen SchluB 10 Tropfen 
StarkekleisterlOsung hinzusetzt. 

In dem ersten Destillat erhalt man eine 94,4 % des Gesamt
azetons entsprechende Azet,onausbeute. 1 ccm 0,01 n Jod ent-

1 Beitrage zur Kenntnis der Biochemie der Azetonkorper. Lund 1920. 
2 Der untere Teil des Kiihlers wird mit einem doppeltgebohrten 

Kautschukpfropfen versehen; in das eine Bohrloch paBt man ein kleineres, 
winkJig abgebogenes GIasrohr zum Aufsetzen einer Peligotrohre ein. Der 
Kautschukpropfen muB von solcher Dicke sein, daB ein als Vorlage 
dienender 300 ccm fassender Erlenmeyerkoiben luftdicht angesetzt werden 
kann. 
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spricht daher 1 0,1024 mg Gesamtazeton. Durch Multiplikation 
mit dem Faktor 0,0512, da zur Bestimmung 2,0 ccm Blut an
gewend-3t wurden, erhalt man die Menge der Gramme Gesamt
azeton pro Liter Blut. 1m zweiten Destillat erhalt man eine 
Ausbeute von durchschnittlich 69,2 % Azeton aus Oxybuttersaure, 
so daB 1 ccm 0,0l n Jod 0,25 mg Oxybuttersaure entspricht. 
Durch Multiplikation mit dem Faktor 0,125 erhalt man die 
Menge fJ-Oxybuttersaure in g pro Liter Blut. 

, Urn die Menge der Gesamtazetonkorper in Form von Azeton 
zu bestimmen, verdiinnt man 200 ccm Blutfiltrat mit 50 ccm 
Wasser, sauert mit 2 ccm 25 Vol.-% H 2S04 an, fiigt etwas Talk 
zu und setzt die Destillation in Gang; sobald das Sieden begonnen 
hat, fiigt man aus einem Scheidetrichter 50 ccm Chromatschwefel
saure (siehe oben) zu. Die Destillation wird 25 Min. fortgesetzt. 
1 ccm 0, Ol n J od entspricht 0,22 mg Azetonkorper, als Azetessigsa ure 
berechnet. Multiplikation mit dem Faktor 0,11 ergibt die Menge 
Azetonkorper in Gramm pro Liter Blut. Eine Blindbestimmung zur 
Priifung der Reinheit der angewandten Reagentien ist bei jeder 
Bestimmung auszufiihren. 

1m normalen Menschenblut wurden 1,5 mg Gesamtazeton und 
12 mg fJ-Oxybuttersaure, im Pferdeblut 1 bzw. 15 mg der beiden 
Substanzen pro Liter gefunden. 

Bestimmung des Cholesterins. 

Bestimm ung des Cholesterins nach Myers und Wardel12. 

Prinzip. Das aus dem getrockneten Blut mit Chloroform 
extrahierte Cholesterin wird kolorimetrisch bestimmt. 

A usfiihrung. 1 ccm Blut, Plasma oder Serum wird in einen 
Porzellantiegel oder in ein kleines Becherglas, die 4-5 g GipS 3 

enthalten, pipettiert und am besten im Trockenschrank getrock
net. Dann gibt man den 1nhalt in eine schmale Extraktionshiilse 
aus Papier (4 cm lang), die man in ein kurzes Reagensglas 
(2,5 X 7 cm) steckt, auf dessen Boden sich eine Anzahl kleiner 
Locher befindcn. Das Ganze wird mittels Korkstopfens mit einem 

1 00967. !9~ 
, 94,4' 

2 J. of biol. Chem. 36, 147 (1918). Uber die quantitative Bestimmung 
des Cholesterins im Blutserum mit einer modifizierten Salkowskischen Re
aktion (vgl. S. 447); vgl. auch Abramsohn: Biochem. Z 198.233 (1928). 

3 Vortcilhaft kann auch dieselbe Menge von gereinigtem und getrock
netem Seesand (vgl. S. 230) angewendet werden. 
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kIeinen RuekfluBkuhler verbunden und in den Hals einer 150 cem
Extraktionsflasehe, die ca. 20-25 eem Chloroform enthalt, gehangt 

(vgl. Abb. 86) . Man extrahiert 
auf einer elektrisehen Heiz
platte 30 Min., fliIlt das Chlo-
roform auf ein geeignetes 
Volumen (z. B. 20 eem) auf, 
filtriert, wenn natig, und kolo
rimetriert wie folgt: 5 eem 
des Chloroform-Extraktes wer
den in ein trockenes Reagenz
glas pipettiert, 2 cem Essig
saureanhydrid und 0,1 ecm 
konzentr. Sehwefelsaure zu
gefugt. Naeh sorgfaltigem 
Misehen wird die Lasung ge
nau 10 Min. ins Dunkle ge
stellt und dann mit einer waB
rigen Lasung von Naphthol

~""",,==========,...--- grun B 1 vergliehen. 

Abb.86. 

Das Chloroform soll tiber 
wasserfreiem Kalziumchlorid re
destilliert werden. Essigsaure und 
Schwefelsaure sollen absolut was
serfrei sein. 

Bereehnung. Wenn die Cholesterin-Vergleiehs16sung mit 
0,4mg in 5cem oder dieNaphthol-GrunB-Vergleiehs16sungvonder
selben Starke angewendet wurde, so kann man folgende Formel 
fur die Bereehnung anwenden: 

~ ·0,0004 . ~. 100 = Cholesteringehalt des Blutes in %, 

wobei S die Ablesung der Vergleichs16sung in mm, R die Ablesung 
der unbekannten Lasung, 0,0004 g die aquivalente Cholesterill
menge in 5 cem Chloroform, D die Verdunnung des Chloroform
Auszugs aus 1 eem Blut und 100 der Faktor fur 100 eem sind. Z. B. 

15 20 0 
15 • 0,0004. 5 ·100 = 0,160 10 • 

1 0,005%ig. Naphtholgrtin B-Lasung bei 15,5 mm Stand entspricht 
0,4 mg Cholesterin in 5 cern Chloroform, wie oben behandelt. Vergleicht 
man mit einer Cholesteriniasung, so wird eine Stammlosung hergestellt, 
indem man 0,160 g reines Cholesterin in 100 cern redestilliertem Chloro
form lost. Zur Bereitung der Vergleiehsliisung werden 5 eem der Stamm
lasung auf 100 eem mit Chloroform aufgefiiIIt. 10 ccm = 0,8 mg Cholesterin. 
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Normales menschliches Serum enthalt 150-190 mg Cholesterin 
in 100 ccm und das Gesamtblut ca. 140-180 mg in 100 ccm. 

Koprosterin in den Fazesl . 2-3gfeuchter, gut gemischter Kot wer· 
den in einer Porzellanschale gewogen, 1 g Ca(OHh wird mit dem Kot gut 
vermischt. Zu diesem werden 10 ccm 20%ig. NaOH gegeben und mit einem 
Glasstab gut verriihrt. Die Schale wird auf dem Wasserbad unter haufigem 
UmrUhren 2 Stunden erhitzt. Wenn das Wasser fast vollig verdampft 
ist, werden 3-4 g feingepulverter Gips zugegeben, sorgfaltig vermischt. 
Dann wird bei 95 0 ctwa 2 Stunden getrocknet und wie bei der Cholesterin. 
bestimmung im Blut verfahren. Man berechnet auf das Trockengewicht. 

Der Koprosteringehalt in trocknem Kot (berechnet als Cholesterin) be
tragt 0,5-1,5%. 

Bestimmung des Gesamt·Cholesterins und der 
Fettsauren im Blut nach Bloor, Pelkan und Allen2• 

P r i n zip. Die Lipoide werden durch Alkohol·Ather aus dem Blute 
extrahiert, nach Verseifung der Fettsauren wird das Cholesterin in 
kaltem Chloroform aufgenommen. Die Fettsauren (Seifen) des Ruck. 
standes werden mit heiBem Alkohol extrahiert. Cholesterin wird im 
ChloroformextraktnachLie b ermann·B urc h ardkolorimetrisch3 , 

die Fettsauren im Alkohol·Extrakt nephelometrisch bestimmt. 
Erforderliche Reagen. 

tien. Standardfettsaure· 
losung. Eine 95%ig. alkoho· 
lische Losung von Palmiti)l. 
und Olsaure, von welcher 5 ccm 
~ mg einer Mischung von 60% 
01· und 40% Palmitinsaurc 
enthalten. 

(Man bereitet je eine Lo· 
sung von je 200 mg der Fett· 
saure in 500 ccm AlkohoI. Zum 
Gebrauch werden 60 ccm 01· 

r:::::clE:.;'t==::::j~ / Metallisches Natrium 
\. Uhrglas 

".Natl'iumhydroxyd 

Abb.87. 

saurelOsung mit 40 ccm Palmitinsaurelosung gemischt.) 
Standardcholesterinlosung. Losung von Cholesterin in Chloro· 

form 0,5-1,0 mg in 5 ccm. (Vorteilhaft wird als Ausgangslosung eine 
20mal starkere Stamm16sung bereitet.) 

Natriumhydroxyd aus metallischem Natrium in der in Abb.87 
skizzierten Weise hergestellt. Das Chloroform muB neutral reagieren, 
alkoholfrei und trocken sein. 

Bestimmung. 5 ccm Blutplasma werden in eine Flasche von 
100 cern, die ca. 75 ecm einer Mischung von 3 Teilen Alkohol und 
1 TeilAther enthalt (beide redestilliert) tropfenweise unter starkem 
Umruhren gegeben: die Flasche wird unter starkem Schwenken 

1 Myers und Wardell: J. of bioI. Chern. 36, 152 (1918). 
2 Bloor, Pelkan und Allen: J. of bioI. Chern. 52, 201 (1922). 
3 Kolorimetrisch wird sowohl das freie wie das veresterte Cholesterin 

erfaBt. 
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(um eine "Oberhitzung zu vermeiden) in siedendes Wasser getan, 
bis die Fliissigkeit zu sieden beginnt, dann wird auf Zimmer
temperatur abgekiihlt, mit Alkohol-Ather zur Marke aufgefiilIt 
und filtriert. Ein bestimmtes Volumen (10 - 20 eem) des 
Filtrates, ca. 2 mg Fettsaure enthaltend, wird in einen Erlen
meyerkolben von 50-100 eem getan, 0,1 eem konz. NaOH (aus 
Na hergestelIt) wird zugefiigt, die Misehung auf dem Wasser
bad verdampft, bis 2-3 Tropfen zuriiekgeblieben sind und 
aller Alkohol entfernt ist. Das Alkali wird dureh Zugabe von 
0,1 eem verdiinnter Sehwefelsaure (1 Vol. konz. Saure, 3 Vol. 
Wasser) teilweise neutralisiert und die Troeknung fortgesetzt, bis 
alle Feuehtigkeit versehwunden ist. Ein zu starkes Eintroeknen 
ist zu vermeiden, da sonst die naehfolgende Extraktion des 
Cholesterins unvollstandig wird. (Zusatz von Saure ist notig, 
um die Zerstorung des Cholesterins dureh Alkali zu verhiiten, und 
weil dureh die Entstehung des kristallisierten Natriumsulfats der 
Riiekstand pulverig wird. Die Troeknung soIl auf dem Wasser
bad, nieht auf der elektrisehen Heizplatte durehgefiihrt werden.) 

Trennung und Bestimmung des Cholesterins 1• Naeh 
dem Abkiihlen werden 10 eem Chloroform zugefiigt. Man laBt 
unter zeitweiligem Umsehiitteln 10 Min. stehen; der Chloroform
auszug wird dureh ein kleines (5 Y2 em) gehartetes Filter in eine 
andere kleine Flasehe filtriert und die- Extraktion zweimal mit 
5 eem Chloroform wiederholt. Die vereinigten Chloroform-Extrakte 
werden auf 2-3 eem verdampft, in einen 10 ecm graduierten 
Zylinder mit Glasstopfen gegossen; mit Chloroform (mit dem 
die Flasehe nachgewaschen wurde) wird auf 5 cem aufgefiillt. 
Die Bestimmung des Cholesterins wird mittels der Lie ber
mann-Burchardsehen Reaktion ausgefiihrt. Zu dem Inhalt 
in dem graduierten Zylinder (5 ecm) gibt man 1 cem Essigsaure
anhydrid und 0,1 ccm reine, konz. Schwefelsaure; der Zylinder 
wird verstopft und das Ganze gut gemischt. Der Zylinder steht 
15 Min. bei 20-22° demselben Licht ausgesetzt, bei welehem die 
Ablesungen spater gemacht werden. Dann vergleieht man kolori
metriseh. Die Standard -Cholesterin16sung enthalt gewohnlieh 
0,5 mg Cholesterin in 5 eem Chloroform 2• 

1 Sackett: J. of bioI. Chem. 64, 203 (1925) beschreibt eine Mikro
Modifikation der Bloorschen Methode fiir 0,2 ccm Blut oder Plasma. 

2 Man bestimmt in der angegebenen Weise das Gesamtcholesterin. 
Fii,llt man in einer Probe mit Digitonin das freie Cholesterin und bestimmt 
im Filtrat den Anteil an verestertem Cholesterin, so ergibt die Differenz 
beider Bestimmungen das freie Cholesterin. VgI. Bloor und Knudson: 
J. of bioI. Chem. 27, 107 (1916). 
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Bestimm ung der Fettsa uren. Der Ruckstand vom Chloro
formauszug wird wie folgt mit heiBem Alkohol behandelt: 10 ccm 
redestillierter Alkohol werden zugegeben, die Mischung wird lOMin. 
im sehwaehen Sieden gehalten, der heiBe Alkohol durch ein kleines 
gehartetes Filter, das bei dem Abfiltrieren des Chloroforms be
nutzt wurde, in einen Erlenmeyerkolben gegossen. Die Extrak
tion mit Alkohol wird noch einmal mit 5 ccm Alkohol wiederholt. 
Die vereinigten Filtrate werden auf etwa 2-3 ccm verdampft, 
dann quantitativ in einen kleinen graduierten Zylinder mit 
Glasstopfen uberfuhrt, mit Alkohol nachgewaschen; mit diesem 
Alkohol wird das Volumen im Zylinder auf 5 cem aufgefUllt. 
100 eem destilliertes Wasser werden dann in ein Beeherglas von 
200 eem gefUllt; der alkoholisehe Extrakt der Fettsauren wird 
unter kraftigem Umruhren dureh einen kleinen Trichter (mit 
schmalem RaIse, der unten zu etwa 1 mm Durehmesser ausge
zogen ist) zugegeben. Das Triehterende senkt man bis nahe an 
den Boden des Beeherglases ein. Der Zylinder wird einmal mit der 
Losung im Beeherglas ausgesplilt, die Spulflussigkeiten werden 
dureh den Trichter in das Becherglas zuruckgegossen. In ein 
anderes Becherglas, 100 ccm Wasser enthaltend, werden mit der 
Pipette unter Umruhren 5 ccm der alkoholischen StandardlOsung 
(2 mg einer Mischung von Ol- und Palmitinsaure aus 60% Ol- und 
40% Palmitinsaure in 95% redestilliertem Alkohol) - gegeben. 
lOccm verdiinnte Salzsaure (1 Teil konz. Saure, 3 Teile Wasser) 
werden in jedes Becherglas unter Umruhren zugefUgt und nach 
dem Stehen von nicht weniger als 3 und nicht mehr als 10 Min. 
im Nephelometer verglichen. 

Mikro bestimm ung des Cholesterins nach 
Szent- Gyorgyil. 

Prinzi p. Das freie Cholesterin wird mit Digitonin gefallt und 
als Cholesterindigitonid gewogen 2 • 

Das Cholesterin wird unter Erwarmen in einem Jenaer Mikro
becherglaschen in 2 ccm Azeton gelOst. Die zu bestimmende 
Cholesterinmenge sei nicht groBer als 4,5 mg, eine Menge, die un
gefahr dem maximalen Cholesteringehalt von 1 ccm Menschenblut 
entspricht. Bezieht sich die Analyse auf Blut, so wahlt man am 
besten den Extrakt von 1 ccm3• 1 ccm der Digitoninlosung wird 

1 Biochem. Z.136, 105,109 (1922). Vgl.auchHinrichsundKlemm. 
Biochem. Z. 210, 191 (1929). 2 Vgl. auch Harn S.448. 

3 Zur Feststellung des Gesamtcholesterins miissen die Cholesterinester 
vorher mit Natriumathylat verseift werden. Vgl. Biirger und Habs. 
Z. exper. Med. 56, 640 (1927) und Biirger und Beumer: Berl. klin. 
Wschr. 1913, S. 112. Ferner Fex: Biochem. Z. 104, 82 (1920). 
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zu dem Extrakt gegeben. Diese Losung wird durch Auflosen von 
1 g Digitonin krist. in 50 ccm 80%ig. Alkohol hergestellt. Auch 

bei sehr kleinen Cholesterinmengen erfolgt augen
blicklich eine Triibung, die bald in deutliche Flok
kung iibergeht. Nach Zugabe des Digitonins wird 
das Becherchen auf den Rand eines Wasserbades 
gesetzt und hier gelassen, bis ungefahr die Halfte 
der Fliissigkeit verdampft ist, was gewohnlich 
in ~ Stunde geschehen ist. Nun nimmt man 

,_'-""_,,.,,_"_ das Becherchen vom Wasserbad und laBt es 
~ Stunde bei Zimmertemperatur stehen. Dann 
gieBt man den Inhalt des Becherglaschens auf 
ein Filter von der Form wie in Abb.88. Das 
Filterrohrchen ist auf einen Saugkolben montiert. 
Man kann auch Porzellan- bzw. Glastiegel zur 
Filtration benutzen (vgl. S. 336). Man verfahrt 

7,8/10 beim Filtrieren nach Tominaga 1 wie folgt: Der 
Gr~ar!. Niederschlag wird mit etwa 7 ccm 80%ig. Azeton 

(mit Hilfe einer kleinen Spritzflasche) in ein etwa 
10 ccm fassendes Zentrifugierrohrchen gespiilt. 

Abb.88. 

Dieses wird dann in Wasser von etwa 45 -50 0 ge
senkt, 5 Min. darin gelassen, wahrend man den 
Niederschlag mit einem diinnen Glasstabchen 

mehrmals aufwirbelt. Dann wird abzentrifugiert. Der Niederschlag 
setzt sich hierbei sehr schnell, in einigen Sekunden, zu Boden. Die 

Abb.89. 

obenstehende Fliissigkeit wird nach 
der Preglschen Methode (siehe 
Abb. 89) durch das Filter gesaugt. 
Dann wird neues 80%ig. Azeton 
(etwa 7 ccm) aufgegossen und das 
ganze Verfahren wiederholt. Dann 
verfahrt man genau ebenso mit 
reinem Azeton, das man bei Zim
mertemperatur einwirken laBt. Hier
nach suspendiert man wieder bei 50 0 

in Wasser, und saugt nach einigen 
Min. den Niederschlag auf das 
Filter 2. Der im Rohrchen zuriick
gebliebene Niederschlag wird mit 

1 Biochem. Z. 100, 119 (1924). 
2 Horiye: Biochem. Z.202, 407 (1928) wascht mit einer Mischung von 

Wasser, Azeton und Alkohol. VgI. Caminade: Bull. Soc. de Chim. 
bioI. 4, 601 (1922). 
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Wasser auf das Filter gespult. Danach wird das Wasser ab
gesaugt, das Filter getrocknet und gewogen. 

Die Berechnung des Cholesterins aus dem Niederschlag geschieht 
nach den Angaben von Windaus durch Multiplikation mit 0,2431. 
W inda us empfiehlt fUr einfache Zwecke den Faktor auf 0,25 abzu
runden, d. h. die Anzahl der mg durch 4 zu dividieren. Die Differenz 
entspricht +2,8%, ungefahr dem mittleren Fehler, so daB die Win
daussche Vereinfachung zugleich als Korrektur dienen kann. 

Der normale Gesamt-Cholesteringehalt von 1 ccm Menschen
blut betragt ungefahr 1,5 mg. 

Bestimmung der Fettsauren (nnd des Cholesterins) im 
Blntplasma nach Bang, modifiziert nach Bloor l • 

Prinzip: Die Methode beruht darauf, daB die Fettsauren 
(plus Cholesterin) von Chromsaure oxydiert werden. Die redu
zierte Chromsauremenge ist der Fettsauremenge proportional. 

Die Blutfettsauren bestehen zum groBten Teil aus Olein
saure und Palmitinsaure. Zur vollstandigen Oxydation von 1 mg 
Palmitinsaure sind nach der Gleichung: 

C16H3202 + 23 O2 = 16 CO2 + 16 H 20, 
3,59 ccm 0,1 n Bichromat in schwefelsaurer Losung erforderlich 
entsprechend der Gleichung 

K2Cr20 7 + 4 H 2S04 = K 2S04 + Cr2(S04)3 + 4 H 20 + 30. 

Fur Oleinsaure (Olsaure ClsH3402) ware der Faktor oder Reduk
tionskoeffizient (d. h. die ccm 0,1 n ChromatlOsung, die von 1 mg 
der Substanz reduziert werden) 3,61, fUr Stearinsaure (ClsH 360 2) 
3,66, fur Cholesterin 3,92. 

Bei der Bestimmung werden die Fette mit einem fiberschuB 
des Bichromats in schwefelsaurer Lasung oxydiert; die iiber
schussige Chromsauremenge wird jodometrisch bestimmt2 • Die 
Vollstandigkeit der Oxydation, die bei dem ursprunglichen Bang
schen Verfahren nicht erreicht wurde, kann durch geeignetes Er
hitzen und Einfiihrung des Niclouxschen Silberkatalysators (s. u.) 
durchgefiihrt werden. 

Reagentien: 1. O,ln Natriumthiosulfat. 2. In Natriumbichromat. a Mol: 29:,2 = 49,03 g auf 1000 cern dest. Wasser.) 3. 1 % ig. Starke

losung. 4. lO%ig. Jodkaliumlosung. 5. Silberbichromatschwefelsaure 2• 

1 Bloor: J. of bioI. Chern. 77, 53 (1928). Uber eine Mikromethode 
zur Bestimmung von at,herloslichen organischen Sauren im Blute. V gl. 
Orskov: Biochem. Z. 201,22 (1928). Zur Bestimmung der Fettsauren 
vgI. auch S. 221. 

2 Nicloux: Bull. Soc. de Chim. biol. 9, 639, 758 (1927). 
Rona-Kleinmann, Blut u. Ham. 15 
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Man lOst 5 g Silbernitrat in 25 ccm Wasser und fiigt zu der Liisung 
in einem groBen (ca. 100 ccm) Zentrifugenglas 5 g Kaliumbichromat, in 
50 ccm Wasser geliist. Der Niederschlag von Silberbichromat wird zwei
mal unter Zentrifugieren mit Wasser gewaschen und ohne vorherige 
Trocknung in 500 ccm konzentrierter Schwefelsaure gelOst. 6. Petrol
ather. Die Fraktion, die unter 60 0 siedet, wird mit konzentrierter Schwefel
saure gewaschen und redestilliert . ..7. Alkohol-Athergemisch. 3 Teile 95 % ig. 
Alkohol und 1 Teil gewiihnlicher Ather. Diese miissen zur Entfernung von 
Spuren nicht fliichtiger organischer Substanzen redestilliert werden. 
8. Natriumathylat (annahernd normal). 2-3 g Natrium werden in 100 ccm 
abso!. Alkohol unter Vermeidung von Erwarmung gelOst; die Liisung wird 
kiihl und im Dunkeln aufbewahrt. Bei starkerer Farbung muE das Reagens 
verworfen werden. 

Fiir die Oxydation benutzt man Erlenmeyerflaschen mit flachem Boden 
von 125-150 ccm Inhalt mit Glasstopfen. Diese werden vor dem Gebrauch 
mit Bichromat-Schwefelsauregemisch gereinigt, 1 Stunde im Trockenschrank 
bei 124 0 getrocknet, dann mit Wasser gespiilt, wieder im Trockenschrank 
getrocknet und, mit Glasstopfen versehen, aufbewahrt. DerTrockenschrank 
muE die Einstellung der Temperatur auf ± 2 0 ermiiglichen. (Die bei der 
Methode angegebenen Temperaturen miissen genau eingehalten werden.) 
Die Erwarmung kann auch im Wasser- oder Dampfbad bei 88-900 aus
gefiihrt werden; die Erhitzungsdauer betragt dann I-F/2 Stunden. 

Ausfiihrung. Extraktion: 3 ccm Plasma werden in einem 
MeBgefaB von 50 ccm Inhalt zu etwa 40 ccm der Alkohol-Ather
mischung in langsamem Strom unter starkem Schiitteln zur 
Erzielung eines feinflockigen Niederschlags gefligt. Das Ge
faB wird unter fortwahrendem Schwenken in siedendes Wasser 
getaucht, bis die Fliissigkeit zu kochen beginnt. Man laBt einige 
Sekunden sieden, kiihlt dann auf Zimmertemperatur ab, fliIlt 
mit Alkoholather auf und filtriert durch ein fettfreies Filter. 
Um moglichst viel Filtrat zu erhalten, wird das zusammengelegte 
Filter mit einem Glasstab ausgepreBt. Die Extraktion der Lipoide 
aus dem Plasma ist auf diese Weise praktisch voIlkommen. 

Bestimmung der Gesamtlipoide. Die gesamten Fett
sauren und das Cholesterin werden in einer Portion des alkohol
atherischen Extrakts gemeinsam bestimmt, wobei nach Verseifung 
und Extraktion des angesauerten Riickstandes mit Petrolather ein 
aliquoter Teil der Losung mit dem Silberchromschwefelsaurereagens 
oxydiert wird. In einem anderen aliquoten Teil wird das Cholesterin 
kolorimetrisch bestimmt, sein Oxydationswert berechnet und von 
dem Oxydationswert der gesamten Lipoide abgezogen; so erhalt 
man den Wert flir die totalen Fettsauren. 

Man verfahrt wie folgt. Teile des Alkohol-Atherextraktes, die 
etwa 5 mg Gesamtlipoide enthalten, (gewohnlich 15-20 ccrn des 
oben beschriebenen Extraktes) werden in einem Erlenmeyer
kolben von 100 ccm mit 2 ccm Natriumathylat auf einem Wasser-
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bad bis zum Verschwinden des Alkoholgeruches erhitzt. Die 
letzten Alkoholspuren werden durch einen Luftstrom beseitigt; 
der zahflussige Kolbeninhalt wird mit 1 ccm verdunnter Schwefel
saure (1 Teil konzentrierte Schwefelsaure, 3 Teile Wasser) an
gesauert. Man erhitzt 1 Min. auf dem Wasserbad und setzt 10 ccm 
Petrolather zu, der dabei zu sieden beginnt, laBt unter vor
sichtigem Umschwenken 2-3 Min. gelinde weitersieden und gieBt 
dann den Petrolather von dem waBrigen Ruckstand in eine 
MeBflasche von 25 ccm abo Die Erwarmung und die Extraktion 
werden mehrmals mit je 5 ccm Petrolather wiederholt, bis die 
MeBflasche nahezu voll ist; dann wird sie abgekuhlt, bis zur 
Marke aufgefiillt und die Flasche gut verschlossen. 

Ox yd a ti on. 10 ccm der PetrolatherlOsung (entsprechend etwa 
2 mg Lipoid) werden in einem mit Glasstopfen verschlieBbaren 
Erlenmeyerkolben von 125 ccm Inhalt verdampft und die Reste 
des Losungsmittels mit einem maBigen Luftstrom abgeblasen. 
(Man kann gegen Licht die hervorquellenden Dampfe gut sehen; 
der Luftstrom solI noch % Minute weiter gehen, wenn diese 
Erscheinung verschwunden ist.) Man miBt genau 5 ccm des Silber
reagens und genau 3 ccm n-BichromatlOsung ab und setzt sie 
unter Umschwenken zu. Eine Leerbestimmung mit denselben 
Losungen ohne das fetthaltige Material wird zur Kontrolle an
gesetzt. Man verschlieBt locker und bringt die Flaschen (z. B. 
4 Proben und eine Kontrollbestimmung) in den (elektrisch regulier
baren) Trockenschrank von 124 0 auf 5 Min.; dann werden sie 
herausgenommen, durch Umschwenken gemischt, die Glasstopfen 
fest eingesetzt und auf weitere 10-15 Min. im Trockenschrank 
erhitzt. Nach der Gesamterhitzungsdauer von 15-20 Min. werden 
die Flaschen aus dem Of en genommen, ohne Kuhlung mit je 
75 ccm Wasser versetzt und der UberschuB des Bichromats wie 
folgt titriert. Man gibt 10 ccm 10 % ig. J odkalilOsung zu und ohne 
Umschwenken aus einer Burette 0,1 n Thiosulfatlosung. Dann wird 
zuerst vorsichtig (um Jodverlust zu vermeiden), spater energischer 
umgeschwenkt. Der weiBe Silberniederschlag kann unbeachtet 
bleiben. Gegen SchluB gibt man die Starkelosung zU. Der 
Unterschied zwischen dem Titrationswerte der Leerbestimmung 
und dem der Probe gibt die Menge 0,1 n BichromatlOsung 
an, die von den Fettsauren (+ Cholesterin) verbraucht worden 
ist. Z. B. Verbrauch 9,55 ccm (33,00 ccm in der Leerbestim
mung, 23,45 cern in der Probe) 0,1 n Thiosulfat, entsprechend 

9,55 cern 0,1 n Bichromat, entsprechend ~::~ = 2,65 mg Olsaure. 

Wird das Gemisch wahrend der Oxydation grun, so kann man 
15* 
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die Bestimmung retten, indem man erneut Silberreagens und 
Bichromat zusetzt. 

Choles ter in wird in einer zweiten Portion des Petrolather
extraktes kolorimetrisch bestimmt (s. S. 222). 10 ccm des Extraktes 
werden in einem kleinen Erlenmeyerkolben, wie oben beschrieben, 
von dem Losungsmittel durch Verdampfen befreit. In kleinen 
Portionen wird Chloroform zugefiigt, unter gelindem Erwarmen 
der Riickstand ge16st, und in graduierte, verschlieBbare Zylinder 
von 10 ccm Inhalt dekantiert. Mindestens drei Extraktionen sind 
auszufiihren. Nachdem der Chloroformextrakt die Zimmertempe
ratur angenommen hat, flillt man bis zur 5 ccm Marke auf. 
1 ccm Essigsaureanhydrid und 0,1 ccm konzentrierte Schwefel
saure werden zugegeben und in verschlossenem Zylinder gut 
vermischt. Als Vergleichslosung benutzt man 5 ccm Standard
Cholesterin16sung mit 0,5 mg Cholesterin. Die Zylinder laBt man 
bei gleicher Beleuchtung 15 Min. stehen, dann vergleicht man 
kolorimetrisch, wobei ein evtl. auftretender gelblicher Ton bei 
Verwendung eines Rotfilters nicht stort. 

Berechnung. Von denfiir das Gesamtlipoid verbrauchtenccm 
0,1 n Bichromat wird das 3,92fache der Cholesterinmenge (in mg) 
abgezogen. Die Differenz wird durch 3,6 dividiert, einem Wert, der 
zwischen den Faktoren fiir Palmitinsaure (3,59) und (Jlsaure (3,61) 
liegt, um die Menge der Gesamtfettsauren in mg zu erhalten. 
Die Werte werden auf die verwendete Plasmamenge bezogen. Zu
gesetztes Lipoid wurde zu 94-101 % wiedergefunden. 

Die Phosphatide (Lezithin) werden in einem anderen Teile 
des Alkoholatherextraktes bestimmtl. 

Bestimmung des Lipoid-Phosphors (Lezithins). 
Methode von Bloor2. 

Prinzip. Die extrahiertenLipoidewerden mit einem Salpeter
saure-Schwefelsaure-Gemisch oxydiert, worauf die Lipoid-Phos
phorsaure kolorimetrisch bestimmt wird. 

Ausfiihrung. 1 ccm Blut wird mit 20 ccm Alkohol-Ather
mischung (3 Teile Alkohol, 1 Tell Ather, beide redestilliert) in 
einem MeBgefaB von 25 ccm langsam und unter stetem Riihren 
(damit nicht grob-klumpige Niederschlage entstehen) vermischt; 
dann wird die Flasche unter energischem Schiitteln (damit 

1 Bloor: J. of bioI. Chern. 29, 437 (1917). 
2 J. of bioI. Chern. 36, 33 (1918). Vgl. auch Benedict und Theis: 

Ebenda 61, 63 (1924). . 
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eine Uberhitzung vermieden wird) in siedendes Wasser getaucht, 
bis zu eben beginnendem Kochen. Man laBt auf Zimmertemperatur 
erkalten, flillt mit Alkoholather auf 25 ccm auf, mischt und 
filtriert. Um die Lipoide zu oxydieren, werden 5 ccm des Filtrates 
in einem Reagenzglas (20 X 175 mm) aus hartem Glas mit Marke 
bei 5 ccm in siedendes Wasser getaucht und zur Trockne ver
dampft. Dann gibt man 0,5 ccm einer Mischung von gleichen 
Teilen konzentrierter Salpetersaure und konzentrierter Schwefel
saure zu, vermischt gut und erhitzt vorsichtig mit einem Mikro
brenner, bis braune Dampfe entstehen. Nach Erkalten gibt man 
1-2 Tropfen einer 1 %ig. Losung von Rohrzucker hinzu, um eine 
Verkohlung herbeizufiihren_ 

Nach weiterem Erhitzen wird die Losung klar. (Bleibt nach 
Y2 Min. eine braune oder gelbe Farbe zuriick, so gibt man etwas 
Salpetersaure hinzu und setzt das Kochen weiter fort.) Man 
kiihlt, gibt 2 ccm destilliertes Wasser hinzu und neutralisiert 
vorsichtig, indem man eine vorher festgestellte Menge (etwa 6 bis 
7 Tropfen) einer konzentrierten, kohlensaurefreien Natronlauge 
zufiigt. Man kiihlt ab, verdiinnt mit destilliertem Wasser bis zur 
Marke bei 5 ccm. Man verfahrt dann weiter wie bei der Bestimmung 
des unorganischen Phosphors (vgl. S.257). 

"Lezithin" enthalt etwa 4,0% Phosphor. 

Bestimmung der Phospholipoide (des Lezithins und des 
Kephalins) im Bl ut und im Gewe be nach Bloorl. 

Prinzip. Nach Isolierung der "Phospholipoide" durch Fallung 
ihrer Losung in Ather oder Petrol ather mittels Azetons und Ma
gnesiumchlorids erfolgt die Bestimmung durch Oxydation mit 
Chromsaure (vgl. S. 225). Nach den Gleichungen: 

2Cu Hs40 9NP + 12102 = 84C02 + 84H20 + 2HaP04 + N2 
und 

2K2Cr20 7 + 8H2S04 = 2K2S04 + 2Cr2(S04la + 8H20 + 3 O2 

erfordert 1 mg Oleo-palmityl-Lezithin 3,11 ccm 0,1 n Bichromat
lOsung fiir die Oxydation. Fiir ein entsprechendes Kephalin 
wiirde der Wert 3,12 betragen. Andere I,ezithine und Kephaline 
geben hiervon nur wenig abweichende Werte. Bloor benutzt 
als geeigneten Faktor: 3 ccm 0,1 n BichromatlOsung fiir 1 mg 
Phospholipoid. 

Erforderliche Reagentien vgL S. 225. 

1 J. of bioI. Chern. 82, 273 (1929). 
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Ausfiihrung. Gesamtblut. 5 ccmBlut liiBt man unter Um
riihren in einen MeBkolben von 100 ccm Inhalt, der etwa 75 ccm 
redestillierten 95 % ig. Alkohol enthalt, flieBen. Man erhitzt auf 
dem Wasserbad bis zum Sieden, laBt weitere 5 Minuten gelinde 
kochen, WhIt ab, fiiIlt mit Alkohol bis zur Marke auf und filtriert 
durch ein fettfreies Filter. 

Plasma oder Serum. Man verfahrt wie bei dem Gesamtblut. 
Statt der 75 ccm 95 % ig. Alkohols kannen auch 75 ccm einer Mi
schung aus 3 Vol.-Teilen 95% ig. Alkohol und 1 Vol.-Teil Ather 
(beide redestilliert) benutzt werden. 

Gewe be. Maglichst frisch yom Tiere entnommenes, fein 
zerkleinertes Gewebe wird im bedeckten Wageglaschen mit 
einem Glasstabchen gut vermischt und auf 1 mg genau ge
wogen; etwa 1 mg wird abgenommen und in einer Reibschale 
mit 5 g Sand I verrieben; das Wageglaschen mit dem Glas
stab wird zuriickgewogen. Die Gesamtmenge wird aus der 
Reibschale in einen MeBkolben von 100 ccm Inhalt iiber
gefiihrt, indem man mit je 1 ccm Wasser den Rest in der 
Schale verreibt und nachwascht. Man fiigt zu dem Kolben
inhalt etwa 75 ccm redestillierten Alkohol, erhitzt wie oben 
und filtriert. 

Isolierung der Phospholipoide. Ein aliquoter Teil des 
Extraktes, etwa 2 mg Phospholipoide enthaltend (bei Blut 
oder Plasma etwa 20 ccm, bei Gewebeextrakt folgende Volumina: 
etwa 10 ccm bei Leber, Niere, Pankreas, Herz; etwa 5 ccm beim 
Gehirn oder Nervengewebe; etwa 15 ccm bei quergestreifter Mus
kulatur), wird in einem kleinenBecherglas zurTrockene verdampft. 
Das zuriickbleibende Lipoid wird unter vorsichtigem Kochen mit 
Petrol ather (vgl. S. 226) in kleinen Portionen gelOst, die Lasung in 
ein graduiertes Zentrifugenglas von 15 ccm Inhalt dekantiert, bis 
das Volumen 10 ccm betragt. Man zentrifugiert und iibertragt die 
klare Lasung in ein anderes graduiertes Zentrifugenglas. Unter 
vorsichtigem Erwarmen in warmem Wasser dampft man die 
Lasung auf 2 ccm ein und fiigt zu dieser Menge 7 ccm redestillier
tes Azeton und 3 Tropfen einer kaltgesattigten Lasung von 
MgCl2 in Alkohol. N ach gutem Mischen zentrifugiert man den 
Niederschlag und gieBt nachher die wasserklare AzetonlOsung 
yom Niederschlag abo Man wascht den Niederschlag mit Azeton, 
und lOst ihn dann in 5 ccm feuchtem Ather 2. Die Lasung erfolgt 

1 Feingesiebter Sand mit 10% ig. Salzsaure digeriert, mit Wasser ge
waschen und mit 95.'Yo ig. Alkohol gekocht. Trocken aufzubewahren. 

2 Den feuchten Ather stellt man dar, indem man gewohnlichen, per-
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nur langsam. Spuren ungelOst bleibender Bestandteile werden 
abzentrifugiert; der Ather wird quantitativ in den fiir die Oxy
dation bestimmten Kolben liberfiihrt. Man wascht den Riickstand 
zweimal mit je 1 ccm Ather nacho Die atherische Lasung wird 
verdampft; die letzten Reste des Athers werden mit einem 
schwachen Luftstrom verjagt. 

Oxydation. Man gibt nun in die Kolben 5 ccm des Silber
reagenses (vgl. S.225), genau abgemessen, und dann 3 ccm (genal1 
abgemessen) der n Bichromat-Lasung. Eine Kontrollbestimmung 
mit allen Reagentien, ausgenommen des lipoidhaltigen Materials, 
wird gleichzeitig angesetzt. Gewahnlich werden 4 Proben und 
eine Kontrolle gleichzeitig verarbeitet. 

Man mischt unter Umschwenken, verschlieBt die Kolben lose 
und halt sie im Of en bei 12401. Nach 5 Minuten nimmt man die 
Kolben aus dem Of en, vermischt den 1nhalt nochmals unter 
Umschwenken, verschlieBt nun fest und erhitzt im Of en weiter, 
im ganzen 15-20 Minuten. Ohne Kiihlung fiigt man dann 75 ccm 
destilliertes Wasser zu, kiihlt dann unter maBigem Umschwenken 
in kaltem Wasser und titriert den UberschuB des Bichromats wie 
folgt. 

Titration. Man gibt zu dem Kolben ohne Umschiitteln 
10 ccm 10% ig. KJ und dann 0,1 n Thiosulfat, zuerst unter vor
sichtigem, dann unter starkerem Schiitteln. Der entstandene 
Silberniederschlag start nicht. 1st die Titration fast beendet, 
so fiigt man einige Tropfen einer 1 % ig. Starkelasung zu und 
fiihrt die Titration zu Ende. Ebenso wird die Kontrollbestimmung 
ausgefiihrt. 

Berechnung. Die Differenz der Titrationen bei der Kontroll
bestimmung und bei der Bestimmung in der Analysenprobe gibt 
die Menge 0,1 n BichromatlOsung an, die zur Oxydierung des 
Lipoids erforderlich war. 3,00 ccm 0,1 n BichromatlOsung ent
sprechen 1 mg Phospholipoid. 

oxydfreien Ather mit Wasser schiittelt. Priifung auf Peroxyd: Der Ather 
wird mit dem halben Volumen schwach mit Schwefelsaure angesauerter 
10% ig. Jodkaliumlosung g~schiittelt. Nur eine schwach gelbe Farbe darf 
entstehen. Man befreit den Ather von dem Peroxyd, indem man ihn mit einer 
angesauerten 10 %ig. Jodkaliumlosung (unter Zusatz von Natriumthiosulfat
losung, um eine Anhaufung von freiem Jod zu verhindern) schiittelt. Das 
Was chen und Entfarben wird wiederholt, bis keine Farbe entsteht. Dann 
wascht man den Ather mit Wasser, destilliert und hebt ihn in dunklen 
Flaschen auf. 

1 Oder auf dem Wasserbad bei 87-90° 1 Stunde. 
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Bestimmung der GaHenfarbstoffe. 

Methode nach van den Bergh l zum Nachweis des 
Gallenfarbstoffs im Blutserum. 

Prinzip. Das Serum wird mit "Diazoreagens" (diazotierte 
Sulfanilsaure) behandelt; die bei der Kuppelung mit Bilirubin 
in saurer Losung entwickelte rote Farbe des gebildeten Azofarb~ 
stoffes wird zur Beurteilung der Bilirubinmenge benutzt. 

Die benutzte Diazosulfonsaure wird kurz vor dem Gebrauch 
frisch zubereitet: Zu 25 ccm einer Losung, die pro Liter 1 g Sul
fanilsaure und 15 ccm konz. Salzsaure enthalt, fiigt man 0,75 ccm 
einer 0,5%ig. Natriumnitritlosung. Die Diazoniumli:isung darf 
keinen "OberschuB von salpetriger Saure enthalten, was mittels 
Jodkaliumstarke gepriift werden kann ~(es darf keine direkte 
Blaufarbung auftreten). 

Die Reaktion wird wie folgt ausgefiihrt: Zu IVol. klarem Blut
serum aus nicht hamolysiertem Blut gibt man 2 Teile 96%ig. 
Alkohol, zentrifugiert den EiweiBniederschlag ab und pipettiert 
die iiberstehende Fliissigkeit abo Zu 1 Teil der klaren alkoholischen 
Fliissigkeit fiigt man den vierten Teil Diazoniumlosung. War Bili
rubin vorhanden, so nimmt die alkoholische Fliissigkeit gleich eine 
schone rote, etwas violett getonte Farbe an. Manchmal kommt 
es vor, daB die alkoholische Losung durch ausfallende Fettsauren 
ein wenig triib ist. Die Triibung entfernt man durch Zusatz von 
1-2 Tropfen Ather oder 0,5 Vol.-Teilen AIkohol. 

Um sicher zu sein, daB es sich um Bilirubin handelt, setzt man 
einem Teil der gefarbten Fliissigkeit einige Tropfen starke Salz
saure zu bzw. starke Natronlauge, die Farbe wird dann blau, bzw. 
blaugriin. 1m Spektrum zeigt sich ein Absorptionsband in saurer 
Losung bei 540-610 f1f1, in der alkalischen bei 550-630 f1f1. 
Fur die Bestimmung genugen 0,5 ccm (auch 0,25 ccm) klares 
Serum. Mit der Reaktion kann nur das unveranderte Bilirubin 
nachgewiesen werden. 

Bei der quantitativen Bestimmung des Bilirubins nach 
van den Bergh verfahrt Thannhauser wie folgt: 

1m Serum bei Stauungsikterus 2 : 2 ccm klares Serum wer
den imZentrifugenglas mit 1 ccmDiazoniumiosung3 versetzt. Nach 

1 Vgl. Hijmans van den Bergh und Muller: Abderhalden. Arbeits
meth. IVj4, 901. 

2 Thannhauser und Andersen: Dtsch. Arch krin. Med. 137, 184 
(1921). 

3 Vorschrift nach Thannha user: 1. 5 g Sulfanilsaure, 50 g Salz
saure (spez. Gew. 1,19) in 1000 ccm. 2. 0,5%ig. Natriumnitritlosung. Man 
mischt 25 ccm 1. mit 0,5 ccm von 2. 
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der Kupplung fiigt man 5,8 ccm 96%ig. Alkohol und 2 ccm 
gesattigter Ammonsulfat16sung hinzu, schiittelt um und zentri
fugiert. Zu 0,9 ccm der iiberstehenden, klaren Fliissigkeit fiigt 
man 0,1 ccm konz. Salzsaure (spez. Gew. 1,19). Man verdiinnt mit 
salzsaurehaltigem Alkohol (0,1 ccm Salzsaure auf 0,9 bzw. 1,9 ccm 
Alkohol), bis ein Vergleich im Kolorimeter mit der Vergleichs-
16sung1 moglich ist. 

1m N ormalserum (wie auch im Liquor und anderen serosen 
Fliissigkeiten): 2 ccm klares Serum vermischt man mit 4 ccm 
96%ig. Alkohol; man zentrifugiert, gibt zu je I ccm der Losung 
0,25 ccm Diazonium16sung. Nach vollendeter Kuppelung gibt man 
0,55 ccm Alkohol und 0,2 ccm konz. Salzsaure hinzu. Man vergleicht 
im Kolorimeter mit der Vergleichs16sung. 

Je nach seiner Herkunft verhalt sich das Bilirubin der Kup
pelung Diazoniumsalzen gegeniiber verschieden. Das eine Mal 
gibt es die Diazoreaktion mit dem Diazoniumgemisch ohne Zu
fiigung von Alkohol, also direkt, das andere Mal nur in Gegen
wart von Alkohol (wie oben geschildert), also indirekt. 

Zur Ausfiihrung der direkten Reaktion gibt man zum un
verdiinnten oder mit Wasser verdiinnten Serum bzw. zu ver
diinnter Galle 1/4_1/8 Vol. Reagens. Die Reaktion (deutliche 
Rotfarbung) tritt sofort ein, jedenfalls innerhalb 30 Sek. Bei 

1 Vergleichsli:isung: Von einer Li:isung von 5 mg Bilirubin in 100 ccm 
Chloroform werden 2 cern auf dem Wasserbad abgedampft, der Riickstand wird 
in 11 ccm 96%ig. Alkohol geli:ist und mit 5 cern Diazoniumreagens versetzt. 
Nach vi:illiger Kupplung werden 4 ccm konz. Salzsaure hinzugefiigt (Bili
rubinli:isung 1 :200000). - Als Vergleichsli:isung wurde von van den Bergh 
eine atherische Li:isung von Rhodaneisen empfohlen. Darstellung: 1. Stamm
li:isung von Eisenalaun. Man li:ist 0,1508 g Eisenammonsulfat Fe2(S04)3 
.(NH4)2S04·24H20 in 50 ccm konz. HCI und verdiinnt mit Wasser auf 
100 ccm. 2. Standard-Eisenalaunli:isung: Zu 10ccm obiger Li:isung gibt man 
25 ccm konz. HCI und verdiinnt auf 250 ccm. 3. 20%ig. Rhodankalium
li:isung. Zur Darstellung der Vergleichsli:isung gibt man in einen kleinen 
Scheidetric~~er je 3 ccm von 2. und 3. Man extrahiert die rote Farbe 
mit 12 ccm Ather. Diese atherische Li:isung von Rhodaneisen (entsprechend 
einer 1/32000 n Li:isung) solI taglich neu hergestellt werden. Sie entspricht 
einer Verdiinnung von 1: 200000 Azo·Bilirubin (einer "Einheit Bilirubin 
entspricht 0,5 mg in 100 ccm Serum"). Eine andere von van den Bergh 
vorgeschlagene Vergleichsfliissigkeit stellt man durch Aufli:isen von 2,161 g 
wasserfreiem (oder 3,92 g CoS04·7 H 20) Kobaltsulfat in 100 ccm Wasser 
her. Das wasserfreie Kobaltsulfat stellt man dar, indem man entweder 
reines (nickelfreies) Kobaltsulfat bis zur schwachen Rotglut erhitzt oder das 
Kobaltchlorid- oder -nitrat mit starker Schwefelsaure abraucht. Vgl.Mc Nee: 
Quart. J. Med. 16, 390 (1923). 

Uber die Bestimmung des Urobilins im normal en menschlichen Blut 
unter Benutzung der Fluoreszenz·Methode von Schlesinger (S. 578) vgl. 
Blankenhorn: J. of bioI. Chem. 80,477 (1928). 
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der indirekten Reaktion verfahrt man ebenso wie bei der Aus
flihrung der direkten Reaktion. Es dauert 2, 3, 4 Min. oder noch 
langer, ehe die Reaktion deutlich beginnt und noch langer, bis 
sie ihre graBte Intensitat erreicht hat. Wiederholt man den Ver
such unter Zusatz von Alkohol, so tritt die Reaktion fast augen
blicklich und maximal ein. 

Bestimmung der Gallensauren im Blut 1 

nach Aldrich und Bledsoe. 

Prinzi p. Die Pettenkofersche Reaktion auf Gallensauren (s. u.) 
ist fur eine quantitative Bestimmung der Gallensauren im Blut 
ausgearbeitet. 

Ausfuhrung. 5 cern mit Oxalat behandeltes Blut werden 
unter Schutteln in einem MeBkolben von 50 cern Inhalt zu 35 cern 
redestilliertem 95 %ig. Alkohol gegeben; man fullt mit Alkohol auf 
und filtriert. Man gibt dann 40-50 mg Norit2 zu 35 cern des 
schwach gefarbten Filtrats, schuttelt gut durch und filtriert. Das 
Filtrat muB klar und farblos sein. 

30 cern des Filtrats werden in einem Becherglas von 100 cern 
mit 1 cern einer gesattigten Lasung von Bariumhydroxyd ver
setzt; das Gemisch wird auf der elektrischen Heizplatte schnell auf 
3-4 ccm eingedampft. Ein Uberhitzen muB vermieden werden; das 
endgultige Trocknen fuhrt man am besten mit einem elektrischen 
Facher (Fon-Apparat) aus. Urn Cholesterin und FeU zu entfernen, 
extrahiert man den sorgfaltig getrockneten Rest der Bariumsalze 
dreimal mit je 5 cern redestilliertem wasserfreiem Ather, der auf 
der Heizplatte zum Sieden gebracht wird. Losgelaste Partikelchen 
des Niederschlags kannen durch Zentrifugieren der atherischen 
Lasung zuruckgewonnen werden. 

Als Standard wird umkristallisierte Glykocholsaure (s. u.) be
nutzt. Die 0,1 %ig. alkoholische Stammlasung wird mit Alkohol 
10fach verdunnt, so daB die Standardlasung in 1 cern 0,1 mg 
Glykocholsaure enthalt. Man bereitet flinf Lasungen mit 0,1, 0,15, 
0,2, 0,3 und 0,4 mg und bringt sie mit dem elektrischen Facher 
zur Trockne. 

Zu der getrockneten unbekannten Probe und zu jedem Standard 
gibt man in die Becherglaser 0,4 cern einer 1 %ig. Rohrzucker
lasung, die in der unbekannten Probe mit dem Bariumniederschlag 

1 J. of bioI. Chern. 77, 519 (1928). VgI. hierzu auch Charlet. Bio
chern. Z. 210, 42 (1929). 

2 Aktivierte Kohle, zu beziehen von Algemeene Norit Maatschappij. 
Den Texstraat 2--4. Amsterdam C. 
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verrieben werden muB. 8 ccm einer 60 Vol.- %ig. Schwefelsaure 
werden dann in jedes der Beeherglaser gebracht, der Inhalt wird 
vermischt; die Partikelchen, die man bei dem Zentrifugieren der 
atherischen Losung zuriickgewonnen hat, werden aus den Zentri
fugenglasern in die entspreehenden Becherglaser gespiilt. Die 
Becherglaser werden dann fUr 1 Stunde in einem Of en oder im 
Wasserbad ungefahr bei 37 0 gehalten. Wahrend dieser Zeit ent
wiekelt sieh in den Losul,lgen eine rosa Farbe. Man kiihlt dann die 
Losungen in einem Eisschrank fUr einige Minuten, um die Farb
entwicklung zu verlangsamen. Wahrend der ganzen Prozedur 
miissen unbekannte und VergleichslOsung, was Belichtung und 
Erwarmen betrifft, vollkommen gleich behandelt werden. Der 
Bariumsulfatniederschlag in der zu untersuehenden Probe wird 
durch Zentrifugieren getrennt und die dariiberstehende Fliissig
keit mit einer moglichst farbgleichen VergleichslOsung kolori
metrisch verglichen. Die Farbe ist je nach dem Gehalt an Gallen
saure gelb-rosa bis rotlich. Wegen der versehiedenen Farbnuancen 
der zu vergleichenden Losungen ist ein Farbfilter oder ein Kom
pensationskeil anzuwenden. 

Berechn ung. Die StandardlOsung steht auf 15 mm. Die Starke 
der Pettenkoferschen Reaktion wird ausgedriickt in mg Glykochol
saure fUr 100 ccm Blut naeh der Formel: 

Ablesung der StandardlOsung St·· k d 
Ablesung der unbekannten Lasung . ar e er Standardlosung III 

100 
mg· 3 = mg Glykocholsaure pro 100 ccm Elut. 

Die reine Gallensaure kann nach der Methode in Mengen von 
0,10-0,50 mg mit einer Genauigkeit von ± 5% bestimmt wer
den. Von der dem Elute zugefUgten Gallensaure werden meist 
iiber 90% zuriickgewonnen. 1m normalen menschlichen Blut er
halt man einen "Pettenkofer-Wert", der 3-6 mg Glykocholsaure 
pro 100 eem Blut entsprieht. 

Dars tell ung von kris tallisierter G lykoeholsa ure. Eine 
5 % ig. Losung des ka uflichen Pra para ts wird mit einem Ubersch uB 
einer lO%ig. EisenchloridlOsung niedergeschlagen, der Nieder
schlag im Buchnertrichter abgesaugt und mit Wasser gewasehen. 
Das Eisensalz wird dann mit einer 5 % ig. N atriumkarbonat
lOsung unter griindlichem Verreiben zersetzt, die Losung des 
Natriumglykocholats gegen Lackmus mit Salzsaure neutralisiert 
und die Losung auf einem Dampfbad auf ein geringes V olumen 
eingeengt. Dann gieBt man eine 1-2 em hohe Sehieht Ather 
auf die Losung, gibt unter energischem Riihren allmahlieh ver-
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diinnte Salzsaure zu, bis eine bleibende Opaleszenz auftritt. 
Man stellt bis zur beginnenden Kristallisation auf Eis; gibt man 
nun mehr Saure zu, so erstarrt die Losung fast momentan zu einer 
Masse von feinen nadelformigen Kristallen. Man saugt ab, lOst 
die Kristalle mit Natriumkarbonat zu einer ca. 1O%ig. Losung 
und kristallisiert nun unter Zusatz von Ather und Saure. Sind 
die Kristalle nieht ganz farblos, so lost man sie in Alkohol und 
entfarbt mit Tierkohle. UmkristaIIisieren aus absolutem Alkohol 
unter Zusatz von dest. Wasser. Zus.: C26H4306N. Sehm.-P.125 bis 
128°; [cx.]~5' in Alkohol + 32,3°. 

Bestimmung der Phenole im Blut 

nach Theis und Benediet1• 2• 

Prinzi p. Die Phenole reagieren mit diazotiertem p-Nitro
anilin unter Bildung orangefarbener Verbindungen. Die Farbe 
wird kolorimetrisch mit der einer bekannten Phenolverbindung 
vergliehen. Die Methode ist fiir Harn nieht anwendbar. Vorherige 
Entfernung der Harnsaure ist unnotig. 

Reagentien. 1. 1 %proz. Akaziengumrnilosung. 2. 50%ig. Natrium
azetatlosung. 3. Nitroanilinreagens. Das Reagens wird durch Losen von 
1,5 g p-Nitroanilin in 500 cern Wasser mit 40 cern konz. Salzsaure (spez. 
Gew. 1,19) dargestellt; 25 cern dieser Losung werden rnit 0,75 cern einer 
lO%ig. Natriumnitritlosung diazotiert. Das diazotierte Reagens hiilt sich 
nur einen Tag. 4. Natriumkarbonatliisung 20%ig. 5. Eine Starnmphenol
liisung. 

Ausfiihrung. Das Blut wird naeh Folin- Wu enteiweiBt 
(S. 161) mit dem Untersehied, daB 2 Vol.-Teile Wasser zugefiigt 
werden statt der iibliehen 7 Vol.-Teile. Zu 10 eem des 5faeh ver
diinntenFiltrates werden 1 eem einer 1 %ig. Akaziengummilosung, 
1 eem einer 50%ig. NatriumazetatlOsung und 1 cem des Nitro
anilinreagenses gefiigt. 

Naeh 1 Min. werden 2 eem einer 20%ig. Natriumkarbonat
losung hinzugefiigt. Die entstehende Orangefarbung wird kolo
rimetriseh gegen eine Standard-Phenollosung, die 0,025 mg Phenol 
in 10 eem enthalt, verglichen. 

1 Friihere Methode Benedict und Theis: J. of bioI. Chern. 36, 95 (1918); 
36,99. - Ferner Pelkan: J. of bioI. Chern. 50,491 (1922). - Rakestraw: 
56, 109 (1923). 

2 J. of bioI. Chern. 61, 67 (1924). 
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Die Stammphenolliisung wird nach Folin und Denisl wie folgt bereitet: 
Die Lasung enthalt in 0,1 n Salzsaure etwa 1 mg Phenol pro 1 ccm; 25 ccm 
dieser Lasung werden in eine Flasche von 250 ccm uberfuhrt, 50 ccm 
0,1 n NaOH zugefiigt, auf 65° erhitzt, dann 25 ccm 0,1 n Jodlosung zu
gefiigt; die Flasche wird verschlossen und 1/2 Stunde bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen. Dann fiigt man 5 ccm konz. HCI zu und titriert den tiber
schuB an Jod mit 0,1 n Natriumthiosulfat. Jedem ccm des verbrauchten 
0,1 n Jod entspricht 1,567 mg Phenol. Man verdiinnt eine Portion der Lasung, 
so daB 1 ccm 0,1 mg Phenol enthalt. Diese Verdiinnung wird nach einigen 
Wochen, die Endverdiinnung (lO ccm = 0,025 mg Phenol) wird taglich 
bereitet. (Dieser Standard geniigt fiir die Bestimmung von 0,05-0,015 mg 
Phenol.) 

Zur Bestimmung der gesamten Phenole (freier und gebun
dener) werden 10 ccm des 5fach verdiinnten Blutfiltrates im 
siedenden Wasserbad mit 0,25 ccm konz. HCI 10 Min. gekocht. 
Die Lasung wird abgekiihlt, die zugefiigte Saure mit Natrium
hydroxyd neutralisiert. Dieselbe Menge Saure und Alkali werden 
sowohl zum Standard als auch zum nicht erhitzten Filtrat zu
gefiigt. Sonst wird wie oben verfahren. 

Normales menschliches Elut enthalt 1-2 mg freie Phenole fiir 
100 ccm. Gebundene Phenole kannen Werte von 0,1-0,2 mg er
reichen. 

Bestimmung der Milchsaure im Blnt. 
Bestimmung nach Fiirth-CharnaB. 

Die Bestimmung kleinster Milchsauremengen nach der modifi
zierten F ii r t h -C h a rna B schen Methode ist bereits im Praktikum I, 
S.194 und III Anhang beschrieben worden. Neuerdings gibt 
Lehnartz 2 eine genaue Beschreibung des Verfahrens, wie es im In
stitut von Em b de n geiibt wird. Sie soIl hier wiedergegeben werden. 

Die EnteiweiBung des Elutes (wie auch des MuskelpreBsaftes) 
erfolgt nach dem Schenckschen Verfahren (siehe unten). Ent
eiweiBung mit Trichloressigsaure fiihrt nicht zu befriedigenden 
Werten, ist also nicht anzuwenden. 

Handelt es sich um Bestimmung von Milchsauremengen 
unter 0,2 mg, so wird das Gesamtvolumen der Schenckfallung 
maglichst groB gewahlt. 

Die EnteiweiBung eines 0,1 g schweren Muskels erfolgt durch Ein
bringen des durch ZerstoBen in flussiger Luft gewonnenen Muskelpulvers 
in analytisch gewogene Zentrifugenglaser, die 5 ccm 4 %ig. Salzsaure 

I J. of biol. Chem. 22, 305 (1915). 
2 Z. physiol. Chem. 179, 1 (1928). tiber Milchsaurebestimmung vgl. 

auch Friedemann und Kendall: J. of bioI. Chem. 82, 23 (1929). 
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enthalten. Nach einer zweiten analytischen Wagung zur Ermittlung des 
Muskelgewichtes werden 2-3 ccm 5%ig. Sublimatlosung zugefiigt; die 
Fallung wird unter ofterem Schiitteln einige Stunden stehen gelassen. Dann 
werden 17 ccm Wasser hinzugefiigt und die Glaser bis zum nachsten Morgen 
in den Eisschrank gestellt. Nun wird zentrifugiert, der klare AbguB mit H 2S 
entquecksilbert, das Quecksilbersulfid auf kleiner Nutsche scharf abgesaugt, 
und der Schwefelwasserstoff durch einen Luftstrom vertrieben. Ein mog
lichst groBer Filtratanteil (meist etwa 23 ccm) wird in ein 35 ccm-MeB
kolbchen uberfiihrt, nacho Zusatz von 2 ccm lO%ig. KupfersulfatlOsung 
mit 33%ig. Natronlauge neutralisiert und mit 5 ccm nicht zu dicker Kalk
milch ausgefallt. Nach Auffullen bis zur Marke wird in Zentrifugenglaser 
umgegossen und nach ha.Ibstiindigem Stehen, wahrend welcher Zeit ofters 
umgeschuttelt wird, 10 Min. zentrifugiert. Vom Bodenkorper wird ab
gegossen, wenn notig durch ein kleines Schwarzbandfilter (Schleicher und 
Schull) filtriert und wiederum ein moglichst groBer Filtratanteil, meist 
32-33 ccm, in kurzhalsige Kjeldahlkolben von 100 ccm Inhalt abgemessen. 
So gelangen zwischen 80 und 90% der im Muskel vorhandenen Milch
saure zur Bestimmung. Die Flussigkeit wird mit 25 % Schwefelsaure neutra
lisiert, auf einen Schwefelsauregehalt von 0,5% gebracht; nunmehr werden 

1 

Abb.90. 

2 ccm einer 5%ig. Manganosulfatlosung1 sowie 
etwas Talk zugegeben. 

1m allgemeinen sind die Anteile des 
Schenck-Filtrates sowie des Kupfer-Kalk
filtrates so bemessen, daB im Hoehstfalle 
0,5 mg Milehsaure zur Bestimmung gelan
gen. Das Volumen der Fliissigkeit im 
Destillationskolben wird dabei etwa auf 
20 cern gebraeht. GroBere Milehsauremen
gen als 0,5 mg erfordern wegen der langeren 
Oxydationsdauer, ohne die Genauigkeit zu 
steigern, einen erhohten Zeitaufwand. 

Ais Vorlage dienen bei Milchsaure
mengen von etwa 0,5 mg lO cern 0,02 n, 
bei solchen unter 0,2 mg lO cern 0,01 n 
Kaliumbisulfitlosung. Die Vorlage wird 
gut mit Eis gekiihlt. 

Die Anordnung bei der Destillation ist 
aus der Abb. 92 ersiehtlieh 1. Empfehlens
werter ist die Anwendung von Glassehliff
verbindungen. (Die Sehliffe diirfen nieht 
eingefettet werden.) 

Die Oxydation erfolgt mit 0,002 n KMn0 4* im allgemeinen in 
einem Tempo von 40-50 Tropfen pro Minute, bei sehr kleinen 

1 Eine andere Anordnung zeigt Abb. 90 (nach Lohmann in Oppen
heimer-Pincussen: Die Methodik derFermente. S.1272. Leipzig 1928). 

* Bei der Oxydation der Milchsaure zu Azetaldehyd wird von Kend a II 
und Friedemann: J. of bioI. Chern. 80, LXI (1928) statt KMn04 eine 
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Milchsauremengen von 20-30 Tropfen pro Minute. Sobald der 
wagerechte Teil des Destillationsrohres stark erwarmt ist, beginnt 
man mit dem Zutropfen der Permanganatkisung und setzt dies 
so lange fort, bis der Kolbeninhalt stark braun gefiirbt ist. (Bei 
0,5mg Milchsaure etwa in 10 Min.) 
Dann wird die Vorlage gesenkt, 
noch einige Minuten weiter ge
kocht und das Destillationsrohr 
gut abgespritzt. 

Die Bestimmung des gebil
deten Azetaldehyds geschieht in 

Abb. 91. Abb.92. 

der Weise, daB zunachst das iiberschiissige Bisulfit durch Titra
tion mit Jod beseitigt und dann diejenige Jodmenge bestimmt 
wird, die notwendig ist, um das bei der Spaltung der Azet
aldehyd-Bisulfitverbindung durch Zusatz von Natriumbikarbonat 
oder sekund. Natriumphosphat in Freiheit gesetzte Bisulfit zu 

Suspension von Mn02 empfohlen. Eine zu weitgehende Oxydation wird 
dadurch vermieden, namentlich wenn sehr geringe Milchsauremengen 
(weniger als 0,2 mg) zugegen sind und die Ergebnisse werden gleich
maBiger. Die Ausbeute ist dieselbe. - Die Darstellung des Mn02 erfolgt 
so, daB man zu einer warmen alkalis chen Liisung von KMn04 einen Uber
schuB von Glukose gibt (etwa 8 g Glukose und 50 g KMn04 , geliist in 
einem Liter 0,5 n KOH); schlieBlich wird ein UberschuB von KMn04 zu
gefiigt. Die Liisung wird zur Vollendung der Reaktion auf dem WasseT
bad erwarmt, dann wird gekiihlt, der Niederschlag auf dem Buchnertrichter 
salzfrei gewaschen und in Wasser suspendiert. Die Suspension wird auf 
eine "Konzentration" von etwa 0,1 n gebracht. Bei der Ausfiihrung der 
Milchsaurebestimmung wird ein UberschuB der Mn02-Suspension zu dem 
19bhaft kochenden Reaktionsgemisch auf einmal hinzugegeben. 
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oxydieren. Der groBte Teil des iiberschiissigen Bisulfits wird durch 
0,04-0,02 n Jod16sung beseitigt und erst in der Nahe des Um
schlagpunktes mit 0,0025-0,002 n, bei Milchsauremengen von 
etwa 0,5 mg mit 0,005 n J od16sung bis zur eben erkennbaren 
Blaufarbung titriert. Zur Feintitration dient eine braune Mikro
biirette von 5 ccm, die mit 0,01 ccm Teilung versehen ist und 
0,002 ccm gut zu schatzen gestattet. Nach dem Umschlag setzt 
man einige Gramm Natriumbikarbonat oder sekundares Natrium
phosphat zu, schiittelt kraftig und titriert langsam mit 0,005 
bzw. 0,002 n Jodlosung bis zur erneuten BIaufarbung. Die Ti
tration ist beendet, wenn erneuter Zusatz von Bikarbonat oder 
Phosphat die BIaufarbung wenigstens einige Minuten nicht wieder 
zum Verschwinden bringt. 

Berechnung: 1 cern einer 0,005 n Jodlosung entsprechen 
0,225 mg Milchsaure. 

Der mittlere Fehler der einzelnen Bestimmung betragt ± 1,4 %, 
der des Mittelwertes ± 0,4 %. 

Bestimm ung der Milchsa ure nach Mendel- Goldscheiderl. 

Prinzip. Aus dem durch Metaphosphorsaure enteiweiBten 
Blute werden die Kohlehydrate durch Kupfer-Kalkfallung (Sal
kowski, van Slyke) entfernt. Die Milchsaure wird durch heiBe 
konz. Schwefelsaure in Azetaldehyd iibergefiihrt (Deniges). 
Die nach Veratrolzusatz auftretende Rotfarbung entspricht in 
ihrer Starke der Menge des gebildeten Aldehyds. 

Reagentien. 1. Metaphosphorsaure 5%ig., frisch hergestellt aus 
acidum phosphoricum glaciale (Kahlbaum). 2. Kaltgesattigte Kupfer
sulfatlOsung, 1: 1 mit aqua dest. verdiinnt. 3. Kalziumhydroxyd pro 
analys. (Kahlbaum). 4. Acid. sulf. cone. pro analysi lactici (Kahlba urn). 
Diese Schwefelsaure muB auf ihre Brauchbarkeit in der Weise gepriift 
werden, daB zu etwa 3 cern 0,1 cern einer 0,125%ig. Veratrolliisung zu
gesetzt werden. Farbt sich dann die Schwefelsaure in einigen Minuten 
gelbgriin, so ist sie nicht zu verwerten. 5. Veratrol (Kahlbaum) in AI
kohol abs. 0,125%ig. geliist. 

Ausfiihrung. BIutentnahme: 1 ccm BIut wird - zur Bestim
mung des Milchsaureruhewertes nach mindestens Y2stiindiger vor
satzlicher Muskelruhe - aus einer ungestauten Vene entnommen. 
Das BIut ist sofort in folgender Weise zu verarbeiten: 

EnteiweiBung: 1 cern Blut + 6 cern aqua dest. + 1 ccm frisch 
bereitete Metaphosphorsaure. Kraftig schiitteln, einige Minuten 
stehen lassen, filtrieren. 

1 Biochem. Z. 164, 164 (1925). 
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Entfernung der Kohlehydrate: 4 ccm des wasserklaren, eiweiB
freien (Probe mit Sulfosalizylsaure) Filtrates kommen in ein Zen
trifugenglas. Man fiigt 1 ccm Kupfersulfat und 1 g Kalzium
hydroxyd hinzu, laBt 30 Min. stehen und schiittelt wahrend dieser 
Zeit mehrmals kraftig auf. Dann zentrifugiert man. 

Dberfiihrung der Milchsaure in Azetaldehyd: Von der iiber
stehenden wasserklaren, farblosen, zuckerfreien Fliissigkeit (Probe 
mit ex-Naphthol. Versetzt man ca. 0,5 ccm der Lasung im Reagenz
glas mit 1-2 Tropfen einer lO%ig. Lasung von reinem ex-Naphtol 
in reinem Alkohol, mischt und unterschichtet mit 1 ccm reiner 
konz. Schwefelsaure, so entsteht bei Gegenwart von Kohlehydrat 
an der Beriihrungsflache eine violette Farbung. Beim Mischen 
farbt sich die ganze Fliissigkeit rot bis blauviolett) werden mit 
der Pipette 0,5 ccm vorsichtig abgehoben und in ein mit Schwefel
saure und Aqua dest. gereinigtes, absolut trockenes Reagenzglas 
gebracht. Unter Kiihlen in Eiswasser und Schiitteln werden 
3 ccm der oben angegebenen Schwefelsaure tropfenweise zugesetzt. 
Dann wird die Fliissigkeit genau 4 Min. in siedendem Wasser er
hitzt und sofort in Eiswasser gekiihlt. 

Kolorimetrische Bestimmung: N ach weiteren 2 Min. wird genau 
0,1 ccm der Veratrollasung zugesetzt und kurz geschiittelt. In 
der bis dahin farblosen Fliissigkeit tritt allmahlich eine dem 
Milchsauregehalt entsprechende Rotfarbung auf, die nach genau 
20 Min. im Kolorimeter abgelesen wird. 

Der Verlust an Milchsaure ist um so geringer, je mehr das Blut 
vor der EnteiweiBung verdiinnt wurde. Die Metaphosphorsaure
kristalle miissen wasserklar sein; triibe Kristalle sind nicht zu ge
brauchen. Brauchbare Metaphosphorsaure lOst sich mit Knacken 
unter Absprengung kleinster Teilchen. 

Die iiber dem Zentrifugat stehende Fliissigkeit ist oft mit einem 
diinnen Kupfer-Kalkhautchen bedeckt, das auch bei wiederholtem 
Zentrifugieren nicht verschwindet. Bei der Entnahme der Fliissig
keit sticht man durch das Hautchen hindurch, wobei man darauf 
achten muB, daB keine Kupferkalkteilchen in die Pipette gelangen; 
die evtl. auBen an der Pipette heftenden Teilchen werden ab
gestreift. Man kann auch die iiberstehende Fliissigkeit durch 
ein kleines feinporiges Glasfilter filtrieren. Keinesfalls darf man 
ein Papierfilter benutzen, da die Filtration auch durch die besten 
Filter stets zu einer unspezifischen, von dem Milchsauregehalt der 
Fliissigkeit unabhangigen Veratrolrotfarbung fiihrt. 

Peinlichst muB darauf geachtet werden, daB die kupfer
kalkfreie Fliissigkeit mit einer sauberen Pipette in ein absolut 
sauberes und trockenes Reagenzglas gebracht wird. Die Schwefel-

Rona·Kleinmann, Blut u. Harn. 16 
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saure muB durchaus in stets verschlossener Flasche gehalten werden, 
denn der Grad der Aldehydbildung ist in hohem MaBe von der 
Konzentration der Schwefelsaure abhangig. Die Starke der Rot
farbung nimmt mit steigender Veratrolmenge abo 

Zur Eichung wird die waBrige Lasung eines reinen Zinklaktats 
verwendet, das man vorher bis zur Gewichtskonstanz trocknet. 

In besonderen Fallen kann die Bestimmung auch in Y2 ccm 
Blut durchgefiihrt werden. Bei der Entfernung von EiweiB und 
Zucker sind dann aIle erforderlichen Reagentien auf die Halfte 
zu reduzieren, so daB sich die Mengenverhaltnisse gegeniiber der 
Bestimmung in 1 ccm Blut nicht andern. Zur Uberfiihrung der 
Milchsaure in Aldehyd wird Y2 ccm der eiweiB- und zuckerfreien 
Blutfliissigkeit verwandt. 

Milchsaure gibt bis zu einer Verdiinnung von 1 : 200000 eine 
gut ablesbare Farbe; bei weiterer Verdiinnung bis zu 1: 400000 
tritt noch deutliche Rotfarbung auf. Da das Blut zehnfach ver
diinnt wird, so liegt die unterste Grenze der exakten Bestimmung 
bei einem Milchsauregehalt von 5 mg -% . 

Keine der im Blut vorkommenden Substanzen (abgesehen 
von den Kohlehydraten, die entfernt werden), gibt die gleiche 
Reaktion wie die Milchsaure. Auch die Azetonkarper staren die 
Reaktion in keiner Weise; die Methode kann also auch bei dia
betischen und anderen Azidosen ohne weiteres angewendet werden. 

Mendel bringt neuerdings folgende Verbesserungen der Me
thode l . Die Konzentration der Schwefelsaure darf sich nicht 
andern, da der Grad der Aldehydbildung von der Konzentration der 
Schwefelsaure abhangig ist. Es ist zu empfehlen, die Schwefelsaure 
(Kahlbaums Schwefelsaure zur Milchsaurebestimmung) in einer 
l-Literflasche mit einem am Boden angeschmolzenen Hahn 
zu halten (Schliff nicht einfetten!). Zwei mit konz. Schwefel
saure gefiillte Wasserflaschen und ein Chlorkalziumturm dienen als 
Vorlage. Vor dem 0ffnen des Hahns wird mit einem Gummi
geblase Luft durch die Vorlage in die Schwefelsaureflasche 
hineingepreBt. Die Schwefelsaure, die sich im Auslauf des Hahns 
befindet, wird nicht benutzt. Die Entwicklung der Farbreaktion 
ist abhangig von der Temperatur: die Farbung ist am starksten 
bei 25°. Das Reagenzglas wird deshalb nach Zusatz der Veratrol
losung, die durch kraftiges Schiitteln mit der Schwefelsaure 
vermischt wird, 20 Min. (bis zum Zeitpunkt der Kolorimetrie) 
in einem Wasserbade von 25° gehalten. Diese Verbesserung macht 
es magIich, noch ein Millionstel g Milchsaure quantitativ zu be
stimmen. 

1 Biochem. Z. 202, 390 (1928). 
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Bestimmung des Athylalkohols im Blut nach Widmark 1, 

Prinzi p. Die Methode beruht auf dem Verhalten der Schwefel
saure, den Alkohol begierig aufzunehmen. Der Alkohol kann aus 
Tropfen alkoholhaltigen Elutes quantitativ in eine Bichromat
Schwefelsaure-Mischung entsprechender Zusammensetzung tiber
fiihrt werden. 

Erforderliehe Apparate. Destillationskolben. Ein 50 eem 
Erlenmeyerkolben aus ,)enaer Glas (Abb. 93a) mit gut eingesehliffenem Glas
stopfen. Der Stopfen (Abb. 93 b) ist naeh oben ausgezogen und zu einem 
Haken gekriimmt, so daB man ihn bequem auf 
einem Stativ aufhangen kann. Naeh unten tragt 
er an einem vertikalen Stiel einen kleinen Behalter, 
der etwa 200 emm faBt. Der Stiel solI so lang 
!lein, daB sieh der Behalter 1/2-1 em iiber dem 
Boden des Kolbens befindet. Zum Festhalten der 
Glasstopfen wahrend des Erwarmens im Wasser
bade verwendet man Gummikappen, die nach 
Abschneiden der Spitze iiber den Kolbenhals ge
zogen werden. 

Kapillarrohre zum Aufsaugen und Wagen 
des Elutes (naeh Ljungdahl) geformt wie 
Abb.84. Sie diirfen leer nieht iiber 300 mg wiegen 
und sollen 100-150 emm fassen. 

Torsionswage naeh Hartmann und Braun 
(vgl. S.343). a b 

Diinner Gummisehlaueh von der Starke der Abb. 93 a und b. 
Fahrradventilgummisehlauehe, etwa 30 em lang. 

Biiretten. Zur Bestimmung groBerer Alkoholmengen ("groBere Modifi
kation ") eine etwa 5-10 eem fassende, ein Teilstrieh 0,05 cern entspreehend, 
fiir geringere Alkoholmengen ("kleinere Modifikation") eine 2 cern fassende 
Mikrobiirette, in 0,02 cern geteilt. 

Pipetten. Eine 1 cern-Pipette und eine Pipette zur ungefahren Mes
sung von 0,5 cern. Sie brauehen nieht ausgewogen zu sein. 

Losungen. 1. Bichromat-Sehwefelsaure. Zur Bestimmung groBerer 
Alkoholmengen bis zu 5%0 werden 0,250 g reines umkristallisiertes Kalium
biehromat in 1 eem dest. Wasser gelost und quantitativ in einen 100 eem
MeBkolben uberfiihrt, worauf mit reiner konz. Sehwefelsaure bis zur Marke 
aufgefiillt wird. Fiir Bestimmungen von unter 1%0 Alkoholgehalt lost man 
auf gleiehe Weise 0,050 g Biehromat zu 100 cern. 2. 5%ig. jodatfreie Jod
kaliumlosung. 3. 0,01 n oder 0,005 n Thiosulfatlosung. 4. 1 %ig. Starke
losung. Samtliche Losungen werden im Dunkeln aufbewahrt. 

Die Destillationsapparate miissen vollkommen rein und frei von redu
zierenden Verunreinigungen (Fett) sein. Sie miissen auch vollkommen 
troeken sein. 

Die Prazision der Methode beruht zum groBen Teil auf der 
Genauigkeit, mit der die Bichromat-Schwefelsauremischung 

1 Bioehem. Z. 131, 475 (1922). Dber eine Modifikation der Methode, 
vgl. Galamini und Bracaloni: Arch. Farmaeol. sper. 45,97 (1928). 

16* 
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abgemessen wird. Wichtig ist dabei, daB jeder Kolben so weit wie 
moglich die gleiche Menge Bichromat enthiHt. Man saugt die 
Pipette bis zur Marke mit der Losung voll und flihrt diese dann 
vorsichtig in den Kolben ein, bis die Spitze den Boden beriihrt. 
Nun HWt man die Fliissigkeit wahrend 60 Sekunden ausflieBen. 
Unmittelbar nach der Beschickung jedes Kolbens wird der dazu 
gehorige Glasstopfen eingefiigt; der Kolben wird im Dunkeln 
aufbewahrt. 

Die erforderliche Blutmenge erhalt man leicht durch einen ge
wohnlichen Fingerstich. Die Haut ist weder mit Alkohol noch mit 
Ather, sondern, wenn erforderlich, mit Wasser und Seife oder 
Sublimat16sung zu reinigen. Man senkt den kurzen Schenkel der 
Kapillare in den Blutstropfen, wobei sie sich automatisch flillt. 
Will man die Fiillung beschleunigen, so kann man mittels eines am 
freien Ende der Kapillare angebrachten diinnen Gummischlauchs 
schwach saugen. Nachdem sich die Kapillare so weit gefiillt hat, 
daB sich der Meniskus etwa Y2 cm vom freien Ende derselben 
befindet, wird der kurze Schenkel vorsichtig von Blut getrocknet. 
Hierauf wird auf der Torsionswage gewogen. Danach wird das Blut 
unter Zuhilfenahme des diinnen Gummischlauchs in den Behalter 
des aufgehangten Glasstopfens durch die gleiche Kapillare, durch 
die es einstromte (durch den kurzen Schenkel), ausgeblasen. Der 
Glasstopfen wird unmittelbar in seinen Kolben eingefiigt. Die 
entleerte Kapillare wird noch einmal gewogen; die Differenz bei 
der Wagung ergibt das Gewicht der Blutprobe. 

Nachdem die Kolben auf diese Weise mit Blut beschickt 
wurden, vermehrt man die Reihe um drei Blindproben, d. h. Kol
ben, die nur die Bichromat-Schwefelsauremischung enthalten. Zum 
Dichten des Glasschliffes wird 1 Tropfen Wasser auf den oberen 
Schliffrand gegeben. SchlieBlich werden die Gummikappen auf
gesetzt. Durch Befeuchten der Innenseiten derselben mit einigen 
Tropfen Wasser wird die Prozedur wesentlich erleichtert. Nun 
taucht man die Kolben in ein Wasserbad von 50-60°. Die Kolben 
sollen sich vollstandig im Wasser befinden und wahrend ca. 2 Stun
den (± 15 Min.) darin bleiben. 

Zur Titration werden die Kolben vorsichtig herausgenommen, 
getrocknet und von Gummikappen und Glasstopfen befreit. 
Das muB mit groBer Vorsicht geschehen, da sich das nun ganzlich 
pulvertrockene Blut leicht vom Behalter 10s16st und durch eine 
unvorsichtige Bewegung in die Schwefelsaure fallen kann, was die 
Probe unbrauchbar machen wiirde. 

Man setzt nun mittels eines kleinen Trichters 25 ccm dest. 
Wasser zu. Sind aIle Kolben auf diese Weise gefiillt, so wird sorg-
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faltig umgeschuttelt und j e Y:! ccm J odkalium16sung zugesetzt. 
Y:! -1 Min. nach dem J odkaliumzusatz wird mit Thiosulfat-
16sung titriert (0,01 n Losung bei Verwendung der groBeren oder 
0,005 n Losung bei Verwendung der geringeren Bichromatmenge). 
Man muB darauf achten, daB man nicht zu langsam titriert und 
daB die Titration spatestens 1 Min. nach dem J odkaliumzusatz 
beginnt. 

Der Unterschied zwischen dem Thiosulfatverbrauch des Blind
probenmittels und der Blutprobe ist der Alkoholmenge in der 
Probe proportional. 0,01 ccm Thiosulfat16sung entsprechen 1,13 y 
Athylalkohol (y = 0,00l mg). 

Wird eine 0,005 n Thiosulfatlosung verwendet, so wird der 
Vergleichsfaktor halb so groB, d. h. 0,57. 

Bestimmung der Ameisensaure nach Riesserl. 

Prinzip. Das aus Sublimat mit Ameisensaure in der Warme 
gebildete Kalomel wird jodometrisch bestimmt, indem HgCl durch 
Jod zu HgCl2 oxydiert wird. Der in der ursprunglichen Vorschrift 
angegebene Zusatz von HCI ist dabei entbehrlich oder sogar 
besser zu vermeiden 1. 

N ach der Reaktion 

2HgCl2 + HCOOH = 2 HgCI + 2HCI + CO2 

2HgCl + J 2 + 2NaCl = 2 HgCl2 + 2NaJ 

kommen auf 1 Mol Jod (J2) 2 Mol Kalomel bzw. 1 Mol Ameisen
saure. Die Zahl der verbrauchten ccm 0, I n J od16sung, multipliziert 
niit 0,0023, ergibt also die Menge Ameisensaure in g. 

Fur die jodometrische Bestimmung des Kalomels braucht 
dieses nicht abfiltriert zu werden, vielmehr kann man es gleich 
im Reaktionsgemisch titrieren. Man versetzt das ameisensaure
haltige Destillat mit etwa 5 ccm Sublimat16sung 2 (hergestellt aus 
200 g HgCI2, 300 g Natriumazetat, und 80 g NaCl im Liter) und er
hitzt auf dem Wasserbade bis zur volligen Oxydation der Ameisen
saure. Nach Abkuhlen versetzt man die Losung, die neben dem 
gebildeten Kalomel viel uberschussiges HgCl2 enthiiIt, mit so viel 
KJ, daB der zuerst gebildete Niederschlag von rotem HgJ2 sich 
vollstandig wieder gelost hat, wozu unter den angegebenen 
Mengenverhaltnissen ca. 2,6 g KJ3 erforderlich sind. Darauf 
laBt man einen t'rberschuB von 0,1 n Jodlosung zuflieBen, 

1 Vgl. Z. physiol. Chern. 96, 360 (1916). 
2 Stepp und Zumbusch: Dtsch. Arch. klin. Med. 134, 112 (1920). 
3 Riesser: Biochem. Z. 142, 280 (1923). 
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schiittelt leicht um, wobei das Kalomel sich schnell auflost, und 
titriert das nicht verbrauchte Jod mit 0,1 n Thiosulfatlosung 
zuriick. 

Zur Bestimmung werden etwa 30-50 ccm Blut verwendet. 
Das Blut wird mit Phosphorwolframsaure enteiweiBt, von der 
Phosphorwolframsaure durch Zusatz von neutralem Bleiazetat 
befreit, dann die Ameisensaure unter vermindertem Druck quanti
tativ abdestilliert. Um die iibergegangene Ameisensaure zu binden, 
wird in die Vorlage etwas Soda gebracht. Das Destillat wird dann 
auf dem Wasserbad zur Trockne eingedampft, in wenigen ccm 
Wasser gelast und die Ameisensaure wie oben angegeben be
stimmt. 

Die Trennung der Ameisensaure von fliichtigen nicht sauren 
Stoffen erfolgt nach Fincke! so, daB man die mit den fliichtigen 
Stoffen beladenen Wasserdampfe bei der Wasserdampfdestil
lation durch eine im Sieden gehaltene Aufschwemmung von 
CaC03 leitet. Hierbei wird die Ameisensaure zuriickgehalten. 
Nach Beendigung der Wasserdampfdestillation filtriert man 
die Kalziumkarbonataufschwemmung und wascht den Riickstand 
mit heiBem Wasser gut aus. Das Filtrat, das bei sehr kleinen 
Ameisensauremengen etwas einzudampfen ist, verwendet man 
ganz oder teilweise zur Ameisensaurebestimmung. 1m allgemeinen 
kann es ohne weiteres fUr die Sublimatbehandlung benutzt 
werden. Fincke wagt das entstandene Kalomel: Die durch 
einige Tropfen verdiinnte Salzsaure schwach angesauerte Ameisen
saurelOsung wird mit Natriumazetat, Natriumchlorid und Queck
silberchlorid (l0-20%ig. Lasung) versetzt 2, an einem RiickfluB-

1 Bioehem. Z. 51, 268 (1913). 
Reaktion auf Ameisensaure (Fenton und Sisson): Die Ameisensaure 

wird in saurer Losung dureh Magnesium zu Formaldehyd reduziert (Chern. 
Zbl. 79, I, 1379, 1908). Stepp fiihrt die Reaktion wie folgt aus: 1-2 g 
des zu untersuchenden Pulvers (z. B. des nach Neutralisation mit Soda zur 
Troekne gebrachten Blutdestillats) werden in 10 ccm Wasser gelost, mit 5 cern 
25%ig. HOI versetzt. In diese Losung wird 0,5 g metallisehes Magnesium 
in Pulverform allmahlich im Verlaufe von etwa 2 Stunden eingetragen. 
Dann gie13t man 5-6 cern des Gemisehes in ein weites Reagenzrohr ab, 
fiigt erst 2 cern (am besten rohe) Milch, dann 6 cern 25%ig. HCI (die auf 
100 cern 2-3 Tropfen der 10%ig. Eisenehlorid16sung enthalt) zu, und erhitzt 
1/2-1 Min. zum lebhaften Sieden. Nehmen die Fliissigkeit oder die sich ab
seheidenden Eiwei13floeken eine violette Farbe an, so ist die Anwesenheit 
von Ameisensaure erwiesen [Stepp: Z. physioI. Chern. lOS, 102 (1920)]. 

2 Das Volumen der Zersetzungsfliissigkeit sehwankt je nach der 
Menge der Ameisensaure zwischen 50 und 300 cern. Je 100 ccm der 
Fliissigkeit Bollen 1,5-2 g NaOI enthalten. Bei niedrigen Ameisensaure
mengen geniigen 1-2 g Natriumazetat; bei Mengen bis zu 125 mg Ameisen
saure 3 g, bei gro13eren Ameisensauremengen entspreehcnd mehr. 
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rohr 2 Stunden im siedenden Wasserbad erhitzt. Das ausgeschie
dene Quecksilberchloriir wird auf dem Filter gesammelt, mit 
Wasser, Alkohol, Ather gewaschen, getrocknet und gewogen. Das 
ermittelte Gewicht, mit 0,0975 multipliziert, gibt die Ameisen
sauremenge. 

Bestimmung des Glyzerins nach Tangl und Weiser!, 
Prinzip. Die Methode beruht auf der Uberfiihrung des Gly

zerins in Isopropyljodid, dessen Dampf in eine alkoholische 
SilbernitratlOsung eingeleitet wird. Das entstehende Jodsilber 
wird gewogen. 

Reagen ti en. 1. Jodwasserstoffsaure naeh Zeisel und Fanto (D. 1,96) 
2. Silbernitratlosung: 40 g geschmolzenes Silbernitrat werden in 100 cern 
Wasser gelost und mit reinem Alkohol auf 1 Liter aufgefiillt. Nach 24 Stun
den ist, wenn notig, noch einmal vor dem Gebraueh zu filtrieren. 3. Roter 
Phosphor mit Schwefelkohlenstoff, Ather, Alkohol und Wasser gut ge
waschen. Etwa 0,5 gin einer lO%ig. NatriumarsenitlOsung aufgesehwemmt, 
kommen in den Waschapparat B (Abb.94). 

Ausfiihrung. 1 kg Elut (oder Plasma oder Serum) wird in 2-3 Liter 
96%ig. Alkohol unter bestandigem Umsehiitteln eingetragen. Urn das 
Gewieht des verwendeten Elutes zu ermitteln, wagt man die Flasehe 
mit dem Alkohol vorher und nachher. Nach etwa 2stiindigem Stehen 
wird der Niedersehlag abgesaugt, in einer Schale mit Alkohol zerrieben 
und nochmals auf das .Filter gebracht. Das wiederholt man 2 mal und preBt 
den Niederschlag in einer Buchner Presse (300 Atmospharen) aus. Aus den 
vereinigten Filtraten wird der Alkohol abdestilliert; schaumt die im Kolben 
bleibende Fliissigkeit zu stark, so nimmt man das weitere Eindampfen 
in Porzellanschalen auf dem Wasserbade vor, bis die letzten Alkoholspuren 
verschwunden sind. Besonders achte man darauf, daB sich keine Eindamp
fungsringe an der Wand der Schale bilden, weil sonst Glyzerinverluste 
unvermeidlich sind. Durch Nachspiilen der Schalenrander mit Wasser 
kann man dies verhiiten. Die zuriickbleibende Fliissigkeit ist dureh 
EiweiBflocken getriibt; !l:uf der Oberflache schwimmt das Fett. Dieses 
laBt sich leichter mit Ather ausziehen, wenn die EiweiBreste vorher 
beseitigt sind. Man sauert mit Essigsaure an und gibt so lange Phosphor
wolframsaurelosung hinzu, wie noch ein Niederschlag entsteht. Dann zentri
fugiert man, dekantiert Yom Niederschlag und wascht mit schwach essig
saurem Wasser nacho Die gesamte Fliissigkeit schiittelt man mit Petrol
ather yom Siedepunkt 60 0 so lange aus, bis eine Probe ohne Riickstand 
verdampft. Die jetzt vollstandig von EiweiB, Fett und Lipoiden befreite 
waBrige Fliissigkeit wird auf dem Wasserbade eingeengt, mit iiberschiis
siger konz. Barytlosung versetzt (urn iiberschiissige Phosphorwolframsaure 
sowie Sulfate und Phosphate zu entfernen), yom entstandenen Niederschlag 
abfiltriert und sorgfaltig mit Wasser ausgewaschen. Filtrat und Wasch
wasser werden vereinigt und das iiberschiissige Bariumhydroxyd wird durch 

1 Arch. f. Physiol. 115,152 (1906). Vgl. auch Weise in Abderhaldens 
Arbeitsmethoden IV/4, 896 (1925). 
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einen Kohlensaurestrom entfernt. Zur Trennung vom Bariumkarbonat 
werden wiederum a bfiltriert und nachgewaschen. Die vereinigten Fliissigkeiten 
wird auf dem Wasserbade bis auf etwa 150 cern eingeengt. Auch hier diirfen 
sich keine Eindampfungsringe bilden. Zur Entfernung von Chloriden laBt 
man die eingeengte Losung in die 4-5fache Menge 96%ig. Alkohols ein
flieBen, wascht den Niederschlag mit abs. Alkohol und engt Filtrat und 
Waschalkohol ein. Urn die letzten Reste von Chloriden zu entfernen, be
handelt man die Losung mit frisch gefalltem Silberoxyd, filtriert und engt 
das Filtrat vom Chlorsilberniederschlag, den man mit 96 %ig. Alkohol 
wascht, unter allmahlichem Zusatz von Wasser - urn sicher allen Alkohol 
zu entfernen - auf etwas weniger als 50 cern ein. Man bringt die gelbliehe 
Fliissigkeit in ein 50 ecm-MeBkolbehen, fUIlt mit Wasser zur Marke auf 
und unterwirft 20 cern - bei Anwendung von 1 kg Blut annahernd 400 g 
entspreehend - dem Jodidverfahren. Diese 20 cern engt man in dem Siede
kolbehen des Jodidapparates in einem starken Luftstrom, den man dureh 
das Kolbehen oberhalb der Fliissigkeit streichen laBt, auf einem sehwaeh 
geheizten Wasserbad auf die vorgesehriebenen 5 cern ein. 

Der Apparat besteht aus dem etwa 40 cern fassenden Siedekolbehen a, 
dem Steigrohr mit Aufsatz (Waschapparat) und Stopfen B, dem VorstoB C 
und den beiden V orlagen D und E. Das angeschmolzene Rohr an adient 
zum Einleiten des Kohlensauregases. Die Form des Wasehapparates und 
des VorstoBes ist aus der Abb. 94 zu ersehen. Die erste Vorlage faBt bis 

8 

A 

o 

Abb.94. 

zur Marke auf halber Rohe 45 cern, die zweite 
5 cern. 

In die eingeengte Fliissigkeit im Kolbchen a 
gibt man 15 cern Jodwasserstoffsaure und ein 
Siedesteinchen aus Ton. In den Wasehapparat B 
gibt man 5 cern der Phosphoremulsion, in die 
erste Vorlage 45 cern, in die zweite 5 cern der 
Silberlosung und verbindet dann die einzelnen 
Teile des Apparates sorgfaltig miteinander. Das 
seitliche Ansatzrohr des Siedekolbchens wird 

t: mit einem Kippschen Kohlensaureapparat unter 
Zwischensehaltung einer mit Natriumkarbonat-
16sung beschickten WaschfIasche verbunden. 
Wahrend man langsam (etwa 3 Blasen in der 
Sekunde) Kohlensaure durchleitet, wird der 
Inhalt des Kolbchens langsam zum Sieden er
hitzt. Die Jodwasserstoffsaure soll eben deutlieh 
sieden, so daB sich der Siedering etwa bis zur 
halben Rohe des Steigrohrs erhebt. Bald triibt 
sich die Silberlosung in der ersten Vorlage; es 
scheidet sich eine deutlich kristallinische, weiBe 

Verbindung von Silberjodid und Silbernitrat aus. SchlieBlieh klart sich 
die Fliissigkeit iiber dem Niederschlage. 

1st die Reaktion naeh 1-3 Stunden beendet, so kommen der Inhalt 
von D und E in ein etwa 600 ccm fassendes Becherglas. Man spiilt 
mit destilliertem Wasser nach, bis das Volumen etwa 450 cern betragt, 
setzt 10-15 Tropfen verdiinnter Salpetersaure hinzu und laBt 1/2 Stunde 
auf kochendem Wasserbade stehen. Rierbei wird die Doppelverbindung 
von Silbernitrat-Silberjodid zersetzt. Der Niederschlag wird auf einen mit 
Asbest beschickten Goochtiegel gebracht, mit Wasser und Alkohol ge
waschen, bei 120-130° getrocknet und gewogen. 
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Berechnung: Je ein Mol Glyzerin (92,08) erzeugt ein Mol Isopropyl
jodid und weiter ein Mol AgJ (234,71), daraus folgt, daB 

Glyzerin = ::~~781 . gewogenes AgJ = 0,3922 . gewogenes AgJ. 

Aus dem Gewichte des gefundenen Jodsilbers findet man die gesuchte 
Glyzerinmenge durch Multiplikation mit dem Faktor 0,3922. 

Tangl und Weiser fanden nach dieser Methode in 100 ccm Pferde
blut 7,9 mg, in Rinderblut 7 mg, im Pferdeplasma 9,5 mg- % Glyzerin. 

Bestimmung der anorganischen Bestandteile des B1utes 1. 

Methodische Vorbemerkungen. 
Veraschung. Die Veraschung kann trocken (vgl. S. 348) oder 

naB (nach dem Neumannschen Verfahren, vgl. S. 350) ausgefiihrt 
werden. 1m allgemeinen ist die nasse Veraschung der trockenen 
vorzuziehen, da eine Reihe nicht hitzebestandiger Mineralstoffe 
beim starken Gltihen fliichtig ist 2, wie z. B. die Chloride der Alkalien. 
AuBerdem gehen Dimetallphosphate in Pyrophosphate, Mono
phosphate in Metaphosphate tiber. Fliichtige Sauren wie Chlor
wasserstoff werden durch Phosphate und Sulfate, die sich aus 
organischen Korpern bilden, leicht ausgetrieben. AuBerdem 
reduziert die Kohle Sulfate zu Sulfiden, wie auch primare Phos
phate unter Entwicklung von Phosphordampfen. Aus diesen Grtin
den zieht Tschopp die feuchte Veraschung vor. Urn jedoch die 
N achteile des N eumannschen Veraschungsverfahrens (die groBen 
verwendeten Sauremengen, die Unmoglichkeit einer Sulfatbestirn
mung) zu vermeiden, schlagt er ein neues Verfahren vor, das er
moglicht, mit wenigen ccm reinster konz. Salpetersaure und mit 
etwa 2 ccm konz. reinstem Wasserstoffsuperoxyd (also ohne Schwe
felsaure) etwa 5 g Organ in kurzer Zeit zu veraschen. 

Der bei dieser Veraschung "im geschlossenen System" an
gewandte Apparat ist wie folgt beschrieben: 

Verasch ung im geschlossenen Sys tern nach Tschopp3. 

Der "Universalapparat" besteht, wie die Zeichnung (Abb. 95) zeigt, 
aus zwei Teilen: A. dem Aufsatz mit der Kiihlanlage und der selbsttatigen 

1 Die Bestimmung des Ammoniaks ist bereits auf S. 173 behandelt. 
2 Vgl. hierzu vor aHem Tschopp: Biochem. Z. 203, 266 (1928). 
3 Beschreibung nach Tschopp: 1. c. S. 269ff. Der Apparat kann von 

der Firma Ernst Keller, Glastechnische Werkstatte, Basel, 16 St. Johann
vorstadt, bezogen werden. 
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Ablaufvorrichtung; B. dem Veraschungskolben oder SiedegefiW aus 
Spezialglas. 

B 

Abb. 95. 

sich die Salpetersaure teilweise in 

A. Der Aufsatz. Das Aufsatz· 
stiick, welches durch eine einge
schmolzene Querwand q aus Glas 
in eine obere Vorkammer V und 
eine untere Hauptkammer H geteilt 
ist, welche wiederum durch eine 
Querwand p abgeschlossen wird, 
tragt an einer Seite das Haupt
verbindungsrohr r mit eingeschlif
fenem Dreiwegehahn d. Dieses Ver
bindungsrohr ist so angelegt, daB 
die aus dem Kolben aufsteigenden 
Sauredampfe in die Vorkammer V 
gelangen, wo sie sich infolge der 
Luftkiihlung teilweise kondensieren. 
Die iiberdestillierten Dampfe ge
langen nun aus der Vorkammer 
durch ein seitlich angebrachtes Glas
rohr in die Hauptkammer, wo sie 
sich noch weiter abkiihlen. An 
letzter ist ein kleiner Wasser(Luft)
kiihler k angebracht, welcher gleich
zeitig als Druckausgleicher und 
Kamin fiir die abgehenden Gase 
dient. Sobald in der Hauptkam
mer die kondensierte Veraschungs
fliissigkeit ein bestimmtes Niveau 
erreicht hat, wird sie automatisch 
durch ein tlberlaufrohr 8 in das 
SiedegefaB zuriickgesaugt. . Ein 
Hahntrichter c (mit kleinem Hahn), 
durch welchen Salpetersaure, Was
serstoffsuperoxyd und andere Fliis
sigkeiten in das SiedegefaB einge
fiihrt werden k6nnen, fiihrt in das 
tlberlaufrohr 8, welches an seinem 
unteren Ende d1 einen Schliff tragt 
zur Aufnahmeder Extraktionshiilsen 
und Filter usw. 

B. Der Verasch ungskol ben 
(Fassungsraum ca. 100 ccm). Dieser 
aus speziellem Glas hergestellte 
Kolben kann durch einen Schliff 
mit dem Aufsatz fest und dicht 
verbunden werden. In ihm findet 
die eigentliche Veraschung der or
ganischen Substanz statt. 

Am SchluB der Operation be
findet sich die Asche bzw. der 
Extrakt im SiedegefaB B, wahrend 

der Hauptkammer H vorfindet. 



Bestimmung der anorganischen Bestandteile des Blutes. 251 

Durch entsprechende Drehung des Dreiwegehahns d kann das Destillat 
in einer Vorlage aufgefangen werden; dadurch ist man imstande, fliichtige 
Substanzen in einer geeigneten Vorlage aufzufangen. 

Die Reinigung ist auBerst einfach. Es werden etwa 10 ccm verdiinnter 
Salpetersaure in dem Veraschungskolben B mit einem Bunsenbrenner 
erwarmt; die dabei iiberdestillierenden Sauredampfe reinigen den Apparat. 
SolI dieser saurefrei sein, so wird die Salpetersaure durch Wasser bzw. 
Alkohol ersetzt. Durch Hindurchsaugen oder -blasen von erwarmter Luft 
kann der Apparat in kurzer Zeit getrocknet werden. 

Zweiter Veraschungsapparat nach Tschopp. 

Urn die bei der offenen Saureveraschung mit Salpetersaure bei un
vorsichtigem Hantieren gelegentlich platzlich entstehenden Verbrennungs
gase und -produkte auf ihre anorganischen lonen 
hin zu untersuchen, wurde der Apparat, den 
Abb.96 wiedergibt, konstruiert. Da er sich auch 
fUr die Mikroveraschung sehr gut bewahrte, so 
mage er hier auch naher beschrieben werden. 

1m Prinzip arbeitet diese einfachere Apparatur 
bei der Mikroveraschung wie der schon beschriebene 
Universalapparat; nur flieBt die iiberdestillierte 
Saure hier aus dem Behalter H nicht automatisch 
in den Kolben B (Fassungsraum ca. 50 ccm) zu
riick, sondern dies geschieht durch entsprechende 
Drehung des Hahnes 1. " 

Bei geschlossenem Hahn 1 miissen die Saure
dampfe durch das Rohr r zur Kugel v ihren Weg 
nehmen, von wo aus sie nun durch entsprechende 
Drehung des Dreiwegehahns d entweder in den 
Behalter H oder durch die Kugel f in eine Vorlage 
iibergefiihrt werden kannen. 

Durch den seitlich angebrachten Hahntrichter c C' 
kann Salpetersaure, Wasserstoffsuperoxyd usw. zu
gefiihrt werden. 

Bei der Analyse von Fliissigkeiten wird bei 
Beginn der Veraschung das Wasser iiber die 
Kugel f abdestilliert; die hernach iiberdestillierende 
Salpetersaure aber wird durch entsprechende 
StelIung des Dreiwegehahns d in den Behalter H 
geleitet, von wo sie dann von Zeit zu Zeit wieder in 
den Kolben B hinuntergelassen wird. 

A usfiihrung der Sa ureverasch ung. 
5 g Organ oder biologisches Material, bzw. 
5 ccm einer biologischen Fliissigkeit werden in 
den Veraschungskolben B gebracht. SolI eine 

B 

Chlorbestimmung ausgefiihrt werden, so ver- Abb.96. 

mischt man sie mit 10 ccm 0,1 n Silbernitrat-

r 

lOsung. Diese Menge Silbernitrat geniigt, um 35,5 mg Chlorion zu 
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binden. Die zur Analyse angewandte Menge solI zweekmiiBig so 
gewiihlt werden, daB sie nie mehr als 30 mg Chlor enthiilt. 
Der Zusatz von Silbernitrat ist notwendig, weil anderenfalls 
das Chlorion bei der Verasehung als Salzsiiure ausgetrieben 
wiirde. 

Naehdem nun der Aufsatz A aufgesetzt worden ist, wird durch 
den seitlieh angebrachten Hahntriehter c langsam etwa 5 ccrn 
konzentrierter reinster (!) Salpetersiiure hinzugefiigt und der 
Hahn wieder geschlossen. 

Sobald die Verbindung mit der V orkammer V durch ent
sprechende Drehung des Dreiwegehahns d hergestellt ist, wird 
mit kleiner Flamme (Mikrobrenner) erwiirmt. Meist erfolgt jetzt 
eine ziemlich starke Gasentwicklung und Schaumbildung. Sobald 
das Schiiumen nachliiBt, steigert man die Temperatur und er
wiirmt, bis fast alles Wasser durch den Kamin abgedampft ist. 
Um die unangenehm riechenden Abrauchgase (will man nicht unter 
dem Abzug arbeiten) zu entfernen, wird ein mit einem Schlauche 
der Wasserstrahlpumpe verbundener Trichter iiber den Kamin 
gestiilpt. Durch ganz schwaches Saugen werden so die abgehenden 
Gase entfernt. 

Sobald die Entwieklung der braunen Diimpfe geringer wird, 
liiBt man durch den Hahntriehter c wiederum etwa 8-10 cem 
k6nzentrierter, reinster Salpetersiiure hinzuflieBen. Hierbei ist 
zu beachten, daB man jetzt mit geringem Erwiirmen, also mit 
kleiner Flamme (Mikrobrenner), oft besser zum Ziele kommt, 
als wenn man dauernd stark erhitzt. Von Zeit zu Zeit liiBt man 
nun von jetzt an etwa 0,5 cem konzentriertes reinstes Wasser
stoffsuperoxyd (dieses ist auf Reinheit zu priifen, da fast aIle 
Priiparate Natrium-, Kalium-, Phosphat- und Sulfationen ent
halten) durch den Hahntrichter in den Kolben flieBen. Die dabei 
erfolgende, oft starke Gasentwicklung hort schon nach kurzer 
Zeit auf; dabei wird die vorher leicht braune Fliissigkeit wieder 
etwas heller. Wenige Kubikzentimeter Wasserstoffsuperoxyd, 
die in kleinen Portionen innerhalb 1-1 Y2 Stunden hinzugefiigt 
werden, solI ten fiir eine Veraschung geniigen. Mit bestem Erfolg 
kann die Apparatur auch iiber Naeht in Tiitigkeit gelassen 
werden, nur muB man dafiir sorgen, daB die Flammenhohe 
konstant bleibt, was man am besten mit einem Mikrobrenner 
erreieht. 

SolI die Veraschung aber innerhalb 1-1 Y2 Stunden beendet 
sein, so steigert man die Temperatur und erhitzt so lange, bis der 
Inhalt im Veraschungskolben fast ganz trocken geworden ist. 
Dabei muB, da sonst die iiberdestillierende Salpetersiiure wieder 
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in den Kolben zuriickflieBen wiirde, der Hahn 1 des Uberlauf
rohres 8 geschlossen werden. 

Gelegentlich auftretende kleine Entziindungen haben auf die 
Bestimmungen keinen EinfluB. Nach kurzem Abkiihlen laBt 
man durch Drehen des Hahns 8 vorsichtig tropfenweise einige 
Kubikzentimeter Saure aus der Hauptkammer H zur braunen 
Masse flieBen und, nachdem durch das Trichterrohr c etwa 0,5 ccm 
Wasserstoffsuperoxyd hinzugefiigt worden sind, wird wieder erhitzt 
und, wie oben beschrieben, fortgefahren. Diese Prozedur wird so 
oft wiederholt, bis der braune Riickstand vollig verschwunden ist 
und (bei volligem Uberdestillieren der Salpetersaure) eine weiBe 
Asche zuriickbleibt. 1st dies erreicht, so wird die gesamte, in der 
Hauptkammer Hsieh befindende Saure zur Asche zuriickge
lassen, um nach AbschlieBen des Hahns 1 wieder langsam, bis 
auf einen kleinen Rest von etwa 0,5 ccm iiberdestilliert zu 
werden. 

Nach dem Erkalten werden etwa 10 ccm destilliertes Wasser 
in den Veraschungskolben gebracht und bis zum Sieden erhitzt. 
Dabei werden die gebildeten braunen Stickoxyde ausgetrieben 
und die etwa gebildeten Pyrophosphate oder Metaphosphate in 
Orthophosphat iibergefiihrt. Das ist nach etwa 10-15 Min.langem 
Sieden, wobei der Dreiwegehahn zweckmaBig so gestellt wird, 
daB das abdampfende Wasser nach auBen gelangen kann, er
reicht. 

Erst nach dem v611igen Erkalten wird nun der Aufsatz, ohne 
Gewalt anzuwenden, abgenommen und die schwach salpeter
saure Losung quantitativ in ein MeBgefaB von 25 ccm iiber
gefiihrt. Durch mehrmaliges N achspiilen mit destilliertem Wasser 
wird das Kolbchen bis zur Marke 25 ccm aufgefiillt. Da samt
liche Nitrate in dieser sauren Losung loslich sind, so k6nnen 
Triibungen nur von Kieselsaure und, wenn Silbernitrat angewandt 
wurde, von Silberchloridflocken herriihren. Die auf solche Weise 
erhaltenen AschenlOsungen konnen nun zur Bestimmung von 
Chlor-, Sulfat-, Phosphat-, Natrium-, Kalium, Kalzium-, Magne
sium-, Eisenionen usw. verwendet werden. 

1st zu der Analyse zwecks Bestimmung des Chlors Silbernitrat 
zugefiigt worden, so muB fiir die weitere Analyse der Aschen
lOsung - Chlor na tiirlich a usgenommen - das ii bersch iissige Silberion 
mit konz. Salzsaure quantitativ gefallt werden. Zu diesem Zwecke 
gibt man zur klaren Aschenlosung 5 Tropfen reinster konz. Salz
saure. Nach 20 Min. langem Stehen wird durch ein getrocknetes 
Mikroglasfilter in ein ebenfalls trockenes Absaugekolbchen filtriert. 
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Bestimmung der Chloride. 
Bestimmung der Chloride im Blut und im Gewebe nach 

van Slyke 1 . 

Prinzip. Die EiweiBkorper werden durch Erhitzen mit konz. 
Salpetersaure zerstort, die Chloride bei Gegenwart von bekannten 
Mengen von Silbernitrat gefallt; der UberschuB von Silber wird 
mit Rhodanid zurucktitriert. 

Ausfuhrung. Zu 1 ccm (oder g) Serum oder BIut werden in 
einem Kolben von 100 ccm Inhalt 3 ccm 0,05 n AgN03 2, die in 
konz. Salpetersaure (spez. Gew. 1,4) hergestellt ist, gegeben. Der 
Kolben wird mit einem Uhrglas bedeckt, auf dem Wasserbad 
erwarmt, bis die Losung uber dem AgCI-Niederschlag klar und 
leicht gelb gefarbt ist. Dazu genugen beim Serum 1-2 Stunden, 
beim Blut ungefahr 12 Stunden. Fur jedenccm SalpetersaurelOsung 
werden 2 ccm Wasser zugefUgt, dann 6 ccm 5% ig. Eisenalaun
losung; die Losung wird auf Zimmertemperatur abgekiihlt und der 
UberschuB an SilbermitO,02 nK- oder NH4-RhodanidlOsungzuruck
titriert. Eine empirische Korrektur von 0,04 ccm wird von der ver
brauchten RhodanidlOsung abgezogen, da unter den Titrations
bedingungen dieser UberschuB zur Erreichung eines genauen End
punktes notig ist 3 • 

Fur das Gewebe ist dasselbe Verfahren anzuwenden. Man 
digeriert die Asche mit 0,02 n AgN03 enthaltender Salpetersaure. 
Man solI durch Zusatz von 1-2 Tropfen Oktylalkohol Schaum en 
bei Beginn der Zerst6rung verhindern. 

Berechnung. Milliaquivalente von CI fUr Liter oder kg 
20 (7,50- cern 0,02nCNS') 4 

cern oder g Probe 

Gramme N aCls pro Liter oder pro kg 
1,170 (7,50- ccmO,02nCNS') 

cern oder g Probe 

1 Biochem. Z. 58,523 (1923). Vgl. auch van Slyke und Donleary: 
J. of bioI. Chern. 37, 551 (1919). Me Lean und van Slyke: J. of bioI. 
Chern. 21, 361 (1915). - Austin und van Slyke: J. of bioI. Chern. 41, 
345 (1920). Myers und Short: J. of bioI. Chern. 44, 47 (1920). 

2 Die 0,05 n AgNOa-Losung wird hergestellt durch Losen abgewogener 
Mengen AgNOa (0,05.169,9 = 8,495 g pro Liter) in einer minimalen Menge 
Wasser und Auffiillen mit Salpetersaure vom spez. Gew. 1,4. 

a Fiir gr6Bere Mengen (3-5 cern) Serum oder Blut sind IO bzw. 15 cern 
0,05 n AgNOs in konz. Salpetersaure, 1-1,5 g gepulvertes Eisenalaun und 
0,05 n Rhodanidlosung anzuwenden. 

4 3 cern 0,05 n = 7,5 cern 0,02 n. Umrechnung auf Milliaquivalenre 
pro Liter oder kg: 0,02·1000. 
. Ii Cl als gNaCI pro Liter oder prokgistgleich MilliaquivalenteClmaI0,0585. 
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In Kontrolltitrationen mit 3 ccm 0,05 n AgN03 in HN03 und 
6 eem 5% ig. Eisenalaunlosung gegen eine 0,02 n Rhodanidlosung 
wird der Titer der Silbernitratlosung festgestellt. 

Normales Mensehenblut enthiiJt 450-500 mg NaCl in 100 cem 
und Plasma 570-620 mg NaCl in 100 ccm. 

Bestimmung der Chloride im Blut nach Whitehorn 1. 

Die Chloride werden bei Gegenwart von Salpetersiiure mit Sil
bernitrat gefiillt; der UberschuB von Silbernitrat wird mit einer 
gegen die Silbernitratlosung eingestellten Rhodankaliumliisung 
bestimmt (Indikator Eisenammoniumsulfat). 

Reagen tien. 1. Silbernitratlosung: 4,791 g chemisch reines Silbernitrat 
werden in destilliertem Wasser gelost und auf 1 Liter aufgefiillt. 1 cern 
dieser Losung entspricht 1 mg 01. (Lost man 2,905 cern vom chemisch 
reinen Silbernitrat auf 1 Liter, so entspricht 1 cern 1 mg 01.) Man gebe die 
Silbernitrat- und die Salpetersaurelosung nicht gleichzeitig zu dem eiwei13-
freien Filtrat 2. 2. Rhodankaliumlosung: Etwa 3 g KONS oder 2,5 g NH40NS 
werden in 1 Liter destilliertem Wasser gelost. Die Losung muB durch 
Titration genau geeieht werden, da das KONS sehr hygroskopiseh ist. 
Die Losung wird gegen die Silbernitratlosung eingestellt, so daB 5 cern 
der Losung 5 cern der AgN03-Losung entsprechen. 3. Gepulvertes Eisen
ammoniumsulfat Fe3(S04)2' (NH4)2S04' 4. Konz. Salpetersaure. 

Fur eine Doppelbestimmung gibt man 5 cem Plasma in einen 
100 ccm-Erlenmeyerkolben, verdunnt es mit 40 ccm Wasser, 
setzt 2,5 ccm Natriumwolframat' (lO%ig. Losung) hinzu, dann 
langsam 2,5 eem % n Sehwefelsiiure und filtriert naeh 10 Min. 
langem Stehenlassen. In eine kleine Porzellanschale ubertriigt man 
10 ecm des eiweiBfreien Filtrates (1 cem Plasma entsprechend), 
setzt mit einer Pipette 5 ccm Silbernitratlosung hinzu, miseht 
grundlich; dann erst gibt man ca. 5 ecm konz. Salpetersiiure 
(spez. Gew. 1,42) hinzu, mischt und liiBt 5 Min. stehen. Dann 
gibt man etwa 0,3 g Eisenalaun (pulverisiert) hinzu und titriert 
den UberschuB an Silbernitrat mit der Standard-Rhodankalium
losung zuruek, bis die ausgesprochen laehsrote(nicht gelbe) 
Farbe des Eisenrhodanids trotz Aufruhrens mit einem kleinen 
Glasstabe mindestens 15 Sek. bestehen bleibt. 

Berechnung. 5,00 cem der gebrauchten Silbernitratlosung 
weniger x· (cem Rhodankalium) = Milligramm Cl pro ccm Plasma 
(x ist der Titrationswert der Rhodanlosung). Um die Werte von 
Chlor (in g bzw. mg) in Kochsalz (NaCl) umzureehnen, dividiere 
man durch 0,606. Der Bestimmungsfehler liegt unter 1,5%. 

1 J. of bioI. Ohern. 45, 449 (1921). 
2 Vgl. hierzu Wilson und Ball: J. of bioI. Ohern. 79, 221 (1928). 
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Veras chung nach Koranyi fur die Chlorbestimmung in 
Organen1 . 

2-5 g Trockensubstanz von Organen (im Trockens()hrank zur Gewichts
konstanz gebracht), werden in Kolben von 50-75 ccm mit, chlorfreier, 
konzentrierter Salpetersaure so lange gekocht (1,5-3 ccm HNOa auf 
jedes Gramm der Originalsubstanz), bis das Stiickchen vollkommt;n zerteilt 
ist. Dann wird mit Wasser verdiinnt, 0,01 oder 0,1 n AgNOa im UberschuB 
zugefiigt und weiter gekocht, wobei KMn04-Kristalle so lange zugesetzt 
werden, bis die Li:isung dauernd eine braune Farbe behalt. Dann wird mit 
Traubenzucker entfarbt, abgekiihlt und das iiberschiissige AgNOa in der 
wasserklaren Li:isung durch Titrieren mit Ammoniumrhodanid bestimmt. 

Fiir kleine Substanzmengen wird folgendes Verfahren vorgeschlagen. 
200-400 mg Substanz werden in Seidenpapier (auf Chlorfreiheit priifen!) 
(21/2 X 4 cm) eingehiillt auf derTorsionswage abgewogen. Die kleinen Pack
chen werden (sam t Klammer) im Trockenschrank zur Gewichtskonstanz ge
trocknet, dann im kleinen Erlenmeyerkolben mit je 2 ccm konz. chlorfreier 
HNOa einige Minuten vorsichtig gekocht. Hierbei zerfallt das Packchen zu 
einer triiben Masse, die keine gri:iberen Stiicke mehr enthalten darf. Jetzt 
wird mit einigen Kubikzentimetern destilliertem Wasser verdiinnt, die ni:itige 
Menge AgNOa (2-3 ccm 0,01 n Li:isung) zugesetzt, und unter Zusatz von 
Kaliumpermanganat (Kristalle oder einige ccm einer konz. Li:isung) 
weiter gekocht. Sonst verfahrt man wie oben. 

(Fiir Serum sind die Mengenverhaltnisse: 1 ccm Serum, 0,7-1 ccm 
Salpetersaure, 2 ccm 0,1 n AgNOa• Kochzeit 5-10 Min.) 

Chlorbestimmung im Blut oder Serum nach Tschopp2. 

Prinzip. Nach Veraschung nach Tschopp unter Zugabe einer 
bekannten Menge 0,1 n SilbernitratlOsung wird das uberschussige 
Silberion bei Gegenwart von Starke mit einer 0,02 n Kalium
jodidlOsung bis zur Blaufarbung titriert. 

Erforderliche Reagentien. 1. VeraschungslOsung (vgl. S. 252). 
2.0,1 n Silbernitratli:isung (16,993 g Silbernitrat auf 1 Liter Wasser gelOst). 
3. 0,02 n SilbernitratlOsung (aus 2. bereitet). 4. 0,02 n KaliumjodidlOsung 
(3,3224 g KJ werden in 1 Liter Wasser aufgelOst, 10 ccm der Li:isung miissen 
10 ccm der 0,02 n SilbernitratlOsung bei Zusatz von 1 ccm reinster rauchen
der Salpetersaure und 3 ccm StarkelOsung entsprechen). 5. StarkelOsung. 
2 g lOsliche Starke werden in etwas Wasser bis zur vi:illigen Li:isung gekocht, 
abgekiihlt, auf 100 ccm aufgefiillt, evtl. durch Glaswolle filtriert. 

A us f ii h rung. Die zu untersuchende Flussigkeit, die nicht mehr 
als 30 mg Chlor enthalten darf, wird in dem Veraschungskolben B 
(vgl. S. 250) mit 10 ccm einer 0,02 n SilberlOsung vermischt und 
dann wie auf S. 251 beschrieben, verascht. Die Veraschungslosung 
wird auf 25 ccm aufgefiillt. Etwa 6-8 ccm davon werden durch 
ein gereinigtes, trockenes Glasfilter (Nr. 12 G 3/5-7 Schott u. 

1 Vgl. Rusznyak und Kellner: Biochem. Z. 133, 350 (1922). 
2 Mikrochem. 5, 161 (1927). 
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Gen.) in ein sauberes, trockenes Absaugkolbchen filtriert. 5 ccm der 
klaren Veraschungs16sung werden in ein Erlenmeyerkolbchen pi
pettiert und nach Zusatz von 5 Tropfen rauchender Salpetersaure 
und 3 ccm 2%ig. Losung der 16slichen Starke mit 0,02 n Kalium
jodid16sung von bekanntem Titer bis zur Blaufarbung titriert 
(dabei wird das evtl. vorhandene Brom mittitriert). 

Es sind dann (1O-x) 5·71 mg Chlor in 100 ccm bzw. Gramm, 
y 

wobei x die. im Hauptversuch verbrauchten ccm 0,02 n Kalium
jodidlosung minus dem Blindwert (dieser betragt meist 0,15 ccm) 
sind, y die angewandte Fliissigkeit oder Organmenge ist. 

Phosphorbestimmnng im BIntl. 
Bestimmung des Phosphors im Blut nach Fiske und 

Subbarow2• 

Prinzip. Reduzierende Substanzen, wie Aminonaphtholsulfo
saure reduzieren Molybdansaure nicht, wohl aber Phosphormolyb
dansaure. Die dabei entstehende blaue Farbung wird kolori
metrisch gemessen 3• 

Losungen. 1. 10 n Schwefelsaure (450 cem konz. H 2S04 zu 
1300 cem Wasser). 2. Molybdat I: 2,5 % Ammoniummolybdat in 5 n H2SO,. 
Man lost 25 g des Salzes in 200 ccm Wasser; spiilt die Losung in ein 
LitermeBgefaB, das 500 ccm 10 n H 2S04 enthalt, fiillt bis zur Marke mit 
Wasser auf und miseht. Molybdat II: Ammoniummolybdat 2,5 % in 3 n 
Schwefelsaure. Wie oben bereitet, aber nur mit 300 ccm 10 n Sehwefel
saure. Wird nur bei der Bestimmung des unorganischen Phosphats im Blut
filtrat angewendet. Molybdat III: Ammoniummolybdat 2,5% in Wasser. 
(Beim Auftreten eines nennenswerten Niedersehlages - Ammonium
trimolybdat - ist die Losung nicht brauehbar). 3. 1O%ig. Trichloressig
saure. Die Reinheit dieses Reagens ist sehr wichtig, gewisse Verunreini
gungen hindern die Entwieklung der Farbung. Es enthalt manchmal Spuren 
von Phosphat. Die Losung ist durch Destillation zu reinigen oder die Phos
phatmenge ist in jeder Probe zu bestimmen4• 4. Standardphosphat (5 ccm 
= 0,4 mg P.). Man lOst 0,3509 g reines Monokaliumphosphat in Wasser, 
versetzt die Losung in einer LitermeBflasche mit 10 ccm 10 n H2S04 , 

verdiinntbiszurMarke. 5. 15%ig. NatriumbisulfitlOsung. 

1 1m Blnte sind an Phosphorverbindungen enthalten: 1. Phosphate 
("freie Phosphate"). 2. Verbindungen, die durch die EnteiweiBnngsmittel 
nicht gefallt werden und die das Radikal PO, gebunden enthalten. 
3. Phosphorhaltige Verbindungen, die durch die EnteiweiBungsmittel ge
fallt werden. 1 und 2 werden als saurelosliche Phosphorverbindungen 
bezeichnet. 

2 J. of bioI. Chem. 66, 375 (1925). 
8 VgI. hierzu: Bell und Doisy: J. of bioI. Chem. 44, 55 (1920) und 

Briggs: J. of bioI. Chem. 53, 13 (1922); 59, 255 (1924). 
4 VgI. Martland und Robison: Biochemic. J. 18, 765 (1924). 
Rona-Kleinmann, Blut n. Harn. 17 
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(N aHSOa). Triibe Liisungen kiinnen nicht benutzt werden. (Frische Liisungen 
miissen vor dem Filtrieren 2-3 Tage stehen.) 6. 20%ig. N atrium
sulfitliis ung (Na2SOa · 7 H 20). Man lOst 200 gin 380 cern Wasser, filtriert. 

7. Aminonaphtholsulfosaure. Aus p-Naphthol nach Folin zu be
reiten1. Die Substanz kann auch aus dem Handelsprodukt durch Um
kristallisieren gewonnen werden: Man erwarmt 1000 cern Wasser auf etwa 
90°, lOst darin 150 g Natriumbisulfit und 10 g kristallisiertes Natrium
sulfit. Zu dieser Liisung gibt man 15 g der rohen Aminosulfosaure, fil
triert die heiBe L6sung, kiihlt das Filtrat sorgfaltig unter der Wasser
leitung und fiigt 10 cern konz. Salzsaure zu. Man filtriert unter Saugen, 
wascht den Niederschlag mit etwa 300 cern Wasser, schlieBlich mit 
Alkohol, bis die Waschwasser farblos sind. Die reine Saure wird unter 
m6glichstem LichtabschluB an der Luft getrocknet, pulverisiert und in 
einer braunen Flasche aufbewahrt. 

Eine 0,25%ig. L6sung der Aminonaphtholsulfosaure wird benutzt. Man 
lOst 0,5 g des trockenen Pulvers in 195 cern 15%ig. Natriumbisulfit, fiigt 
5 cern 20%ig. Natriumsulfit hinzu; man lOst unter Schiitteln. (Wenn die 
Bisulfit16sung alt ist, braucht man mehr als 5 cern Sulfit.) Die L6s11ng ist 
unter Luftschutz etwa 2 Wochen haltbar. Man nehme nicht mehr Sulfit 
als zur L6sung des Reduktionsmittels n6tig ist. 

Bestimmung des anorganischen Phosphats im Blut_ 
Man gibt in eine Erlenmeyerflasche 4 Volumina lO%ig. Trichlor
essigsaure. Wahrend die Flasche langsam umgeschwenkt wird, gibt 
man 1 Volumen Blut (Oxalat ist das beste Gerinnungshemmungs
mittel, und zwar 2 mg odeI' hochstens 3 mg Kaliumoxalat fiir 
1 ccm Blut), Plasma odeI' Serum aus einer zum Auslauf geeich
ten Pipette zu. Man verschlieBt die Flasche mit einem trockenen 
Gummistopfen und schiittelt energisch einige Zeit, dann filtriert 
man durch ein aschefreies Filter. 

5 ccm des Filtrates pipettiel't man in einen MeBzylinder von 
10 ccm odeI' in eine 10 ccm-MeBflasche. Man gibt 1 ccm 2,5%ig_ 
Ammoniummolybdat in 3 n Schwefelsaure (Molybdat II) und end
lich nach Umschiitteln 0,4 ccm des Sulfosaurereagenses hinzu. 
Man verdiinnt zur Marke und mischt. Die VergleichslOsung (mit 
0,4 mg P in 100 ccm) wird moglichst zur selben Zeit bereitet. 

Das Molybdatreagens, das zu del' StandardlOsung gegeben wird, 
ist stets Nr. I mit 5 n Schwefelsaure (dadurch wird die hohe Tri
chloressigsaurekonzentration im Filtrat kompensiert). 

, Die Ablesung wird in etwa 5 Min. vorgenommen und wird nach 
einigen Minuten wiederholt. Um die mg Phosphor in 100 ccm 
Blut odeI' Serum zu berechnen, stellt man die StandardlOsung auf 
20 mm und dividiert 80 durch den Stand del' unbekannten Lasung_ 
Von diesel' Zahl ist del' Phosphorgehalt del' Trichloressigsaure ab
zuziehen. 

1 J. of bioI. Chern. 51,386 (1922). Genau beschrieben in Folin: Labor. 
Manual S. 277. 
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Die untere Grenze, die gut bestimmbar ist, ist 2 mg P pro 
100 ccm. 1st eine geringere Phosphatmenge anwesend, so kann eine 
bestimmte Menge zu demo BIutfiltrat zugefiigt werden. (Eine ge
eignete Menge ist 0,016 mg oder 1 ccm einer Losung, dargestellt 
durch Verdiinnung von 20 ccm des gewohnlichen Standards auf 
100 ccm. Bei der Berechnung sind dann 1,6 mg pro 100 abzu
ziehen.) 

Der normale Gehalt des Blutserums an anorganischem P ist 
bei Kindern etwa 5 mg, bei Erwachsenen 3-4 mg fiir 100 ccm. 

Bestimmung des gesamten "saureloslichen" Phos
phors im Blut nach Fiske und Subbarow. 5 ccm des Trichlor
essigsaurefiUrates werden iiber einem Mikrobrenner in einem 
groBen Reagenzglas aus Pyrex-Glas (200 X 25 mm) mit 5 ccm 
5 n Schwefelsaure unter Zugabe eines Siedesteinchens eingedampft. 
Der Boden des GefaBes solI 2 cm iiber der Spitze der Flamme 
stehen. Sobald ein Verkohlen einsetzt oder Dampfe entstehen, 
dreht man die Flamme niedriger, so daB die Mischung kaum 
kocht und erhitzt, bis die Fliissigkeit nicht mehr dunklerwird. Dann 
gibt man entlang der Flaschenwand 1 Tropfen Salpetersaure 
hinzu. Wenn die Farbe nicht sofort verschwindet, so gibt man 
noch einen Tropfen zu und so weiter tropfenweise, bis die Fliissig
keit farblos bleibt. Dann kocht man noch weiter 30 Sekunden 
mit kleiner Flamme. Man kiihlt unter der Wasserleitung, gieBt 
den 1nhalt mit 35 ccm Wasser in eine 50 ccm-MeBflasche, gibt 
5 ccm Molybdat III und 2 ccm des Reduktionsmittels (0,25%ig. 
Aminonaphtholsulfosaure16sung) hinzu. Man verdiinnt zur Marke 
und verfahrt wie oben. 

Berechnung. Dividiert man 400 durch den Stand der unbe
kannten Losung (bei einem Stand der Standardlosung auf 20 mm), 
so erhalt man die Menge des gesamten saure1i:islichen Phosphors 
in mg in 100 ccm Blut. 

Die Bestimmung kann mit 1 ccm Filtrat gemacht werden unter 
Benutzung von 1 ccm 5 n Schwefelsaure. Die letzte Verdiinnung 
muB dann auf 10 statt auf 50 ccm erfolgen und die Reagentien 
miissen entsprechend verringert werden. Fiir die Veraschung ist 
es dann vorteilhafter, engere Reagenzglaser (etwa 10 mm Durch
messer) zu benutzen. 

Die Bestimmung des Gesamt.Phosphors im Gewebe und in anderem 
biologischen Material kann ebenfalls nach derselben Methode erfolgen. 
Man verascht feucht oder trocken. Giillien mit etwas Natriumkarbonat 
bei geringen Mengen organischen Materials oder mit Magnesiumnitrat 
(1 cern lOO/Oig. Lasung) bei der Harnanalyse oder mit Karbonatnitrat
gemisch bei Gewebeanalyse ist zu empfehlen. Gra/lere Mengen Silikate sind 
durch Zentrifugieren zu entfernen. 1m allgemeinen staren Silikate so wenig, 

17* 
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daB bei der Veraschung Porzellantiegel benutzt werden konnen. [Uber 
die Storung der Phosphorsaurebestimmung durch Kieselsaure bei der Re
duktion der Molybdate vgl. Foulger: J. amer. chem. Soc. 49, 434 (1927)]. 

Lohmann und J endrassik 1 haben die Methode von Fiske 
und Sub b ar 0 w fUr die Phosphorsaurebestimmung im Muskel
extrakt benutzt. Sie verfahren wie folgt: 

Benutzte Losungen (auf P-Freiheit gepriift): 1. Trichloressigsaure 
7%ig. 2. MolybdatWsung: 2,5%ig. Ammoniummolybdat in 5 n H 2S04, 

3. Gereinigte 1,2, 4-Aminonaphtholsulfosaure2 (Eikonogen): 0,5 g in 
195 ccm 15%ig. NaHSOa + 5 ccm 20%ig. Na2SOa• 4. Standardphosphat
Wsung KH2P04 (zu Enzymstudien nach Sorensen), enthalte.nd 0,2 mg 
P 205 in 1 oder 2 ccm. 

Der meist verdiinnte Muskelextrakt (zumeist 1 ccm), zwischen 0,1 
und 1 mg P 20 5 enthaltend, wird in 4-6 ccm 7%ig. Trichloressigsaure 
gegossen, nach 5 Min. filtriert. Ein aliquoter Teil des Filtrates, der moglichst 
weniger als 0,5 mg P 20 5 enthalten solI, wird im 25 ccm-MeBkolben mit 5 ccm 
MolybdatWsung und 1 ccm Aminonaphtholsulfosaure versetzt und auf 
25 ccm aufgefiillt. Gleichzeitig werden ein oder zwei Kontrollosungen aus 
dem Standardphosphat hergestellt unter Zugabe des Gehaltes der Versuchs
Wsung an Trichloressigsaure. AIle Kolben kommen 5 Min. in ein Wasserbad 
von 37 0 und dann in ein Wasserbad von Zimmertemperatur und werden 
darauf kolorimetrisch mit der Kontrolle verglichen. Die Temperatur 
der FarbWsungen darf fiir den kolorimetrischen Vergleich nur um 1-20 
differieren. Die zur Ablesung geeignetste Farbtiefe ist die aus 0,2-0,4 mg 
P 205 in 25 ccm Fliissigkeit bei 30 mm Schichtdicke. Falls gleichzeitig 
Milchsaurebestimmungen in dem Extrakt gemacht werden sollen, wofiir 
die EnteiweiBung mit Trichloressigsaure sich nicht eignet, wird entweder 
die EnteiweiBung nach Schenck benutzt und die Kontrollosung dann mit 
HOI in entsprechender Menge versetzt, oder die EnteiweiBung fiir die 
Milchsaurebestimmung geschieht in einer besonderen Probe nach F 0 lin -W u 
mit Natriumwolframat und Salzsaure. Diese letzte meist benutzte An
ordnung macht den Schwefelwasserstoff auch hier entbehrlich. 

Das kolorimetrische Verfahren laBt sich ebensogut auf die Bestimmung 
des anorganischen Phosphors im Muskelbrei und im intakten Muskel an
wenden. 1m letzten FaIle werden die Muskeln in eiskalter 5 %ig. Trichlor
essigsaure zerdriickt und ein aliquoter Teil des Filtrates benutzt. 

Ebenso eignet sich das Verfahren fUr den Hefemazerationssaft, doch 
muB dieser bei der EnteiweiBung starker verdiinnt werden, zumal sein 
Phosphatgehalt sonst zu hoch fUr die Bestimmung ist (etwa 6-8 mg 
P 205 in 1 ccm unverdiinntem Saft). Weniger geeignet erwies sich die Methode 
fiir Azetonhefe, da das Filtrat der Trichloressigsaure hier leicht getriibt 
ist und bei langerem Stehen der Fallung eine allmahliche Abspaltung von 
Phosphat aus der Azetonhefe stattzufinden scheint. 

Die Methode ist fiir P 20 5-Mengen von 0,05-0,5 mg pro Bestimmung 
vorziiglich brauchbar. 

1 Biochem. Z. 178, 418 (1928). 
2 Das im Handel als photographischer Entwickler erhaltliche Eikonogen 

wird durch Losen in Bisulfit und Sulfit, Ausfallen mit Salzsaure und Wasser 
gereinigt. Das Reagens der gereinigten Saure ist in Bisulfit einige Wochen 
haltbar. Tschopp verwendet statt Eikonogen 1 ccm des farblosen "Rodi
nals" Agfa und benutzt zur Analyse 0,5-1 ccm seiner klaren silberionen
freien VeraschungsWsung (vgl. S.249). 
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Phosphorsaurebestimmung nach Embden. 

Modifiziert von Myrback und Roche. 

Die Fallung des Phosphors als Strychnin-Phosphormolybdat 
nach Embden ist im Prakt. I, S. 120 bereits geschildert. 

Hier seien folgende technische Einzelheiten der Methode im 
wesentlichen nach Roche l wiedergegeben. Hierbei wird nach 
Myr back 2 der Phosphormolybdat-Niederschlag mit Lauge titriert 
unter Anwendung von Phenolphthalein als Indikator. 19 Mol 
NaOH (760 g) entsprechen 1 Grammatom Phosphor (31 g). 1 g 
Na0H entspricht 0,0408 g P oder 1 cern 1/40 n NaOH (= 1 mg 
NaOH) entspricht 0,0408 mg Phosphor. Mit der Methode kannen 
in 3 cern Fliissigkeit 0,15-0,02 mg P mit 1-2% Fehler bestimmt 
werden. 

Phosphorbestimmung in Phosphatlasungen. 

ErforderlicheLasungen: 1. l%ig. waBrigeLasung vonStrychninni
trat. 2. Nitromolybdanreagens (gleiche Teile einer Lasung von 50 g Ammo
niummolybdat in 150 cern Wasser und einer Lasung von Salpetersaure, her
gestellt aus 2 Volumen Saure vom spezifischen Gewicht 1,40 und 1 Volumen 
Wasser). 3. 5%ig. waBrige Lasung von Kaliumnitrat. (Zu dieser Lasung 
ftigt man einige Tropfen alkoholische Phenolphthalein16sung und dann 
von der 0,025 n Natronlauge bis zur ganz schwachen Rosafarbung.) 
4. Lasungen von 0,025 n HCI und 0,025 n NaOH. 5. l%ig. alkoholische 
Phenolphthalein16sung. 

3 cern der zu untersuchenden Losung werden in einem Zentri
fugenglas mit 1 cern Reagens (frisch hergestellte Mischung von 
3 cern Losung 2 und 1 cern Lasung 1) versetzt; die Fallung 
erfolgt sofort. Dnter haufigem Schiitteln laBt man 40 Min. stehen, 
zentrifugiert dann und saugt die iiberstehende Fliissigkeit (vgl. 
S. 281 und 358) abo Man fiigt 5 cern der neutralen Kaliumnitrat
lOsung zu dem Niederschlag, riihrt mit einem Glasstabchen auf, 
laBt 5 Min. stehen, zentrifugiert dann wieder. Man wascht drei
mal, entfernt die iiberstehende, vollkommen neutrale Lasung, 
fiigt 1 Tropfen der PhenolphthaleinlOsung zu und dann 0,025 n 
Natronlauge, bis sich der Niederschlag ganz gelost hat (A). Man 
kocht die deutlich alkalische Lasung auf, fiigt tropfenweise 0,025 n 
Salzsaure zu, bis die Rosafarbe verschwunden ist, und noch 
dariiber 0,50 cern (B). Dann kocht man wieder auf und fiigt zur 
kochenden Fliissigkeit 0,025 n Lauge bis zur beginnenden Rosa
farbe (C). 

Die P-Menge in Milligramm erhalt man, indem man die zur 
Losung notige Anzahl Kubikzentimeter der Lauge (gesamte zu-

1 Bull. Soc. de Chim. bioI. 10, 1061 (1928). 
2 Z. physiol. Chern. 148, 197 (1925). 
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gefligte Menge (A + C) abziiglich der HCI-Menge (B) mit 0,0408 
multipliziert. 

Will man den gebundenen Phosphor in einer Substa nzbe
stimmen, so muB diese zuerst zerstDrt werden. Man gibt zu diesem 
Zwecke in einen Kjeldahl-Kolben von 20 bis 30 ccm Inhalt die 
zu analysierende Losung oder die feste Substanz (mit einigen 
Zehntel Kubikzentimetern destilliertem Wasser), dann 0,8 ccm 
konzentrierte Schwefelsaure und erwarmt vorsichtig. Wenn 
weiBe Dampfe erscheinen, hort man mit dem Erhitzen auf 
und laBt entlang der Kolbenwand 4-5 Tropfen rauchende Sal
petersaure zuflieBen. Man erhitzt wieder vorsichtig. Die Fliissig
keit entfarbt sich. 1st das nicht der Fall, so laBt man den Kolben 
erkalten und fligt einige Kristalle fein pulverisiertes KMnO 4 hinzu, 
bis die Fliissigkeit braun-violett gefarbt ist. Man erwarmt 1 Min., 
laBt erkalten und zerstDrt den UberschuB an Permanganat durch 
Zusatz von kristallisiertem Ammoniumoxalat. Die nitrosen Gase 
werden durch Aufkochen verjagt. Die organische Substanz muB 
vollkommen zerstort sein (wenn notig, wiederholt man die Oxy
dation mit Permanganat). 

Die farblose Fliissigkeit iibertragt man in einen MeBkolben von 
10 ccm. Man flillt mit den Waschwassern bis zur Marke auf. 
Die Bestimmung erfolgt in einem aliq uoten Teil. In 1 ccm be
stimmt man (mit Phenolphthalein als Indikator), wieviel 20%ig. 
Natronlauge zur Neutralisation notig ist. Dann gibt man in ein 
Zentrifugenglas so viel der zu untersuchenden Losung, daB 0,05 bis 
0,15 mg P in 3 ccm vorhanden sind. Man neutralisiert und ver
diinnt mit destilliertem Wasser auf das Doppelte des urspriing
lichen Volumens. Nun kann der Phosphor bestimmt werden. 
Das Strychnin-Molybdatreagens wird in neutraler (oder schwach 
alkalischer) Losung im Verhaltnis 1 ccm flir 3 ccm der zu unter
suchenden Losung (die etwa 0,1,5 mg P enthalt) angewandt. 
Der Fehler der Bestimmung ist 1-2%. 

Anwendung auf das Blut. Zur EnteiweiBung des Blutes 
ist die Methode von Schenck (vgl. S. 196) und die mit Trichlor
essigsaure geeignet. Das Blut muB vorher hamolysiert werden. 

Bestimm ung des "freien Phosphors" (der Phos
phate) im Blut. 1 ccm Blut wird mit 4 ccm destilliertem Wasser 
hamolysiert, nach 3-4 Minuten 1 ccm 20%ig. Trichloressigsaure 
hinzugefligt. Man schiittelt energisch, filtriert und behandelt 
3 ccm des Filtrates im Zentrifugenglas mit 1 ccm Strychnin
Nitro-Molybdan-Reagens. Der Gehalt an "freiem" P in Milli
gramm flir 100 ccm Blut ist: no 200·0,0408, wo n die Anzahl 
Kubikzentimeter 0,025 n Natronlauge bedeutet. 
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Bestimmung des gesamten saurelosliehenPhosphors. 
1,5 eem Blut werden mit 6 eem destilliertem Wasser hamolysiert, 
dann fiigt man 1,5 eem 20 %ig. Triehloressigsaure zu. Man sehiittelt 
gut, filtriert, zerstort die organisehe Substanz in 5 eem des Filtrates, 
wie oben besehrieben, mit Sehwefelsaure-SalpetersaureimKjeldahl
Kolben. Naeh dem AufsehluB iibertragt man die Fliissigkeit in 
einen Kolben zu 10 eem und fiillt auf die Marke mit den Waseh
wassern auf, mit denen der Kjeldahl-Kolben ausgewasehen worden 
ist. In 1 eem bestimmt man die zur Neutralisation notige Menge 
20%ig. NaOH. Dann behandelt man 3 eem (= 0,25eem Blut) im 
Zentrifugenglas, wie oben besehrieben, naeh der Neutralisation 
und Erganzung mit destilliertem Wasser auf 6 eem mit 2 eem des 
Molybdatreagenses. Der Gehalt an saurelosliehem Phosphor in 
Milligramm auf 100 eem Blut betragt: n-400·0,040S, wo n die bei 
der Titration verbrauehten Kubikzentimeter 0,025 n Lauge be
deutet. 

Bestimmung des gesamten Phosphors im Blute_ 
0,5 eem Blut werden im Kjeldahl-Kolben wie oben behandelt. 
Die 3 eem Fliissigkeit (entnommen von 10 eem Fliissigkeit naeh 
der nassen Verasehung), in denen man sehlieBlieh die Fallung 
vornimmt, entspreehen 0,15 eem Blut. Der Gehalt an Gesamt-P 
in Milligramm fiir 100 eem Blut betragt: n-666,6-0,040S. 

Nephelometrisehe Bestimmung der Phosphorsaure in 
organisehen Materialien naeh Kleinmann1 . 

Prinzip. Die Bestimmung der Phosphorsaure beruht auf 
der Erzeugung einer nephelometriseh geeigneten Triibung der 
Phosphorsaure bei bestimmter Aziditat mittels eines Stryehnin
Molybdan-Reagenses in einer SehwefelsaurelOsung. Die erzielte 
Triibung ist proportional dem Phosphorsauregehalt. Die Triibung 
wird vergliehen gegen eine Triibung, die auf gleiehe Weise aus einer 
Standard-PhosphatlOsung hergestellt wird. Diese wird aus pri
marem Kaliumphosphat bereitet. Die Triibungen werden im 
Nephelometer von Kleinmann vergliehen. Die Messung ergibt 
unmittelbar den Prozentgehalt der Phosphorsaure der zu unter
suehenden Losung. 

Reagen tien_ 1. Phosphatlosung. Von reinstem primarem Kalium
phosphat (zu Enzymstudien naeh Sorensen, Kahlbaum (werden 
1,9167 g abgewogen und zu 1000 cern in aqua dest. ge16st. Diese Losung 
enthiHt 1 mg P 20 5 im Kubikzentimeter. Von dieser Stammlosung wer
den 5 cern genau abgenommen und auf 1000 cern verdiinnt. Diese Losung 

1 Bioehem. z. 174. 43 (1926). 
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enthiUt 0,005 mg P 20 S im Kubikzentimeter (auf P berechnet - 1 P 20 S 
= 0,4379 P - enthalt sie 0,00219 mg P im Kubikzentimeter). Sie dient 
als Phosphat-StandardWsung. Die Verdiinnung soll after frisch bereitet 
werden. 2. Schwefelsaure 2 n. ca. 100 g H 2S04 pro analysi werden ad 
100 ccm aqua dest. verdiinnt, dann titriert. 3. Gesattigte Natriumsulfat
lasung warm bereitet. 4. Molybdan-Strychninreagens. Das Reagens wird 
in 2 Teilen hergestellt, die unmittelbar vor Gebrauch gemischt werden, 
da bei ZusammenfUgung der sauren MolybdatWsung mit der Strychnin
Wsung nach etwa 24 Stunden ein Bodensatz auskristallisiert. 

5. Schwefelsaure NatriummolybdatWsung. 30 g Molybdansaure fUr 
Gliihfaden (Kahlbaum) werden in einen 500 ccm fassenden Rund
kolben gegeben. Sodann werden 10 g wasserfreie, frisch gegliihte Soda 
und etwa 200 ccm aqua dest. hinzugegeben. Der Kolben wird auf freier 
Flamme langsam erhitzt und die Mischung so lange im Kochen er
halten, bis sich eine vallig klare Lasung gebildet hat, wozu ein etwa 15 
bis 30 Min. langes Kochen notwendig ist. Spuren von Verunreinigungen, 
die nicht in die Lasung gehen, werden durch Filtration der warmen Lasung 
entfernt. Zu dem Filtrat kommen 200 ccm 10fach n H 2S04 , Eine an
nahernd 10fach n Lasung wird durch Verdiinnung einer konz. H 2S04 
(500 g H 2S04 auf 1000 ccm) bereitet. Eine Verdiinnung 1: 10 der Saure
Wsung wird mit 1 n NaOH titriert und der Faktor der annahernd 1 Ofach 
n H 2S04 ermittelt. Es wird diejenige Menge der titrierten H 2S04 zugesetzt, 
die genau 200 ccm 10fach n H 2S04 entspricht. 

Die Mischung wird nach dem Erkalten im MeBkolben mit aqua dest. 
auf 500 ccm aufgefiillt. Es entsteht eine klare, haltbare, leicht blaulich 
verfarbte Lasung. Es empfiehlt sich, die Aziditat dieser Lasung in einer 
Verdiinnung 1: 100 mit aqua dest. an der Gaskette zu messen. Der pH 
betragt etwa 1,4. 

6. Strychninlasung. 1,6 g Strychninsulfat (Bisulfat, Kahlbaum) 
werden in etwa 100 ccm aqua dest. unter Erwarmen geWst. Nach dem 
Erkalten wird die klare Lasung im MeBkolben auf 500 ccm aufgefiillt. 

Zur Herstellung des Reagenses werden genau gleiche Volumina von 5. 
und 6. derart vermischt, daB sie zuerst in zwei getrennten Kalbchen mittels 
Pipette abgemessen werden. Dann wird Lasung 6. zu Lasung 5. in schnellem 
SchuE zugegeben und das Kalbchen tiichtig geschiittelt. Es bildet sich beim 
ZusammengieBen ein blaulich weiBer Niederschlag, der zuerst triibt, sich 
dann aber in wenigen Minuten flockig zusammenballt. Das Reagens kann 
dann durch ein quantitatives Filterchen vallig klar abfiltriert werden. Es 
ist farblos und etwa einen Tag lang unverandert haltbar. Es empfiehlt sich, 
es vor dem Versuch frisch zu bereiten. Die Lasungen 5. und 6. sind unver
andert haltbar. 

Ausfiihrung der Phosphatbestimmung. Veraschung 
der Untersuchungssubstanz. Zur P20s-Bestimmung wird 
die zu untersuchende Substanz trocken verascht. Bei der Be
stimmung bestimmter Phosphorsaurefraktionen wie "EiweiB
phosphor", "Lipoidphosphor" usw. wird nach Isolierung der 
Fraktion nach den iiblichen Methoden ein aliquoter Anteil zur 
P20s-Bestimmung der Veraschung wie beschrieben unterworfen. 
Organstiicke (in Form von Brei) oder Fliissigkeiten werden im 
Platintiegel auf dem Wasserbad zur Trockne gebrachtund dann 
mittels Teclubrenners verascht, bis der Riickstand v611ig weiB 
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bzw. bei Gegenwart von MetalIoxyden vollig kohlefrei ist. Die 
Veras chung gelingt stets gut, wenn der Tiegel bedeckt gehalten 
wird. So erfordert die Veraschung von beispielsweise 1 ccm Serum 
nur wenige Minuten. 

Enthalt die Asche Schwermetalle - Eisen bis zu 1 mg pro 
analysierter P 20 5-Menge kann vernachHissigt werden, siehe weiter 
unten - so miissen diese entfernt werden (z. B. als Sulfide). 

Der Riickstand oder - wenn keine Schwermetalle vorhanden 
waren - die urspriinglich vorhandene wei13e Asche wird mit wenigen 
Kubikzentimetern 2 n H 2S04 im Platintiegel versetzt. Sodann 
wird der Tiegel5-1O Min. auf dem Wasserbade erwarmt. Hierbei 
hydrolysiert das durch das GIiihen gebildete Metaphosphat und 
geht in Orthophosphat iiber. Die Losung wird in ein MeBkolbchen 
gespiilt und der Tiegel mehrmals mit einigen Kubikzentimetern 
der 2 n H 2S04 unter Erwarmen nachgespiiIt. 

Wieviel Kubikzentimeter Schwefelsaure im ganzen zur Losung 
der Asche angewendet werden, hangt von der Menge des vorhande
nen P 20 5 abo SolI die ganze Asche zu einer Bestimmung verwandt 
werden, so diirfen nicht mehr als 9,5 ccm H 2S04 gebraucht werden. 
SolI nur ein Teil der Aschen16sung gebraucht werden, so kann man 
auf ein beliebiges Volumen mit 2 n H 2S04 auffiilIen. Gewohnlich 
diirfte, da mehrere Paralleibestimmungen rats am sind, eine Ge
samtmenge von 25 oder 50 ccm Saure verwandt werden. Auf ein 
solches markiertes V olumen wird die Aschen16sung im MeBkolb
chen mit 2 n H 2S04 gebracht. Sind Erdalkalien in der Asche, 
so werden unge16ste Erdalkalisulfate abfiltriert, und das FiIter
chen wird mit der zum Auffiillen der Losung verwandten H 2S04 

gewaschen. Wird die ganze Asche zur Analyse verwandt, so ist es 
zweckmaBig, mit einer etwas groBeren Sauremenge als sonst bei 
der Gesamtaschenverwendung (9,5 ccm) aufzunehmen, Z. B. mit 
12 ccm, diese dann zu zentrifugieren und yom Zentrifugat 9,5 ccm 
zur Analyse zu verwenden, wobei dann natiirlich in der Berech
nung die Anwendung des aliquoten Teiles der Gesamt16sung in 
Rechnung gesetzt wird. 

Behandlung der Aschen16sungen. Zur Analyse dienen 
die sauren Aschenlosungen oder entsprechend reine Phosphat16sun
gen, deren Gehalt durch Schwefelsaurezugabe genau 2 nan Schwe
felsaure ist. 

Von diesen Losungen wird ein Volumen, das 10-50 ftgl 
P 20 5 entspricht - aber nicht mehr als 9,5 ccm - zur Analyse 
verwendet. 1st man sich iiber den Gehalt der P205-Losungen ganz 

1 1 p,g = 0,001 mg. 
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im unklaren, so wird als Vorversuch eine Probe der sauren 
Asche16sung mit 2 n H 2S04 auf 9,5 ccm gebracht, sodann werden 
4 ccm der gesattigten Na2S04-Losung zugefUgt. Das Volumen 
wird mit aqua dest. auf 23 ccm gebracht. 

Jetzt bereitet man aus der Phosphat-Standardlosung mehrere 
Vergleichs16sungen mit variiertem Phosphatgehalt. Beispielsweise 
setzt man 2,4 und 8 ccm = 10,4 ccm und 40 p,g P 20 5 an, gibt 
9,5 ccm 2 n H 2S04 und 4 ccm Natriumsulfat16sung hinzu und fUIlt 
mit H 20 auf 23 ccm auf. J etzt gibt man zu allen Losungen je 
2 ccm Reagens und beurteilt die unbekannte und bekannte Kon
zentration, indem man nach 30 Min. langem Stehenlassen die 
Triibungen mit bloB em Auge vergleicht. Hat man einige Male 
Phosphatanalysen durchgefiihrt, so bedarf es keiner Vergleichs
standardtriibung, um aus einer unbekannten Konzentration un
gefahr die Menge festzustellen, die fUr die Analyse in Frage 
kommt. Eine Menge der Analysen16sung, die 10-50 p,g P 20 5 ent
halt, wird nach der Schatzung des Gehaltes zu der eigentIichen 
Analyse verwandt. 

Die entsprechende Menge der untersuchten Phosphat16sung 
wird mit 2 n H 2S04 auf 9,5 ccm gebracht. Die Abmessungen 
geschehen am besten mit Biiretten. Ais GefaBe fUr die Systeme 
konnen Reagenzglaser dienen. Besser ist es aber, Flaschen mit 
eingeschliffenem Stopfen von 30 bis 50 ccm Volumen anzuwenden, 
da diese ein sauberes Durchmischen gestatten. 

Die Saure braucht nicht auf 2 n eingesteIIt zu sein, es geniigt, 
wenn ihr Faktor exakt bestimmt ist. Es wird dann das ent
sprechende Volumen verwandt, da es nicht auf das Saurevolumen 
sondern auf die molare Konzentration ankommt. 

Sodann werden 4 ccm der gesattigten Na2S04-Losungen zu
gesetzt und die Losung wird mit aqua dest. auf 22 ccm aufgefUllt. 

Jetzt werden die Vergleichs16sungen aus der Standardphos
phat16sung durch Mischung der notwendigen Kubikzentimeter 
Phosphat16sungmit 9,5 ccm 2 nH2S04-Losung+4ccm ges. Na2S04-

Losung + aqua dest. zu 22,0 ccm hergestellt. Am zweckmaBigsten 
ist es, verschieden konzentrierte Vergleichslosungen, mit etwa 20 
und 40 p,g P 2°5' zu bereiten (entsprechend 4 und 8 ccm der Stan
dardlosung). 

ZweckmaBig ist es, von allen zu untersuchenden und Ver
gleichslosungen stets Paralleiversuche, am besten drei, anzusetzen. 
Nunmehr kommen zu den zu untersuchenden und Vergleichs-
16sungen je 2 ccm Reagens. Die exakte Abmessung geschieht am 
besten mit Bangscher Mikrobiirette. Die Losungen werden um
geschiitteIt, der Zeitpunkt der Reagenszugabe wird markiert. 
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Hat man groBere Reihen zu untersuchen, so ist es ratsam, 
nach 5-6 Analysen (inklusive Parallelen) mit der Reagenszugabe 
10 Min. Pause zu machen, um nachher bei der Messung geniigend 
Zeit zu haben. 

Die Losungen beginnen, sich allmahlich zu triiben. Nach etwa 
25 -30 Min. langem Stehen kann der Gehalt der zu untersuchen
den Losungen gegen die bekannten Vergleichslosungen geschatzt 
und beurteilt werden, ob sie mehr als 20 p,g P 20 S enthalten 
oder nicht. Es empfiehlt sich daher stets, die Anwendung einer 
Vergleichsli:isung von 20 p,g P20 S' Hiernach richtet sich die weitere 
Behandlung. 

Bei Messungen von Konzentrationen iiber 20 p,g P20 S in 
dem angewandten Volumen inklusive der Konzentration von 20 p,g 
selbst, wird zu den zu untersuchenden und den Vergleichsli:isungen 
1 ccm H20 gefiigt, worauf die Triibungen sofort nephelometrisch 
verglichen werden. Die Messungen erfolgen wahrend der Zeit von 
15-20 Min. nach der Wasserzugabe, also wahrend der 3. Viertel
stunde nach Reagenszusatz. 

Bei Messungen mit Konzentrationen unter 20 p,g werden 
inklusive der Menge von 20 p,g selbst zu den Systemen 30 Min. 
nach Reagenszusatz statt 1 ccm Wasser 1 ccm 2n H2S04 gegeben. 
Die Triibungen bleiben dann noch weitere 15 Min. stehen und 
werden wahrend der vierten Viertelstunde nach der Reagenszugabe 
nephelometriert. 

Die nephelometrische Messung. 
Als Nephelometer dient das Instrument von Schmidt und 

Haensch (Berlin). Als MeBbereich ist die Konzentration von 
10-50 flg P20 S in 25 ccm Volumen angegeben. Selbstverstand
lich konnen auch hohere Konzentrationen gemessen werden, da 
ja nur entsprechende Verdiinnungen angewandt zu werden brau
chen. Unter 10 flg aber solI nicht hinuntergegangen werden, 
da dann einmal die Triibungen so schwach werden, daB Fehler 
durch Verunreinigungen, Fasern usw. schon hervortreten, vor 
allem aber, weil unter 10 p,g in 25 ccm MeBvolumen die Proportio
nalitat zwischen Triibung und Konzentration aufzuhoren beginnt. 

Hat man kleinere Mengen als 10 flg P 20 S zu bestimmen, so kann 
man fiir die gewohnlichen NephelometergefaBe auch mit ca. 15 ccm 
auskommen, braucht also mit allen angegebenen Mengen nur auf 
~ hinunterzugehen. Hierdurch wird die P 20 s-Menge, die mit den 
gewohnlichen N ephelometerglasern gemessen werden kann, auf 
0,006 mg P20 S nach unten begrenzt. 

Fiir noch geringere P20s-Mengen miissen die MikrogefaBe 
benutzt werden. Nimmt man von allen Losungen den achten Tell 
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was mit in 1/100 ccm geteilten Pipetten noch genau auszufiihren 
geht, so kann man noch rund 0,001 [lg P 20 5 bestimmen, wenn man 
den etwas groBeren Fehler der MikrogefaBe mit in Kauf nimmt. 

Am zweckmaBigsten ist es, in einem mittleren MeBbereich 
von 40-20 [lg P 20 5 in 25 ccm zu arbeiten. Hier ist die Genauigkeit 
der Methodik etwa 1 % Fehler. Arbeitet man in den Grenzen des 
MeBbereiches, so wird der Methodenfehler rund ± 2 %. 

Zur Ausschaltung selten auftretender Ausfalle empfiehlt es 
sich, stets in Parallelversuchen zu arbeiten. 

Bemerkungen zur Methode. EinfluB fremder Substanzen auf die 
Analyse. Beimengungen von Salzen konnen in den AnalysenlOsungen nach 
Behandlung der Aschen mit H 2S04 nur als Sulfate vorliegen. 

Alkalisulfate storen, wenn sie nicht in iiberaus groBer Menge vor
handen sind, die Bestimmung nicht. So hat ein Zufiigen von 0,5 cern ge
sattigter. Na2S04-Losung zu den Systemen kaum einen EinfluB. 

Erdalkalisulfate fallen durch ihre UnlOslichkeit als Verunreinigung fort. 
Magnesium stort bis zu einer Menge von 10 mg pro analysierter Menge 

- 10-50 p,g P 20 5 -, also in 200-1000facher Menge, die P 20 5-Bestim
mung nicht. 

Eisen stiirt ebenfalls nicht in einer Konzentration bis zu 1 mg pro 
analysierte Menge, also in 20-100facher Menge. Hohere Konzentrationen 
dieser Beimengungen miissen eben so wie Schwermetalle entfernt werden. 
Arsensaure liefert unter den gegebenen Bedingungen keine Triibung. Das 
Reagens kann also zur Bestimmung von Phosphorsaure neben Arsensaure 
dienen. 

Bestimmung des Schwefels. 
Bestimmung der anorganischen Sulfate 1m Blut 

nach Denis l . 

Prinzip. Die Sulfate werden nephelometrisch bestimmt, 
indem man eine Triibung mit Bariumchlorid herstellt. 

A usf iihrung. 10 cem Tierblut (mit 30 mg Natriumzitrat 
ungerinnbar gemacht) werden mit 10 ccm 0,02 n HCI und 5 Min. 
spater mit 30 ccm 5%ig. HgCl2 (mit 5 ccm konz. HCI pro Liter) 
versetzt, gut umgeschiittelt, 1 Stunde stehen gelassen und filtriert. 
Zu 10 ccm klarem Filtrat (entsprechend 2 ccm Blut oder Plasma) 
gibt man 5 ccm 1 %ig. AmmoniumnitratlOsung 2 und unter Um
riihren 5 ccm 1,0%ig. Bariumchlorid (5 ccm konz. Hel pro Liter 
enthaltend). Gleichzeitig wird die VergleichslOsung aus 10 ccm 
einer Stammlosung von Kaliumsulfat (5,4370 g reinstes umkristal
lisiertes Kaliumsulfat im Liter mit 1 mg Sehwefel im ccm) be-

l J. of bioI. Chern. 49,311 (1921). 
2 Ammoniumnitrat erleichtert die Bildung der kolloidalen Barium

sulfat·Suspension. 
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reitet. 10 ccm der l00fach verdiinnten Stammlosung enthalten 
0,1 mg S. Diese werden mit je 10 ccm der 5% ig. salzsauren HgCI2-

Losung, der 1% ig. Ammoninmnitratlosung, der 5% ig. BaCI2-

Losung versetzt. Man liest in einem Nephelometer bei einer 
SchichthOhe 20 der Standardlosung ab, dividiert durch die Rohe 
der unbekannten Losung und multipliziert mit 50; dann erhalt 
man den Schwefelgehalt in mg in 100 ccm Blut. 

Beim Menschenblut mischt man zur EnteiweiBung je 5 ccm 
(mit Oxalat versetztes) Blnt, 0,1 n Salzsanre nnd 5% ig. Sublimat
losung und tragt noch 0,3 g festes Sublimat ein. Wahrend 1 Stunde 
schiittelt man haufig und energisch, filtriert dann durch ein asche
freies Filter. Zu 5 ccm klarem Filtrat setzt man je 1 ccm der Barium
chlorid- und AmmoniumnitratlOsung nnd vergleicht mit einem 
Standard aus 10 ccm Kalinmsulfatlosnng, 10 ccm Sublimatlosung 
und je 4 ccm der Ammoniumnitrat- und der Bariumchlorid
losung (s. oben). Fiir menschliches Blut, dessen Sulfatgehalt stark 
schwankt, halt man am besten drei TestlOsungen vorratig, von 
denen je 10 ccm 0,1, 0,05, nnd 0,03 mg Schwefel entsprechen. 
Die Chemikalien miissen auf Schwefelsaurefreiheit gepriift sein. 
Etwa 95% der anorganischen Sulfate im Blut werden mit der 
Methode erfaBt. 

Die im Normalblut gefundenen Schwefelwerte betragen pro 
100 ccm beim Menschen ca. 1 mg, Kaninchen etwa 3,0 mg, Rund 
2,1-3,5 mg. 

Bestimmung der Gesamtsulfate im Blut nach Denis 
und Leche l . 

Prinzi p. Die Sulfate werden als Bariumsulfat gefallt und 
gewogen. 

Zu 25 ccm mit Zitrat versetztem Blut gibt man 55 ccm 
destilliertes Wasser und 20 ccm einer 20%ig. Trichloressigsaure. 
Man schiittelt gut um, laBt 1 Stunde stehen und filtriert. Zu 25 ccm 
des klaren Filtrates fiigt man 75 ccm destilliertes Wasser und 
20 ccm 5%ig. Bariumchloridlosung. Man laBt iiber Nacht stehen, 
iibertragt den Niederschlag auf einen gewogenen Goochtiegel und 
wagt nach Trocknen und Gliihen. Berechnung S. 270 nnd 388. 

Bei der Bestimm ung der Gesamtsulfate im Gewe be werden 10 g 
fein zermahlenes Gewebe in Kolben aus Pyrex-Glas (25 X 200 mm) mit 
etwa 50 ccm annahernd n HCI versetzt und mit einem Uhrglas bedeckt 
im Autoklaven bei 1500 2 Stunden lang erhitzt. Dabei gehen die EiweiB
korper in wsung. Man iiberfiihrt das Gemisch in einen MeBkolben von 
100 ccm, fliIlt zur Marke auf, mischt, zentrifugiert in zwei Zentrifugen-

1 J. of bioI. Chern. 65, 561 u. 565 (1925). 
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glasern zu 50 ccm, filtriert im Goochtiegel tiber Asbest. Zu 40 ccm Filtrat 
gibt man in einem Becherglas von 250 ccm tropfenweise 10 ccm 5% ig. 
BariumchloridlOsung, kocht auf, laBt tiber Nacht stehen, filtriert in einem ge
wogenen Goochtiegel, wascht, trocknet und gliiht bis zur Gewichtskonstanz. 

Bestimmung des Gesamtschwefels nach Tschopp!. 

Prinzip. Nach nasser Veraschung werden die Sulfate 
wie in der vorangehenden Methode gravimetrisch bestimmt. 

Von dem klaren, salpetersauren Filtrat, das nach der Ver
aschung nach Tschopp gewonnen wird, werden 5 cern (wenn der 
Sulfatgehalt der zu untersuchenden Substanz gering ist, mehr) 
zur Analyse genommen. Diese werden in einer vorher gewogenen, 
feinporigen Mikronutsche (12 G/2 < 7 oder einem Zentrifugenfilter 
80 G/2 < 7, oder Filtertrichter 60 G/2 < 7 p; von Schott und Ge
nossen) zu 0,5 cern einer etwa 5%ig. BariumchloridlOsung hinzu
gegeben, nachdem vorher etwa 0,5-1 cern Chloroform als Sperr
fliissigkeit in das Gerat pipettiert worden sind. Nach Zusatz von 
2 Tropfen Phenolphthalein wird mit verdiinntem Ammoniak 
neutralisiert, vorsichtig durchgeriihrt (die Chloroformschicht 
darf dabei nicht aufgewirbelt werden) und nach Zusatz von 
5 Tropfen 2 n Salzsaure 1 Stunde stehen gelassen. Der Niederschlag 
von Bariumsulfat setzt sich und bildet an der Oberflache des 
Chloroforms eine feine Schicht. 

Die Nutsche wird nun in die Bohrung des Kautschukpfropfens 
eines Absaugkolbchens gebracht. Man saugt mit der Wasserstrahl
pumpe den feinen Niederschlag auf die porose Filterschicht. Nach 
zweirnaligem Auswaschen mit je 5 cern 0,01 n Salzsaure (mit 
Bariumsulfat gesattigt) wird die vorher gewogene Mikronutsche 
bis zur Gewichtskonstanz bei 1l0o getrocknet und gewogen. 

Das Gewicht des Bariurnsulfatniederschlages, multipliziert mit 
0,4202, ergibt die Anzahl Milligramme Sulfat in der zur Analyse 
gelangten Menge Substanz oder Fliissigkeit. (Vgl. S.388.) 

Gesamtschwefel im biologischen Material nach 
StockhoLm und Koch 2• 

I. Schmelzverfahren: In einem Nickeltiegel von 50: 70 mm mischt 
man 0,5-2 g Gewebe mit 15 g eines Gemisches von 225 g Kaliumnitrat 
und 50 g wasserfreier Soda und iiberschichtet mit weiteren 10 g des 
Gemisches. Der Tiegel wird bedeckt und mit einer Spiritusflamme vor
sichtig erhitzt, so daB keine Dampfe entweiehen. Naeh 1 Stunde miseht 
man den Tiegelinhalt dureh und erhitzt noeh 10 Min. auf einem Roger
brenner. Naeh dem Abkiihlen lOst man den Tiegelinhalt in 400 eem Wasser 

1 Biochem. Z. 203, 275 (1928). 
2 J. amer. chern. Soc. 45, 1953 (1923). 
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und sauert mit 40 cern konz. Salzsaure an. Man dampft zur Troekne und 
raucht noch 2mal mit je 25 cern konz. Salzsaure abo Man lost das Salz
gemisch in 3-400 cern Wasser und 10 cern Salzsaure und fiillt auf gen,au 
510 cern auf, filtriert dann durch ein trocknes Filter in eine zweite 500ccm
MeBflasche und spiilt deren Inhalt mit 100 cern Wasser in ein Becher
glas von 1 Liter iiber. Man erhitzt zum Sieden, fiigt 10 cern 0,1 n Schwefel
saure und tropfenweise 10 cern lO%ig. Bariumehlorid16sung hinzu und setzt 
das Kochen noch 10-15 Mi~. fort. Nach 10-12 stiindigem Verweilen in 
der Warme filtriert man und wascht in iiblicher Weise. Darauf vergliiht 
man das Filter vorsichtig und wagt. Der Blindwert wird in Abzug gebracht 
und der Wert mit 510/500 multipliziert. 

II. Nasse Veraschung: In einen Nickeltiegel von 10 cern Inhalt 
bringt man 0,5-2 g Substanz zu 10 cern 25 %ig. Natronlauge, bedeckt und 
engt fast zur Trockne ein. Unter weiterem Erhitzen auf dem Dampfbad 
setzt man tropfenweise 5 cern Perhydrol (30% ig. H 20 2 ) unter stetem Um
riihren mit einem Glasstab zu. Der Tiegelinhalt wird dann in einen 
Kjeldahlkolben von 300 cern iiberfiihrt und bis zum beginnenden Kristal
lisieren erhitzt, nachdem mit Salpetersaure angesauert worden ist. Man 
oxydiert dann mit 10 cern rauchender Salpetersaure und 40-50 Tropfen 
Brom. Wenn kein oder wenig Fett vorhanden ist, ist dann die organische 
Substanz zerstort. Man dampft ein und erhitzt unter Wasserzusatz, urn die 
Hauptmenge der Salpetersaure zu entfernen. Die notigenfalls filtrierte 
Losung wird mit Natronlauge neutralisiert, auf 600 cern verdiinnt und 
mit 10 cern konz. Salzsaure versetzt; nach Zusatz von 10 cern 0,1 n Schwefel
saure wird die Bestimmung wie oben zu Ende gefiihrt. Kleine Fettreste, 
die der Oxydation widerstanden haben, konnen meist ohne Schaden ab
filtriert werden. Man kann aber aueh die Oxydation am RiickfluBkiihler 
ausfiihren, wobei alle organischen Bestandteile innerhalb 24 Stunden 
vollig zerstort werden. Die nasse Veraschung ist leistungsfahiger und gibt 
besonders bei Cystin bessere Zahlen. 

Bestimmung des Kalziums. 
Bestimmung des Kalziums im Serum naeh Kramer 

und TisdalP. 

Prinzi p. Das Kalzium wird im Serum direkt als Oxalat 
niedergeschlagen und das Oxalat mit Kaliumpermanganat titriert. 

A usfiihrung. Man iiberfiihrt in ein graduiertes Zentrifugen
glas aus Jenaer Glas von 15 eem Inhalt (das vorher mit Biehro
mat-Sehwefelsaure sorgfaltig gereinigt worden ist und das bei 
der 0,1 eem-Marke einen AuBendurehmesser von 6-7 mm hat), 
2 eem Serum, 2 eem destilliertes Wasser, 1 eem 4 % ig. Ammonium
oxalat16sung und 2 eem einer gesattigten Natriumazetatlosung. 
Man vermiseht griindlieh, laBt 30 Min. oder langer stehen, miseht 
den Inhalt noeh einmal (man halt den oberen Teil des Zentri-

1 J. of bioI. Chern. 56,439 (1923); Modifikation nach Clark und Collip: 
J. of bioI. Chern. 63, 461 (1925). Vgl. ferner Kramer und Tisdall: .r. of 
bioI. Chern. 47, 475 (1921). Clark: J. of bioI. Chern. 49, 487(1921). 
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fugenglases und staBt es mit dem Finger am unteren Ende 
an) und zentrifugiert in einer schnellaufenden Zentrifuge (etwa 
1500 Touren pro Minute) 5 Min. Man gieBt die iiberstehende 
Fliissigkeit vorsichtig ab und entfernt den Rest, indem man das 
umgedrehte Zentrifugenglas auf eine Schicht Filtrierpapier stellt. 
Man trocknet' dann das offene Ende des Reagenzglases mit 
einem weichen Tuch. Oder man verfahrt bei der Entfernung 
der iiberstehenden Fliissigkeit wie beim Kalium (vgl. S. 281 
und 358) beschrieben. Nun riihrt man den Niederschlag mit 
einem feinen Glasstab auf und wascht die Wande des Reagenz
glases mit 3 ccm verdiinntem Ammoniak (2 ccm konz. Ammoniak 
zu 98 ccm Wasser) in einem feinen Strahl aus einer Waschflasche. 
Die Suspension zentrifugiert man und entfernt die iiberstehende 
Fliissigkeit, wie oben beschrieben. Man wiederholt das Waschen 
mit Ammoniak noch ein- bis zweimal. Nach Entfernen der Wasch
fliissigkeit, fiigt man 2 ccm einer annahernd n H 2S04 (28 ccm der 
konz. Saure auf 1 Liter) zu. (Man laBt diese Menge am besten 
direkt aus einer Pipette auf den Niederschlag flieBen; dadurch 
werden angeklebte Teile 10sgelOst und die Auflosung wird erleich
tert.) Man setzt das Reagenzglas 1 Minute in siedendes Wasser, 
und titriert aus einer in 0,02 cern geteilten Mikrobiirette mit 0,01 n 
Kaliumpermanganat 1, bis die rosa Farbung mindestens 1 Min. 
bestehen bleibt. Wenn notig, erwarmt man wahrend derTitration 
das Reagenzglas, indem man es in ein Wasserbad von 70-75° 
stellt. 

Berechnung. 1 ccm 0,01 nKMn0 4 ist 0,2 mg Ca aquivalent 2• 

D· C M . f" 100 S b t ., t I 100·0,2· x Ie a- enge III mg ur ccm erum e rag a so 2 ' 

wo x die verbrauchten ccm 0,01 n Permanganat bedeuten. (Von 
den verbrauchten ccm Permanganat ist diejenige Anzahl ccm 
abzuziehen, die notig ware, urn in 2 ccm der Schwefelsaure die
selbe Farbintensitat zu erzeugen.) Normales menschliches Blut
serum enthalt 9-11 mg Kalzium 3 in 100 ccm. 

Die Bestimmung des Kalziums im Gewebe und anderem biologischen 
Material (Fazes, Milch, Knochen) erfolgt nach vorheriger Veraschung im 
Platintiegel unter Zusatz von wenigen Tropfen Salpetersaure, um die letzten 
Reste der Kohle zu zerstaren. 

1 Die 0,01 n PermanganatlOsung wird aus einer 0,1 n Lasung hergestellt 
und mull jedesmal vor der Benutzung gegen eine 0,01 n Natriumoxalat
lasung, die mehrere Monate haltbar ist, eingestellt werden. V gl. Harn 
S.369. 

2 Vgl. Harn S. 370. 
II ttber Bestimmung des nichtdiffusiblen Kalziums vgI. S. 289, ferner 

Moritz: J. of bioI. Chem. 64, 81 (1925). 
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Fiir die Bestimmung im Gewebe mit niederem Kalziumgehalt schlagen 
Cor ley und Denis die vorherige Behandlung des Materials im Autoklaven 
mit Alkali vorl. 

A usfiihrung. 10 g fein zerkleinertes Gewebe werden mit 50 ccm 0,1 n 
NaOH in ein geraumiges Reagenzglas (25 X 200 mm) aus Jenaer oder Pyrex
Glas (mit einer Marke bei 60 ccm) iiberfiihrt. Das Glas wird, mit einer Zinn
folie bedeckt, 2 Stunden bei 180 0 im Autoklaven gehalten, wobei voll
standige Lasung eintritt. Die Lasung wird nun durch Zugabe von konz. 
Salzsaure stark angesauert, mit dest. Wasser auf 60 ccm verdiinntundnach 
30Min.langem Stehen zentrifugiert oder im Gooch-Tiegel iiber Ca-freiem 
Asbest filtriert. Einen aliquoten Teildes klaren, gewahnlich gefar bten Filtrates 
(gewahnlich 15 ccm) miBt man in ein konisches Reagenzglas von 50 ccm, 
fiigt das halbe Volumen 4%ig. Ammoninmoxalatlasung zu und macht die 
Reaktion der Lasung gegen Methylrot durch vorsichtigen Zusatz von konzen
triertem Ammoniak alkalisch. Diese Fallung solI kurz nach der Filtration 
angestellt werden. Nach mindestens 1 stiindigem Stehen zentrifugiert man 
und gieBt die iiberstehende Fliissigkeit maglichst vollstandig ohne Auf
wirbeln des Niederschlages abo 

Der Niederschlag wird in 5 ccm annahernd n-Schwefelsaure aufge16st, 
0,1 n Kaliumpermanganat werden bis zur Rosafarbung zugefiigt. Nach 
5-10 Min. fiigt man nun 5 cem einer 4%ig. Lasung von Ammonoxalat 
zu. Naehdem die Lasung vollkommen klar geworden ist, werden 5 eem 
Wasser zugegossen, dann wird vorsiehtig mit konz. Ammoniak (Indikator 
Methylrot) neutralisiert. CUbersehreitet man den Umsehlagspunkt, so kann 
mit ca. 1 n HCI zuriicktitriert werden.) Naeh mindestens 1 stiindigem Stehen 
zentrifugiert man, entfernt die iiberstehende Fliissigkeit so sorgfaltig wie 
maglieh, waseht den Kalziumoxalatniedersehlag mit 30-35 eem eiskaltem 
Wasser und zentrifugiert noeh einmal. Naeh Dekantierung des vVaseh
wassers last man den Niederschlag in 5 eem ca. n-Sehwefelsaure, setzt das 
Glas fiir 5 Min. in ein Wasserbad von 5 Min. und titriert mit 0,01 n Kalium
permanganat. 

Bereehnung. mg Ca in 100 g der Probe = (Titrationswert-Blind-
0,2·60 100 

wert)· r T '1 P b . a lqU. el g- ro e 
Der Blindwert nach Titration der entspreehenden Menge H 2S04 mit 

Permanganat muB abgezogen werden. 

Nephelometrische Bestimmung des Kalziums 
nach Rona und Kleinmann 2 • 

Prinzi p. Die Methode beruht auf der Erzielung einer Triibung 
in einer neutra~en KalziumlOsung von bestimmtem Salzgehalt 
mittels eines Reagenses, das durch Lasung von Natrium sulfo
ricinicum in Natronlauge bereitet wird. 

Die Lasung von CaC12 wird durch trockne Veraschung der auf 
Ca zu untersuchenden Substanz und Lasen der Asche mit einer 
bestimmten Menge Salzsaure hergestellt. Als Vergleich dient eine 
Kalzium-Standardlasung. Der Vergleich der Triibung erfolgt im 
Nephelometer. 

1 J. of bioI. Chem. GG, 601 (](l25). 2 Biochem. Z. 137, 157 (1923). 
Rona-Kleinmann, Blnt u. Harn. 18 
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Die Triibungen verhalten sich genau proportional dem Gehalt 
an Ca. Die Triibungsmessung gibt direkt den Kalziumgehalt der 
zu untersuchenden Losung in Prozenten an. 

Apparate. Nephelometer nach Kleinmann (Schmidt und 
Haensch, Berlin). Losungen. 1. Das Trubungsreagens. In einem 
MeBglase werden 10 ccm Natriumsulforicinicum nach Berlioz-Heryng 
(Merck) abgemessen. 1st dasselbe zu schwerflussig oder zeigen sich in ihm 
Kristalle, so wird es zuvor in einem warmen Wasserbade leicht erwiirmt, 
wobei es stets leichtflussig und klar wird. Zu ihm werden 112 ccm 1 n NaOH, 
die faserfrei und optisch klar sein solI und evtl. zu filtrieren ist, gegeben; 
die Losung wird mit aqua dest. auf 125 ccm gebracht. Mit einem Glasstabe 
wird tuchtig geruhrt, bis sich eine klare homogene Losung gebildet hat; 
diese wird in einer Glasflasche mit eingeschliffenem Stopfen aufgehoben. 
Das Reagens ist eine klare, homogene, deutlich gelb gefarbte Flussigkeit, 
die unbegrenzt haltbar ist. Die Eigenfarbe des Reagens stort bei der 
Messung nicht, da nur 0,4 ccm desselben bei einer Verdunnung auf 25 ccm 
angewandt werden und diese Losimg farblos ist. Diese Reagenzkonzentra
tion in Leitfahigkeitswasser (s. weiter unten) ruft keinerlei Trubung hervor 
und bleibt auch nach langerem Stehen eine wasserklare, optisch leere 
Losung. 2. Kalziumstandardlosung. CaCOa (pro analysi, Kahlbaum) 
wird im Exsikkator bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 0,4995 g werden 
abgewogen und in ein Becherglas von ca. 100 ccm Inhalt gespult und unter 
Bedeckung mit einem Uhrglas mit etwas LeitfahigkeitswasEer und einer 
zur Losung gerade notwendigen Menge 1 n HCI versetzt. (Vorsicht vor 
Verspritzen.) Nach Losung des Kalziumkarbonats wird die Flussigkeit 
mit Leitfahigkeitswasser in einen MeBkolben gespiilt und auf 2000 ccm 
aufgefiillt. Die Losung enthalt 0,1 mg Ca im ccm. DieKalziumstandardlosung 
mull in paraffinierter Flasche aufgehoben werden, da bei langerem Stehen 
Ca aus dem Glase in die Losung geht. Das Paraffinieren der Flasche geschieht, 
indem man eine genugend groBe Menge festen Paraffins in die Flasche 
gibt, es durch Einsetzen der Flasche in ein Wasserbad schmelzen laBt und 
dann die Flasche liegend so lange auf einem Tische rollt, bis das Paraffin 
erstarrt ist und die Flasche gleichmaBig auskleidet. Die Flasche wird zuerst 
mit aqua dest., dann mit Leitfahigkeitswasser gespiilt und schlieBlich mit 
der CaCl2-Losung vollgefiillt. Die Kalziumstandardliisung muB moglichst 
frisch angewandt werden. 3. Leitfahigkeitswasser (Kahlbaum). 
4. 1 n HCl. 5. 1 n NH40H, 

Veras chung. Organisches Material, das zur Kalziumanalyse 
dient, wird trocken verascht. Hierzu wird die Substanz (z. B. 
1 ccm Serum) auf dem Wasser bade getrocknet, sodann im Trocken. 
schrank bei ca. 100 0 zur volligen Trockne gebracht und schlieB. 
lich mittels Bunsenbrenners verascht. 

Die Veraschung geht stets leicht, wenn der Tiegel bedeckt ge
halten wird. Saure Substanzen (besonders Salzsaure) miissen 
vor dem Veraschen neutralisiert bzw. eine Spur alkalisch gemacht 
werden (Indikator zugeben), da CaCl2 in geringer Menge fliichtig 
ist. Gewohnlich ist die Veraschung in wenigen Minuten durchzu
fiihren. Die Asche solI schneeweiB sein. 

Verarbeitung der Asche. Die Asche wird nunmehr in 
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Salzsaure geWst. Diese Lasung solI stets mit wenigen Tropfen einer 
verhaltnismaBig starken Saure erfolgen, nicht mit einer ent
sprechend graBeren Menge einer schwacheren Saure, weil aIle 
Lasungen infolge ihrer Aufbewahrung in Glasflaschen Oa aus dem 
Glase aufnehmen, weshalb nur maglichst kleine Volumina an
gewandt werden sollen. 

Die Verdiinnung der AnalysenWsungen erfolgt stets mit Leit
fahigkeitswasser (Kahl ba um). 

Zur Analyse dienen etwa 0,4-0,04 mg Oa. 1st vermutlich 
keine graBere Menge Oa in der Asche vorhanden, so dient die 
ganze Asche zur Analyse. Sie wird mit 4-5 Tropfen 1 n HOI 
versetzt. Der Tiegel wird dann gleichmaBig gedreht, so daB 
die Lasung ihn bis zum Rand bespiilt. Hierauf wird die Lasung 
mittels einer Mikropipette aus dem Tiegel gesaugt und in ein 
AufnahmegefaB, am besten in eine ca. 50 ccm Flasche mit ein
geschliffenem Stopfen gegeben. Dieselbe soIl eine Marke tragen, 
die eine Fiillung von ca. 5 ccm angibt. 

1st die Lasung der Asche in Salzsaure ausgefUhrt, so gibt man in 
den Tiegel noch einmal die gleiche Salzsauremenge und wiederholt 
den Vorgang. SchlieBlich spiilt man mit 2 -3 ccm Leitfahigkeits
wasser Tiegel und Kapillarpipette nach und bringt dann die Lasung 
durch Leitfahigkeitswasser auf ca. 5 ccm. Nunmehr gibt man zu 
der Lasung genau die gleiche Tropfenzahl 1 nNH40H wie man 
1 n HOI angewandt hat. Man verwende hierzu dieselbe Biirette 
oder Pipette, die man fUr das Eintropfen der Saure benutzt hat, 
um gleiche TropfengroBe zu haben. ZweckmaBig kann man auch 
anstatt Tropfen abgemessene Volumina aus einer fein kalibrierten 
Pipette hinzutun. 

Man wird nicht mehr als 0,6 ccm HOI und 0,6 ccm NH 40H 
gebrauchen. J edenfalls soIl die Analysenlasung durch die Ammo
niakzugabe maglichst genau neutral sein. AmmoniakiiberschuB 
bewirkt leicht ein Flocken der Triibung. 

Verwendet man nicht die ganze Asche zur Analyse, so kann 
man sie in entsprechend mehr Saure lOsen, mit Leitfahigkeits
wasser auf ein bestimmtes Volumen bringen und von diesem eine 
abgemessene Menge zur Analyse verwenden. 

Zu den 5 ccm AnalysenWsung werden nun 0,4 ccm des durch 
ein Filter klar filtrierten Reagenses hinzugegeben. Die Abmessung 
von 0,4 ccm muB sehr genau mittels einer in 1/100 ccm geteilten 
Pipette oder mit einer Bangschen Mikrobiirette erfolgen. 

Ebenso behandelt man die StandardlOsung. StandardlOsung 
und analysierte Lasung sollen unmittelbar nacheinander mit 
Reagens versetzt werden. Hierauf laBt man die Triibungen sich 

)8* 
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3 Min. entwickeln und flillt sie dann mit Leitfahigkeitswasser 
ad 25 cern auf. 

Die Triibungen sollen dann innerhalb Y2 Stunde im Nephelo
meter verglichen werden. 

Die Methode gestattet die schnelle Bestimmung von Kalziummengen 
von 0,4-0,04 mg Ca bei Anwendung des Makronephelometers. Bei Be
nutzung der Mikroform ist es moglich, auf den fiinften Teil herunterzugehen, 
also noch 0,008 mg Ca zu bestimmen. 

Dies ermoglicht fiir die Blutanalyse die Anwendung von I cern Blut 
oder Serum bei der bequemen Arbeit mit der Makroform und eine An
wendung von 0,02 cern bei Benutzung der Mikroform. 

Der Fehler der Methode betragt rund 1%. Doch ist es ratsam, wegen 
einzelner Ausfalle, die auftreten konnen, stets in Parallelen zu arbeiten. 
Die Bestimmung ist sehr bequem und laBt sich in wenigen Minuten durch
fiihren. 

Bei der Veraschung von Blut wird die saure Aschen16sung nicht mit 
NH40H neutralisiert, sondern schwach alkalisch gemacht. Hierdurch 
scheidet sich das Eisenhydroxyd abo Die Fliissigkeit wird durch ein quanti
tatives Filter filtriert und auf 25 cern aufgefiillt. 10 cern werden zur Analyse 
benutzt. Das Ca-Reagens giht auch mit Mg" eine Triibung. 

Da nach Kriss 1 das Reagens mit Magnesiumsalzen keine Triibung 
giht, wenn geniigend Chlorammonium vorhanden ist, werden bei Gegen
wart von Magnesium fiir etwa jedes Grammatom Magnesium 10 Mole 
Ammoniumchlorid zur Analyse hinzugegeben. Die Vergleichs16sung wird 
ebenso behandelt. Diese Vorschrift ist fiir die Blutanalyse zu beachten. 

Bestimmung des Magnesiums. 
Bestimmung des Magnesiums im Serum nach Denis 2• 

Prinzip. Nach Entfernung des Kalziums als Oxalat wird das 
Magnesium als Magnesiumammoniumphosphat niedergeschlagen, 
die Phosphorsaure wird kolorimetrisch bestimmt und daraus der 
Wert fiir das Magnesium ermittelt. 

A usfiihrung. Man schlagt dasKalzium aus 2 cern Serum nieder 
(vgl. S. 271), zentrifugiert und pipettiert 3 cern der iiberstehenden 
Losung in ein Zentrifugenglas von 15 cern InhaIt. Dann fiigt man 
unter Umriihren 0,5 cern einer 5%ig. Ammoniumphosphatlosung, 
die 5 cern konz. Ammoniumhydroxyd im Liter enthalt, hinzu. 
Man laBt iiber Nacht stehen, zentrifugiert, saugt die iiberstehende 
Fliissigkeit ab und wascht das Zentrifugenglas mit 5 cern einer 
Mischung von 1 Teil konz. Ammoniumhydroxyd (spez. Gew. 0,9) 
und 2 Teilen Wasser. Man zentrifugiert und saugt die Waschfliissig-

1 Biochem. Z. 158, 203 (1925) und 162, 359 (1925). 
2 J. of bioI. Chern. 52, 411 (1922). - VgI. auch Bell und Doisy: J. of 

bioI. Chern. 44, 55 (1920). - Briggs: J. of bioI. Chern. 52, 349 (1922). 
Hammett und Adams: J. of bioI. Chem. 52. 211 (1922). 



Bestimmung des Magnesiums. 277 

keit ab, wiederholt die Waschung zum zweiten- und drittenmal und 
wascht schlieBlich mit 5 ccm 75%ig. Alkohol, der 10 ccm konz. 
Ammoniumhydroxyd pro Liter enthalt. Die Waschfliissigkeit 
wird wieder abgesaugt und der Niederschlag auf einem warmen 
Platz stehen gelassen, bis das Ammoniak verdunstet ist. 

Man lOst den Niederschlag des Magnesiumammoniumphosphats 
in 5 ccm 0,1 n Salzsaure und iiberfiihrt die Fliissigkeit mit Hilfe 
weiterer 5 ccm 0,1 n Salzsaure in ein MeBgefaB von 25 ccm. In 
eine andere 25 ccm-Flasche gibt man als Vergleichslosung 10 ccm 
einer Losung von Magnesiumammoniumphosphat (die 0,02 mg 
Magnesium in 10 ccm enthaltl) in 0,1 n Salzsaurelosung. Zu jeder 
Flasche gibt man 2 ccm einer 2,5%ig. Losung von Ammonium
molybdat in Wasser und 1 ccm der 0,25%ig. Aminonaphthol
schwefelsaure-Losung (vgl. S. 258). Man verdiinnt zur Marke, 
mischt, laBt 5 Min. stehen und vergleicht im Kolorimeter. 

Berechnung. Wenn 3 ccm von den 5 ccm der iiberstehenden 
Fliissigkeit, die man bei der Untersuchung von 2 ccm Serum 
erhalt, benutzt wurden, so entsprechen sie 1,2 ccm Serum. Da 
die Vergleichslosung 0,02 mg Magnesium entspricht, so sind 

Stand der VergleichslOsung 002 100 M . 100 S . . ·-=mg gIll ccm erum Stand der unbekannten Losung' 1,2 . 

In 100 ccm menschlichem Serum sind 2 -3 mg Mg; in 100 ccm 
Blut 1,6 mg (nach Hawk und Bergeim). 

Tschopp2 faUt ebenfalls das Magnesium aus der Kalziumionen
freien Losung als Magnesiumammoniumphosphat aus. Dieses wird 
als Phosphormolybdat wie oben kolorimetrisch bestimmt3 . Ais 
Reduktionsmittel benutzt Tschopp (nach Lohmann und 
J endrassik) "Eikonogen" in Bisulfit und Sulfit (S. 260) oder 
Rodinal (1 ccm bei etwa 60°), das die Phosphormolybdan
saure zu Molybdanblau reduziert. Die Losung wird kolorimetrisch 
mit der Farbe einer gleichbehandelten StandardlOsung von be
kanntem Phosphatgehalt verglichen. Aus der Menge des Phosphors 
laBt sich der Magnesiumgehalt berechnen. 

Reagentien. 1. AmmoniumphosphatlOsung. 25 g Ammoniumphos
phat (NH')2HPO, werden in 250 ccm phosphatfreiem Wasser gelost, 
25 ccm konz. Ammoniak zugesetzt; man liiLlt 24 Stunden stehen, 
filtriert, kocht, bis der Geruch nach Ammoniak verschwunden ist. Nach 
dem Erkalten wird auf 1 Liter aufgefiillt. 2. Molybdiinsiiurelosung, 50 g 

1 Eine Losung von 0,202 g MgNH,PO,.6 H20 in 100 ccm 0,1 n HCI 
wird genau 1 : 100 mit 0,1 n HCl verdiinnt. 

2. Vgl. Biochem. Z. 203,276 (1928) und Helvet. chim. Acta 10,843 
(1927). 

3 Vgl. Taylor und Miller: J. Qf l:>iQl. Ch~m. 18, 215 (1914). 
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reines Ammoniummolybdat werden in einem Liter n Schwefelsaure in der 
Kalte ge16st. 3. Eikonogenlosung. 0,5 g, durch Losen in Bisulfit und Sulfit 
und Fallen mit Salzsaure gereinigtes Eikonogen "Agfa" wird in 200 cern 
dest. Wasser mit 30 g Natriumbisulfit und 1 g Natriumsulfit aufge16st. 
4. 5,5975 g im Exsikkator iiber Schwefelsaure getrocknetes, feinpulveri
siertes Monokaliumphosphat KH2P04 werden in 1 Liter phosphatfreiem 
Wasser aufge16st. 1 cern dieser Stamm16sung entspricht 1 mg Magne
sium. 10 ccm dieser Vorrats16sung werden mit phosphatfreiem Wasser 
auf ein 1 Liter aufgefiillt. 10 cern dieser Standardlosung entsprechen 
0,1 mg Mg. 5. Konz. und 2%ig. Ammoniak. 6. 2 n Schwefelsaure. 
7. 15%ig. Trichloressigsaurelosung. 8. Gesattigte Ammoniumoxalatlosung. 

Ausfiihrung. 2 ccm Serum, Plasma, Exsudate, Transsudate, 
Harn, Eierklar, Speichel usw. pipettiert man in ein Zentrifugen
glas, gibt 3 ccm dest. Wasser und 1 ccm der gesattigten Ammo
niumoxalat16sung hinzu. Nach gutem Umschiitteln wird Y2 Stunde 
gewartet und hernach scharf zentrifugiert. 5 ccm der klaren iiber
stehenden Lasung werden' zur Bestimmung des Magnesiums in 
ein Zentrifugenglas pipettiert, mit 1 ccm Ammoniumphosphat und 
2 ccm konz. Ammoniak versetzt, auf etwa 80 0 erwarmt und 12 
oder mehr Stunden gut verschlossen stehen gelassen. Der gebil
dete Niederschlag von Magnesiumammoniumphosphat wird ab
zentrifugiert, dreimal mit 2%ig. Ammoniak ausgewaschen, in 
10 Tropfen 2 n Schwefelsaure in der Kalte ge16st und quantitativ 
mit dest.Wasser in ein Mikro-Kjeldahlglas mit einer Marke bei 
25 ccm gespiilt. Nun gibt man 1 ccm Molybdansaure und 2 ccm 
Eikonogen16sung hinzu. Gleiehzeitig kommen in ein anderes 
Mikro-Kjeldahlglas 5 ccm der schwacheren Standard16sung, 1 ccm 
Molybdansaure16sung, 10 Tropfen 2 n Schwefelsaure und 2 ccm 
Eikonogenlasung. Standard- und Versuchs16sung kommen gleich
zeitig fiir 6 Min. in ein auf 35 0 erwarmtes Wasserbad, darauf 
fiir 3 Min. in kaltes Wasser. 

Die entstandenen, haltbaren Blaufarbungen werden, nachdem 
beide Lasungen mit phosphatfreiem Wasser auf 25 ccm aufgefiillt 
wurden, im Kolorimeter verglichen. 

Berechnung. Da die angewandte Fliissigkeitsmenge 1,66 ccm 
betragt (= 5/6 von den zur Verarbeitung gelangten 2 ccm), so 
ergibt sich der Magnesiumgehalt in 100 ccm nach folgender Formel: 

8 1 ·100 
C = c1 • 8. 1,66 ' 

wo c1 = 0,05 und 8 1 bzw. 8 die Schichtdicken der Test- bzw. 
VersuchslOsung bedeuten, oder bei Kolorimetereinstellung auf 
20mm 

C = ~ = mg Mg in 100 cem . 
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Bestimmung des Magnesiums in Yollblut, Milch, 
Eigelb, Pflanzensaften usw. naeh Tschopp. 

Eine EnteiweiBung des frisehen Serums oder Plasmas fur die 
Kalzium- und Magnesiumbestimmung ist nieht notig, wohl aber 
fur Vollblut und andere geformte Bestandteile enthaltende biolo
gisehe Flussigkeiten. 

A usfuhrung. 2,5 cern der zu untersuehendenLosung liWt man 
in ein troekenes Zentrifugenglas flieBen. 5 cern dest. Wasser wer
den dann quantitativ in das Zentrifugenglas gebraeht. Jetzt 
werden mit einer anderen Pipette 2,5 cern der 15 %ig. Triehlor
essigsaure!Osung hinzugegeben und umgeruhrt. Naeh Y2 Stunde 
wird die jetzt von 2,5 cern auf 10 cern verdunnte Flussigkeit 
scharf zentrifugiert. 

8 cern des klaren Zentrifugats werden in einem troekenen 
Zentrifugenrohrehen mit 2 cern der gesattigten Ammonoxalat
!Osung versetzt und naeh Y2 Stunde 15 Min. zentrifugiert. 

8 cern (= 1,60 cern ursprunglieher Flussigkeit) dieses kalzium
ionenfreien Zentrifugats werden mit 1 cern Ammonphosphat
!Osung, 2 Tropfen Phenolphthalein und bis zur deutliehen alka
lisehen R.eaktion mit konz. Ammoniak (2 cern) versetzt, auf 80 0 

erwarmt und uber Naeht, gut versehlossen, stehen gelassen. 
1m ubrigen verfahrt man naeh den schon oben angegebenen 
Yorsehriften, nur sollen bei hoherem Magnesiumgehalt statt 
5 cern 10 cern der Standardvergleiehs!Osung verwendet werden. 

Bereehnung. Da die fur die Magnesiumbestimmung an
gewandte Flussigkeitsmenge in vorliegendem FaIle 1,60 cern betrug, 
so ergibt sieh bei Kolorimetereinstellung auf 20 mm der Magne
siumgehalt in 100 cern Flussigkeit a) wenn 5 cern, b) wenn 
10 cern Standard!Oung angewandt wurden, naeh folgender 
Formel: 

) 62,5_ 
a S - c, b) 125 = 

S c. 

Magnesium-Bestimmung im Blut naehKramer-TisdaIP. 

Prinzip. Die Farbung einer mit Eisenthiozyanat versetzten 
MgC12-Lasung wird mit der Farbung einer ebenso behandelten 
Lasung mit bekanntem Magnesiumgehalt vergliehen. 

Reagentien. 1. Ammoniummagnesiumphosphat-Vergleiehsli:isung. 
Man lost 0, 102 g lufttroeknes (nieht erhitztes) Magnesiumammoniumphosphat 
(Mg(NH4)P04 ·6 H 20) in 100 eem 0,1 n HCl und verdiinnt auf 1 Liter Wasser 

1 Johns Hopkins Hosp. Bull. Rep. 1921, 46, Nr.360; J. of bioI. Chern. 
47, 476 (1921). 
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(1 cern dieser Losung enthiilt 0,01 mg Mg)l. 2. Ammoniumphosphat16sung: 
25 g (NH4)2HP04 werden in 250 cern Wasser gelost, 25 cern konz. Ammoniak 
zugefiigt; die Mischung steht iiber Nacht. Man filtriert, kocht das iiber
schiissige Ammoniak fort, kiihlt ab und £tillt auf 250 cern auf. Die Lo
sung wird dann mit Wasser 5fach verdiinnt. 3. Eisenrhodanidlosung. 
A. Eine Losung von 0,3%ig. Rhodanammoniumlosung. B. Losung von 
0,3 %ig. Ferrichlorid (wasserhaltig). Einige Tropfen Siiurezusatz, falls 
notig, kliiren die Losung. Eine Stunde vor dem Gebrauch werden je 5 cern 
von A und B miteinander vermischt und dann auf 40 cern mit Wasser 
verdiinnt. 4. 10%ig. Ammoniak, 100 cern konz. Ammoniak auf 1 Liter ver
diinnt. 

Ausfiihrung. 5 eem der von der Ca-Bestimmung erhaltenen 
Fliissigkeit 2 (= 1,66 eem Serum) werden in ein Beeherglas von 
30 eem gebraeht, 1 eem (NH4)2HPO 4-Lasung, dann 2 eem konz. 
Ammoniak werden zugefiigt. Am naehsten Tag wird dureh 
einen diehten Gooehtiegel filtriert, 10 mal mit 5eem lO%ig. 
Ammoniak gewasehen, dann 2mal mit 95%ig. Alkohol, der mit 
Ammoniak alkaliseh gemaeht worden ist. Der Tiegel wird in dem 
oben benutzten Beeherglas einige Minuten bei 80 0 getroeknet. 
Zu dem Tiegel gibt man 10 eem 0,01 n HCI und bringt naeh 
einigen Stunden die Lasung in ein Zentrifugenglas, zentrifugiert, 
bringt 5 eem der iiberstehenden Fliissigkeit in ein KolorimetergefaB 
mit flaehem Boden und einer Marke bei 10 eem, das 2 eem der 
RhodaneisenlOsung enthalt. Das Volumen wird mit 0,01 n HCI auf 
10 eem erganzt; die Losung wird gut gemiseht und das Rahrehen 
versehlossen. Eine Reihe von Standardlasungen mit bekannten, 
steigenden Mengen der NH4MgPO 4-VergleiehslOsung, die ebenfalls 
mit derRhodanidlosung vermiseht und auf 10 eem aufgefiillt 
sind, werden hergestellt. Die Farbe wird vergliehen, indem man 
dureh die ganze Lange der Fliissigkeit gegen einen weiBen Hinter
grund sieht. 

Bereebnung. Ablesung (Anzabl eem der Standard-Lasung, 
die die gleiebe Farbintensitat mit der Probe hatte), multipliziert 

6 
mit 0,01·2· 5.50 = mg Mg in 100 eem Serum, wenn 2 eem 

Serum angewendet worden sind. Normales mensehliehes Serum 
enthalt naeh Kramer und Tisdall 1,8-2,2 mg Magnesium 
in 100 eem. Fehler der Methode etwa ± 5% der vorhandenen 
Mg-Menge. 

1 VgI. Jones: J. of bioI. Chern. 25, 87 (1916). 
2 Angesetzt wurden 2 cern Serum, 2 cern Wasser, 1 cern gesiittigte 

Ammoniumoxalat.losung. Die Mischung wurde mit destilliertem Wasser 
auf 6 cern aufgefiiIlt. 
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Bestimmung des Kaliums. 

Methode von Kramer und TisdalP. 

Prinzip. Die Methode beruht auf Fallung des Kaliums im 
Serum als Kaliumnatriumhexanitrokobaltiat K 2Na[Co(N02)6] 
·6H20 und oxydimetrischer Titration des Niederschlags mit 
Kaliumpermanganat. 

Reagentien. 1. Hexanitrokobaltiatreagens. Lasung A: 25 g Kobalt
nitrat (kristallisiert) lOst man in 50 cern Wasser und fiigt dann 12,5 cern 
Eisessig hinzu. Lasung B: 120 g kaliumfreies Natriumnitrit (Priifung auf 
Anwesenheit von Kalium mit der Flammenreaktion) werden in 180 cern 
dest. Wasser gelast. Die Mischung ergibt etwa 220 cern. 210 cern der 
Lasung B werden zur gesamten Menge der Lasung A gegeben. Zur Ent
fernung der sich entwickelnden Stickoxyde wird durch die Lasung so 
lange Luft gesaugt, bis keine rotbraunen Dampfe mehr aufsteigen. 
Das so hergestellte Reagens mull in gut verschlossenen Glasflaschen auf 
Eis aufbewahrt werden. AIle 4 Wochen mull die Lasuug erneuert werden. 
Vor Gebrauch filtriere man stets. (pH des Reagens ist 5,7.) 2. Schwefel
saurelsung: 20 cern konz. H 2S04 + 80 cern dest. Wasser (annahernd 4 n). 
3. 0,01 n Natriumoxalatlasung: Man verdiinnt eine 0,1 n Natriumoxalat
IOsung entsprechend. Diese wird wie folgt bereitet: Man lOst 6,7 g Sarensen
sches Natriumoxalat in 1 Liter Wasser unter Zusatz von 5 cern konz. 
Schwefelsaure. 4.0,02 n KaliumpermanganatlOsung, frisch hergestellt durch 
Verdiinnen einer 0,1 n Lasung. Von jeder Analysenserie wird der Titer 
gegen OxalatlOsung gestellt. 

Zur Bestimmung verwendet man je 1 ccm Serum. Das Serum 
darf nicht hamolytisch sein. 

1 ccm Serum wird in ein reines, vorher mit Bichromat-Schwefel
saure gewaschenes, graduiertes Zentrifugenglaschen von 15 ccm 
pipettiert; unter standigem leichtem Umschiitteln werden 2 ccm des 
N atriumhexanitroko baltiatreagens tropfenweise zugesetzt. Verascht 
man, so wird die Asche16sung mit Wasser auf 2 ccm aufgefiillt und 
mit 1 ccm Reagens behandelt. Man la13t dann die Lasung 45 Min. 
stehen; wahrenddessen setzt sich allmahlich am Boden ein hell
gelber Niederschlag abo Jetzt gibt man noch 2 ccm dest. Wasser 
zur Lasung und mischt gut durch. Dann zentrifugiert man scharf 
abo Die iiberstehende Fliissigkeit kann mit einer feinen Kapillare 
mit nach oben gebogenem Ende, die am anderen Ende des Glas
rohres an der Wasserstrahlpumpe angeschlossen ist, bis auf 
0,3 cem abgesaugt werden (vgl. auch S. 358). Der Niederschlag 
solI nicht aufgeriihrt werden. Man gibt nun 5 ccm Wasser entlang 
der Rahrenwand zu, bewegt ein wenig, damit das Wasser sich 
mit dem Rest des Reagens vermischt, ohne den Niederschlag 

1 J. of bioI. Chern. 46, 339 (1921); 48, 4 (1921). 



282 Chemische Analyse des Blutes. 

aufzuriihren. Man zentrifugiert 5 Min. und wiederholt das Waschen 
noch dreimal. Das letzte Waschwasser muB farblos sein. Nachdem 
das letzte Wasser abgesaugt ist, setzt man 2 ccm der 0,02 n Ka
liumpermanganat16sung (fUr normale Kaliumwerte des Serums 
ausreichend) und 1 ccm der ca. 4 n Schwefelsaure16sung zu und 
riihrt den Niederschlag mit einem Glasstabchen auf. Die Glaschen 
(Doppelproben) werden nun fUr 1 Yz Min. in ein siedendes Wasser
bad (kleines Becherglas) gestellt. Man fUgt dann eine geniigende 
Menge 0,01 n Natriumoxalat zu, um die Lasung zu entfarben 
(gewahnlich geniigen 2 ccm), und titriert den nberschuB des 
Oxalats mit 0,02 n Kaliumpermanganat zuriick.· 1 ccm 0,01 n 
Permanganat entsprechen 0,071 mg K (vgl. S. 283 und 359). 

Der Kaliumgehalt des normalen menschlichen Blutserums ist 
16-22 mg pro 100 ccm. 

In neuerer Zeit haben Leulier, Velluz und Griffon! die 
Bestimmung des Kaliums mittels Kobaltnitrits genau studiert 
und in einigen Punkten verbessert. 

Diese Autoren benutzen folgende Reagentien: 1. N atriumhexanitrokobal
tiat, dargestellt nach Biilmann. Man lOst 150g Natriumnitrit in 150ccm 
warmem Wasser. Wenn die Losung die Temperatur von 40-50° hat und 
bereits Kristalle von Natriumnitrit erscheinen, fiigt man 50 g krist. Kobalt
nitrat und allmahlich 50 ccm 50 % ig. Essigsaure hinzu. Man schiittelt ener
gisch und laJ3t 30 Minuten einen Luftstrom durch die Losung streichen. Es 
bildet sich ein brauner Niederschlag (ein Doppelsalz von Natriumnitrit und 
Kobaltnitrit mit Spuren eines komplexen Kaliumkobaltsalzes). Nach 
2 Stunden dekantiert man die klare Fliissigkeit und sammelt den Nieder
schlag auf einem Filter. Man lOst wieder in 50 ccm Wasser bei 70-80° 
und filtriert von neuem, vereinigt die klaren Filtrate; das Gesamtvolumen 
betragt etwa 300 ccm. Allmahlich gibt man unter Schiitteln zu dieser 
Losung 250 ccm 96 % ig. Alkohol. Ein reichlicher Niederschlag von Natrium
hexanitrokobaltiat entsteht, der auf dem Buchnertrichter abgesaugt, viermal 
mit je 25 ccm 96%ig. Alkohol und zweimal mit 25ccm Ather gewaschen 
wird. Man trocknet an der Luft. Man erhalt so 50-60 g wasserfreies Na
triumhexanitrokabaltiat. 1 g dieses Salzes wird fUr die Reaktion jeweilig in 
5 ccm 1 % ig. Essigsaure gelOst. 2. Wast;pfliissigkeiten fUr den Kobaltiat
niederschlag. a) Alkohol 95 % ig. 12 ccm, Ather 12 ccm, Eisessig 4 cern, dest. 
Wasser 6 ccm. b) Alkohol95 % ig. 10 ccm, Ather 10 ccm. c) Ather rein. 3. Na
triumphosphatlOsung 5 % ig. dient zur Hydrolyse des Kaliumkobaltnitrit
niederschlages. 4. Schwefelsaure 25%ig. 5. Jodkalium16sung lO%ig. 6. Ka
liumpermanganatlosung 3% 0 • Diese Losung wird nach einer Verdiinnung 
auf das 10- oder 5fache angewendet. 7. NatriumthiosulfatlOsung 0,01 n; 
vor dem Gebrauch aus 0,1 n Losung dargestellt. 

Ausfiihrung. Die zu bestimmenden MengenKalium bewegen 
sich zwischen 0,1-5 mg in einem Endvolumen von 3 ccm. Die sehr 
genau abgemessene Losung wird im sehr gut gereinigten Zentri-

1 Bull. Soc. de Chem. bioi. 10, 891 (1928). 
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fugenglas mit der Hexanitrokobaltiatli:isung in emem solchen 
VerhliJtnis versetzt, daB die Endkonzentration 1: 20 betragt. 
Man vermischt sorgfaltig und laBt 30 Min. in vertikaler Stellung 
stehen, zentrifugiert dann 5 Min. scharf, entfernt die 
iiber dem Niederschlag stehende Fliissigkeit und wascht den 
Niederschlag dreimal mit je 5 cern der Losung a, je einmal 
mit der Losung b und c, indem man zwischen jedem Waschen 
3 Min. zentrifugiert. Nachdem der Ather verdunstet ist, gieBt 
man 7-10 cern der Natriumphosphatli:isung in das Zentrifugen
glas, verteilt den Niedersehlag (von im UbersehuB von Natrium
phosphat sehwerloslichem Kobaltphosphat) gut darin mit Hilfe 
eines Glasstabchens, das bis Ende der Reaktion im Zentrifugenglas 
bleibt, und stellt das Glas fUr 5 Min. in das siedende Wasserbad. 
Nach dem Abkiihlen kann die Nitritmenge (s. die Formel unten) 
entweder bei genauer Kenntnis des Gesamtvolumens in einem 
aliquoten Teil bestimmt werden, naehdem man den Kobalt
phosphatniederschlag abzentrifugiert hat, oder vorteilhafter, man 
bestimmt die Nitrite in dern Gesarntvolumen ohne Entfernung 
des Kobalts. Zu diesern Zwecke gieBt man die gesarnte Fliissig
keitsmenge (15-20 cern) in ein Becherglas, das bereits 20 cern 
Perrnanganatli:isung (lOfaeh verdiinnte Stamrnli:isung) und 1 cern 
25% ig. Schwefelsaure enthalt. Man schiittelt urn und wartet 30 Min. 
In dieser Zeit ist die Oxydation vollendet. Man fiigt 3 cern J od
li:isung hinzu und titriert das in Freiheit gesetzte J od mit 0,01 n 
Thiosulfat aus einer Mikrobiirette zuriick. Die angewendete Per
manganatli:isung wird bei der Titerfeststellung unter denselben 
Bedingungen titriert. Wurden dabei x cern Thiosulfatli:isung ver
braucht, wahrend bei der Analyse der Nitritli:isung Xl cern, so 
ist die in der angewandten Probe gefundene K-Menge in rng 
gleich (x - Xl) '0,065, wobei man hier nicht mit einern ernpi
rischen Faktor (0,071 siehe oben und S. 359), sondern mit dem 
theoretischen Faktor arbeitet, da nach den Gleiehungen: 

CO(N02)6Na3 + 2KCl = CO(N02)6K2Na + 2NaCl und 

5 NaN02 + 2KMn04 + 3 H 2S04 = 5 NaNOa + 2 MnS04 + K2S04 + 3H20 

1 cern 0,01 n Permanganat 0,065 mg K entspricht. 
Bei Bestimmungen iiber 1 mg K solI man konzentriertere 

Perrnanganatli:isungen anwenden. Der Fehler liegt im allgemeinen 
unter 3%. 

1 VgI. Morgulis und Perley: J. of bioI. Chern. 77, 647, 1928. 
T6masson: Biochclll. Z. 19o, 475 (1928). 
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Bestimmung des N atriums. 
Bestimmung des Natriums im Serum nach Kramer 

und Tisdall! und Kramer und Gittleman 2• 

Prinzip. Das Natrium wird als Pyroantimoniat, gefallt nach 
der Gleichung: 

K 2H zSbz0 7 + 2 NaCI ~ NazH zSbz0 7 + 2 KCI 

und das Antimon im Niederschlag jodometrisch bestimmt, oder das 
Pyroantimoniat wird gewogen. 

Reagentien. 1. Das Kaliumpyroantimoniat-Reagens. Man 
kocht 500 ccm dest. Wasser in einer Flasche aus Jenaer oder Pyrex-Glas 
und fiigt annahernd 10 g Kaliumpyroantimoniat zu. Das Kochen setzt 
man 3-5 Min. fort, dann kiihlt man sofort unter Leitungswasser; wenn 
die Fliissigkeit abgekiihlt ist, gibt man 15 ccm 10 %ig. KOH (mit 
Alkohol gereinigt) zu. Man filtriert durch ein aschefreies Filter in eine 
paraffinierte Flasche und bBt 24 Stunden stehen; wahrenddessen 
setzt sich alles evtI. ungelost gebliebene Pyroantimoniat zu Boden. 
Die dariiberstehende Fliissigkeit ist klar und bei Zimmertemperatur min
destens I Monat haltbar. 10 ccm dieses Reagens fallen II mg Natrium. 
Die 10%ig. Kalilauge ist auch in paraffinierten Flaschen zu halten. 
Man muB sich auch iiberzeugen, daB die Losung nicht an und fiir sich 
schon einen Niederschlag mit Alkohol gibt unter den Verhaltnissen der 
Bestimmung. Zu diesem Zwecke fiigt man zu 10 ccm des Reagens im 
Platintiegel 2 ccm Wasser und 3 cern 95%ig. Aikohoi. Das Reagens hat 
einen pH von etwa 9 und enthalt zwischen 63 und 75 mg Antimon. 
2. 0,1 nNatriumthiosulfat. 24,822 g Natriumthiosulfat in I Liter Wasser. 
3. I %ig. Starkelosung. 4. 20%ig. KJ-Losung. 

Ausfiihrung. Man bringt 2 cern Blutserum (oder die Asche 
von 2 cern Serum in 2 cern 0,1 n Hel geli:ist und mit 4 Tropfen 
1,8 n mit Alkohol gewaschener KOH alkalisch gemacht) in einen 
Porzellantiegel oder in ein Zentrifugenglas von 50 cern aus Jenaer 
oder Pyrex-Glas, das vorteilhaft mit einer diinnen Schicht Paraf
fin iiberzogen ist, setzt 10 cern der Kaliumpyroantimoniatli:isung 
hinzu, und tropfenweise unter standigem Riihren genau 3 cern 
95%ig. Alkohol (iiber KOH redestilliert). Nach 45 Min. langem 
Stehen wird durch einen Goochtiegel filtriert, mit 8-12 cern 
30%ig. Alkohol nachgewaschen und dann der Tiegel mit dem 
Niederschlag 1 Stunde bei no 0 getrocknet. Man la13t abkiihlen 
und wagt. (Man benutzt hierzu zweckma13ig einen Goochtiegel, durch 
den schon wiederholt Natriumpyroantimoniat filtriert ist). Die von 
dem Antimoniat niedergeschlagene Menge Ammoniak wie auch 
die Menge des Kalziumphosphats, das bei der alkalischen Reak
tion mit niedergeschlagen wird, k6nnen vernachlassigt werden. 

1 J. of bioI. Chem. 46, 339 (1921). 
z J. of bioI. Chem. 62, 353 (1924). -VgI. ferner Kerr: J. of bioI. Chem. 

67, 689 (1926). 
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Berechnung. Das Gewicht des Niederschlages, dividiert durch 
11,12, gibt die Anzahl mg Natrium der Bestimmung (hier 2 ccm 
Serum). Vgl. S.354. 

Oder man verfahrt so, daB man den Niederschlag im Zentri
fugenglas 30 Min. stehen laBt, 5 Min. zentrifugiert und dann 
die Fliissigkeit bis auf 2 ccm absaugt. Man gibt dann 30%ig. 
Alkohol zu, mischt mit der Fliissigkeit im Zentrifugenglas und 
zentrifugiert wieder. Man entfernt dann die iiberstehende Fliis
sigkeit maglichst vollstandig. 

Man fUgt nun zu dem Niederschlag 5 ccm 10 n Salzsaure (konz. 
Saure spez. Gew. 1,182) und lOst unter Umriihren mit einem 
Glasstab. Man iiberfiihrt die Lasung mit Hilfe von 10 ccm dest. 
Wasser in einen Kolben von 250 ccm und schiittelt um, bis die 
Auflasung vollstandig ist. Man fiigt 2 ccm 20%ig. KJ-Lasung hin
zu und titriert sofort mit 0,1 n Natriumthiosulfat. (Am besten aus 
einer 15 ccm Biirette, geteilt in 0,02 ccm.) Man gibt die Thio
sulfatlOsung sehr schnell unter fortwahrendem Riihren hinzu, 
bis die braune Farbe so gut wie verschwunden ist. Dann gibt 
man 0,5 ccm 1 %ig. frisch bereitete Starkelasung hinzu und ti
triert langsam unter Umriihren, bis die Lasung wasserklar wird1 • 

Berechnung. Ein Aquivalent J wird in Freiheit gesetzt von 
einer Antimonmenge, die an 0,5 Aquivalent Na gebunden ist. Daher 

entsprichtlccmO,lnThiosulfat 2~3= 1,15mg Na. Wenn 2ccm 

Serum angewandt wurden, so sind Na in mg in 100 ccm Serum 

= ccm verbrauchtes Thiosulfat· Thiosulfat Faktor .1,15. 1~0 
Normales menschliches Serum enthalt etwa 330 mg Na pro 

100 ccm Serum oder 200 mg fUr 100 ccm Blut. 

In neuerer Zeit hat Rourke in einigen Punkten die von 
Kramer und Gittleman beschriebene Methode modifiziert2. 

Reagentien. 1. Kaliumpyroantimoniatlosung. 500 ccm destilliertes 
Wasser werden in einem Erlenmeyerkolben aus Pyrexglas aufgekocht, 
unter Riihren ungefahr 5 g Kaliumpyroantimoniat (K2H2Sb20 7) hinzu
gefiigt und 4-6 Min. (nicht Hinger) gekocht. Man kiihlt unter der 
Wasserleitung sofort und fiigt 15 cern lO%ig. (mit Alkohol gewaschene) 

1 Vgl. hierzu auch Balint: Biochem. Z. 150,425 (1924). VgI. auch 
Miiller: Helvet. chim. Acta 6,1152 (.1923); Biochem. Z. 147,356 (1924). 
Die Reaktion verlauft im wesentlichen nach folgenden Gleichungen: 

2 Na' + H2Sb20~ = Na2H 2Sb20 7 

Na2H2Sb20 7 + 12 HCI = 2 NaCI + 2 SbCI. + 7 H20 
SbCla·C12 + 2 J' = SbCla + 2 CI' + J 2 . 

2 J. of bioI. Chern. 78, 337 (1926). 
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Kalilauge hinzu und filtriert durch ein doppeltes, aschefreies Filter in 
eine paraffinierte Flasche. Vor dem Gebrauch mull die Lasung 24 Stunden 
stehen. Man priift die oxydierende Fahigkeit der Lasung vor dem Ge
brauch wie folgt. Man gibt 2 cern der Lasung in einen Erlenmeyerkolben 
aus Pyrexglas von 100 cern, fiigt 15 cern destilliertes Wasser und 5 cern 
konz. Salzsaure zu, dann 2 cern 20%ig. KJ-Lasung und titriert mit 0,05 n 
Natriumthiosulfat. 

B . h cern 0,05 n Thiosulfatlasung. 5 .0,575 N A" . 
erec nung. 2 = mg a- qUl-

valent in 5 cern des Reagens. Das Natriumaquivalent soll nicht unter 
4,7 mg fiir 5 cern betragen. 2. 20%ig. Kaliumjodid16sung. Taglich frisch zu 
bereiten. 3. St·arkelasung. 1 %ig. Starkelasung, taglich frisch bereitet. 
4. Natriumthiosulfat. 0,05 n; 12,411 g Natriumthiosulfat in 1 Liter Wasser. 
(Man fiigt 1 Tropfen Toluol zu.) Der Titer der Lasung mull genau fest
gestellt werden (vgl. S. 454). 

A usfiihrung. Das Blut wird aus der Vene ohne Stauung ent
nommen und durch Zentrifugieren Serum oder Plasma gewonnen. 
(1m letzten Fall wird I mg Heparin fiir 5 ccm Blut als gerinnungs
hemmendes Mittel genommen.) 

0,3 -0,6 ccm Serum oder Plasma werden in einem graduierten 
Zentrifugenglas von 15 ccm mit destilliertem Wasser auf I ccm 
aufgefiiIlt, 5 ccm der PyroantimoniatlOsung werden zugefiigt; 
mankiihlt auf 10° (± 1°) abo Danngibt man tropfenweise aus einer 
Mikrobiirette 1,5 ccm 95 %ig. Athylalkohol, der ebenfalls auf 10 ° 
abgekiihlt ist, unter fortwahrendem energischem Umriihren mit 
einem Glasstab hinzu. Die Alkoholzugabe muE mindestens 30 bis 
40 Sek. in Anspruch nehmen. Man wascht den Glasstab mit hach
stens I ccm destilliertem Wasser ab und gibt ihn in ein Becherglas 
von IOOccm (aus Pyrex-Glas), in welchem spater die Titration 
ausgefiihrt wird. Das zugekorkte Zentrifugenglas bleibt % bis 
I Stunde stehen, dann zentrifugiert man etwa 5 Min. und entfernt 
nachher die dariiberstehende Lasung so gut wie maglich, ohne 
den Niederschlag aufzuwirbeln (vgl. S. 281). Man fiigt dann 5ccm 
30%ig. Xthylalkohol hinzu, zentrifugiert und entfernt wieder die 
darii berstehende Lasung. 

Dann fiigt man 5 ccm konzentrierte Salzsaure (spez. Gew.l,182) 
hinzu und lOst den Niederschlag, indein man mit demselben Glas
stab umriihrt, den man bereits bei der Fallung benutzt hat. 
Man ii bertragt die Lasung in das Becherglas und wascht das 
Zentrifugenglas 3mal mit je 5 ccm destilliertem Wasser. 

Man fiiIlt eine Mikrobiirette von 5 ccm mit einer 0,05 n 
NatriumthiosulfatlOsung. Man fiigt zu der Analysenfliissigkeit 
2 ccm frisch bereiteter 20%ig.KJ-Lasung und titriert schnell zur 
schwach gelben Farbe. Dann erst gibt man etwa 0,5 ccm frisch 
bereitete I %ig. StarkelOsung hinzu und titriert auf farblos. 
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Berechn ung. 1 Aquivalent Jod wird durch 0,5 Aquivalente Na 
in Freiheit gesetzt, daher ist 1 ccm 0,05 n ThiosulfatlOsung 
1 ccm 0,025 n Na (oder 0,575 mg) aquivalent. Daher 

cern Thiosulfatliisung. Thiosulfat-Titer· 57,5 
=mgNa 

cern oder g Pro be 

fiir 100 ccm oder 100 g der Analysenprobe. 
1m menschlichen Serum werden 330-347 mg Na pro 100 ccm 

gefunden. 

Balint 1 schlagt vor, bei der Ausfiihrung der Bestimmung das zu 
benutzende Zentrifugierglas zu "harten". Dies geschieht so, daB man in 
dem yom Glasblaser neu oder ausgegliiht erhaltenen Glase die Ausfiillung 
lege artis vornimmt, nach 2-3 Stunden die iiberstehende Fliissigkeit ab
gieBt, den zuriickbleibenden Niederschlag in konz. HOI auflost, die Glaser 
griindlich ausspiilt und diese Prozedur so lange wiederholt, bis ein ange
stellter Versuch mit bekannten Mengen Natrium richtige Werte liefert. 1m all
gemeinen geniigt ein 3- bis 5maliges Wiederholen. Die Glaser werden dann 
nach jeder Titration mit Biirste und Wasser ausgespiilt. Eine weitere Be
handlung, sei es mit Lauge oder besonders mit Ohromschwefelsaure, macht 
die Glaser absolut unbrauchbar, und man muB die ganze oben erwahnte 
Prozedur aufs neue durchmachen. 

Die Bestimmung des Natriums im Serum solI nach Balint im ver
aschten Serum ausgefiihrt werden. Da keine Saure zur Asche zugesetzt 
wird, bleiben Oa und Mg bei der Extraktion mit Wasser als Karbonate 
im Riickstand. Auf diese Weise kann man ihre storende Gegenwart ver
meiden 2 • 

Bestimmung der Gesamtbasen im Blutserum 
nach van Slyke, Hiller und Berthelsen 3 • 

Prinzip. Nach Entfernung der Phosphate werden aIle Basen in Sulfate 
iibergefiihrt4; die Sulfate werden gasanalytisch im manometrischen Apparat 
von van Slyke (S. 49) hestimmt, wobei die Alkalisulfate aus 0,16 cern 
Serum ebenso genau bestimmt werden wie die Sulfate aus 1,00 cern Serum 
uach der Benzidinmethode (S. 388). Dieses gasanalytische Verfahren besteht 
darin, daB die Alkalisulfate mit einem UberschuB von pulverisiertem 
Bariumjodat geschiittelt werden, wobei das noch schwerer losliche Barium
sulfat ausfallt, nach der Gleichung: 

Na2S04 + Ba(J03)2 ~ 2NaJOa + BaS04• 

Das Gemisch filtriert man durch ein trockenes Filter, ein aliquoter Teil 
des Filtrates wird in dem manometrischen Gasapparat mit einem Uber
schuE einer alkalischen Hydrazinliisung behandelt. Der nach der Gleichung 

2 NaJ03 + 3N2H 4 = 2Na,J + 3N2 + 6H20 

1 Biochem. Z. 150, 424 (1924). 
2 Uber eine Mikromethode zur Bestimmung des Natriums in Korper

fliissigkeiten und im Gewebe ais Uranyl-Magnesiumnatriumazetat nach 
Blanchetiere vgI. Grabar: Bull. Soc. de Ohern. bioI. 11, 58 (1929). Mit 
der Methode kann 1 mg Na mit etwa 1% Fehler bestimmt werden. 

3 J. of bioI. Ohern. 74, 659 (1927). 
4 Vgl. Fiske: J. of bioI. Chern. 51, 55 (1922), vgl. S. 388. 
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sofort entstehende Stiekstoff wird gasanalytiseh gemessen. Man erhalt 
jedoeh nieht die theoretisehe Ausbeute (auf 1 Mol S04 3 Mol N2), sondern 
es muB eine empiriseh festgestellte Beziehung der Bereehnung zugrunde 
gelegt werden: 

Milliaquivalente S04 pro Liter = 0,724·Millimol N2 fiir} 
1 Liter + 1,123 (I) 

Die Gleiehung ist riehtig, wenn das Ba(JOa)2 und das Alkalisulfat bei 
Zimmertemperatur miteinander reagieren, die S04-Konzentration 3 bis 
15 Milliaquivalente pro Liter, der pH 3-7 betragt und auBer Sulfaten keine 
anderen Salze zugegen sind. 

Reagentien. 1. Konz. Sehwefelsaure. 2. Konz. Salpetersaure. 
3. Etwa 4n Ammoniumhydroxyd. (Man verdiinnt 1 Vol. konz. Ammoniak
lOsung vierfaeh.) 4. 1 n Sehwefelsaure. 5. Eisen-Ammonsulfat, 3,18 g krist. 
Eisenalaun in 100 eem Wasser. 6.0,1 n Ammoniumhydroxyd. 7. Phenolrot
losung. 0,1 g des troekenen Pulvers wird mit 5,7 eem 0,05 n NaOH ver
rieben. Naeh vollstandiger Losung verdiinnt man auf 250 eem. 8. Essig
saureWsung 0,2 % ig. 9. Bariumjodat, pulverisiert (Kahlbaum). 10. Hydrazin
lOsung. Gleiehe Volumina einer gesattigten, waBrigen Losung von Hydrazin
sulfat (Merck) und einer 40% ig. Losung von Natronlauge (aus Na bereitet). 

Ausfiihrung. Verasehung mit Sehwefelsaure und Salpeter
sa ure. loder 0,5 eem Serum wird in einem groBen Reagenzglas aus Pyrex
oder Quarzglas (25 X 200 mm, mit einer Marke bei 25 eem, wo das Glas 
verjiingt ist) mit 0,5 eem konz. Sehwefelsaure, 1 eem konz. Salpetersaure 
und einer Glasperle versetzt. Man erhitzt, bis eine tiefbraune Farbe er
seheint. Dann nimmt man das Glas von der Flamme fort und gibt 
wahrend die Fliissigkeit noeh heiB ist, weiter Salpetersaure tropfenweise 
zu. Man erhitzt weiter, wiederholt den Vorgang noeh 2-3mal, bis 
die Fliissigkeit ganz klar geworden ist und die braunen Dampfe fortgejagt 
sind. Entfernung der Phosphorsaure. Man kiihlt ab, verdiinnt mit 
destilliertem Wasser auf etwa 10 eem und fiigt 1 Tropfen Phenolrot zu. 
Dann neutralisiert man mit 4 n Ammoniumhydroxyd und maeht mit 
einigen Tropfen n Sehwefelsaure eben sauer. Dann fiigt man 1 eem der 
Eisen-AmmoniumsulfatlOsung und 0,1 n Ammoniumhydroxyd bis zur deut
lieh roten Farbe hinzu. Man verdiinnt bis zur 25 eem-Marke und filtriert 
dureh ein troekenes, asehefreies Filter. Gliihen der Sulfate. 20 eem des 
Filtrates werden in einer Quarz- oder Pyrexsehale mit 1 Tropfen konz. 
Sehwefelsaure versetzt, auf dem Dampfbad zur Troekne gebraeht. Wenn 
die Masse mogliehst troeken ist, erwarmt man vorsiehtig im elektrisehen 
Of en und, wenn die ganze Sehwefelsaure verjagt ist, noeh 15 Minuten mit 
der vollen Flamme eines Dreibrenners. Zu dem Riiekstand fiigt man genau 
10 cern der 0,2 % ig. Essigsaure16sung. Reaktion der Sulfate mit Ba
riumjodat. Wenn der Riiekstand sieh ge16st hat, gieBt man die Losung in 
ein Reagenzglas aus Pyrexglas zu 15 X 2 em, fiigt 0,25 g Bariumjodat zu, 
versehlieBt fest und sehiittelt energiseh 1 Stunde lang auf der Sehiittel
masehine. Gasometrisehe Bestimmung des gelosten Jodats. Man 
filtriert dureh ein troekenes, asehefreies Filter, bestimmt das Jodat im Fil
trat gasanalytiseb. Vor der ersten Analyse wird der Apparat gaRfrei ge
macht, indem man in ihn I Minute etwa 2 cern Hydrazin16sung und 
2 cern dest.illiertem Wasser sehiittelt. Das entwiekelte Gas und die Losung 
werden dann aus dem Apparat entfernt, der nun fiir die Analyse bereit 
steht. Genau 2 cern Hydrazinlosung werden dureh den QueeksilberversehluB 
in den Apparat gelassen und dureh denselben QueeksilberversehluB genau 
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2 ccm des zu analysierenden Filtrates. Man verschlieBt den Hahn des 
Apparates mit 1 Tropfen Quecksilber und evakuiert, bis das Quecksilber 
auf die Marke 50 ccm gefallen ist. Man sehiittelt 1-1,5 Minuten und 
bringt das Gasvolumen auf 2 ccm. Druck im Manometer Pl und Tem
peratur werden gemessen. - Man wiederholt die Bestimmung ganz wie 
oben, nur ohne Serumfiltrat. Man erhalt so den Druck Po' 

Be r e c h n u ng. Die Millimole N 2 pro Liter der zu analysierenden Fliissig
keit werden erhalten, wenn der Druck des N2 in 1 ccm der Analysenprobe 
bei 2 cern Volumen des Apparates (a = 2) gemessen wurde: 

(N2) = Millimol N2 pro Liter Filtrat = A ff b' 
ccm na ysenpro e 

wo P die Differenz Pl - Po der beobachteten Drucke, ccm Analysenprobe 
die ccm Filtrat (2 ccm), die in den Apparat pipettiert wurden, bedeuten. 
f. der Faktor, ist aus untenstehender Tabelle abzulesen. 

Man erhalt so nach Gleiehung (1) bei Anwendung von 2 ccm Ana
lysenprobe: 

Milliaquivalente S04 pro Liter = 0,72: f P + 1,123 = 0,362 f P + 1,123. 

1 Liter der endgiiltigen Sulfatlosung entspreehen, wenn 1 ccm zur Analyse 
genommen wurde, 80 cern Serum. Daher miissen wir in diesem Falle die be-

obachteten Milliaquivalente S04 in der analysierten Endlosung mit 1~~0 . 
multiplizieren, urn die Milliaquivalente der Gesamtbasen (verbunden mit 
S04) pro Liter Serum zu erhalten. So erhalten wir aus obiger Gleichung 

Milliaquivalente Basen pro Liter Serum = 4,525 f P + 14,0 

bzw. die doppelte Menge, wenn nur 0,5 ccm Serum zur Bestimmung an
gewendet wurden. 

Ta belle fiir Faktor f. 
21 

f 0,1089 

Beispiel. Bei der Untersuchung von 1 cern betrug PI - Po = P 
= 285 mm bei 20 0• Daher 

Milliaquivalente Basen pro Liter Serum = 0,495·285 + 14,0 = 155,1. 

Feststellung des dialysierbaren Anteils von CI, Ca, K, Na 
mitteIs der Kompensationsdialyse 1• 

Prinzi p. Man bestimmt in einer Serumprobe die Gesamtmenge 
an derjenigen Ionenart, deren freien, diffusiblen Anteil man 

1 Vgl. Rona: Bioehem. Z. 29,501 (1910). - Rona und Takahashi: 
31,336(1911).- Rona und Gyorgy: Bioehem.Z.48, 278: 56.416 (1913). 
- Rona, Haurowitz und Petow: Bioehem. Z. 14~, 393 (HI24). 

Rona-Kleinmann, Blut u. Ham. HI 
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feststellen will, d. h. man maeht eine Ca- oder K-Na-Cl-Bestim
mung naeh einer der oben angegebenen Methoden. Mit einer Reihe 
anderer Serumproben maeht man folgende Versuehe. Eine mog
liehst groBe Menge Serum wird gegen eine mogliehst kleine Menge 
einer Losung eines Salzes der zu untersuchenden Ionenart dialy
siert (siehe unten), wobei diese AuBen16sung vorher mittels anderer, 
fUr die Untersuehung nicht in Betracht kommender Verbindungen 
(z. B. NaCl, NaN03 oder Rohrzucker) dem Serum isotonisch 
gemacht worden ist. Die Konzentration des Salzes mit dem in 
Frage kommenden Ion (z. B. CaCl2) wird in versehiedenen Parallel
versuchen variiert, so daB sie teils hoher, teils niedriger als im 
urspriingliehen Serum liegt. Nach einer bestimmten Zeit (z. B. 
24 Stunden), nach welcher. ein Dialysen-Gleichgewicht sieh aus
gebildet hat, wird die Dialyse unterbrochen, und in den AuBen
fliissigkeiten der einzelnen Dialysen-Proben werden die Konzentra
tionen zu der zu priifenden Ionenart ermittelt. In einer der Proben 
der Reihe andert sich (falls man es riehtig getroffen hat) wahrend 
der Dialyse die Konzentration des betreffenden Ions nicht; diese 
Konzentration ist gleieh der Konzentration des diffusiblen (freien) 

Anteils der betreffenden Ionenart im urspriinglichen 
Serum. 

Man kann aueh darauf verziehten, bis zum 
Gleiehgewieht zu dialysieren, sondern stellt nur die 
Riehtung fest, nach der die einzelnen Ionen wan
dern. Bei geeigneter Versuehsanordnung kann man 
die Dialyse bereits nach etwa Y2 Stunde unterbreehen; 
die Konzentrationsanderung in der AuBenlosung ist 

"",,,,,--...-~ deutlieh. 
Abb. 97. Genauer gestaltet sieh dies.e Kompensations-

Sehnelldialyse im einzelnen folgendermaBen: 
Man benutzt Dialysierhiilsenmit moglichst groBer relativer 

Oberflaehe und kleinen Fliissigkeitsmengen: kleine selbstverfertigte 
Kollodiumhiilsen (vgl. Prakt. I, S. 8) von 14 mm Durchmesser und 
5 em Lange; sie werden in kurze Glasrohrchen mit rundem Boden und 
etwa 20 mm innerer Weite gehangt und mittels eines durehloeher
ten Korkens iiber das abgesprengte obere Ende einer Eprouvette 
gezogen. Die beiden oberen Korke (siehe Abb. 97) schiitzen gegen 
Verdunstung, der unterste dient als einfaches Gestell. 

Vor der Fiillung werden die Hiilsen innen mit der zu unter
suehenden Fliissigkeit (Serum), auBen mit der verwendeten 
AuBenfliissigkeit gespiilt. Nun werden auBen 3,5 cern, innen 
4 cern der entspreehenden Fliissigkeiten zugefUgt und die Hiilsen 
so befestigt, daB die Fliissigkeitsspiegel auBen und innen gleieh 
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hoch sind. Die AuBenfhissigkeit wird, um Fliissigkeitsstromungen 
zu vermeiden, stets isotonisch gemacht (siehe oben). Dann wird 
mit Kork verschlossen und darauf geachtet, daB die Hiilse der 
Glaswand nirgends direkt anliegt. Nach einer % Stunde werden 
mit 1 ccm-Pipetten der AuBen- und Innenfliissigkeit je zwei 
Proben entnommen und analysiert. Nach dieser Zeit ist zwar 
k eine vollstandige Kompensation eingetreten; die Konzentrations
anderung im Sinne der Kompensation ist jedoch derart weit
gehend, daB sie analytisch einwandfrei nachgewiesen werden kann. 

Als Beispiel diene eine Untersuchung iiber das Verhalten 
des Chlors im Serum. Der Total-CI-Gehalt des Serums (vom 
Rind) wurde zu 0,365 % bestimmt. Als AuBenfliissigkeit wurde 
0,85%ig. Kochsalzlosung verwendet, die durch Zusatz aquimole
kularer NaNOa-Losung auf die verschiedenen Verdiinnungen 
gebracht wurde. Die CI-Bestimmungen wurden nach Volhard 
durchgefiihrt. Als Innenfliissigkeit wurde das unverdiinnte 
Rinderserum genommen, 
dessen pH zu 7,80 ermittelt 
wurde. 

Die nebenstehende Ta

ChI or in %. 
(Inn en je 4,0 ccm Serum, auBen jc 
3,5 ccm Kompensationsflussigkeit.) 

bellezeigt, daBderCI-Gehalt Konzentration der AuBen-
flussigkeit % CI Anderung 

der AuBenfliissigkeit gesun- - (Mittel) 
ken ist, wenn er hoher als vorher nach Dialyse 

0,530 

0,505 

0,505 

0,505 

0,455 

0,435 

0,425 

0,385 

0,360 

0,350 

0,350 

0,345 

0,470 

0,450 

0,455 

0,465 

0,450 

0,435 

0,425 

0,385 
0,365 

0,365 

0,355 

0,365 

0,470 

0,450 

0,455 

0,480 

0,450 

0,410 

0,425 

0,385 

0,375 

verI. 
0,360 

0,365 

-0,060 

-0,055 

-0,050 

-0,030 

-0,005 

0,000 

0,00(; 
0,000 

+0,01 0 

+0,01" 
+0,01" 
+0,020 

Ca in Milligrammprozenten. 

0,45% war, und daB er ge
stiegen ist, wenn er kleiner 
als 0,38 % war. Bei einer 
CI-Konzentration zwischen 
0,38 und 0,45 % ist keine 
Anderung eingetreten, ob
wohl der CI-Gehalt des Se
rums kleiner, namlich nur 
0,365% war. Es sind also 
im Mittel 0,42 % Cl in der 
AuBenfliissigkeit im Gleich
gewicht mit 0,365 % Cl im 
Serum. Das gesamte 01 des Innen AuBen 
Serums ist also dialysabel. vorher nachher vorher 

Einige Versuche iiber 
die Verhaltnisse beim Kal- 10,3 12,7 10,5 
zium mogen hier (neben- 10,3 10,0 7,0 
stehend) angefiigt werden. 10,3 8,8 5,25 

Wie man sieht, befinden sich hier etwa 10,0 mg- % 
(Serum) mit 7,0 mg- % Oa auBen in Gleichgewicht. 

19* 

nachher 

9,0 
7,2 
6,1 

Ca innen 
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Bestimmung des Eisens. 
Jodometrische Eisenbestimmung nach Neumann. 
Die Methode ist auf S. 373 ausfiihrlich beschrieben. 

Eisenbestimmung nach Willstatterl. 
Prinzi p. Man vergleicht die Versuchs16sung kolorimetrisch mit 

einer Standardlosung von bestimmtem Eisengehalt, indem beide 
(0,5-1,0 ccm) mit 0,5 ccm konzentrierter Salzsaure versetzt und 
frisch mit 40%ig. Rhodanammonium auf 50 ccm gebracht wer
den. Die Farbe der Ferrirhodanidlosung geht allmahlich zuriick. 
Die konz. Losungen von reinstem kauflichem Rhodanid sind rot
lich; diese Storung wird durch kurzes Aufkochen beseitigt, die 
Losung bleibt dann auch beim Abkiihlen farblos. 

Ausfiihrung. 0,2 -0,6 g Blutfarbstoff oder 1,5 ccm Blut 
werden nach Neumann verascht (s. S. 373); die nach dem 
Erkalten mit Wasser verdiinnte Fliissigkeit wird durch Erwarmen 
und durch Zusatz von 50 mg Harnstoff von salpetriger Saure (die 
die Ferrirhodanidfarbe verstarken wiirde) vollig befreit. Man 
vergleicht die Losung kolorimetrisch. Die Vergleichslosung wird 
aus der Freseniusschen Eisenchlorid16sung (S. 374) hergestellt. 
Beide Losungen (0,5-1 ccm) versetzt man mit 0,5 ccm konz. Salz
saure und bringt sie mit frischer40%ig. Rhodanammonium16sung 
ttuf 50 ccm. Die Methode erlaubt die Bestimmung von hun
dertstel mg Eisen mit etwa ± 2%, von einigen Tausendstel mg 
Fe mit weniger als ± 10% Fehler. 

Zur Gewinnung des gesamten anorganischen Eisens aus Blut und 
Organen verfahren Star kenstein und Weden 2 wie folgt: 

Zur Verhinderung der Blutgerinnung ist Fluornatrium ungeeignet, da 
Fluor mit Eisen eine unlOsliche Verbindung bildet und so dem EiweiB
filtrat entzogen wird. Am geeignetsten erweist sich zu diesem Zwecke 
Natriumoxalat. Ais EnteiweiBungsmittel wird eine 20%ig. Lasung von 
Trichloressigsaure vorgeschlagen. Da die EiweiBniederschlage wechselnde 
und nicht unbedeutende Mengen yom anorganischen Eisen mitreiBen, 
miissen diese mit Salzsaure behandelt werden. Das Blut oder die Organe 
werden mit dem mehrfachen Volumen einer 5 n HCI aufgekocht, wobei 
das Hamoglobineisen nicht abgespalten wird und das gesamte anorganische 
Eisen in die salzsaure Lasung geht. Zu der erkalteten Lasung wird die 
zur vollkommenenen EiweiBausfallung notwendige Menge Trichloressigsaure 
gegeben, dann wird filtriert. Das eiweiBfreie Filtrat enthalt die Gesamt
menge des anorganischen Eisens als Chlorid. Bei dieser Salzsaurekonzen
tration bleibt auch die Oxydationsstufe des Eisens unverandert, so daB man 

1 Chem. Ber. 53, 1152 (1920). - Willstatter und Pollinger: H. 130, 
288 (1923). Zur Eisenbestimmung vgI. auch Fontes und Thivolle: Bull. 
Soc. de Chim. bioI. 5, 325 (1923); ferner Fleury: J. Pharmmacie 9, 561 
und 568 (1929). 

2 Naunyn.Schmiedebergs Arch. 134, 274 (1928). 
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im eiweiBfreien Filtrat auch bestimmen kann, welche Mengen in Ferro· 
und in Ferriform vorhanden sind. 

Die Bestimmung der Oxydationsstufe wird so vorgenommen, daB 
der enteiweiBte Salzsaureextrakt zunachst qualitativ durch Zusatz von 
Kaliumrhodanid auf das Vorhandensein von Ferrieisen gepriift wird. 
Die so je nach der Menge des vorhandenen Eisens mehr oder weniger stark 
rote Losung wird dann in zwei Teile geteilt und die eine Halfte mit 
Wasserstoffsuperoxyd versetzt; dadurch wird etwa vorhandenes Ferro· 
eisen zu Ferrieisen oxydiert, und der Vergleich der Farbintensitat der 
beiden Proben gestattet eine grobe Schatzung des Ferrogehaltes. Bei 
hohem Gehalt an dreiwertigem Eisen muB erst eine entsprechende Ver
diinnung vorgenommen werden. 

Zur quantitativen Bestimmung des Ferri- und Ferroanteils wird in 
dem enteiweiBten salzsauren Extrakt der Gehalt an dreiwertigem EiEen 
direkt jodometrisch bestimmt. Ein Teil des Filtrates wird dann nach 
N eu mann verascht und in der Aschenlosung das Gesamteisen jodometriECh 
bestimmt. Aus der Differenz zwischen Ferriwert und Gesamteisenwert 
wird der Ferrogehalt errechnet. Es ist zu beach ten , daB die direkte 
Titration des eiweiBfreien Extraktes hohere Ferriwerte giht 'als rleren 
Bestimmung nach der Veraschung. 



U ntersuchung des Harnes. 

Bestimmullg der allgemeillen physikalischen 
ulld chemischell Eigenschaften des Barnes. 

Volumenbestimmung und Konservierung des Harnes. 
Bestimmung des Harnvolumens. Die 24stundige Harn

menge betragt beim erwachsenen gesunden Manne etwa 1500 bis 
2000 ccm, bei der Frau etwa 1200 bis 1700 ccm; sie schwankt 
nach Tageszeiten, Flussigkeitsaufnahme und auBerem Verhalten 
des Organismus. 

Zur Volumenbestimmung wird der Harn in einem groBeren, 
vollig sauberen Kolben aufgefangen. Bei der Stuhlentleerung ist 
der Harn gesondert aufzufangen. Das Sammeln beginnt zu erner 
bestimmten Stunde (Morgenstunde), zu der man den Harn ent
leeren laBt; dieses Harnquantum ist zu verwerfen. Hierauf 
sammelt man den gesamten Harn bis zur gleichen Stunde des 
nachsten Tages. Der Kolben wird in einen graduierten MeB
zylinder entleert. Durch langsames EingieBen ist Schaumbildung 
vermeidbar. Die Ablesung erfolgt erst, wenn sich aller gebildeter 
Schaum gesetzt hat. Das Gewicht der Harnmenge ergibt sich 
aus Wagung oder Multiplikation des Harnvolumens mit dem 
spez. Gewicht. Fur alle Harnuntersuchungen sind Teile der 
24stundigen durchmischten Harnmenge zu verwenden. 

Konservierung des Harnes. In der Kalte kann frisch 
entleerter Harn sich mehrere Tage ohne Zusiitze unverandert 
halten. Bei richtiger Konservierung ist Harn nahezu unbegrenzt 
haltbar. Es zeigt sich nur eine Umbildung eines Teiles des 
Kreatinins in Kreatin. Harne von Fieberkranken oder nicht 
deutlich saure Harne konnen wegen der Bildung von Urat
oder Phosphatniederschlagennicht aufbewahrt werden und mussen 
am besten frisch analysiert werden. Zur Konservierung geeignet 
ist nach Folin ein Zusatz von 5-10 ccm einer 10% ig. Thy. 
mollosung in Chloroform zu einer 24stundigen Harnmenge. Dieser 
Zusatz schutzt auch Harne in nicht hermetisch verschlossenen 
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Flaschen. Geschieht die Aufbewahrung aber in starken, gut 
verkorkten und verharzten Flaschen, so eignen sich - selbst 
zur jahrelangen Aufbewahrung - auch andere Konservierungs
mittel. Am geeignetsten sind pro Liter 5 ccm Toluol, 2,5 ccm 
Chloroform oder 2 g Thymol. 

Chloroform, das Fehlingsche Losung reduziert, ist als Kon
servierungsmittel fUr viele Harn16sungen geeignet, weil es durch 
Einleiten eines Luftstromes entfernt werden kann. 

Spezielle Konservierungsmittel fUr die Bestimmung einzelner 
Harnbestandteile sind bei den entsprechenden Methoden ge
geben. 

1m allgemeinen kann ein Harn, der starker sauer ist, leichter 
aufbewahrt werden als ein solcher von geringerer Aziditat. 1st 
ein Harn einmal in ammoniakalischer Garung begriffen, so ist 
diese durch antiseptische Mittel in den genannten Konzentra
tionen nicht zum Stillstand zu bringen. 

Harne, deren aktuelle Aziditat ermittelt werden solI, sind un
mittelbar nach der Entleerung mit fliissigem Paraffin zu iiber
schichten. 

Farbe, KIarung und EnteiweiBung des Harnes. 

Die Intensitat der Harnfarbe ist im allgemeinen abhangig von 
der Konzentration des Harnes. 

Durch pathologische Farbstoffe kann der Harn verfarbt sein, 
durch Galle gelb-gelbbraun, bisweilen gelbgriin (Biliverdin), 
durch Blut und Hamoglobin rot-braunschwarz (Methamoglobin), 
durch Hamatoporphyrin gelbrot-violett, in starkeren Schichten 
weinrot-schwarz. GroBe Mengen Urobilin farben den Harn 
tiefgelb-braunrot. Ein Gehalt an Melanin farbt den Harn 
schwarz, mitunter erst nach Stehen an der Luft. Ebenso geht 
bei Alkaptonurie die Harnfarbe beim Stehen des Harnes in Schwarz 
iiber. (V gL auch den Abschnitt: Bestimmung der Harnfarbstoffe.) 

Die Bestimmung der Harnfarbe ist in der neuesten 
Zeit mittels des Stufenphotometers von Zeiss versucht worden!. 

Sauer reagierender Harn ist normalerweise nach der Ent
leerung klar. Nach einiger Zeit kann eine leichte Triibung -
nubecula - auftreten. 

1 Veil: Klin. Wschr. Jg.6, H. 47, 2217 (1927). - Heilmeyer: 
Z. exper. Med. 58,532 (1928). VgI. auch Heilmeyer in Abderhaldens Ar
beitsmethoden 11/2, 2237 (1929). - Herold: Z. Gynak. Jg. 52, H. 5, 
291 (1928). 
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Alkalischer Harn ist infolge ausgefallter Phosphate und 
Karbonate von vornherein triibe. 

Beim Stehen bildet sich im normalen Harn ein Niederschlag 
von Uraten, bisweilen auch von Harnsaure. 

Pathologisch konnen Triibungen durch Beimengungen von 
Schleim, Epithelien, Eiter, Fett usw. bedingt werden. 

Zur Klarung und Entfarbung des Harnes kann dien en: 
a) Tierkohle. Der in einem Kolbchen siedende Harn wird 

mit 1-2 Messerspitzen Carbo medicinalis (Merck) vorsichtig 
versetzt (Achtung, starkes Schaumen !), einige Minuten ge
kocht und dureh ein Faltenfilter filtriert. SolI der Harn bei 
niedrigerer Temperatur mit Tierkohle behandelt werden, so laBt 
man diese 30-60 Min. unter mehrfachem Umschiitteln einwirken. 
Infolge ihres starken Absorptionsvermogens solI eine Behandlung 
mit Tierkohle nicht zur Anwendung kommen, wenn der Harn auf 
Zucker oder Glukuronsaure untersucht werden solI, bzw. darf 
nicht mehr Kohle zur Anwendung gelangen als notwendig ist, 
um ein ganz sehwaeh gefarbtes Filtrat zu erhalten l . (Vgl. aueh 
S. 475 und S. 487.) 

b) N ormales Bleiazeta t. Das "normale Bleiazetat" ("Blei
zucker" Pb (C2Ha0 2)2 + 3 H 20) reiBt bei der Klarung des Harnes 
keine Kohlehydrate mit und dient vorziiglieh zur Harnklarung bei 
der polarimetrischen Zuekerbestimmung. 

50 eem eines Harnes, der naeh Zusatz einiger Tropfen Eisessig 
sieher sauer reagiert, werden mit 10 eem 20 % iger Bleiazetatlosung 
versetzt, gut durchgesehiittelt und dureh ein Faltenfilter filtriert. 
Das mit dem Filtrat erhaltene Analysenresultat ist infolge der 
Harnverdiinnung mit 1,2 zu multiplizieren. 

Zur Vermeidung von Verdiinnungen kann man aueh 10 eem 
Harn mit ca. 2 g feingepulvertem, normalem Bleiazetat versetzen 
(es geniigt meistens, die Harnmenge mit 2 Messerspitzen 
festem Bleiazetat in einem Kolben gut durchzusehiitteln), um naeh 
dem Filtrieren ein klares, nahezu farbloses Filtrat zu erhalten. 

Man spiile die angewandten Gerate zur Reinigung stets mit 
aqua dest. vor Benutzung von Leitungswasser, da dieses mit 
Bleiazetat Niederschlage von sehwerlosliehen Bleisalzen gibt. 

c) Kieselgur. Klart gut, entfarbt aber wenig. 
Eine Harnprobe wird mit 1-2 Messerspitzen Kieselgur gut 

durchgesehiittelt und dureh ein Faltenfilter filtriert. 
d) Kolloidales Eisenhydroxyd (Liquor ferri oxydati 

dialysati 2 ). Zur EnteiweiBung aber aueh zur Klarung und Ent-

1 Kolthoff: Biochem. Z. 168, 122 (1926). 
2 Rona und Michaelis: Biochem. Z. 7, 329 (1908). 
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farbung ist die Behandlung des Harnes mit kolloidalem Eisen
hydroxyd sehr geeignet. 

Der Harn wird in der Kalte mit einigen Tropfen Eisenhydroxyd
losung und einer Spur Natriumchlorid oder besser Magnesiumsulfat 
versetzt, gut durchgeschiittelt und filtriert. 

e) Kaolin. Zur Klarung und zur EnteiweiBung nach Bang l 

dient die Behandlung mit Kaolin. 
Der Harn wird mit einem Drittel bis einem Viertel seines 

Volumens Kaolinpulver geschiittelt. Das Filtrat ist eiweiBfrei. 
Zur EnteiweiBung des Harnes ist eine der Behandlungen 

mit Bleiazetat, kolloidalem Eisenhydroxyd oder Kaolin (s. oben) 
zu empfehlen. Einfach ist auch: 

f) Erhitzen des Harnes. 100-200 cern Harn werden in 
einem Becherglase zum Sieden erhitzt und so lange tropfenweise 
mit verdiinnter Essigsaure versetzt, bis das ausgeschiedene EiweiB 
sich gut abgesetzt hat und der Essigsaurezusatz in der iiber
stehenden klaren Fliissigkeit keine Fallung mehr ergibt. (V or
sicht ist geboten, urn einen EssigsaureiiberschuB zu vermeiden.) 
Leichter ist es, eine empfindliche LackmuslOsung (Azolithmin
lOsung) zum Harn hinzuzusetzen und so viel Saure hinzuzugeben, 
daB die Farbe gerade in Rot umschliigt. Nach Absetzen des 
EiweiBes filtriert man in einen MeBzylinder und wiischt mit 
Wasser bis zum urspriinglichen Volumen des Harnes bzw. zu 
einem anderen aber genau bestimmten Volumen nacho (V gl. auch 
EiweiBfallung bei durch Azetatpuffer definiertem pH nach Bang 
unter "EiweiBnachweis" S. 595.) 

Bestimmullg des spezifischell Gewichtes. 
Unter dem spezifischen Gewicht einer Fliissigkeit versteht 

man das Verhaltnis des Gewichtes eines bestimmten Fliissigkeits
volumens zum Gewichte eines gleichen Volumens Wasser von 
4 °0. Sein Zahlenwert wird beim Harn meistens nach Multipli
kation mit 1000 ausgedriickt. 

Das spezifische Gewicht des Harnes ist ein MaB fiir seinen 
Gehalt an festen Bestandteilen. Daher dient seine Bestimmung 
zur Beurteilungder Gesamtkonzentration. Doch ist hierbei zu 
beriicksichtigen, daB das spezifische Gewicht nicht allein von 
der absoluten Menge, sondern auch von dem spezifischen Ge
wichte der ausgeschiedenen Substanzen selbst abhangig ist. 
Das Gewicht der im Liter Harn vorhandenen festen Sub-

1 Bang: Lehrbuch der Harnanalyse S. 82. Miinchen: Bergmann 1926. 
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stanzen in gist angenahert zu erhalten, wenn man das spezi
fische Gewicht mit 2,04 multipliziert (Haeserscher Koeffizient). 

Das spezifische Gewicht des 24sttindigen normalen mensch
lichen Harnes betragt etwa 1017-1020 bei 15-20 0 C. Schwan
kungen zwischen 1005-1030 sind noch physiologisch moglich 
und brauchen keine pathologische Bedeutung zu haben. Das 
spezifische Gewicht des Harnes von Neugeborenen betragt 
ca. 1005-1007. 

Zur Bestimmung des spezifischen Gewichtes des Harnes dienen 
zwei Methoden: 

Die Bestimmung mit dem Pyknometer. 
Die Bestimmung mit dem Urometer. 

Bestimmung mittels des Pyknometers. 

Die Bestimmung des spezifischen Gewichtes erfolgt am ge
nauesten mittels des Pyknometers. Unter einem Pyknometer 
versteht man ein zur Wagung eines gemessenen FlUssigkeits
volumens geeignetes GefiiB. Bequem ist die Anwendung von 
Prazisionspyknometern, deren Volumengewicht durch eine Mar
kierung - evtl. amtlich - geeicht ist. Die Eichung ist nach 
einiger Zeit stets wieder zu iiberpriifen. 

Zwei Pyknometerformen seien genannt: 
1. Flaschchen mit eingeschliffenem Glasstopfen, der" 

in der Langsrichtung eine kapillare Bohrung tragt 
und sich nach oben trichterformig erweitert (Abb. 98). 

Die Fullung des Pyknometers ge- b fL 

schieht durch Einsetzen des Stopfens 
in das bis zum Rande mit Flussigkeit 
gefUllte GefaB. Die in der Kapillare S 
hochstehende Flussigkeit kann, soweit 
sie die MeBmarke M iibersteigt, durch 
Abtupfen mit FlieBpapier fortgenom
men werden. 

Abb.98. 2. Ostwaldsche Form des Spren- Abb.99. 

gelschen Pyknometers (Abb.99). 
Das Pyknometer ist durch Biegen einer Vollpipette (5-30 ccm 

Vol.) leicht selbst herstellbar. Dieses Pyknometer wird gefUllt, 
indem man sein kapillar ausgezogenes Ende b in die zu wagende 
Flussigkeit eintaucht und diese mittels Schlauch von der anderen 
Seite a in das Pyknometer saugt. Steht der Flussigkeitsmenis
kus uber der MeBmarke a, so beruhrt man die kapillar aus
gezogene Spitze von b mit FlieBpapier (RiBstelle, am sichersten 
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Bodenflache eines Rollchens); enthalt dagegen das Pyknometer 
zu wenig Fliissigkeit, so beriihrt man b mit einem Tropfen der 
Fliissigkeit, der an einem Glasstabe hiingt. 

Der Schenkel mit der MeBmarke a solI wahrend der Ein
stellung des Meniskus horizontal liegen. Nach der Einstellung 
werden zur Verhinderung eines Verdunstens der Fliissigkeit beide 
Enden des Pyknometers mittels einer Gummikappe geschlossen, 
wobei, um ein Herausdriicken der Fliissigkeit aus dem GefaB zu 
verhindern, das kapillare Ende b zuerst zu schlieBen ist. 

Ausfiihrung der Messung. Das Pyknometer wird mit Bi
chromat-Schwefelsaure sorgfaltigst gereinigt, mit aqua dest. ge
spiilt und mit Alkohol und Ather getrocknet. Die Wagung erfolgt 
nach30Minuten langem Stehen im Wagekasten. (Gewicht des leeren 
Pyknometers: Go.) Das Pyknometer wird dann mit destilliertem 
Wasser nahezu bis zur MeBmarke gefiillt und in ein Temperatur
bad - ein groBes Becherglas mit Wasser geniigt - von zweck
maBig 15 0 eingesetzt. 

Nachdem der Inhalt des Pyknometers die Badtempera
tur angenommen hat, was sich durch festes Einstehen des Me
niskus zu erkennen gibt, wird die Fliissigkeit im Pyknometer 
his zur MeBmarke nachgefiillt oder durch Fortnahme iiberstehen
der Fliissigkeit mittels einer Glaskapillare oder eines Filtrier
papierrollchens ausgeglichen. Der Fliissigkeitsmeniskus solI die MeB
marke beriihren. Das mit Wasser gefiillte Pyknometer wird auBer
lich abgetrocknet und nach 30 Minuten langem Stehen im Wage
kastengewogen. Sein Gewicht G1 , abziiglich des Gewichtes des leeren 
PyknometersGo, gibt das Gewicht des in ihm enthaltenen Was3er
volumens bei to, eine GroBe, die ein fiir allemal allen weiteren 
mit diesem Pyknometer vorgenommenen Gewichtsbestimmungen 
zugrunde gelegt werden kann. Eine Kontrolle dieser GroBe ist 
von Zeit zu Zeit notwendig. 

Nunmehr wird das Pyknometer geleert, mehrmals mit fil
triertem Harn ausgespiilt und dann mit diesem in gleicher Weise 
und bei gleicher Temperatur gefiillt. Man ermittelt sein Gewicht 
wie angegeben. (Gewicht des mit Harn gefiillten Pyknometers: G2 ). 

Man wiederholt die Bestimmung. Nach Beendigung der Messung 
ist das Pyknometer sogleich wieder zu reinigen. 

Sehr schnelle Bestimmungen lassen sich auf 10/ 00 genau mittels 
gewohnlicher Pipette von 10 ccm ausfiihren, indem man den 
Pipetteninhalt in ein tariertes Wageglaschen flieBen laBt und 
die Gewichtszunahme bestimmt. 

Berechnung: Das Verhaltnis des Gewichte3 der unter
suchten Fliissigkeit zu dem Gewichte des gleichen Wasser-
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volumens bei der gleichen Temperatur ergibt sich nach der 
Formel 

G2 -Go 
x=--~-. 

G1 -Go 

Das wahre spezifische Gewicht, d. h. den Bezug auf das 
Gewicht des Wasservolumens von 4°, erhiilt man durch Mul
tiplikation mit dem spezifischen Gewicht des Wassers (8) bei der 
Temperatur to. 

Die Werte von (8) sind in der folgenden Tabelle gegeben. 

Da der Fehler bei Messungen mit 
Dichte dem Pyknometer etwa + 0,0001 g be- Temperatur ----------r---------triigt, so hat man bei Messungen mit 

einem Pyknometer von 5 ccm einen 
prozentualen Fehler von 0,002 %, bei 
Anwendung eines Pyknometers von 
25 ccm V olumen einen Fehler von 
0,0004% zu erwarten. Diese Genauig
keit ist fUr gewohnliche physiologische 
Untersuchungen weit ausreichend. 
Bei Messungen mit einer Genauigkeit 
von einem Fehler unterhalb 0,001 %, 

100 

11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
Hl 
20 

0,9997:3 
0,99963 
0,99953 
0,9994U 
0,99927 
0,99913 
0,99897 
0,99880 
0,99862 
0,99843 
0,99823 

ist aber der Auftrieb der Luft bei der Wagung zu beruck
sichtigen. Die Korrektur ergibt sich gemiiB der Beziehung 

G2 -Go 
x = ---.- (8 - 00012) + 00012 

G1 - Go ' " 

wo 0,0012 die mittlere Dichte der Luft bedeutetl. 
An Stelle der Pyknometer ohne Volumenangabe kann man 

zweckmiiBig "geeichte" Pyknometer benutzen. AIle beigefiigten 
Angaben, z. B. 15° oder 15°/4 0 be sagen, daB das Pyknometer bei 
der Eichtemperatur ein bestimmtes angegebenes Volumen be
sitzt. Seit dem 1. Januar 1929 werden amtlich stets 20 0 als Eich
temperatur zugrunde gelegt. Die Bestimmung des spezifischen 
Gewichtes erfolgt dann durch Wiigung des Harnes vom betreffen
den Volumen bei der Eichungstemperatur. Das erhaltene Gewicht, 
dividiert durch das angegebene Volumen, ergibt unmittelbar das 
spezifische Gewicht. 

1 Vgl. hierzu Roth: Physikalisch-chemische Ubungen. Leipzig: Voss. 
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Bestimmung mittels des Urometers. 

Die Bestimmung des spezifischen Gewichtes mittels Senk
spindel (fur Harn "Urometer" genannt) benutzt den Auftrieb, 
den feste Korper in Flussigkeiten erfahren, zur Messung. 

Die an einer Skala gemessene Eintauchtiefe der Senkspindel in 
die zu untersuchende Flussigkeit ergibt unmittelbar ihr spezifisches 
Gewicht. Zur Messung des spezifischen Gewichts des Harnes ist 
es zweckmaBig, zwei 1nstrumente mit einem Messungsbereich von 
1000-1020 und 1020-1040 anzuwenden, anstatt eines einzigen 
1nstrumentes mit einer Skala von 1000-1040, da mit der Ver
groBerung der Skalenabstande die MeBgenauigkeit eine hohere 
wird. Zur Messung kleiner Harnmengen dienen entsprechend 
verkleinerte Urometer (z.B. da'l Urometernach Schlaginweit, das 
durchschnittlich 3,5 ccm Harn - maximal 7,5 ccm bei einem spezi
fischen Gewicht des Harnes von 1000 - erfordert). 

Ausfuhrung der Messung. Klar filtrierter Harn wird in 
einen Glaszylinder gefUIlt, in dem das Urometer frei beweglich 
schwingen kann. Durch vorsichtiges EingieBen bei schrag ge
haltenem Zylinder wird Schaumbildung vermieden. Vorhandener 
Schaum ist mittels Filtrierpapiers zu entfernen. Der Zylinder wird 
in ein Temperaturbad (weites Becherglas) derart eingestellt, daB 
die Hohe der temperierenden Flussigkeit die Harnsaule uberragt. 
Die Temperatur ist auf die auf dem Urometer vermerkte Eich
temperatur des 1nstrumentes (z. B. 17,5 0 oder 15 0) einzustellen. 

Die sorgfaltigst gesauberte Spindel wird in den Harn gesenkt, 
so daB sie frei inmitten des GefaBes schwimmt. Es wird der den 
unteren Meniskusrand beruhrende Skalenstrich abg~lesen. Die 
EmpIindlichkeit der urometrischen Messung reicht bis zur ge
nauen Angabe der dritten Dezimale und ist ausreichend fur aIle 
klinischen Zwecke. 

1st das Urometer auf Wasser von to als Einheit geeicht, so 
errechnet sich das spezifische Gewicht des Harnes, auf Wasser 
von 4 0 als Einheit bezogen, durch Multiplikation des MeBwerte3 
mit dem spezifischen Gewicht des Wassers bei to (s. S. 301). 

1st bei der Eichung das spezifische Gewicht des Wassers 
von 4 0 als Einheit benutzt, so ist eine Umrechnung nicht 
mehr notwendig1. Bestimmt man das spezifische Gewicht des 
Harnes nicht bei 15 0, so kann man es dadurch korrigieren, 
daB man fUr jeden Temperaturgrad uber 15 0 ein Drittel 

1 Da es bei den gewohnlichen kaufliehen Urometern nicht sieher ist, 
welehe Eichung zugrunde gelegt ist, empfiehlt sieh die Anwendung von 
der Normal-Eiehungskommission geeichter Instrumente, denen stets Wasser 
von 4 0 als Einheit der Eiehung zugrunde liegt. 
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zu der 4ten Stelle des spez. Gewichtes (multipliziert mit 1000) hinzu
fiigt bzw. fUr jeden Temperaturgrad unter 15 0 abzieht. Zeigt ein 
Urometer z. B. (bei 15 0 geeicht) ein spez. Gew. von 1018 bei 
21 0, so betriigt dasselbe 1018 + 0,002 = 1020. 

Die Eichung des Urometers ist zu iiberpriifen. Hierzu kann 
eine 0,2% ige KochsalzlOsung dienen, die bei 15 0 das spezifische 
Gewicht 1,0000 besitzt. 

Bestimmung del' Gefrierpullktserniedrigung. 

Die Erniedrigung des Gefrierpunktes des Harnes gegeniiber 
dem Gefrierpunkt reinen Wassers ist proportional seinem osmo
tischen Drucke. Dieser osmotische Druck 
des Harnes ist ein Ausdruck fUr die molare 
Konzentration der Lasung. 

Der Gefrierpunkt des Harnes schwankt 
zwischen - 0,08 0 und - 3,5 o. Unter nor
malen Bedingungen betragt die Gefrier
punktserniedrigung (.d) etwa 1,2°, entspre
chend einer molekularen Konzentration von 
ca. 0,7 und einem osmotischen Druck von 
15 Atm.1 . 

Prinzip. Die Bestimmung der Gefrier
punktserniedrigung des Harnes beruht auf 
Messung seines Gefrierpunktes im Vergleich 
zu dem des reinen Wassers. 

Apparate. 1. Kryoskop nach Beckmann 
(s. Abb. 100). 

Das Kryoskop besteht aus einem wei ten 
Reagenzglase mit seitlichem Stutzen zum Ein
bringen der Substanz. Der oberste Teil ist etwas 
erweitert und tragt einen doppelt durchbohrten 
Korken. Durch die eine Bohrung geht das Ther
mometer, die andere tragt ein kurzes Stiick 
Glasrohr als Fiihrung fUr den Riihrer, der aus 
einem Glasstab mit angeschmolzenem Platin
oder Glasring besteht. Das Reagenzglas ist mittels 
eines Korkringes in einem weiteren Glase befestigt. 
Die zwischen beiden befindliche Luftschicht dient 
als Schutzmantel und muB sorgfaltig trocken Abb.l00. 
gehalten werden. Das MantelgefaB ruht mit seinem 
Rand auf dem Metalldeckel eines Batterieglases und wird durch Spangen 

1 Vgl. Henderson in Neubauer-Huppert: Analyse des Harns I, S. 12. 
Wiesbaden: Kreidel 1910. 
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gehalten. Der Deckel hat ein weiteres Loch fiir einen festen Riihrer, 
ein zweites fiir ein Thermometer und ein drittes fiir den Impfstift. 

2. Thermometer nach Friedenthal. Das Thermometer hesitzt einen 
fixenO-Punkt (Gefrierpunkt reinen dest. Wassers entsprechend) am oberen 
Ende der Skala und ist abwiirts in 1/100 Grade geteilt. 

Aus£iihrung. a) Gewinnung des Materials. Ein 24 stiin
diger Mischharn oder eine mittels Ureterkatheten gewonnene 
Probe ist zu verwenden. 

Bei der Gefrierpunktsbestimmung des Blutes ist es gleich, ob 
man Serum, defibriniertes Blut oder Gesamtblut anwendet. 
Unter normalen Verhaltnissen liegt der Gefrierpunkt des mensch
lichen Blutes bei - 0,560 bis 0,580• 

Bei der Kryoskopie von Organen wird der Brei des zu unter
suchenden Organes in das Gefrierrohr gebracht, oder man benutzt 
den waBrigen Auszug der zerkleinerten Organe, der durch Aus
kochen mit Wasser und Auspressen der Organstiicke gewonnen 
wird. Der filtrierte klare Saft wird dann zur Gefrierpunkts
bestimmung verwendet. 

b) Bestimmung. Das AuBengefaB des Kry03kops ist mit 
einer Kaltemischung zu beschicken. Diese erhalt man z. B. durch 
Vermischen von 3 Gew.-T. 8%ig. NaCI-Losung mit 1,8 Gew.-T. 
grobem Eis, worauf 0,5 Gew.-T. feingestoBenes Eis unter Riihren 
zugegeben werden. Die Temperatur der erhaltenen Mischung 
betragt ca. - 2,5 0 C. Die Temperatur der Kaltemischung ist 
durch Umriihren mittels des Riihrers und Zufiigen von Eis oder 
Kochsalzlosung innerhalb von 1 0 konstant zu erhalten1 • Der 
Impfstift (ein ausgezogenes Glasrohr, das an seiner kapillaren 
Spitze ein Wattebiiuschchen tragt) ist mit dest. Wasser zu be
netzen, in das fiir ihn bestimmte Reagenzglas zu setzen und dieses 
in die Kaltemischung einzutauchen. 

In das gereinigte, nach auBen trockne Gefrierrohr wird nun
mehr ein gemessenes Volumen reinstes destilliertes Wasser ein
gefiillt, so, daB das QuecksilbergefaB des Thermometers voll
kommen bedeckt wird. (Beim Vergleich der Gefrierpunkte zweier 
Fliissigkeiten sind stets gleiche Volumina bei beiden Fliissigkeiten 
anzuwenden.) Danach wird das in 1/100 Grade geteilte Thermometer 
eingesetzt. Dieses solI das GefriergefaB nicht beriihren. Das 
GefriergefaB dad ebenfalls an den auBeren Glasmantel nicht 
anstoBen. 

Nach Einsetzen des Thermometers wird der Riihrer in Be-

1 Einfacher liiJlt sich das AuBenbad durch inniges Mischen von Vieh
salz mit viel feingestoJlenem Eis herstellen. Man achte darauf, daJl die 
Mischung nicht zu kalt geriit. . 
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wegung gesetzt. Es ist darauf zu achten, daB eine anhaltend 
gleichmiWige Riihrgeschwindigkeit von 1-2 Hub pro Sekunde 
bis zur Beendigung des Versuches innegehalten wird. Daher ist 
eine der kauflichen mechanischen Riihrvorrichtungen zu bevor
zugen. Der Riihrer darf weder am Thermometer noch an der 
GefaBwandung reiben. 1st die Temperatur auf ungefahr 0,5 0 

unterhalb des Gefrierpunktes gesunken, so wird mittels der 1mpf
nadel durch das Seitenrohr des GefriergefaBes eine winzige Eis
menge auf die Drahtschlinge des Riihrers gebracht. Ein starkeres 
Unterkiihlen muB vermieden werden. Das Thermometer steigt 
jetzt infolge der durch die Eisbildung frei gewordenen Warme 
an und stellt sich schlieBlich kurze Zeit fest ein. Die jetzt vor
genommene Ablesung ergibt den Nullpunkt des Thermometers. 

Selten wird dieser Punkt der am Thermometer angegebene 
N ullpunkt sein, sondern wird von ihm a bweichen. Man stellt mehrere 
Bestimmungen an und betrachtet das Mittel der abgelesenen 
Endtemperaturen nach mehrfachem Wiederauftauen und Ge
frieren als den wahren Nullpunkt des Wassers. Auf diesen Null
punkt (nicht auf den Nullpunkt der Thermometerskala) bezieht 
man die spater zu beobachtende Gefrierpunktserniedrigung. Fiir 
genaue Messungen ist nach der Untersuchung der betreffenden 
Fliissigkeit der Nullpunkt noch einmal zu bestimmen und das 
Mittel der Bestimmungen als der wahre Nullpunkt anzunehmen. 

Die Harnuntersuchung erfolgt in gleicher Weise wie die des 
Wassers. Das gleicheHarnvolumen wie beim Wasser ist anzuwen
den; die Lage des Gefrierpunktes ist vor der eigentlichen Messung 
durch einen Vorversuch zu bestimmen. GroBere Unterkiihlungen 
als 0,5 0 sind zu vermeiden. Haufig scheiden sich bei der Abkiihlung 
Urate abo Der durch deren Auskristallisieren bedingte Fehler kann 
vernachlassigt oderempirisch durch Hinzuaddieren vonO,04° zur Ge
frierpunktserniedrigung bei Anwendung von 15 ccm Harn annahernd 
korrigiert werden. Fiir genaue Messungen sind 15 ccm Harn abzu
kiihlen und die ausgeschiedenen Urate abzuzentrifugieren. Dann 
wird der uratfreie Harn abgegossen und zur Gefrierpunktsbestim
mung verwendet. Die abzentrifugierten Urate werden in dem 
doppelten Volumen hei13en Wassers dcs angewandten Harn
volumens (also in 30 ccm) aufgelOst. Die Gefrierpunktserniedri
gung der Losung wird bestimmt und nach Multiplikation mit 2 
zu der des Harnes hinzuaddiertl. 

F ii r g e r i n g e H a r n men g e n (1,5 ccm) ist das nach 

1) VgI. Kleinmann in Abderhaldens Arbeitsmethoden IV/5, S.54. 
Rona-Kleinmann. Biut- \1. Harn. 20 
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dem Kryoskop nach Guye und Bogdan! gebaute Gefrier
gefaB und das Thermometer von Burian und Drucker2 zu be
nutzen3• Das Thermometer besitzt ein QuecksilbergefaB von einer 
Lange von 9 mm bei einem Durchmesser von 7 mm. Seine mit Stick
stoff gefiillte Kapillare ist so eng, daB eine Gradlange von 2,7 em 
erzielt wird. Die Skala hat den Bereich von - 5 0 bis +1 0 und 
ist in Fiinfzigstelgrade geteilt. Es gelingt, mit der Lupe auf 
0,002-0,003 0 genau abzulesen. Die Form des Gefrier- und des 
Mantelrohres ist folgende: Die beiden Rohre besitzen vollkommen 
gleiche Gestalt. Dem Gefrierrohr fehlt der seitliche Ansatz zur 
Einfiihrung der Impfkapillare; dieser ist durch eine im Stopfen des 
Gefrierrohres angebrachte Bohrung ersetzt, durch die die Impf
kapillare bequem von oben in die unterkiihlte Fliissigkeit hinein
gebracht werden kann. Jedes der beiden Rohre besteht aus einem 
weiten oberen und einem engen unteren Abschnitt. Der letzte, 
der das QuecksilbergefaB des Thermometers und die Versuchs
fliissigkeit aufnimmt, hat einen Durchmesser von 14 mm. Zur 
Ausfiihrung der Messung sind 1,5 ccm Fliissigkeit eben noch hin
reichend. Die Temperatur des Kaltebades darf hochstens 2 0 unter 
dem Gefrierpunkt der VersuchslOsung liegen. Bei Beobachtung 
dieser Regel stimmen die Ergebnisse des kleinen Apparates· mit 
denen mit dem Beckmannschen gewonnenen auf ±0,005° 
iiberein. 

Die zu untersuchende Losung wird beim Gefrieren durch Eisausscheidung 
konzentrierter. Zum Ausgleich dient eine Korrektur nach der Formel 

in der Llbeab • den Gefrierpunkt, C die Unterkiihlung, c die spezifische 
Warme und w die Erstarrungswarme des Losungsmittels bedeuten. Da fiir 
Wasser c gleich 1 cal., w ca. 80 cal. c/w, also 1/80 betragt, ist pro 
Grad Unterkiihlung 1,25% von der beobachteten Gefrierpunktserniedrigung 
abzuziehen. Die Genauigkeit der Messung betragt ca. 1%. 

Da 1 Mol in I Liter Wasser ge16st den Gefrierpunkt um 1,850 erniedrigt, 
so gibt LI : 1,85 die "molekulare Konzentration" des Harnes, die der osmo· 
tischen Konzentration hinsichtlich der Gefrierpunktserniedrigung ent
spricht. Der osmotische Druck betragt pro 0,0010 Gefrierpunktserniedri
gung 0,012 Atm. oder ca. 9,1 mg Hg bei 0°. 

1 J. de Chim. physique 1, 379 (1903). 
2 Zbl. Physiol. 23, 772 (19lO). Der Apparat wird von der Firma Goetze, 

Leipzig, geliefert. 
3 Noch kleinere Fliissigkeitsmessungen (0,5 Q9m, Katheterharn) lassen 

sich thermoelektrisch kryoskopieren (s. S. 10). Uber eine Anordnung zur 
Messung des Gefrierpunktes von geringen Fliissigkeitsmengen vgl. Fro m m 
und Leipert: Biochem. Z. 206, 314 (1929). 
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Bestimmung del' Oberflachenspannung1, 

Unter Oberflachenspannung einer Fliissigkeit versteht man 
die an der Oberflacheneinheit wirksame Oberflachenenergie. 
Numerisch ist dieser Wert gleich der Arbeit, die notwendig ist, 
um die Einheit der Oberflache zu erzeugen. Als ihr zahlenmaBiger 
Ausdruck wird entweder dynjcm oder mgjmm gewahlt. 

Normaler Harn hat eine Oberflachenspannung von 80-90% 
der Wasseroberflachenspannung. Diese Erniedrigung wird zu
meist durch den Gehalt des Harnes an Kolloiden (Stalagmonen) 
bedingt. 

Zum Vergleich verschiedener Harne wird von Schemensky 3 

die Bestimmung des "stalagmometrischen Quotienten" empfohlen. 
Dieser stellt das Verhaltnis der Oberflachenspannung eines Harnes, 
der filtriert und durch Verdiinnen mit aqua dest. auf die Dichte 
von 1010 gebracht worden ist, (St. 1) mit der Oberflachenspannung 
des gleichen Harnes dar, der durch Schiitteln mit Kohlepulver in 
10% Aufschwemmung von den Stalagmonen befreit ist (St. 0) 

S Q St.l 
t. u. = St. o· 

Als zweiter Begriff ist der Saurequotient eingefiihrt, worunter 
man den stalagmometrischen Quotienten eines Harnes versteht, 
der mit Saure versetzt ist, bis Methylorange von Gelb in Orange 
oder Kongorot von Rot in Hellblau umgeschlagen ist. 

Bei normalem Harn solI der stalagmometrische Quotient 
kleiner als 100, der Saurequotient kleiner als 200 sein. Patho
logisch konnen diese Grenzen stark iiberschritten werden. 

Von neueren Untersuchern ist geraten worden, die Harne 
weder zu verdiinnen noch mit Saure zu versetzen, sondern un
mittelbar die Tropfenzahl kolloidhaltiger und mittels Tierkohle 
von Kolloiden befreiter Harne miteinander zu vergleichen. 

Bringt man nach Pribram und Eigenberger 2 die Tropfenzahl 
eines Harnes (der 24 Std. unter Zusatz einer Messerspitze Queck
silberjodid gesammelt und durch Verdiinnen oder Einengen im 
Vakuum auf 2000 ccm gebracht ist) gegen Wasser in Rechnung, 
so soIl normalerweise der Stalagmometerquotient unter 1l0, der 
Saurequotient unter 200 gelegen sein. 

Ausfiihrung der Messung nach Schemensky 3, Kiesel 4• 

Bei der Untersuchung der Oberflachenspannung muB der Harn 
ganz frisch verarbeitet werden. Alkalischer Pferdeharn z. B. ver-

1 Siehe auch Blut (S. 13 dieses Praktikums). 
2 Biochem. Z. 115, 168 (1921). 3 Biochem. Z. 105, 229 (1920). 
4 Biochem. Z. 149, 399 (1924). 

20* 
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liert beim Stehen Kohlensaure und Kalziumkarbonat und andert 
seine Alkalitat. 

Filtrieren des Harnes ist nicht ohne EinfluB auf die Ober
flachenspannung. Stets sind die ersten Portionen des Filtrates 
zu verwerfen. Man laBt den Harn vor dem Filtrieren absetzen 
oder zentrifugiert ihn. In den Schiittelschaum gehen sehr erheb
liche Mengen oberflachenaktiver Substanzen iiber. Durch Schiitteln 
entstandener Schaum ist daher nicht abzutrennen, sondern 
wieder in Losung zu bringen. 

Zur Messung der Oberflachenspannung dient das Stalagmo
meter nach Traube. Dieses besteht aus einer durch zwei Marken 
begrenzten Kugel, die sich in eine gerade oder ~-formig gekriimmte 
kapillare Rohre fortsetzt, die in einer sorgfaltig abgeschliffenen 
kreisformigen Abtropfflache endet. Oberhalb und unterhalb der 
Kugel befindet sich eine kleine eingeritzte Skala, die noch eine 
Ablesung eines Tropfenbruchteiles bis zu 0,05 Tropfen gestattet. 

Mit diesem Instrument wird die reziproke GroBe des Tropfen
volumens, namlich die in einem bestimmten Volumen enthaltene 
Tropfenzahl, bestimmt. 

Zur Messung muB die Abtropfflache von groBter Sauberkeit 
sein. Man reinigt sie daher mit einem heiBen Gemisch von Kalium
bichromat und konzentrierter Schwefelsaure und vermeidet dann 
ihre Beriihrung mit der Hand. 

Zunachst wird durch einen Vorversuch ermittelt, wieviel 
Skalenteile der die HauptmeBmarken erganzenden Skala gerade 
einem Tropfen entsprechen. Der Wert eines Skalenteiles in 
Tropfenbruchteilen (l/ro Tropfen) ist zu berechnen. 

Der Harn wird mittels Gummiballes oder Saugpumpe bis 
iiber die obere Hauptmarke der Pipette eingesogen und diese 
mit dem Finger verschlossen gehalten. Am besten ist es, den 
Harn mittels eines starkwandigen Schlauchstiickes, das iiber das 
obere Ende des Stalagmometers gestiilpt wird, einzusaugen. Das 
Schlauchstiick solI mit einer gut gearbeiteten Schlauchklemme 
versehen sein (gewohnliche Laboratoriumsklemmen geniigen nicht, 
da sie zu viel toten Gang haben). Diese Schlauchklemme muB von 
einem besonderen Stativ (nicht yom Stalagmometer-Stativ) ge
halten werden, damit ihr Offnen das Stalagmometer nicht er
schiittert. Unter Zuklemmen oder Zuhalten des Schlauchstiickes 
wird das Stalagmometer genau senkrecht in ein Stativ gesetzt; 
man laBt die Fliissigkeit nach Untersetzen eines kleinen GefiWes 
ausflieBen. 

Man bestimmt die Tropfenzahl des Fliissigkeitsvolumens beim 
Durchtritt zwischen den oberen und unteren Hauptmarken. Da 
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Beginn und AufhOren der Tropfenbildung nicht genau den MeH
marken entsprechen, wird die Differenz des durch Beginn und 
Aufhoren des Tropfens gekennzeichneten Volumens von dem der 
:MeHmarken an den sie erganzenden Skalenteilen abgelesen. 

Durch Druck mittels Daumens und Zeigefingers bremst man 
die Flussigkeitssaule im Augenblick del' Tropfenablesung, liest 
den ihren Meniskus tangierenden Skalenteil ab, laHt die Kugel 
austropfen und bestimmt dann ebenso den Stand der Flussigkeits
saule beim Abtropfen des letzten Tropfens. Da der Tropfenbruch
teil, der einem Skalenteil entspricht, durch einen Vorversuch er
mittelt worden ist, wird er gemaH der Skalenteildifferenz gegen 
die Hauptmarken ermittelt. AIle Tropfenbruchteile, die einer 
Skalenablesung innerhalb des Volumens der beiden Hauptmarken 
entsprechen, werden zu der Gesamt-Tropfenzahladdiert und aIle 
auHerhalb der HauptmeHmarken abgelesenen von ihr subtrahiert. 

Abgelesen wird auf halbe Skalenteilstriche genau und auf 
1/10 Tropfen umgerechnet. Die Genauigkeit von Paralleibestim
mungen laHt sich auf einen Fehler von 0,1 Tropfen begrenzen. 

Die Geschwindigkeit des Tropfens solI die von 20 Tropfen in 
der Minute nicht ubersteigen. Bei vergleichenden Untersuchungen 
ist unbedingt genau gleiche Tropfengeschwindigkeit (mit der 
Stoppuhr gemessen) der zu vergleichenden Losungen innezuhalten. 

Die Geschwindigkeit des Ab
tropfens kann durch Auflegen des 
Fingers auf das obere Stalagmo
meterende reguliert werden. Besser 
ist die Regulation durch Aufsetzen 
von fein ausgezogenen Glaskapil
laren mittels Schlauchstiickes oder 
die Regulation mittels der feinen 
Schraubklemme. 

Zur Regulation der Tropfenge
schwindigkeit dient auch die Ap
paratur nach Schemenskyl. Ihre 
Anordnung geht aus nebenstehen
der Abbildung hervor (Abb.101). 

Die Fullung des Stalagmometers 
wie seine Leerung wird hiernach _-I.l!b.10l. 

durch Verbindung mit einem U-
formigen Rohre bewirkt, das zwei kugeIige Erweiterungen tragt. 
Dieselben sind zur Halfte mit Quecksilber gefiiIlt und veran-

1 1. c. (S. 307 dieses Praktikums). 
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lassen, indem man sie kippt, ein Ansaugen oder einen Druck 
auf den Inhalt des Stalagmometers. 

Die Regelung der Tropfgeschwindigkeit erfolgt durch Verbin· 
dung des Stalagmometers mit einem BehaIter mit flussigem Paraffin, 
in das gemaB der Abbildung eine Pipette mit fast kapillarer Spitze 
taucht. Durch mehr oder minder tiefes Eintauchen derselben in 
das Paraffin wird die Tropfgeschwindigkeit reguliert. 

Es ist darauf zu achten, daB sich keine Luftblasen in der abo 
tropfenden Flussigkeit bilden und daB die Flussigkeit die Ab
tropfflache vollig benetzt. Jede Erschutterung des Apparates 
(selbst starke Atemzuge) sind besonders bei der Messung der 
"Grenztropfen" zu vermeiden. 

Die Untersuchungstemperatur muB innerhalb eines Grades 
konstant bleiben. Die Tropfenzahl fUr Wasser einer bestimmten 
Temperatur ist auf das Stalagmometer graviert. Der Ham 
muB entweder dieselbe Temperatur haben, oder es ist die Wasser
tropfenzahl des Stalagmometers bei der Temperatur des unter
suchten Hames festzustellen. Fur eine Steigerung der Temperatur 
urn 5° beobachtet man bei Wasser eine Zunahme von etwa 
1,2 Tropfen auf 100 Tropfen. 

Berechnung: Die ermittelte Tropfenzahl ist auf ein Normal
stalagmometer, das bei 15 ° 100 Tropfen reinen Wassers entstehen 
laBt, zu beziehen. 

Diese "Normaltropfenzahl" Zn ist 

Z = Z·IOO 
n Zw' 

wenn Z die Tropfenzahl des Hames und Zw die bei der gleichen 
Temperatur (15°) mit dem gleichen Instrument ermitteIte Tropfen
zahl des Wassers ist. Die Angabe der Tropfenzahl als MaB der 
Oberflachenspannung ist aber nur angangig beim Vergleich von 
Flussigkeiten gleichen spez. Gewichtes. Als MaB der Oberflachen
spannung dient daher das "Tropfengewicht", das sich aus der 
Tropfenzahl eines bestimmten Volumens und dem spez. Gewicht 
der Flussigkeit (Pyknometer) ergibt. 

Fur die (relative) Oberflachenspannung a, die der reziproke Wert 
der Tropfenzahl ist, ergibt sich unter Berucksichtigung des spezi
fischen Gewichtes 

a = ~i'. spez. Gewicht ·100 

in Prozenten der Oberflachenspannung des Wassers. 
Angenahert - soweit die Oberflachenspannung von reinem 

Wasser gegen Luft mit 7,30 mg/mm richtig wiedergegeben ist -
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erhalt man die Oberflachenspannung (j in mg/mm durch die 
Formel 

(j = _~u' spez. Gewicht· 7,30 mg/mm 

oder, wenn man die Oberflachenspannung des Wassel's zu 75 Dyn 
setzt, 

(j = i" spez. Gewicht· 75 Dyn/cm. 

Bestimmung des Brechungsindex. 
Unter dem Brechungsindex "n" versteht man das Verhaltnis 

del' sinus des Einfallswinkels und Brechungswinkels beim Durch
gang des Lichtes durch zwei sich beriihrende Medien. 1st eines 
del' Medien Luft, so stellt "n" eine das zweite Medium charakteri
sierende GroBe dar. Sie ist abhangig von del' Wellenlange des an
gewandten Lichtes und von del' Temperatur. 

Zur Bestimmung von "n" im System Luft-Fliissigkeit dient 
die Messung des sogenannten "Grenzwinkels del' totalen Re
flexion". Diesel' stellt denjenigen Einfallswinkel eines Licht
biindels in eine Fliissigkeit dar, bei dem ein Austritt des Lichtes 
in die Luft gerade nicht mehr erfolgt. Es ist dann 1: sin fJ = n, wo 
sinus fJ den Grenzwinkel del' totalen Reflexion del' Fliissigkeit 
bezeichnet. 

Die Refraktion normaler Harne (spez. Gew. 1,003-1,028) 
betragt 1,33436 -1,34463 (StrubelP). Analytisch kann die 
Refraktion des Harnes Anwendung finden bei del' Bestimmung 
von Eiwei13 und Zucker. 

Apparate 1. Eintauchrefraktometer nach Pulfrich. 
2. Temperaturbad. 

Ausfiihrung. Priifung des Refraktometers. Hinsicht
lich del' genauen Beschreibung des Refraktometers wird auf Band I 
des Praktikums S. 22 verwiesen (vgl. auch S. 18). Zur Uber
priifung seiner Einstellung wird das Refraktometer in ein mit 
aqua dest. gefiilltes Becherglas getaucht, das in einem Tempe
raturbad auf 17,5 0 C gehalten wird. 

Del' Spiegel wird so gerichtet, daB helles Tageslicht durch das 
Becherglas in das Refraktometer fallt und die Trennungslinie 
zwischen Hell und Dunkel im Gesichtsfeld erscheint. Das Okular 

1 Munch. med. Wschr. Jg.49, H. 15, 616 (1902); Dtsch. Arch. klin. 
Med. 69, 521 (1901). 
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wird scharf auf die Skala eingestellt und die Stellung der Grenze 
des hellen und dunklen Gesichtsfeldes, die nach Einstellung des 
Farbenkompensators auf die Marke 15 seiner Teilung scharf und 
farblos erscheinen soIl, an der Skala abgelesen. Die Zehntel
skalenteile ermitteIt man durch Verschiebung der Skala bis zur 
Grenzlinie mittels der Mikrometerschraube. Die Mikrometer
trommel gibt dann die noch fehlenden Zehntelskalenteile. 

Zur Kontrolle miBt man noch die Temperatur des destillierten 
Wassers. 1st das Instrument richtig justiert, so stimmen die er
haltenen ResuItate mit denen der Tabelle (vgl. Prakt. I, S.27) 
uberein. 1st dies nicht der Fall, so lost man die Mutter der 
Mikrometertrommel, taucht das Instrument unter Kontrolle 
der Temperatur wieder ein und stellt Skala und Mikrometertrommel 
mittels der entsprechenden Stellscheibe so ein, daB die Grenzlinie 
die fiirdie Temperatur notwendige Lage einnimmt. 

1st das Instrument richtig justiert, so kann die Messung des 
Harnes auf die gleiche Weise vorgenommen werden. Der Harn 
wird filtriert, eingefiillt, das Prisma eingetaucht, der Spiegel so 
gedreht, daB die Grenzlinie im Gesichtsfeld erscheint - durch 
Drehung des Farbenkompensators wird sie farblos und scharf 
begrenzt - und an Skala und Mikrometertrommel abgelesen. 

Den Brechungskoeffizienten erhalt man aus den Skalenteilen 
mit Hilfe der Tabelle im Prakt. I, S. 24. 

Fur geringere Mengen Harn (Katheterharn) ist das Hilfs
prisma zu benutzen. Hierzu bringt man auf die Hypothenusen
flache des Hilfsprismas einen Tropfen Harn, nachdem man vorher 
den Metallbecher ohne Deckel auf das Refraktometer gesetzt 
hat. Das Prisma wird in den Becher so eingeschoben, daB seine 
Hypothenuse der Bodenflache des Refraktometerprismas anliegt. 
Der Becherdeckel wird aufgesetzt, das Instrument in das Tem
perierbad getaucht und die Messung vorgenommen. 

Der Fehler der Ablesung betragt ±O,l Skalenteil, entspre
chend ±3,7 Einheiten der fiinften Dezimale der Refraktion. 

Bestimmung des Drehungsvermogens. 

Unter der Bezeichnung "Drehungsvermogen des Harnes" 
versteht man seine Eigenschaft, die Schwingungsebene des 
polarisierten Lichtes zu drehen. Die GroBe der Drehung, in 
Graden ausgedruckt, ist von der Lange der Flussigkeitsschicht, 
der Konzentration und der spezifischen Drehung der optisch 
aktiven Substanz abhangig. Unter "spezifischer Drehung" einer 
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Substanz wird die Drehung ver standen , die 100 g Substanz in 
100 ccm Fliissigkeit bei einer Lange der Flussigkeitssaule von 
10 em bewirken. Die Drehung istferner von der Temperatur und 
der Wellenlange des Lichtes abhangig. Die spezifische Drehung 
wird bei + 20 0 mit Natriumlicht bestimmt. Die GroBe der Drehung 
ist in den meisten Fallen der Konzentration proportional, wenn 
aIle anderen Faktoren konstant sind. 

1m normalen menschlichen Harne sind linksdrehende 
Hubstanzen in Form von geringen Mengen EiweiB und gepaarter 
Glukuronsaure, rechtsdrehende in Form von Spuren Trauben
zucker enthalten. 

Normaler menschlicher Harn dreht stets ein wenig links 
(ca. -0,05% berechnet als Traubenzucker). 

Will man die Linksdrehung des Harnes exakt feststeIIen, so 
muB man den rechtsdrehenden Traubenzucker durch Vergarung 
entfernen. Als Durchschnittswert wurde hierbei von Takayasu 1 

eineLinksdrehung von 0,0476 % (ausgedruckt als Glukose) gefunden. 
Pathologisch kann sowohl die Linksdrehung des Harnes 

vermehrt sein als auch eine Rechtsdrehung auftreten. 
Erhohte Linksdrehung findet man bei Vermehrung der 

normalen gepaarten Glukuronsauren wie Phenol-, Indoxyl-, Skat
oxylglukuronsaure, sowie bei Vermehrung der Glukuronsaure nach 
Einnahme von Substanzen, die sich mit Glukuronsaure paaren 
(Kampfer, Chloral, Menthol, Terpentinol, Naphthalin, Antipyrin, 
Phenol und anderen). Vermehrte Linksdrehung kann ferner 
bedingt werden durch Ausscheidung von Fruchtzucker, {3-0xy
buttersaure, EiweiB und Cystin. Auch nach Einnahme von 
Santonin dreht der Harn links. 

Fur Fruchtzucker ist die Vergarbarkeit durch Hefe und das 
Methylphenylosazon charakteristisch (vgl. S.491). 

{3-0xybuttersaure laBt sich in die de stillier bare und kristallisierte 
oc-Krotonsaure uberfiihren. EiweiB kann durch die Koagulations
probe, Cystin durch die Schwefelbleiprobe nachgewiesen werden. 
Fallen diese Proben negativ aus, so ruhrt eine beobachtete Links
drehung wahrscheinlich von gepaarter Glukuronsaure her. Durch 
Spaltung der Glukuronsaureverbindung nach 1-2stundigem 
Kochen des Harnes mit 1-5% ig. Schwefelsaure wird freie Glu
kuronsaure abgespalten, die die Linksdrehung in eine Rechts
drehung verwandeln kann (Vgl. Abschnitt "Glukuronsaure") 

EiweiBhaltiger Harn ist vor und nach Entfernung des 

1 Zbl. inn. Med. Jg. 29, H. 14, 337 (1908). 
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EiweiBes zu polarisieren. Hierzu wird ein gemessenes Harn
volumen mit Essigsaure angesauert, aufgekocht und filtriert. 

Vermehrte Rechtsdrehung des Harnes wird meist auf 
Traubenzucker bezogen. Sie ist daher charakteristisch fiir den 
diabetes mellitus, doch kann sie auch durch Anwesenheit von 
Milchzucker und Maltose bedingt werden. Milchzucker ist durch 
gewohnliche Hefe nicht vergarbar. Das Drehungsvermogen der 
Maltose ist 2% mal groBer als das des Traubenzuckers, wahrend 
das Reduktionsvermogen nur ungefahr % desselben betragt. 
Rechtsdrehung kann der Harn auch bei chronischem Morphinis
mus zeigen. 

Optisch aktiv kann der Harn ferner sein, wenn optisch aktive 
Substanzen in den Harn iibergehen. Nach Einnahme razemischer 
Korper kann der Harn optisch aktiv werden, wenn eine der Anti
poden im Korper nicht angegriffen und ausgeschieden wird. Mit
unter ausgeschiedene EiweiBspaltprodukte konnen dem Harn ein 
wechselndes Drehungsvermogen erteilen. 

Da links- und rechtsdrehende Substanzen gleichzeitig und in 
wechselnder Menge ausgeschieden werden konnen, sagt die ein
fache Bestimmung des Drehungsvermogens noch nichts iiber das 
Vorhandensein einzelner Substanzen aus, da, weil die Drehungen ver
schiedener Korper sich kompensieren konnen, der Harn optisch 
inaktiv erscheinen kann oder die Drehungen sich gegenseitig iiber
lagern. 

Bei der Bestimmung der Rechtsdrehung ist daher sowohl auf 
die Anwesenheit von linksdrehenden Korpern (EiweiB, Glukuron
saure) als auch auf die Anwesenheit anderer rechtsdrehender 
Korper als von Zuckern zu achten. 

Bei der Untersuchung des Drehungsvennogens des Harnes solI 
daher stets vor und nach dem Vergiiren untersucht werden. 
Ferner ist die optische Untersuchung des Harnes stets mit allen 
chemischen in Frage kommenden Untersuchungsmethoden zu 
kombinieren. Beziiglich der Technik der U ntersuchung des Drehungs
vermogens siehe polarimetrische Zuckerbestimmung (S. 480). 

Bestimmung des Reduktionsvermogens. 
Normaler Harn besitzt reduzierende Eigenschaften. Er ent

farbt MethylenblaulOsungen und reduziert alkalische Quecksilber
oxyd- bzw. KupferoxydlOsungen. 

Das reduzierende Vermogen laBt sich auf Spuren Trauben .. 
zucker, andere Kohlehydrate (siehe diese), gepaarte Glukuron-



Bestimmung del' Harnkolloide mittels del' Goldzahlmethode. 315 

saure, Harnsaure und Kreatin zuriickfiihren. Der jeder dieser 
Substanzen zukommende Anteil an der Reduktion laBt sich 
nicht genau ermitteln. 

Die Gesamtkonzentration der reduzierenden Substanzen, aus
gedriickt als Glukose, schwankt zwischen 0,08-0,4%. Patho
logisch kann das Reduktionsvermogen des Harnes erhoht sein. 

Bestimmung der Menge reduzierender Substanzen. 
Man bestimmt das Reduktionsvermogen eines Harnes, der nicht 
mit Bleiessig geklart noch irgendwie vorbehandelt sein darf, z. B. 
nach der Methode von Pavy. (Siehe diese unter Zuckerbestim
mung S. 484.) 

Das Reduktionsvermogen wird entsprechend der verbrauchten 
Kubikzentimeterzahl ammoniakalischer Kupferlosung in mg GIu
kose ausgedriickt. AuBerdem bestimmt man durch Vergarung 
die tatsachlich vorhandene Menge GIukose. 

Bringt man diese Menge von der durch Reduktion bestimmten 
in Abzug, so ergibt sich als Rest die Menge der noch im Harn 
vorhandenen reduzierenden anderen Substanzen, ausgedriickt als 
GIukose. 

Bestimmung der Harnkolloide mittels der 
Goldzahlmethode 1• 

Prinzip. Die Methode dient zur Charakterisierung des Gehaltes des 
Harnes an Kolloiden. Sie beruht auf Dialyse des Harnes und auf del' 
Feststellung derjenigen Menge kolloider Substanzen in mg, welche gerade 
nicht mehr imstande ist, 10 cem eines bestimmten Goldsoles VOl' del' koa
gulierenden \Virkung von I ccm einer bestimmten Natriumchloridlosung 
zu schiitzen. Die Koagulation wird durch den Farbumschlag del' rote11 
Goldlosung von Rot nach Violett erkannt. An Stelle del' bei del' Bestim
mung del' Goldzahl iiblichen 10%ig. NatriumchloridlOsung wird fiir die 
vorliegende Bestimmung eine 4 % ig. Losung verwandt. 

Es ergab sich bei Anwendung diesel' Methode, daB im normalen mensch
lichen Harn die Goldzahl zwischen 7,0 und 35 mg liegt und unabhiingig 
von del' Konzentration und Reaktion del' Harne ist. 

R e ag en tien. 1. Natriumchloridlosung 4 % ig. 2. Goldsollosung: 120 cern 
doppelt destillierten WasEers werden zum Sieden erhitzt und wiihrend 
des Erwarmens mit 2,5 ccm einer 0,6 % ig. GoldchloridlOsung vermischt. 
Man neutralisiert mit 1-3 ccm einer 2,4%ig. Losung von Kalium
karbonat und fiigt nach dem Aufkochen unter lebhaftem Umschiittp]n 
3 ccm einer Losung von 0,3 cern Formol auf 100 cern Wasser hinzu. In 
wenigen Minuten soIl ein dunkelroter Farbton auftreten, del' sich nieht 
mehr andert. Peinliche Sauberkeit del' benutzten GefiiBe und vor aUem 
Anwendung doppelt destillierten Wassers sind notwendig. urn nicht ein 
blaustichiges Goldsol zu erhalten. 

1 Ottenstein: Biochem. Z. 128, 382 (l!l22). 
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A usfiihrung. Die in 24 Stunden ausgeschiedene Harnmenge wird 
gesammelt. Eine Probe des Harnes wird auf EiweiB, .zucker und Form
bestandteile untersucht. Etwa 80 ccm des Harnes werden unter Zusatz 
einiger Tropfen Chloroform in Schleicher-Schiillschen HUlsen gegen Wasser 
am besten in einem Schnelldialysator bis zur volligen Entfernung der 
Elektrolyte dialysiert. (Das auf ein kleines Volumen eingeengte letzte 
AuBenwasser solI keine Chlor-, Sulfat- und Phosphation-Reaktion mehr 
zeigen). Dann gibt man in eine Reihe Reagenzgliiser 1, 2, 3, 4 ccm usw. 
des dialysierten Harnes und liiBt in jedes Glas 2,5 ccm des roten Goldsoles 
zuflieBen. Man schiittelt kriiftig durch und liiBt 3 Minuten stehen. Nach 
dieser Zeitfiigt man zu jeder Mischung je 1 ccm 4%ig. NatriumchloridlOsung. 
Durch systematisches Unterteilen der Mischungen, bei denen sicher kein 
Farbenumschlag und sicher ein solcher stattgefunden hat, liiBt sich dann 
mit Genauigkeit diejenige ccm-Zahl an Harn finden, die ausreicht, den 
Umschlag nach Violett zu verhindern. Die endgUltige Ablesung erfolgt nach 
2 Stunden. Die Berechnung der Goldzahl erfolgt in der Weise, daB das 
Gewicht des Riickstandes des dialysierten Harnes an kolloiden Stoffen 
durch Eindampfen von 50 ccm des Dialysates auf dem Wasserbad bestimmt 
wird. Die Multiplikation der verbrauchten Kubikzentimeter mit den in 
1 ccm vorhandenen mg Kolloidsubstanz ergibt unmittelbar die Goldzahl. 

Bestimmung des Sauregehaltes. 
Bei der Bestimmung des Sauregehaltes des Harnes sind zu 

unterscheiden: 
1. Bestimmung der aktuellen Aziditat, d. h. der H-Ionen-

konzentration. 
2. Bestimmung der Titrationsaziditat. 
3. Bestimmung von Saureresten bzw. Sauregruppen. 
a) Bestimmung der Mineralaziditat. 
b) Bestimmung der Phosphatkonzentration. 
c) Bestimmung organischer Sauren. 
d) Bestimmung des Ammoniakkoeffizienten, d. h. des Ammo

niakstickstoffes, ausgedriickt in Prozenten des Gesamtstickstoffes. 

Bestimmung der aktnellen Aziditit. 

Unter der wahren Aziditat des Harnes versteht man seine 
"aktuelle Reaktion", d. h. die in ihm enthaItene Konzentration 
an freien Wasserstoffionen. Diese wird bedingt durch das Ver
haltnis (nicht die absolute Menge) der im Harn vorhandenen 
schwachen Sauren zu ihren Salzen. Solche Systeme sind das als 
Saure aufzufassende primare Natriumphosphat, sowie Essigsaure 
Milchsaure, Hamsaure, Hippursaure u. a. und ihre Alkalisalze. 
Der Harn stellt somit eine Mischung verschiedenartiger Puffer
systeme dar. 
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Infolge ihrer iiberwiegenden Konzentration wird die Aziditiit 
des Harnes nahezu allein durch das Verhiiltnis des primiiren Phos
phates zum sekundiiren Phosphat bestimmt. 

Die Aziditiit normaler Harne schwankt nach Untersuchungen 
von Henderson und PalmerI zwischen pH 4,82-7,45. Nach 
Hawk und Bergeim2 liegen die Werte zwischen pH 5,5 und 
8,0. Der Durchschnittswert liegt bei pH 6,00. Durch Zufiihrung 
primiiren Phosphates bzw. Natriumkarbonates konnten Hen
derson und Palmer 3 Schwankungen zwischen pH 4,70-8,70 
experimentell erzielen. 

In diesen Grenzen etwa bewegen sich auch die pathologisch 
moglichen Schwankungen. 

Diese aktuelle "wahre" Harnaziditiit wird durch die bekannten 
Methoden der H-Ionenmessung ermittelt. 

Fiir die meisten Zwecke geniigt die Bestimmung der H-Ionen
konzentration mit Indikatoren, die in ihrer der Harnuntersuchung 
angepaBten Form mit einer Genauigkeit von 0,1 pH auszufiihren ist. 

Bestimmnng der H-Ionen-Konzentration mittels der 
Gaskette. 

Der zu untersuchende Harn wird sofort nach seiner Gewinnung 
mit Paraffin. liquid. iiberschichtet. Dies gilt fUr jeden Harn, 
dessen aktuelle Reaktion - gleich nach welcher Methode - er
mittelt werden solI. 

Die Messung erfolgt: mittels der U-Elektrode nach Michaelis 
oder mittels einer Chinhydronelektrode. 

Hinsichtlich der Ausfiihrung der Messung sei auf S. 74 und auf 
Band I, S. 62 des Praktikums verwiesen. 

Bestimmung der H-Ionen-Konzentration mit 
Indikatoren und Pufferlosungen 4. 

Prinzi p. Das Prinzip der H-Ionenbestimmung mit Indikatoren 
beruht darauf, die zu untersuchende Losung mit einem Indikator 
zu versetzen, der bei ihrer Aziditiit seine Ubergangsfarbe zeigt und 
dann aus einer Reihe von Pufferlosungen bekannter Aziditiit die-

1 J. of bioI. Chern. 13, 393 (1912/13). 
2 Practical Physiological Chemistry, S. 709. London: Churchill (1927). 
3 J. of bioI. Chern. 14, 81 (1913). 
4 Nach Hastings, Sendro~" und Robson: J. of bioI. Chern. 65, 381 

(1925). Vgl. allch Hastings lind Sendroy: ,J. of bioI. Chern. 61, 695 
(1924). 
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jenige herauszusuchen, die mit dem Indikator die gleiche Farbung 
aufweist wie die zu untersuchendeLosung. DerpH derunbekannten 
Losung ist dann gleich dem der bekannten Pufferlosung. Anstatt mit 
einer Pufferlosung, die gerade die Ubergangsfarbe des Indikators 
hervorruft, arbeitet man besser mit 2 hintereinander geschal
teten Indikatorlosungen, von denen die eine eine' bekannte Kon
zentration des Indikators in seiner alkalischen Form, die andere 
in seiner sauren Form enthalt. Die Konzentrationen sind so 
gewahlt, daB die Summe der Konzentrationen der beiden Indi
katorformen in beiden Pufferlosungen in einer Serie solcher 
Losungspaare stets konstant ist. Betrachtet man die beiden 
gefarbten PufferlOsungen hintereinander geschaltet, so erhalt 
man eine Mischfarbe. 

Die Ubergangsfarbe einer Indikatorlosung ist von einer 
Mischung der sauren und alkalischen Form des Indikators abhan
gig. Jede Form hat ihre besondere Farbe, und das Verhaltnis der 
beiden Formen steht in Beziehung zur Reaktion der Losung 
gemaB der Henderson-Hasselbachschen Gleichung 

Ba 
pH = pK + log Ha . 

Hier bedeuten K die Dissoziationskonstante des Indikators, pK 
den negativen log von K, Ba die alkalische Form des Indikators 
und Ha die saure Form des Indikators. 

Anderungen im Verhaltnis der sauren zur alkalischen Form 
stehen in Beziehungen zur Anderung des pH gemaB obiger Glei
chung. Die Werte fUr pK sind fUr eine Reihe von Indikatoren fiir 
verschiedene Temperaturen festgestellt. Es ist somit moglich, 
durch Kombination bzw. Hintereinanderschaltung von je zwei 
Indikatorlosungen mit variierenden Mengen Saure oder Alkali 
Mischfarben zu erhalten, die fiir einen ganz bestimmten pH 
charakteristisch sind. 

Es wird nun dasjenige Paar von Indikatorlosungen bestimmt, 
dessen Mischfarbe gleich der der zu untersuchenden Losung ist. 
Der pH der StandardlOsungen wird aus einer beigefUgten Tabelle 
entnommen. 

Der Vergleich der Harnfarbung mit den Standardfarbungen 
erfolgt nach dem Walpole-Prinzip. Dasselbe beruht darauf, daB 
die Farbe des mit Indikator versetzten Harnes nicht unmittelbar 
mit der Farbe der VergleichsstandardlOsung verglichen wird, son
dern daB das Licht, das die Standardlosung passiert hat, erst 
noch eine Schicht gewohnlichen nicht mit Indikator versetzten 
Harnes durchsetzt, wahrend das Licht der zu untersuchenden Losung 
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noch zwei Glaser mit Losungsmittel (Wasser) durchlauft. Diese 
Anordnung geschieht dadurch, daB in einem Holzblock, der drei 
Reihen von Bohrungen tragt, die verschiedenen Reagenzglaser 
je eines Systems (zu untersuchende 
Losung und Vergleich) hintereinander 
geschaltet und senkrecht zur Reagenz
glasachse durch Bohrungen des Klotzes 
hindurch betrachtet werden (s. w. u.). 
Die Anordnung hat den Zweck, die 
Eigenfarbung des Harnes auszuschal
ten, da das Licht nunmehr in beiden 
Vergleichslosungen eine gleiche Schicht 
des Harnfarbstoffes passieren muB. 

Apparate. 1. Klare Reagenzglaser (ca. 
22: 175 mm) von vollig gleichem inneren 
Durchmesser. 2. 3 - Reihen - Komparator 
(Abb. 102). Ein Walpolescher Komparator 
kann folgendermaBen selbst hergestellt wer
den: In einem massiven Holzblock werden 
zylindrischeLocher von der GroBe, daB sie die 

• 

Abb.102. 

Untersuchungs-Reagenzglaser fassen konnen, gebohrt. Fur einen 3-Reihen
Komparator 3 Reihen zu je 3 Lochern, fiir einen 2-Reihen-Komparator 
2 Reihen zu je 3 Lochern. Die Bohrung soll so tief gehen, daB die Reagenz
glaser noch etwas herausragen, wenn sie ganz eingesetzt sind. Der Zwi
schenraum zwischen den Reihen soll so eng sein, wie es noch mechanisch 
moglich ist. Senkrecht zu diesen Lochern werden 3 etwas engere Locher 
durch den ganzen Block 
hindurchgebohrt; jedes der
selben kreuzt die 2 bzw. 3 
Bohrungsreihen. Diese Locher 
sind zum Durchblicken be
stimmt. Der Kasten und 
die Wandungen der Locher 
sind geschwarzt. 3. Mikro
burette in 1/50 cern ge
teilt. 

Indikator 

Phenolrot . ... 
Bromkresolpurpur. 
Chlorphenolrot . 
Bromkresolgriin . 

Reagentien. Farbenstandardlosungen. 

0,05 n aOH-L6sung 
in cern 

5,7 
4,1 
5,2 
3,2 

Stammliisungen der Indika toren. Dieselben werden dureh Losen von 
O,IK.Farbstoff in 1 oder - --------r--- ----,,....-----
1,1 Aquivalenten NaOH StammlOsung SchlieBliche 
hergestellt. Zur Anwen- verdiinnt zu Konzen-
d I Ph I Indikator ung ge angen: enD - 200 cern tration 
rot, Bromkresolpurpur, cern % 
Chlorphenolrot, Brom- ---- -----i-----;----
kresolgriin. 0,1 g jedes Phenolrot. . . . 
Farbstoffes wird in BromkresoJpurpur 
cinem Aehatmorser mit Chlorphenolrot. 
folgenden Quantitaten Bromkresolgriin 
0,05 n NaOH verrieben. 

15 
16 
20 
32 

0,0075 
0,008 
0,01 
0,016 
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Nachdem der Farbstoff vollkommen in der Lauge gelost ist, wird die 
Lasung in einem 100 ccm-Kalbchen bis zur Marke verdiinnt. Von diesen 
Stammlosungen werden nach Bedarf folgende Verdiinnungen zur Her
stellung der Standardlosungen hergestellt. 

Diese .. Farbstoffkonzentrationen sollen eine gute Ablesung ermoglichen. 
Geringe Anderungen in der Konzentration beriihren nicht das Ergebnis, 
vorausgesetzt, daB die gleiche Losung zur bekannten wie zur unbekannten 
MeJ310sung gegeben wird. 

Die Farbstandardlosungen zur pH-Bestimmung werden aus den Farb-
16sungen und 0,01 n bis 0,001 n NaOH- und 0,002 n bis 0,001 n Hel-Lo
sungen entsprechend den folgenden Tabellen hergestellt. Die Farbstoff
losungen werden in Reagenzglaser aus klarem Glase von einer GroBe von 
etwa 22: 175 mm, die vollig gleichen Durchmesser haben miissen, mittels 
einer in 1/50 cern geteilten Mikrobiirette gegeben. Die Losung wird dann 
mit der verdiinnten Saure bzw. dem verdiinnten Alkali ad 25 cern gebracht. 
Die Glaser werden verstopft, versiegelt oder paraffiniert. In einem dunklen 
Schrank aufbewahrt, bleiben sie, wenn gut versiegelt, mehrere Monate 
haltbar. 

Ausfiihrung. Der Harn wird unmittelbar nach Gewinnung 
mit Paraffin. liquid. iiberschichtet. 2 cern werden abpipettiert, 
ohne daB sie mit der AuBenluft in Beriihrung kommen und 
in eines der Beobaehtungs-Reagenzglaser gebracht, das 1 cern 
IndikatorIosung und 7 cern zweimal destilliertes Wasser unter 
Paraffin enthalt. Die Indikatoren Bromkresolgriin, Bromkresol
purpur und Phenolrot reiehen fUr einen pH von 4,0-8,2. 
Chlorphenolrot braueht nur dann angewandt zu werden, wenn 
Sehwierigkeiten in der Ablesung hoherer pH-Werte bei Brom
kresolgriin bestehen. Zur Messung wird derjenige Indikator an
gewandt, der mit dem Harn eine Farbung gibt, die weder die 
vollig alkalische noch die vollig saure Farbung des Indikators, 
sondern eine ffiergangsfarbung darstellt. Zu einem zweiten 
Glase werden ebenfalls 2 cern Harn gebraeht und 8 cern Wasser 
hinzugesetzt. Naeh vorsichtigem Umriihren mit einem gebogenen 
Glasstab wird die Harn-IndikatorIosung in einem Wasserbad auf 
38 0 gebraeht. 

Nunmehr setzt man in den 3-Loeh-Komparator den mit Indi
kator versetzten Harn. Hinter denselben sehaltet man zwei 
Glaser mit Wasser. Neben den Indikatorharn setzt man die 
Harnverdiinnung ohne Indikator und sehaltet dahinter je eines 
der zusammengehorenden Paare (Saure-AlkaligefaBe) des ange
wandten Indikators und probt aus, mit welehem Paar der Stan
dardlOsung bei Beobaehtung senkreeht zur Reagenzglasachse 
gleiehe Farbung der zu untersuehenden und der Vergleichs
fliissigkeit vorhanden ist. Die Anordnung entspricht dem in 
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Tabelle zur Herstellung von ZweifarbenstandardlOsungen mit 
0,016% ig. Bromkresolgriin, 0,002 n HCI und 0,001 n NaOH. 

Bromkresolgriin pK = 4,72 bei 380 und 20°. 

pH 380 
Alkalische LOsung Saure Losung 

und 200 ccm Farb- ccm Alkali ccm Farb- ccm Saure stofflosung stofflosung 

4,00 0,40 24,60 2,10 22,90 
4,10 0,49 24,51 2,01 22,99 
4,20 0,58 24,42 1,92 23,08 
4,30 0,69 24,31 1,81 23,19 
4,40 0,81 24,19 1,69 23,31 
4,50 0,94 24,06 1,56 23,44 
4,60 1,08 23,92 1,42 23,58 
4,70 1,23 23,77 1,27 23,73 
4,80 1,38 23,62 1,12 23,88 
4,90 1,51 23,49 0,99 24,01 
5,00 1,64 23,36 0,86 24,14 
5,10 1,77 23,23 0,73 24,27 
5,20 1,88 23,12 0,62 24,38 
5,30 1,98 23,02 0,52 24,48 
5,40 2,07 22,93 0,43 24,57 
5,50 2,14 22,86 0,36 24,64 
5,60 2,21 22,79 0,29 24,71 
5,70 2,26 22,74 0,24 24,76 
5,80 2,31 22,69 0,19 24,81 

Tabelle zur Herstellung von 2-Farbenstandardlosungen mit 
0,01 % Chlorphenolrot, 0,001 n HCl und 0,01 n NaOH. 

Chlorphenolrot pK=5,93 bei 380 und 6,02 bei 20°. 

Alkalische LOsung Saure Losung 
pH 380 

ccmFarb- ccm Farb-/ S .. 
pH 20° 

stofflosung ccm Alkali stofflosung ccm aure 

5,00 0,26 24,74 2,24 22,76 5,09 
5,10 0,32 24,68 2,18 22,82 5,19 
5,20 0,39 24,61 2,11 22,89 5,29 
5,30 0,48 24,52 2,02 22,98 5,39 
5,40 0,57 24,43 1,93 23,07 5,49 
5,50 0,68 24,32 1,82 23,18 5,59 
5,60 0,80 24,20 1,70 23,30 5,69 
5,70 0,93 24,07 1,57 23,43 5,79 
5,80 1,07 23,93 1,43 23,57 5,89 
5,90 1,20 23,80 1,30 23,70 5,99 
6,00 1,35 23,65 1,15 23,85 6,09 
6,10 1,50 23,50 1,00 24,00 6,19 
6,20 1,63 23,37 0,87 24,13 6,29 
6,30 1,75 23,25 0,75 24,25 6,39 
Rona-Kleinmann, Blut u. Ham. 21 
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Tabelle zur Herstellung von 2-Farbenstandardliisungen 
rnit 0,008% Brornkresolpurpur, 0,002n HCI und 0,01 n NaOH. 

Brornkresolpurpur pK=6,09 bei 38° und 6,19 bei 20°. 

Alkalisehe Liisung Saure Liisung 
pH 38° 

eern Farb-I Alk r eern Farb-I S .. 
pH200 

t £fl.. eern a 1 toffl" eern aure so osung s osung 

5,60 0,61 24,39 1,89 23,11 5,70 
5,70 0,72 24,28 1,78 23,22 5,80 
5,80 0,85 24,15 1,65 23,35 5,90 
5,90 0,99 24,01 1,51 23,49 6,00 
6,00 1,12 23,88 1,38 23,62 6,10 
6,10 1,26 23,74 1,24 23,76 6,20 
6,20 1,40 23,60 1,10 23,90 6,30 
6,30 1,55 23,45 0,95 24,05 6,40 
6,40 1,68 23,32 0,82 24,18 6,50 
6,50 1,80 23,20 0,70 24,30 6,60 
6,60 1,91 23,09 0,59 24,41 6,70 
6,70 2,01 22,99 0,49 24,51 6,80 
6,80 2,09 22,91 0,41 24,59 6,90 
6,90 2,16 22,84 0,34 24,66 7,00 

Tabelle zur Herstellung von 2-Farbenstandardliisungen 
rnit 0,0075% Phenolrot, 0,001 n HCI und 0,01 n NaOH. 

Phenolrot pK=7,65 bei 380 und 7,78 bei 20°. 

Alkalisehe Liisung Saure Liisung 
pH 38° 

eern Farb-I Alk 1· eern Farb-I S·· 
pH20 0 

stoffliisung eern a 1 stoffliisung eern aure 

6,70 0,25 24,75 2,25 22,75 6,83 
6,80 0,31 24,69 2,19 22,81 6,93 
6,90 0,38 24,62 2,12 22,88 7,03 
7,00 0,46 24,54 2,04 22,96 7,13 
7,10 0,55 24,45 1,95 23,05 7,23 
7,20 0,65 24,35 '1,85 23,15 7,33 
7,30 0,77 24,23 1,73 23,27 7,43 
7,40 0,90 24,10 1,60 23,40 7,53 
7,50 1,04 23,96 1,46 23,54 7,63 
7,60 1,18 23,82 1,32 23,68 7,73 
7,70 1,32 23,68 1,18 23,82 7,83 
7,80 1,46 23,54 1,04 23,96 7,93 
7,90 1,60 23,40 0,90 24,10 8,03 
8,00 1,73 23,27 0,77 24,23 8,13 
8,10 1,85 23,15 0,65 24,35 8,23 
8,20 1,95 23,05 0,55 24,45 8,33 

Abb.103 gegebenen Schema. Man kann auch einen 3-Loch-Kom
parator mit 9 Bohrungen (3 Langs- und 3 Querreihen) anwenden 
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und das System der zu messenden Losung zwischen zwei Standard-
16sung-Systeme einfiigen und messen. Man ermittelt so genau, 
zwischen welche Standard16sungen sich die unbekannte Losung 
einordnen liiBt. 

Der pH der farbengleichen Vergleichs16sung wird aus der 
Tabelle entnommen. Zur Ermittlung des wahren pH-Wertes ist 

Licht 

Riihre mit SiiIJre ~ d a E Rrflrre mil Wosser 

Riihre mit Allroli ~ a a oE 

harnveraiinnung ~ ~ b E Ralrre m/~ Horn. 
ollne Jndikofor I una Jndikofor 

t 
/luge 

Abb. 103. 

es notwendig, von dem pH bei 38 0 0,1 abzuziehen, welche Kor
rektur die durch die Harnverdiinnung bedingte Anderung des pH 
ausgleicht. Der korrigierte pH-Wert stimmt bis zu 0,05 mit dem 
pH der elektrometrischen Titration bei gleicher Temperatur 
iiberein. 

Bestimmung der H-Ionen-Konzentration mit 
Indikatoren ohne Pufferl. 

Prinzip. Versetzt man die zu untersuchende Losung mit 
einer abgemessenen Menge eines einfarbigen Indikators (d. h. 
eines solchen, der bei Alkalizusatz von farblos in eine Farbe 
umschlagt) und der einen zur Bestimmung geeigneten Um
schlagspunkt hat, so entsteht eine Losung, die weder vollig 
farblos ist noch diejenige Farbtiefe besitzt, die der Indikator 
bei stark alkalischer Reaktion aufweisen wiirde. Die maxi
male Farbtiefe wird bei den folgenden Indikatoren bei einer 
Reaktion von 0,01 n NaOH sicher erreicht. Es wird nun 
festgestellt, welche Menge Indikator zu einer Losung, die 
maximale Farbtiefe bedingen wiirde, zugesetzt werden miiBte, 

1 Nach Michaelis: Praktik. d. physik. Chemie, S.32. Berlin: JuliuB 
Springer 1921. 

21* 
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um die gleiche Farbung zu erhalten wie bei der zu unter
suchenden Losung. Das Verhaltnis der Indikatormenge maxi
maIer Farbtiefe zur Indikatormenge der Untersuchungslosung 
wird der Farbgrad "F" genannt. Er ist stets kleiner als 1. Aus 
ihm laBt sich die H-Ionenkonzentration der untersuchten Losung 
nach der Formel berechnen 

H_K. 1 - F 
- F oder pH = pK + log 

F 
I-F' 

wo pH den negativen Logarithmus von H, pK den negativen 
Logarithmus von K bedeuten. Kist die Dissoziationskonstante 
des betreffenden Indikators. 

Der Farbvergleich der Losungen erfolgt am zweckmaBigsten 
nach dem Walpole-Prinzip mit dem Komparator (vgl. S. 319 
und 323). 

'Reagentien. 1. Indikatoren. 

Temperatur 

a-Dinitrophenol 
p-Nitrophenol . 
m-Nitrophenol. 

10 

4,U 
7,27 
8,43 

18 

4,06 
7,18 
8,35 

pK 
20 30 40 500 

4,05 3,99 3,93 3,85 
7,16 7,04 6,93 6,81 
8,32 8,21 8,09 7,99 

Herstellung der Anwendungs-

a-Dinitrophenol 
p-Nitrophenol . 
m-Nitrophenol. 

L6sung bereich pH 

2,0--4,7 
4,7-7,9 
6,3-9,0 

Diese Indikatoren schlagen von gelb (alkalisch) nach farblos (sauer) um. 
Fur normalen Harn ist p-Nitrophenol der geeignete Indikator. 

2. Natronlauge 0,01 n. 3. Natriumchlorid16sung 2 % ig. 
Apparate. Komparator mit 2 Reihen zu 3 L6chern. 

Ausfiihrung. 10 ccm Harn versetzt man mit einer genau 
abgemessenen Menge eines der Indikatoren (0,5-1,0 ccm). Der
jenige Indikator soll gewahlt werden, der mit dem Harn weder 
farblose noch maximal tief gefarbte Losungen, sondern eine 
zwischen diesen beiden Grenzen liegende Farbung ergibt. Fiir 
normalen Harn wird gewohnlich p-Nitrophenol gewahlt werden. 
Start die Harnfarbe bei der Bestimmung stark, so verdiinnt man 
den Harn 3fach mit 2 % ig. NaCI-Losung und benutzt 10 ccm der 
Verdiinnung. Da Harn eine Pufferlosung darstellt, ist die Wir-
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kungder Verdunnung hinsichtlich der H-Ionenkonzentration nur 
minimal. Eine zweite Probe von 10 ccm Harn oder der Harn
verdunnung wird statt des Indikators mit der gleichen Menge 
Wasser versetzt. 

Nunmehr flillt man eine Reihe von ganz gleichmaBigen Rea
genzglasern mit je 9 ccm einer aus n-NaOH frisch hergestellten 
ungefahr 0,01 n NaOH. Dann stellt man eine lOfache Verdun
nung des Indikators mit aqua dest. her, gibt in das erste der 
Glaser 0,5 ccm Indikatorlosung, dann 1,0, 2,0 ccm usw., stellt sich 
also eine geometrische Reihe mit dem Faktor 2 her (vgl. S. 337). 
Dann bringt man das Volumen der Indikatorverdunnungen auf das 
gleiche Volumen wie das des mit Indikator versetzten Harnes. J etzt 
vergleicht man im Komparator hintereinander geschaltet den mit 
Indikator versetzten Harn und ein Reagenzglas mit Wasser einer
seits mit den Alkaliglaschen und dem nicht mit Indikator, sondern 
mit Wasser versetzten Harn andererseits. Der zu untersuchende 
Harn ist am zweckmaBigsten in die mittlere Langsreihe eines 
3-ReihenKomparators zu stellen. Die Vergleichslosungenlassensich 
dann.links und rechts so anordnen, daB die eine gerade heller, die 
andere dunkler als die HarnlOsungsfarbe ist. Es wird ermittelt, 
zwischen welche Glaser der Alkaliglaschenreihe die HarnlOsung nach 
ihrer Far bung einzuordnen ist. N unmehr wird eine zweite Reihe 
von Glaschen mit 9 ccm 0,01 n NaOH angelegt und zu ihr Indi
katorlosung in der Menge gesetzt, daB das Gebiet, in dem die 
Harnfarbung liegt, weiter eingeengt wird. Lag z. B. die Harnfar
bung ursprunglich in der Nahe des Glases mit der Indikator
menge von 1 ccm, so setzt man eine Reihe mit 0,69, 0,83, 1,2 
und 1,44 ccm Indikatorlosung an. ZweckmaBig ist eine geome
trische Reihe mit dem Faktor 1,15. Man beobachtet wieder in 
gleicher Anordnung im Komparator und stellt die Farbstoff
menge fest, mit der sich die Fatbung der Untersuchungslosung 
am besten deckt. Man dividiert die gefundene Farbstoffmenge 
durch 10 (Indikator lOfach verdunnt) und bestimmt F, indem man 
die Farbstoffmenge der VergleichslOsung durch die dem Harn 
zugesetzte Indikatormenge dividiert. Hat man z. B. dem Harn 
1 ccm Indikator zugefligt und gefunden, daB die Farbung sich 
mit der einer Natronlauge deckt, die 1 ccm einer 10fachen Indi
katorverdunnung enthalt, so ist F gleich 0,1. Aus F errechnet sich 

F 
'P = log F-l· 

Nun entnimmt man der Indikatortabelle den pK-Wert fur 
die Temperatur, bei der man den pH bestimmt hat und erhalt 
pH aus pK + 'P. 
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Bestimmung der Titrationsaziditiit. 

Da die aktuelle Reaktion des Harnes nur von dem Ver
hiiltnis der Siiuren zu ihren Salzen, nicht aber von ihrer ab
soluten Menge abhiingig ist, ergibt die Bestimmung der H
Ionenkonzentration noch kein MaB fUr die mit dem Harn aus 
dem Organismus ausgeschiedene Siiuremenge. 

Diese ist anniihernd durch die Bestimmung der Titration~
aziditiit zu erhalten. 

Fur klinische Zwecke hat sich die Titration des Harnes mit 
Lauge bis zum Umschlagspunkt des Phenolphthaleins eingefUhrt, 
die klinisch vergleichbare Zahlen ergibt. 

Richtiger ist die Bestimmung der Konzentration der primiiren 
und der sekundiiren Phosphate. Man titriert nach Michaelis 
mit Phenolphthalein und 0,1 n Lauge das primiire Phosphat, 
mit Methylorange und 0,1 n HCI das sekundiire Phosphat. 

Nach Brock ist es zweckmiiBig, zur Erfassung des Siiure
uberschusses den Harn bis zu einempH von 7,4 (der Blutaziditat) 
durch Anwendung von Phenolrot als Indikator und einer Ver
gleichspufferlosung von pH 7,4 zu titrieren (s. unten). 

Bestimmung der Gesamt-Titrationsaziditiit nach 
Folin!. 

Prinzi p. Der Harn wird nach Zusatz von Kaliumoxalat, das 
zur Ausfiillung des Kalziums und zur Herabsetzung der Hydro
lyse der Ammoniaksalze dient, gegen Phenolphthalein titriert. 

Reagentien. 1. Kaliumoxalat purss. pulv. (das Kaliumoxalat ist auf 
Neutralitat zu priifen und evtl. genau zu neutralisieren). 2. 0,1 n Natron
lauge. 3. 1% ig. alkoholische PhenolphthaleinlOsung. 

A usfuhrung. 25 ccm Harn werden in einem Erlenmeyer
kolben mit 20 g Kaliumoxalat und 2-3 Tropfen Phenol
phthalein16sung versetzt, 2 Min. geschuttelt und unter wei
terem Schutteln mit 0,1 g Lauge bis zur schwach Rosafiirbung 
titriert. Das Resultat wird auf die gesamte 24 stiindige Harn
menge umgerechnet. 

Bestimmung des Pufferungsvermogens des Harnes nach 
Michaelis-Henderson in der Modifikation von Brock2• 

Prinzip. Diejenige Menge Natronlauge wird bestimmt, die 
zu einer bestimmten Harnmenge gesetzt werden muB, um die 

1 Amer. J. Physiol. 9, 265 (1903); Abderhaldens Arbeitsmethoden 
VII, 283 (1911). 

2 Z. klin. Med. 101, 51 (1925). 
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Aziditat des Harnes auf die des Blutes - pH 7,4 - zu bringen. 
Als Indikatoren werden Neutralrot oder Phenolrot verwandt. 
Die zur Titration verbrauchte Natronlaugemenge stellt ein MaB 
fUr den mit dem Harn ausgeschiedenen "SaureiiberschuB" dar. 

Reagen tien. 1. Neutralrot oder Phenolrotlosungen 0,1 % ig. 2. Phos
phatgemisch: 8,2 Vol.-T. 1/10 mol sekundare Natriumphosphat16sung (nach 
"Sorensen", Kahlbaum) + 1,8 Vol.-T. 1/10 mol primare Kaliumphosphat
losung (nach "Sorensen", Kahlbaum). pH = 7,4. 3. Farblosungen: 0,2 pro
mill. Bismarckbraunlosung, 0,1 promill. Methylorange16sung, 0,2 promill. 
Losung von Tropaolin 00. 4. 0,1 n Natronlauge. 

Ausfiihrung. Zur Bestimmung verwendet man zwei zylin
drische GefaBe von gleicher Weite. In das GefaB I kommen 10, 
besser 20 cern Harn und etwa die gleiche Menge dest. Wasser, in das 
GefaB II (KontrollgefaB) etwa 5 cern des Phosphatgemisehes und 
so viel Wasser, daB das Volumen beider GefaBe nahezu gleich ist. 
Dann werden in das KontrollgefaB einige Tropfen Farbstofflasung 
gegeben, urn die Farbe der Lasung der des Harnes anzugleiehen. 
Am besten eignet sieh Tropaolin 00. Menge und Art des Farb
stoffes (s. Reagentien 3.) sind auszuproben. Dann wird zu beiden 
GefaBen genau die gleiehe Menge Indikator gegeben, und zwar 
pro 20 cern Fliissigkeit 8 Tropfen Neutralrot 0,1 % ig. oder Phenol
rot 0,1 % ig. Es folgt nun die Titration des Harnes im GefaB I mit 
0,1 n NaOH bis zur gleiehen Farbe der Lasung des GefaBes II. 
Man titriert einen Tropfen iiber, zahlt diesen aber nieht mehr mit. 

Die verbrauehte eem-Zahl 0,1 n NaOH stellt ein praktiseh 
brauehbares MaB des "Saureubersehusses" oder "Pufferungs
vermogens" dar. 

Bestimmung von Saureresten bzw. Sauregrnppen. 

Die Bestimmung der gesamten Phosphorsaure, die praktisch 
ein MaB der ausgesehiedenen Gesamtsaure darstellt bzw. sieh mit 
den vorangehenden Methoden verkniipfen laBt, erfolgt wie unter 
Phosphorsaurebestimmung (S. 396) angegeben. 

Ebenso ist die Bestimmung des Ammoniakkoeffizienten nach 
den Methoden der Ammoniakbestimmung (S.360) auszufUhren. 

Hier seien angefUhrt: 
Bestimmung der Mineralaziditat, 
Bestimmung der organisehen Sauren. 

Bestimmung der Mineralaziditat. 

Unter der Mineralaziditat des Harnes versteht man das Ver
haltnis zwischen anorganisehen Sauren und anorganisehen Basen. 
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Diese Bilanz kann dureh Bestimmung des gesamten Ohlors, Phos
phors und Sehwefels einerseits, wie dureh Feststellung des ge
samten Natriums, Kaliums, Kalziums und Magnesiums usw. 
ermittelt werden. 

Hinsiehtlich der Bestimmung der Sauren wird auf die einzel
nen diesbeziiglichen Abschnitte des Praktikums verwiesen. 

Zur Bestimmung der Basen kann man an Stelle ihrer einzelnen 
Analysen, die Bestimmimg der gesamten "fixen Basen" setzen. 

Bestimmung der fixen Basen naeh Fiskel . 

Prinzip. Nach nasser Veraschung des Harnes wird die Asche 
nach Entfernung der Phosphorsaure in Sulfate iibergefiihrt. Die 
den Kationen (Alkali und Erdalkali) entsprechende Menge S04-
Anionen wird mit der Benzidinmethode (S. 388) titrimetrisch be
stimmt. 

Reagentien. 1. ca. 4 n Schwet'elsaure. 2. Konzentrierte Salpetersaure. 
3. Gesattigte alkoholische Losung von Methylrot. 4. Ammoniumkarbonat 
pulv. 5. Losung von Eisenchlorid (kristallisiert) FeCI3 • 6H20 in 0,1 n HCI: 
1O,5%ig. 6. AmmoniumazetatlOsung 5%ig. 7.0,02 n Natronlauge. 8. AIle 
Reagentien zur Sulfatbestimmung mittels Benzidins (s. S. 389). 

Apparate. 1. Jenaer Reagertzglas (200:20 mm). 2. Platintiegel. 3. Rea
genzglas bei 10 und 25 ccm Volumen markiert. 

Ausfiihrung. Eine Harnmenge, die einer Ausscheidung von 
0,1 Stunde entspricht, wird zur Veraschung in das J enaer Reagenz
glas gegeben. Diese Harnmenge solI zwischen 10--25 mg Natrium
ehlorid und nicht mehr als 5 mg anorganischen Phosphors ent
halten (d.h. der Tagesharn darf nicht reicher als 1,2g an Phosphor 
sein), sonst ist entsprechend weniger Harn anzuwenden. Man 
gibt 1 ccm 4 n Schwefelsaure, 0,5 ccm konzentrierte Salpeter
saure und ein Quarzsplitterchen hinzu und dampft die Losung 
so lange ein, bis sich weiBe Dampfe entwickeln. 1st der Riick
stand hierbei noch nicht farblos geworden, so laBt man abkiihlen, 
gibt einige Tropfen Salpetersaure hinzu und erhitzt aufs neue. 
1st die zuriiekbleibende Schwefelsauremenge nunmehr vollig klar 
und farblos, so liiBt man einige Minuten abkiihlen und split ihn 
dann in ein bei 10 und 25 ccm Volumen markiertes Reagenzglas 
mit dreimal je 2 cem Wasser iiber. Nunmehr gibt man 1 Tropfen 
gesattigte, alkoholische Methylrotlosung hinzu, neutralisiert dureh 
Zusatz von gepulvertem Ammoniumkarbonat, bis die Farbe des 

1 J. of bioI. Chern. 51, 55 (1922) und FoHn: Laboratory Manual 
of Biological Chemistry S.217, New York-London: Appleton and Compo 
1925. 
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Indikators gerade umzuschlagen beginnt und stellt dann auf 
Rosafarbung durch tropfenweise Zugabe der 4 n Schwefelsaure 
ein. Man erhitzt zum Sieden, stellt, wenn notwendig, wieder 
auf Rosafarbung ein und gibt pro mg anorganischen Phosphors 
0,1 ccm der Eisenchloridlasung (s. Reagentien 5) hinzu, schiittelt 
und setzt 1 ccm der 5 % ig. Ammoniumazetatlasung hinzu. Dann 
fiilltman mit Wasser auf ein Gesamtvolumen von 10-11 ccm auf, 
erhitzt wieder zum Sieden und verdiinnt ad 25 ccm mit kaltem 
Wasser (Temperatur ca. 50 0). Die Offnung des Reagenzglases 
wird mit einem reinen, trocknen Gummistopfen verschlossen, das 
Glas 2-3mal umgekippt und der Inhalt sofort durch ein trocknes, 
quantitatives Filter von 9 cm Durchmesser in ein trocknes Re
agenzglas filtriert. Das Filter solI so lange wie maglich gefiillt 
gehalten werden, die Filtration nicht langer als 2 Minuten dauern, 
das Filtrat nur 20 cern betragen; das Reagenzglas, das das Filtrat 
enthalt, muB zugestopft und abgekiihlt werden. 

Nunmehr wird in ein kleines Platintiegelchen eine Filtrat
menge, die 2,5 mg NaOI im Originalharn entspricht (gewahn
lich 5 ccm) unter Zugabe von 1 ccm 4 n Schwefelsaure auf dem 
Wasserbade nahezu zur Trockne gebracht; der Tiegel wird dann 
iiber einem Mikrobrenner sehr vorsichtig bis zum Aufharen jeder 
Schwadenbildung erhitzt. Nach Abkiihlung schiittet man auf 
den Riickstand ein wenig gepulvertes Ammoniumkarbonat und 
erhitzt schlieBlich mit voller Flamme, indem man den Tiegel 
dreht, bis jede Stelle desselben einen Augenblick deutlich auf 
Rotglut gebracht worden ist. Nach Abkiihlung gibt man 2 ccm 
Wasser hinzu, riihrt bis zur Lasung des Riickstandes urn, spiilt 
die Lasung in ein Jenaer Reagenzglas iiber, wascht viermal mit 
2 ccm Wasser nach und bestimmt die Sulfatmenge der Lasung 
nach der Benzidinmethode (s. S. 388). 

Berechn ung. Da der 5. Teil der Harnprobe zu einer Be
stimmung vorliegt, so erhalt man bei Titration mit 0,02 n NaOH 
(nach Abzug einer Korrektur von 1%, die ausgleicht, daB die 
Lasung auf 500 statt auf Zimmertemperatur abgekiihlt wurde), 
die den fixen Basen in der Harnprobe entsprechenden Aquivalente, 
ausgedriickt in ccm 0,1 Normallasung. 

Titration der organischen Sauren 1. 

Prinzip. Die organischen Sauren, die frei oder als Salze im 
Harn vorhanden sind, werden durch eine Titration des Harnes mit 
HOI von pH 8 bis pH 2,7 erfaBt, nachdem zuvor die Phosphate 

1 van SlykeundPalmer: J. of bioI. Ohem,4t, 567 (1920); 68, 245(1926). 
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und Karbonate mittels Kalziumhydroxyds ausgefaIlt worden sind. 
Die Titration, fUr die Phenolphthalein und Tropaolin 00 als Indi
katoren verwandt werden, erfaBt etwa 95-100% der vorhan
denen organisehen Sauren. Sie erfaBt aueh sehwaehe Basen, doeh 
kommt fur mensehliehen Harn von ihnen nur Kreatinin und, 
wenn vorhanden, aueh Kreatin in Frage. Die durehsehnittliehe 
24stiindige Ausseheidung von organiseher Saure betrug naeh 
einem Versueh der Verff. bei 13 gesunden Mannern 8,2 eem 0,1 n 
Saure pro Kilo Korpergewieht (unkorrigiert fiir Kreatinin), un
gefahr 6 eem (mit Kreatininkorrektion) und sehwankte zwisehen 
5,7 und 9,8 eem (unkorrigiert). 

Reagentien. 1. Ge16sehter Kalk als Pulver. 2. 0,2 n Salzsaure. 
3.Phenolphtaleinlosung 1 %ig. TropaoIin 00 0,2%ig. Bromphenolblau. 100mg 
in 20 cern warmem Alkohol gelost, ad 100 cern mit aqua dest. verdiinnt. 

Apparate. Reagenzglaser aus gut em klaren Glase und etwa 30 mm 
innerem Durehmesser, 200mm Lange und gleieher GroBe. Volumen 125 bis 
150 cern. 

Ausfiihrung. Zur Bestimmung muB der Harn eiweiBfrei 
sein; Spuren EiweiB werden dureh die naehstehende FaIlung 
mit Oa(OH)2 gefaIlt, doeh ist es besser, 100 eem Harn mit 1 bis 
3 Tropfen konz. HOI aufzukoehen und yom EiweiB abzufiltrieren. 

Zu 100 eem Harn, grob abgemessen, werden 2 g feingepul
vertes Kalziumhydroxyd gegeben, um aIle Karbonate und Phos
phate auszufaIlen. Die FaIlung der Phosphate gelingt leieht, 
wenn sein Phosphatgehalt, der selten iiber 0,3% P20 S liegt, 
0,35% nieht iibersteigt. 1st die Phosphatmenge groBer, so ver
diinnt man den Harn um die Halfte. 1st die Karbonatmenge 
bereehnet als NaH003 groBer als 0,5%, so werden die Karbonate 
nieht sieher entfernt. In dies em Falle gibt man unter tiiehtigem 
Sehiitteln 10% ig. Salzsaure hinzu, bis die meiste Kohlensaure ver· 
trieben ist. Man pruft das Filtrat der KalziumhydroxydfaIlung 
jedes Harnes, dessen pH groBer als 7 ist, auf die Anwesenheit 
von Karbonaten. 

Mit dem gepulverten Kalziumhydroxyd laBt man den Harn 
15 Min. lang unter gelegentliehem Riihren stehen (waren Kar
bonate anwesend, so laBt man unter haufigem Sehiitteln mehrere 
Stunden stehen oder erhitzt zum Sieden) und filtriert dureh ein 
troeknes Faltenfilter. War urspriinglieh EiweiB im Harn vor
handen, so priift man jetzt auf EiweiBfreiheit. 

25 eem des Filtrates gibt man in ein Jenaer Glas (zweekmaBig 
Reagenzglaser von 30 mm innerem Durehmesser, 200 mm Lange 
und 125-150 eem Inhalt) und fUgt 0,5 eem 1 % ig. Phenolphtha
leinlOsung und 0,2 n Salzsaure aus einer Burette (ohne Abmessung) 
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hinzu, bis die rote Farbe der Lasung gerade verschwindet (pH 
angenahert 8). Dann werden 5 cern 0,02 % ig. Tropaolin OO-Lasung 
hinzugefiigt. Sobald der Indikator zugegeben ist, wird das GefaB 
gut durchgeschuttelt. LaBt man dies auBer acht, so kann der In
dikator z. T. gefallt werden. SchlieBlich titriert man die Mischung 
mit 0,2 n Salzsaure, bis die rote Farbe derjenige.n einer Stan
dardlOsung gleicht, die aus 0,6 ccm 0,2 n Hel, 5 ccm Tropaolin 00-
Lasung und Wasser ad 60 ccm hergestellt worden ist. Wenn 
der Endpunkt der Titration erreicht ist, wird so viel Was;;er zu 
der titrierten Lasung zugesetzt, daB das Volumen gleich dem 
der 60 ccm StandardlOsung in einem gleichen Untersuchungs
gefaB ist. Man halt die beiden Glaser wahrend der Titration 
zusammen in einer Hand; bei einiger tibung kann der Endpunkt 
mit einer Genauigkeit von 0,1 cern bestimmt werden. Mitunter 
tritt starend ein Verblassen des Indikators ein, wenn der End
punkt der Titration erreicht ist, was durch die Gegenwart einer 
unbekannten Substanz im Ham verursacht wird. Liegt ein der
artiger Ham vor, so ist Bromphenolblau (Tetrabromphenolsulfo
phthalein) als Indikator anzuwenden. 

Berechnung. Von demjenigen Volumen 0,2 n HOI, das zur 
Titration vom Umschlagspunkt Phenolphthalein bis zum Um
schlagspunkt des Tropaolins angewandt worden ist, wird diejenige 
Salzsauremenge abgezogen, die in einer Kontrollbestimmung, die 
Wasser an Stelle von Ham enthalt, verbraucht wurde (gewahn
Iich betragt diese 0,7 cern). Zur Umrechnung pro Liter Ham und 
auf 0,1 n Hel muitipliziert man die titrierten cern mit 80 (25 cern 
Ham und 0,2 n HOI angewandt, daher Muitiplikation mit 40·2). 

In das Titrationsergebnis fallen Aminosauren, Kreatin und 
Kreatinin, sowie in geringen Mengen Ammoniak. Der Ammoniak
fehler ist zu vemachlassigen, nach Angabe der Autoren auch 
der auf die Aminosauren fallende Titrationsteil. Dieser betriigt 
bei 2% Amino-N auf 14 g Stickstoff in dem 24stundigen Ham 
ungefahr 200 ccm 0,1 mol Aminosauren, die bei der Titration 
ungefahr 80 cern 0,1 n Hel neutralisieren wurden. Kreatin, von 
dem etwa 60% durch die Titration erfaBt werden, ist normaler
weise nicht vorhanden. Fur Kreatinin ist eine Korrektion an
zubringen. Eine 0,1 mol. Lasung von Kreatinin (11,32 mg pro 
ccm) verhalt sich in obiger Bestimmung wie eine 0,1 n Lasung 
organischer Saure. Es sind daber 

mg Kreatinin pro Liter Harn 
11,32 

oder 
mg Kreatinin-N pro Liter Harn 

4,2 

als ccm von der ccm-Zahl 0,1 n organischer Saure pro Liter Ham 
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abzuziehen. ZweckmaBig ist es, die Kreatininkorrektion direkt 
von der bei der Analyse verbrauchten Menge 0,2 n Saure abzu
ziehen und die Differenz mit 80 zu multiplizieren. Die Korrektion 
muB dann 1/80 so groB sein und betragt 

mg Kreatinin pro Liter Harn 
906 

d mg Kreatinin-N pro Liter Harn 
o er 336 

Beispiel: 0,2n HClangewandt zur Titration ..... 
Korrektion der Blindanalyse. . . . . . . . 
Kreatininkorrektion fur 500 mg Kreatinin-N 

L· H K k' 500 pro Iter arn. orre tlOn = 336 eem 

Gesamtkorrektion . . . . . . . . . . 
Korrigierte Titration = 7,6-1,9 . . . . . 
0,1 n organisehe Saure pro Liter = 80· 5,7 

0,7 ccm 

1,2 " 

1,geem 

7,6cem 

5,7 " 
456,a " 

Bestimmung der anorganischen Bestandteile. 

Analytische V orbemerkungen. 

Behandlnng von MeBgeraten l • 

Pipetten. 

Die bei Anwendung guter Pipetten (man benutze nur solche 
mit mindestens 5 cm langem Schnabel) erreichbare MeBgenauig
keit betragt bei Pipetten von 5 ccm aufwarts 0,5%0 des Pi
petteninhaltes. Bei kleinerem Volumen (1-2 ccm) ist eine Ge
nauigkeit von etwa 1 mg Wasser (0,001 ccm bei 180) erreichbar. 

Pipetten sind stets mit einer evtl. erwarmten Losung von 
Kaliumbichromat (oder - wegen der besseren Loslichkeit -
Natriumbichromat) in konz. Schwefelsaure zu reinigen. Ebenso 
ist warme Natronlauge zur Reinigung anwendbar. Die Pipetten 
werden dann mit aqua dest. gespult (aqua dest. kann aber Fett
spuren enthalten!) und mit dem Schnabel nach oben in Stand
zylindern aufbewahrt, deren Boden mit Filtrierpapier bedeckt 
ist. Jede Pipette ist unmittelbar nach Gebrauch zu spulen! 

Von den verschiedenen Formen der Abmessung ist diejenige 
die beste, die die Flussigkeit unter Anlegung der Pipettenspitze 
an die GefaBwand auslaufen laBt. Man entfernt die letzten Tropfen, 
indem man den Pipettenkorper mit der Hand erwarmt, wahrend 

1 Ostwald-Luther: Physiko-ehemische Messungen, S. 191. Leipzig: 
Akadem. Verlagsgesellsehaft 1925. 
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die Halsoffnung mit dem Finger versehlossen wird. (Bei der Ab
messung des Blutes sollen jedoeh nur Pipetten benutzt werden, 
deren Nullmarke mehrere em oberhalb der Auslaufspitze liegt. 
Vgl. S.31.) 

Fur exakte Messungen sind entweder von der Normal-Eiehungs
kommission geeiehte Pipetten kauflieh zu beziehen oder die Eiehung 
ist selbst vorzunehmen. Man benutzt die Pipetten "auf AusfluB": 
sie sind so markiert, daB das angegebene Flussigkeitsvolumen aus
tritt, wenn man sie bis zum' Striehe flillt und auslaufen laBt. 

Eieht man Pipetten selbst, so ist es zweekmaBig, Pipetten 
ohne Striehmarken zu kaufen. 

Die Eiehung erfolgt, indem naeh angenaherter Ermittlung 
der Lage der Striehmarke uber und unter derselben in einer 
Entfernung von ungefahr 2 em je ein Streifehen gummiertes 
Papier rings urn den Pipettenhals senkreeht zur Aehse geklebt wird. 
Die Volumina der Pipette biszumoberenRande beider Papiermarken 
werden mehrere Male dureh Auswagen des betreffenden Wasser
volumens ermittelt. Es ist darauf zu aehten, daB bei Eiehung 
und Gebraueh der Pipette stets die gleiehe Art des Pipettenaus
laufens angewandt wird. Ist der Pipettenhals zylindriseh, so ergibt 
sieh die Lage der Striehmarke aus den Messungen wie folgt: 

Beispiel. Es sei bei Eichung einer 10 ccm-Pipette gefunden: Obere 
Papiermarke 10,132 g, untere 9,908 g, Wassertemperatur 19,50, Abstand 
der beiden oberen Rander der Papiermarken 46,5 mm. Das scheinbare 
Gewieht von 10 cem Wasser (d. h. gewogen mit Messinggewichten in 
Luft von mittlerer Feuehtigkeit) betragt nach folgender Tabelle 9,973 g. 

Die Marke muB mithin 

(9,973 - 9,908)· 46.~ = 13 5 
10,132 _ 9,908 ' mm 

oberhalb der unteren Marke oder 
33,0 mm unterhalb der oberen 
liegen. An der bereehneten Stelle 
wird wieder ein Papierring an
geklebt und vor dem definitiven 
Anbringen des Striehes das Vo
lumen bis zur riehtigen Marke 
dureh Auswagen kontrolliert. 
Dureh Uberziehen des Pipetten
halses mit Waehs, Einradieren des 
Markenstriehes und Einlegen in 
starkeFluBsaure, Y2 Min. lang, laBt 
sieh die Striehmarke einatzen. 

Temp. 0 eines ccm Wassers I Scheinbares Gewicht 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 

in g 

0,9986 
85 
84 
83 
82 
81 
79 
77 
76 
74 
72 
70 
67 
65 
63 
60 
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Biiretten. 

Exakte Biiretten konnen ebenfaIls, mit dem Eichstempel des 
Normal-Eichungsamtes versehen, im Handel bezogen werden. 
Fiir eigene Eichung von Biiretten dient die in nebenstehender 

Abbildung dargestellte Vorrichtung. An Stelle 
der AusfluBspitze der Pipette wird eine Kalibrier
vorrichtung "a b" befestigt, welche aus einer 

b 

I 

Abb. 104. 

Pipette mit 2 Strichmarken (bestens 2 ccm) 
und seitlichem Ansatzrohr besteht. Die Pipette 
ist nach vorstehender Vorschrift auf ein ganz
zahliges Volumen genau kalibriert. Nach sorg
faltiger Reinigung flillt man Biirette mit An
hang blasenfrei mit Wasser, stelIt dieses in der 
Biirette durch den Quetschhahn 1 auf den NuIl
strich, durch den Quetschhahn 11 in der Pipette 
auf den Strich a und laBt nun durch 1 so viel 
Wasser eintreten, bis es genau bei b steht. 
Nach Notierung des Biirettenstandes laBt man 
II genau bis a ausflieBen, flillt durch 1 wieder 
bis b, notiert den Biirettenstand und fahrt so 

fort, bis man zum untersten Biirettenteilstrich gelangt ist. Die 
erhaltenen Biirettenablesungen zeigen dann unmittelbar die Ab
weichung von dem markierten Volumeninhalt in Volumenab
standen, die durch den V olumeninhalt des KalibrierungsgefaBes 
bestimmt werden. 

HersteUung von Goochtiegeln 1. 

Unter einem Goochtiegel versteht man einen Tiegel aus Por
zellan oder Platin mit siebartig durchlochertem Boden. Als 
Filtermaterial dient eine auf diesem Sieb erzeugte diinne Asbest
schicht. Zu ihrer Gewinnung schabt man lange Asbestfasern mit 
einem Messer, kocht sie mit heWer Salzsaure und Wasser aus 
und schlammt den feinen Asbeststaub fort. Der zuriickbleibende 
Asbest solI neben bis zu 5 mm langen noch feinere ca. 1 mm lange 
Fasern enthalten. (1m Handel ist auch fiir Goochtiegel bereits 
praparierter Asbest erhaltlich.) Der Asbest wird zu einem diinnen 
Brei aufgeschHimmt in einer weithalsigen Flasche verwahrt. Der 
Goochtiegel wird in eine 750 ccm Saugflasche mitteIs eines sog. 
"V orstoBes" und diinnwandigen Schlauches derart eingesetzt, 

1 Stock-Stahler: Praktikum der quantitativen anorganischen 
Analyse, 3. Aufl., S. 16. Berlin: Julius Springer 1920. 
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ohne anzusaugen so viel aufgeschlammter Asbest in den Tiegel 
gebracht, bis eine etwa liz mm dicke Schicht entsteht. Die Locher 
daB er beim Ansaugen zu % - liz im VorstoB sitzt. Dann wird 
im Tiegelboden mussen durch die Asbestschicht eben noch hin
durch scheinen, wenn man den Tiegel gegen Licht halt. Nach 
Abtropfen des Wassers Sl,Lugt man die Asbestschicht allmahlich 
fest und stampft sie mit dem glatten Ende eines Glasstabes zu 
einem einheitlichen Filz. Die Siebplatte wird eingelegt und der 
Tiegel unter Saugen mit viel Wasser ausgewaschen, um aIle lose 
sitzenden Fasern zu entfernen. Der Tiegel wird dann unter den 
gleichenBedingungen getrocknet bzw. geglUht, wie beiden einzelnen 
Bestimmungen angegeben ist. Zum Ausgluhen wird der Gooch
tiegel mittels Asbestringes in einen groBeren Schutztiegel ein
gesetzt. Hierzu legt man angefeuchtete Asbestpappe um den 
Goochtiegel und druckt diesen mit dem Ring so weit in den 
Schutztiegel hinein, daB zwischen den beiden TiegelbOden ein 
Abstand von einigen Millimetern bleibt, trocknet bei 100°, ent
fernt den Goochtiegel und gluht den Schutztiegel mit Asbest. 
ring vor dem ersten Gebrauch stark aus. 

Nach vollkommenem Erkalten im Exsikkator wird der Gooch. 
tiegel leer gewogen. 

Wird ein Niederschlag in den Goochtiegel gebracht, so wird 
zunachst gar nicht, spater nur schwach gesaugt, damit der Nieder. 
schlag locker und auswaschbar bleibt. Auch bei Zugabe neuer 
Waschflussigkeit unterbricht man das Saugen, damit die Flussig
keit den Niederschlag durchdringt. Vorsicht beim Einlassen von 
Luft in die Saugflasche, damit die Asbestschicht sich nicht hoch
hebt! Der Goochtiegel ist, bevor er in Gebrauch genommen wird, 
durch Wagen, Waschen mit Wasser, Trocknen und nochmaliges 
Wagen daraufhin zu prufen, daB er keine Asbestfasern durchlaBt. 

Bei gleichartigen Bestimmungen konnen neue Niederschlage 
zu vorangegangenen gewogenen gebracht werden, ohne daB der 
Goochtiegel jedesmal zu reinigen ist. 

Besondere Vorschriften zur Herstellung von Goochtiegeln, wie 
Dichtung mit Seesand oder dem zu filtrierenden Niederschlag 
selbst, werden bei den einzelnen Bestimmungen gegeben werden 
(s. S. 352 und 386). 

In neuerer Zeit ist die Anwendung der Goochtiegel zum 
groBen Teil ersetzbar durch Verwendung von Glas- oder Por
zellantiegeln mit poroser Bodenplatte. Diese Tiegel sind mit Siebe 
platten verschiedenartiger Dichte, je nach der Feinkornigkeit der 
zu filtrierenden Niederschlage, im Handel erhaltlich und werden 
ebenso wie Goochtiegel- selbstverstandlich ohne Asbesteinlage-
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gehandhabt. (Glasfiltergerate sind in verschiedensten Formen und 
Filterdichten von den Jenaer Glaswerken Schott u. Gen. erhalt
lich. Vgl. deren Spezialkatalog 3142 Dl). 

Kolorimetrie. 

Messungen durch Anderungen der 
Losungskonzentration. 

1. Messung mit einer Vergleichsreihe. 

Diese einfachste Form der Kolorimetrie verzichtet auf An
wendung eines Kolorimeters und wird praktisch stets da an
gewandt, wo Eigenfarbung der Untersuchungsfhissigkeit die An
wendung des Walpole-Prinzips (vgI. S. 319 und 323) fordert. 

Prinzip. Die unbekannte Losung wird gegen eine Serie von 
StandardlOsungen verschiedener Konzentration bei gleicher 
Schichtdicke verglichen. 

A p p ar ate. 1. Eine Reihe Reagenzglaser aus reinem moglichst schlieren
freiem Glase von genau gleicher lichter Weite und markiertem Volumen 
(gew. 20 cern). 2. Walpole-Komparator (s. S. 319). 

Ausfiihrung. Die unbekannte zu kolorimetrierende Losung 
wird in einem Reagenzglase bis auf Zufiigen des Farbreagenses 
fertig bereitet. Zum Farbvergleich werden eine Anzahl verschie
den konzentrierter StandardlOsungen angelegt, deren Konzentra
tionen nach Art einer geometrischen Reihe angeordnet sind. Die 
geometrische Reihe wird durch Multiplikation des vorangehenden 
Gliedes mit dem gleichen Zahlenfaktor gebildet, z. B. 

Quotient Zahl der 
der Reihe Glieder 

V2 4 

Y-2 5 

nO 4 

no 6 

}iIo 10 

Die Reihe lautet 

1,00 1,26 1,59 2,00 

1,00 1,12 1,26 1,41 1,59 1,78 2,00 

0,10 0,22 0,46 1,00 

0,10 0,16 0,25 0,40 0,63 1,00 

0,10 0,13 0,17 0,21 0,28 0,36 0,46 0,60 0,77 1,00 

1) S. auch die Tiegel der Staat!. Porzellanmanufaktur, Berlin. 
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Die Konzentration der StandardlOsungen uberschreite die 
vermutete Konzentration der unbekannten Losung nach oben 
und unten. Man legt zUerst eine Reihe mit wenigen Gliedern und 
groBem Faktor (z. B. 2) an. Zur unbekannten wie zu den Standard
lOsungen wird gleichzeitig das Farbreagens gegeben und ihr Vo
lumen ausgeglichen. Dann wird, indem man senkrecht zur Reagenz
glasachse betrachtet, die unbekannte Losung zwischen die Stan
dardlOsungen gemaB ihrer Farbtiefe eingeordnet. Mit den beiden 
StandardlOsungen, zwischen die die unbekannte Losung sich ein
ordnet, als Anfangs- und Endpunkte wird eine neue geometrische 
Reihe mit kleinerem Faktor angelegt, die unbekannte Losung in 
diese eingeordnet und so weiter verfahren, bis der Gehalt der 
unbekannten Losung durch ihre Lage in einer Standardserie mit 
der gewunschten Genauigkeit ermittelt ist. 

Zur Ausschaltung der Eigenfarbe, d. h. der Farbe unabhangig 
von der Farbreaktion, geschieht der Farbvergleich im Walpole
Komparator (vgl. S. 319). In diesem wird hinter die zu unter
suchende Losung (z. B. Harn) ein Reagenzglas mit Wasser, hinter 
die waBrigen StandardlOsungen ein Reagenzglas mit Harn in glei
cher Konzentration wie die zu untersuchende Losung, aber ohne 
Farbreagens geschaltet. Auf diese Weise durchlauft das Licht 
in den Untersuchungs- und VergleichslOsungen gleiche Schicht
dicken an "Eigenfarbe". 

2. Messung durch Konzentrationsanderung einer 
Standardlosung. 

Diese Methode kommt da zur Anwendung, wo Anwendung 
des Walpole-Komparators unnotig ist und das Beersche Gesetz 
(s. S. 338) nicht gilt. 

Prinzip. Es wird diejenigeKonzentration einer einzigen Ver
gleichslosung ermittelt, die bei gleicher Schichtdicke gleiche Farb
tiefe wie die zu untersuchende Losung aufweist. 

Ausfuhrung. Die zu untersuchendeLosung und die zum Ver
gleich dienende Losung werden in zwei gleichartigen Kolorimeter
gefaBen (z. B. zwei Hehnerschen Zylindern, s. S. 339) mit gleichen 
Reagenzmengen zur Kolorimetrie vorbereitet, indem die zu unter
suchende Lasung kolorimetrierfertig angesetzt wird, wahrend das 
andere GefaB aIle zur Reaktion natigen Losungen bis auf die Stand
ardlosung (d. h. die Losung bekannten Gehaltes) enthalt. Beide 
Losungen werden nahezu, jedoch nicht vo1lig auf die MeBmarke 
aufgefiillt. Nunmehr wird zu der VergleichslOsung eine Standard
lOsung zugetropft, bis die sich entwickelnde Farbung nahezu die 

Rona-Kleinmann, Blut u. Ham. 22 
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gleiche Tiefe hat wie die zu untersuchende Losung. Das Zutropfen 
geschieht mittels einer feinen Pipette bzw. Mikrobiirette. Man 
fiillt beide Losungen auf gleiches Volumen auf und stellt durch 
ZufUgung weniger Tropfen der StandardlOsung vollige Farbgleich
heit her. Der Gehalt der unbekannten Losung an zu analysie
render Substanz ergibt sich dann aus der Menge der zur Her
stellung der Farbgleichheit notwendigen StandardlOsung (vgl. 
z. B. S. 640). 

3. Messungen durch Anderung der Schichthohe. 

Die zweite Form der kolorimetrischen Messung beruht auf 
Anderung der Farbtiefe durch Variation der SchichthOhe. 

Fiir die meisten (doch keineswegs alle Farbungen) gilt das 
"Beersche Gesetz", nach dem bei gleicher Farbtiefe das Produkt 
aus Schichthohe und Konzentration konstant bleibt. Sind daher 
die Farbtiefeu zweier verschieden konzentrierter Losungen durch 
.Anderungen ihrer Schichthohen ausgeglichen, so gilt nach dem 

Beerschen Gesetze c· h = c1 hI oder C = ~~Cl, wo C und C1 die 

Konzentrationen, h und hI die entsprechenden Schichth6hen 
bedeuten. Die unbekannte Konzentration C ergibt sich somit aus 
der Konzentration CI der StandardlOsung sowie durch Messung 
der entsprechenden Schichthohen h und hI der beiden auf Farb
gleichheit gebrachten Fliissigkeiten. 

Das Beersche Gesetz gilt jedoch nur innerhalb bestimmter 
Grenzen. Die zu vergleichenden Losungen sind daher so farb
gleich wie moglich zu wahlen. Keinesfalls solI ihr Konzentrations
unterschied das Verhaltnis 1:2 iibersteigen. 

Die Giiltigkeit des Beerschen Gesetzes ist fiir jede Farbreaktion 
zu erproben. 

Die kolorimetrische Messung durch Anderung der Schicht
dicke erfolgt: 

1. Fiir praktische Untersuchungen in Hehnerschen Zy
lindern (Abb. 105). Diese stellen graduierte Zylinder mit plan
parallelem Glasboden dar, die am unteren Ende einen AbfluBhahn 
tragen und in SockeIn stehen. Die Anderung der SchichthOhe er
folgt durch AusflieBenlassen des Inhalts in ein vorgelegtes Schal
chen bzw. durch ein RiickgieBen dieser Fliissigkeit in die Zylinder. 
Die Zylinder sind in Volumina von 25-100 ccm im Handel er
haltlich. Die Genauigkeit der Messung (5-10% Fehler) ist hin
reichend fUr aIle klinischen Untersuchungen. Die Apparatur ist 
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wegen ihrer Einfachheit und Billigkeit fur derartige Unter. 
suchungen die zweckmiiBigste. 

2. Fur exakte Untersuchungen in Prazisions·Kolori· 
metern. Ais Prazisionsinstrument sei das Dubosq.Kolorimeter 
mit Beleuchtungskugel von Schmidt und Haensch, 
Berlin, erwahnt. Die Handhabung erfordert pein. 
lichste Sauberkeit. 

Apparatur und Handhabung sind durch Messung 
der gleichen Losung in beiden KolorimetergefaBen 
bei variierten Schichthohen zu prufen. 

Die Messung erfolgt im verdunkelten Raume 
moglichst unter Anwendung eines spektral an· 
nahernd gereinigten Lichtes. Hierzu dient die Vor· 
schaltung von Farbfiltern vor das Kolorimeter. 
okular. Das geeignete Filter ist fur jede Farbung 

I 
i 

Abb. 105. 

empirisch zu erproben. Stets ist aus mehreren Messungen (z. B.IO) 
der Durchschnittswert zu entnehmen. Die Einstellung erfolgt 
pendelnd um die Gleichgewichtslage. Die MeBgenauigkeit betragt 
etwa 0,5-1 %. 

Zur Messung kleiner Flussigkeitsmengen und somit 
zur Analyse geringster Substanzmengen dienen Mikrokolori. 
meter. Es sei das Mikrokolorimeter 
nach Kleinmann von Schmidt 
und Haensch , Berlin, genannt 
(Abb. 106). 

Dieses Instrument gestattet die 
Messung von nur 1 ccm Flussigkeit 
bei gleicher SchichthOhe wie bei 
Anwendung von Makrokolorimetern 
(60 mm) und nahezu gleicher Ge· 
sichtsfeldgroBe. Die MeBgenauigkeit 
betragt ca. 0,5 %. Die Handhabung 
ist bis auf einzelne spezielle Hand· 
griffe gleich der aller Dubosq.Kolori. 
meterl. 

Anhang (Nephelometrie). 

Abb. 106. 

AuBer Farbmessungen werden fur die Mikroanalyse Trubungs. 
messungen angewandt. Diese Methode (Nephelometrie) ist in 
Band I des Praktikums dargestellt. Als MeBinstrument dient das 

1 VgI. Kleinmann: Biochem. Z. 179, 276 (1926). 
22* 
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Nephelometer von Schmidt und Haensch (Berlin). Die Berech
nung entspricht im allgemeinen der kolorimetrischen Formel vgl. 
S. 338 und Bd. I S. 34. 

Mikrowagen. 

Die mikrochemische Wage nach PregP. 

Fiir mikrochemische Wagungen zu empfehlen ist die Mikro
wage von Kuhlmann. 

Die Aufstellung der Wage erfolgt auf einer mit Bleiblech unter
legten Marmorplatte, die auf Eisentragern ruht. Die Eisentrager 
sind in die Wand einer Grundmauer eingelassen. Die Wage ist in 
einem gleichmaBig temperierten Raum (nicht neben Ofen oder 
Heizung), geschiitzt vor Sonne, sowie nicht in unmittelbare Nahe 
von Beleuchtungskorpern aufzustellen. 

Die Wage zeigt bei der htichst zulassigen Belastung von 20 g 
dieselbe Empfindlichkeit wie im unbelasteten Zustande und ge
stattet Wagung mit einer Genauigkeit von ± 0,001 mg. Die 
Wage ist auBer mit der an der Reiterverschiebung mitfahrenden 
Lupe mit einem aquilibrierten Vorderschieber des Gehauses, einer 
Aufhangevorrichtung in der linken Wagschale fiir die Absorptions
apparate und mit einer von der Regulierung der Empfindlichkeit 
unabhangig angebrachten Fahne mit Radchen zur Nullpunkts
einstellung ausgestattet. Das Reiterlineal besitzt 100 vollkommen 
gleichartig geschnittene Kerben, in die sich der Reiter, wenn man 
ihn durch einen seitlichen StoB mit der Reiterverschiebung in 
Schwingung versetzt, bis zum tiefsten Punkt einreiten kann. 

Die.Wage befindet sich im unbelasteten Zustand im Gleich
gewicht, wenn der 5 mg schwere Reiter in der ersten mit ,,0" 
bezeichneten Kerbe iiber dem linken Gehange sitzt. Das Auf
setzen des Reiters auf die hundertste mit ,,10" bezeichnete Kerbe 
iiber dem rechten Gehange bedingt demnach eine Belastung der 
Wage auf der rechten Seite mit 10 mg, eine Reiterverschiebung 
um 10 Kerben entspricht einer Belastungsanderung von 1 mg 
und eine Reiterverschiebung um einen Zahn einer solchen von 
0,1 mg. Die am Reiterlineal eingezeichneten Ziffern unter jeder 
zehnten Kerbe bedeuten ganze Milligramme, wobei die Zahlung 
von der mit ,,0" bezeichneten Kerbe nach rechts fortlaufend 
erfolgt. 

1 Vgl. Lieb in Abderhaldens Arbeitsmethoden 1/3 S. 326 (1921). 
VgI. auch Pregl: Die quantitative organische Mikroanalyse, 2. Aufl. Berlin: 
Julius Springer 1923. Die Wage wird von Kuhlmann, Hamburg, gebaut. 
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Die Empfindlichkeit der Wage muB so eingestellt SIDn, daB die 
Verschiebung des Reiters um 0,1 mg eine Ausschlagsdifferenz um 
10 Teilstriche der Skala bewirkt. Ein Ausschlagsunterschied von 
einem Teilstrich an der Skala entspricht 0,01 mg. 

Durch Schatzung kann man die Ausschlage, die sich nicht 
uber 5 Teilstriche erstrecken sollen, auf ein Zehntel eines Teil
striches mit einer Genauigkeit von ± 0,001 mg ablesen. Man 
nimmt hierbei den Mittelstrich der Skala als Nullpunkt an und 
rechnet den zehnten Teil eines Skalenstriches als Einheit. 

Man setzt z. B. einen Ausschlag von 2,7 Teilstrichen nach 
rechts gleich 27, einen Ausschlag von 3,4 Teilstrichen nach links 
gleich 34, die Ausschlagsdifferenz betragt demnach 7 nach links. 
0,007 mg muB also von dem auf der rechten Wagschale befind
lichen Gewicht + Reiterbelastung subtrahiert bzw., wenn die 
Ausschlagsdifferenz nach rechts gerichtet ist, zu dem Gewicht 
addiert werden. 

Von der richtig eingestellten Empfindlichkeit der unbelasteten 
und belasteten Wage uberzeugt man sich dadurch, daB man nach 
Feststellung des Nullpunktes den Reiter um einen Zahn verstellt. 
Der Ausschlag muB nach links erfolgen und den Wert von 100 Ska
leneinheiten ergeben. 1st die Wage belastet, so stellt man das 
eine Mal den Reiter so, daB die Ausschlagsdifferenz rechts gelegen 
ist, dann verstellt man den Reiter nach rechts, wodurch die Aus
schlage linksseitig werden. Jeder der Ausschlage muB den Wert 
von 100 Skaleneinheiten ergeben. 

Um Nullpunktsverschiebungen zu vermeiden, werden die zur 
Wagung notwendigen Gewichte sowie Taragewichte und Tara
flaschchen mit Schrot im Wagengehause aufbewahrt, da abweichend 
temperierte, wahrend der Wagung in den Wagekasten gestellte 
Gegenstande den Nullpunkt verandern. Vor Beginn der Wagung 
laBt man die Wage zum Temperaturausgleich geoffnet stehen. 
Bei zeitlich auseinanderliegenden Wagungen muB der Nullpunkt 
jedes Mal uberpruft werden. 

Fur die rasche Berechnung einer Gewichtsanderung bei einer 
zwischen 2 Wagungen eingetretenen Nullpunktsverschiebung wer
den folgende Regeln gegeben. 

"l. Die Nullpunktsverschiebung ist die Anzahl Tausendstel
milligramm, um die die unbelastete Wage bei der nach langerer 
Zeit vorgenommenen zweiten Prillung anders einspielt als bei der 
ersten. Sie ist positiv, wenn die Wanderung von links nach rechts 
erfolgt ist und negativ bei einer Wanderung des Nullpunktes von 
rechts nach links. 

2. Man findet das wahre Gewicht der getrockneten Substanz 
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oder des Gegenstandes, der nach Eintritt der Nullpunktsverschie
bung wieder gewogen werden solI, indem man die Nullpunkts
verschiebung mit dem entgegengesetzten Vorzeichen addiert. Es 
muB also eine positive Nullpunktsverschiebung yom ermittelten 
Gewichte des Gegenstandes subtrahiert, eine negative dagegen 
addiert werden 1. " 

Eine Nullpunktsverschiebung um mehrere Hundertstel wird 
durch vorsichtiges Drehen des Radchens an der Fahne mittels 
einer Pinzette annahernd korrigiert und die letzte Feineinstellung 
zur Korrektur von 1-2 Teilstrichen mit den beiden Stellschrauben 
des Gehauses vorgenommen. 

Zur Wagung haufig angewandter Apparaturen (Platin
schiffchen, Filterrohrchen, Mikroplatintiegel usw.) benutzt man 
passende Taragewichte. Fur das Platinschiffchen verwendet man 
eine Tara aus Aluminiumdraht, die zum bequemen Auflegen und 
Anfassen entsprechend gebogen wird und deren Gewicht durch 
Zufeilen derart mit dem Platinschiffchen in Ubereinstimmung 
gebracht wird, daB der Reiter der Wage in einer der ersten 
10 Kerben sitzt, wodurch die Substanzwagung ohne Anwendung 
von Gewichten nur mit Hilfe der Reiterverschiebung und Zeiger
ablesung moglich ist. 

Ais Taragewichte fUr schwerere Gegenstande (Absorptions
apparate, Platintiegel) werden dunnwandige Glasflaschchen (Kuhl
mann, Hamburg), die mittels kleinen Bleischrotes (sog. Vogel
dunstschrot Nr. 15) austariert werden, benutzt. 

Torsionswage 2 . 

Zur schnellen Wagung von Substanzmengen bis zu 500 mg 
(evtl. auch bis zu 1000 mg) bei einer Wagegenauigkeit von etwa 
0,5 mg ist die Braunsche Torsionswage besonders geeignet. Sie 
kommt speziell fUr die Bangsche Mikroanalyse in Anwendung. 

1. Die Wage. Das AuBere der Wage ergibt sich aus neben
stehender Abbildung (Abb. 107). Es sind Wagen mit MeBbereichen 
von 0-500 mg, 200-500 mg und 0-1000 mg im Handel erhalt
lich. Ais Universalwage, die fUr aIle Bestimmungen brauchbar ist, 
wahlt man eine solche mit dem MeBbereich von 0-1000 mg. Fur 
die Bestimmung von Zucker, Ohlor und Reststickstoff nach Bang 

1 Lie b: 1. c. (S. 340 dieses Praktikums) S. 329. 
2 Vgl. Bang: Mikromethoden zur Blutuntersuchung S. 11, 6. Auflage. 

Bearbeitet von Blix. Miinchen: J. F. Bergmann 1927. Die Wage wird 
von Hartmann & Braun, Frankfurt a. M., gebaut. 
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ist eine Wage mit dem MeBbereich von 0 - 500 oder noch genauer 
von 200-500 mg MeBbereich vorzuziehen. 

2. Die Wagung. Fur die Wagung fester Substanzen wird 
das zur Wage gehorende Korbchen, fur die Blutanalyse das zum 
Aufsaugen der Unter-
suchungsfliissigkeit nach 
Bang verwandte Papier
stiickchen (s.w.u.) mittels 
einer kleinen Klammer aus 
Messing an dem Wagebal
ken (a) aufgehangt. Der Ar
retierhebel (I) wird auf 
"Frei" gestellt und darauf 
mittels des Einstellhebels 
(d) der Zeiger (b) auf den 
Nullpunkt eingestellt. Der 
Skalenzeiger (c) gibt dann 
das Gewicht des Korbchens 
bzw. des Papierstuckchens 
auf 1 mg an. Dann wird 
das Korbchen gefUllt bzw. 
das Papier mit der zu wa-
genden Fliissigkeit getrankt Abb. 107. 

und die Wagung wieder-
holt. Die Wagung laBt sich in 2- 3 Sek. ausfuhren. Man laBt die 
Wage am besten immer auf demselben Platz stehen; bei Platz
wechsel ist vor der Wagung der Nullpunkt nachzuprufen. 

3. Papiere und ihre Behandlung fur dieMikroanalyse 
nach Bangl. Nach Bang wird die Untersuchungsfliissigkeit zur 
Wagung mit Filtrierpapier aufgesaugt. Zum Aufsaugen von Blut 
sind die iiblichen Handelssorten Filtrierpapier nicht anwendbar, 
da sie nicht die Fahigkeit haben, das BluteiweiB bei der folgenden 
Extraktion quantitativ zuriickzuhalten. Man verwendet Losch
papier Marke E.J.K. (Emil Jensen, Kopenhagen), Gewicht min
des tens 50 g pro Bogen, das fUr die verschiedenen Bestimmungen 
entsprechend vorbereitet werden muB. 

Fertig ausgewaschene Loschpapierstreifen von vorgeschrie
bener GroBe fUr aIle Arten von Bestimmungen konnen von Warm
brunn, Quilitz&Co., Berlin, oder von Grave, Stockholm, bezogen 
werden . Zur Blutzuckerbestimmung sind fertige Blattchen von 
Schleicher und Schiill zu beziehen. Die Vorbehandlung des Pa-

1 Vgl. Rang-Blix: 1. c. S. 10,20 u. 25. 
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piers ist je nach dem Analysenzweck verschieden (vgI. auch 
S. 207). 

a) Fur Zuckerbestimmungen wird das Papier in Streifen 
von 26 mm Breite geschnitten, mehrmals mit leicht essigsaurem, 
dann reinem dest. Wasser von 50-60° unter Umruhren mehrere 
Stunden ausgezogen; die Blatter sollen hierbei nicht zusammen
kleben. Das Papier wird bei Zimmertemperatur getrocknet, in 
Stucke von 16: 26 mm GroBe zerschnitten und unter GlasverschluB 
aufbewahrt (vgl. S. 207). 

b) Fur Stickstoffbestimmungen wird das Papier nach a) 
behandelt. Nachdem es in kleine Stucke zerschnitten ist, wird es 
noch mit Wasser so lange gewaschen, bis eine Probe, mit etwa 
10 ccm Wasser versetzt, mit NeBlers Reagens keine Reaktion 
mehr gibt. Man gieBt das Wasser ab, trocknet das Papier an der 
Luft und bewahrt es wie oben auf. 

c) Fur Ammoniakbestimmungen werden 3:4 cm groBe, 
rechtwinklige Stucke Loschpapier (Gewicht etwa 250 mg) der 
Lange nach zusammengefaltet. Die Stelle der Faltung wird durch 
einen einzelnen Stich mit einem dUnnen Seidenfaden an beiden 
Enden fixiert, worauf man die beiden zusammengelegten Seiten 
wieder voneinander entfernt, so daB das ganze Stuck die "Gestalt 
eines Bootes" erhalt; es darf nur so groB sein, daB es leicht in ein 
Reagenzglas von gewohnlicher Form hinabgelassen werden kann. 
Dann ubergieBt man etwa 50 Papierstucke in einem Becherglas 
mit etwa 300 ccm dest. Wasser von 50-70°, gieBt nach 15 Minuten 
ab, gibt weitere 300 ccm Wasser und 1 ccm ca. 16%ig. Kalilauge 
hinzu, kocht einige Minuten, gieBt ab, wascht die Papierstuckchen 
erst mit schwach angesauertem und dann mit reinem Wasser aus, 
trocknet im Vakuumapparat und bewahrt das Papier im Exsik
kator uber Schwefelsaure auf. 

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

e) Fur Chlorbestimmungen und Bestimmung anderer 
Stoffe kann dasselbe Papier wie zur Zuckerbestimmung verwen
det werden. 

4. Blutentnahme und Wagung des Blutes. Die Blut
entnahme erfolgt bei Kaninchen, Runden, Katzen und Meer
schweinchen aus einer Ohrvene, beim Menschen durch Stich oder 
Ritzen in die Fingerbeere oder das Ohrlappchen. Durch leises 
Streichen (starker Druck ist zu vermeiden) wird Blut herausge
druckt und gleich in das Papier eingesaugt. Bei schlechter Blutung 
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kann durch Bepinseln mit Xylol eine starke Hyperamie erzeugt 
werden. 

Nachdem das Gewicht des leeren Papierstiickchens festgestellt 
ist, wird das Papier mit Blut getrankt und zur Vermeidung von 
Wasserverdunstung so schnell wie moglich gewogen. Die Blut
entnahme erfolgt am besten neben der Wage. Man laBt so viel 
Blut durch das Papier aufsaugen, daB etwa 8/10 bis hochstens 9/10 

des Papierstiickchens mit Blut getrankt ist (ca. 120, hOchstens 
130 mg). Das Papier darf nicht ganz mit Blut durchtrankt sein, 
da dann eine langsame bzw. gar keine quantitative Extraktion zu 
erzielen ist. SolI eine groBere Menge Blut zur Analyse verwandt 
werden, so sind entsprechend groBere Papierstiickchen anzu
wenden. 

5. Extraktion. Nach Wagung wird das bluthaltige Papier 
nach ca. 5 Min. (nicht vollig eintrocknen lassen) in ein Reagenzglas 
bis zum Boden desselben iibergefiihrt und mit der Losung eines 
dem Versuch entsprechenden Reagenses versetzt. Nur bei der 
Bestimmung der Lipoide (sowie des Wassers) wird das Papier vor
her vollkommen getrocknet. Man setzt so vie 1 von dem Reagens 
hinzu, daB dieses einige Millimeter iiber dem Papier steht. Um 
ein sicheres Bedecken mit der vorgeschriebenen Menge der Ex
traktionsfliissigkeit zu erreichen, wahlt man enge Reagenzglaser. 
Das Papier muB bis zum Boden hinuntergleiten und darf die 
obere Fliissigkeitsschicht nicht beriihren. 

Nach Ablauf der vorgeschriebenen Extraktionszeit (Dauer der 
Extraktion nicht iiberschreiten!) wird die Fliissigkeit abgegossen 
und, falls nicht vollstandig klar, filtriert. Das Papier wird einmal 
mit dem Extraktionsmittel ausgewaschen und die Waschfliissig
keit mit dem ersten AbguB vereinigt. 

Mikrosublimation nach Kempf!. 

Apparatur. Der Apparat (Heraeus, Hanau) gestattet, die zu subli
mierende Substanz in feinster Verteilung auf der Heizplatte aufzutragen 
und das Sublimat unmittelbar iiber dem Sublimationsgut auf einem ge
kiihlten Objekttrager so aufzufangen, daB es bequem unter dem Mikroskop 
untersucht oder mikrophotographisch aufgenommen werden kann. 

Die Vorrichtung stellt eine elektrische Heizplatte dar, die auf einem 
PorzellanfuB montiert und zur selbsttatigen Temperaturregelung mit einem 
Relais verbunden ist. Zur Einfiihrung eines Thermometers dient ein 6 mm 
weiter Kanal, der die Platte unmittelbar unter ihrer Oberflache durch
zieht. Eine mit Skala versehene Schraubentrommel gestattet, die Heiz
platte auf jede beliebige Temperatur bis zu 3000 innerhalb eines Grades 

1 Z. anal. Chem. 62,284 (1923). 
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genau konstant einzustellen. Durch Offnen und SchlieJ3en eines Kontaktes 
wird das Relais betatigt, welches den Strom je nach Bedarf automatisch 
ein- oder ausschaltet. Die Heiztemperatur ist unabhangig von Schwan
kungen sowohl der Zimmertemperatur als auch der Netzspannung. 

Ausfiihrung. Die Sublimation erfolgt auf die Weise, daB die 
zu sublimierende Substanz in diinnster Schicht verteilt und das 
Sublimat auf Objekttragern aufgefangen wird, die nur etwa 
1/10 mm iiber dem Sublimationsgut angebracht sind; Als Unter
lage fiir letztes dient eine vollig ebene Metallscheibe in der 
GroBe der Heizplatte aus vernickeltem Messingblech, Reinnickel, 
Platin oder dgl., je nach Hohe der Temperatur und der chemi
schen Natur des Sublimationsgutes. Diese Unterlage wird auf die 
Heizplatte aufgelegt. Die Objekttrager liegen auf diinnem Asbest
papier, welches Ausschnitte an den Stellen besitzt, wo das Subli
mationsgut aufgetragen ist. In der Regel sind dies zwei recht
eckige Felder von 25: 75 mm GroBe. Zur Warmeisolation dient 
eine ca. 5 mm starke Asbestpappe, die wiederum Ausschnitte fiir 
die Objekttrager zeigt. Das Ganze wird durch seitliche Biigel und 
Schraubenklemmen fest auf die Heizplatte gedriickt. 1st es erforder
lich, den Objekttrager zu kiihlen, dann wird auf diesen ein Kiihler 
aus vernickeltem Messing aufgesetzt, der mit ruhendem oder 
flieBendem Wasser oder Paraffinol beschickt werden kann. Ein 
in der Mitte vorgesehener blinder Kanal dient zur Aufnahme eines 
Thermometers, urn die Temperatur der Kiihlfliissigkeit messen zu 

Oeckg/as Bohrung f..d 
I!S/;eSIp;~::e"l11ol11f?ler 

~-.-------, ~~zWloerSland 

konnen. (Anwendung 
s. S. 661.) 

An Stelle des Mikro-
sublimationsapparates 

nach Kempf kann ein 
einfacher Apparat nach 
Ehrismann und J 0-

achimoglu 1 ange
wandt werden. 

Die vereinfachte 
Abb. 108 . Apparatur besteht aus 

einem Sublimations tisch 
G, d. h. 2 Messingplatten, zwischen denen sich der Heizwiderstand 
befindet (Abb. 108). Auf der unteren Seite des Sublimations
tisches ist eine Bimetallspirale (Eisen-Zink) angebracht. Beim 
Heizen der Messingplatte im elektrischen Strom nahert sich die 

1 Biochem. Z. 199. 272 (1928). Die Apparatur ist von Uhlig, Mecha
niker des pharmakologischen Institutes der Universitat Berlin, beziehbar. 
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Spirale dem Platinkontakt H und schaltet bei einer bestimmten 
Temperatur den Strom aus. Sinkt die Temperatur, so zieht der 
Anker C das QuecksilbergefaB F an (SteHung D), wodurch der 
Strom wieder eingeschaltet wird. Die Temperaturschwankung 
betragt ± 2,5 0. 

Schaukelextraktion nach Widmark 1. 

Der abgebildete Apparat (Abb. 109) besteht aus zwei, durch 
eine breite Kommunikation verbundenen Scheidetrichtern mit 
moglichst flachen Boden. Der Glasapparat wird in einem beweg

Abb. 109. 

lichen Stativ befestigt, das durch einen kleinen 
elektrischen Motor in eine regelmaBig lang
sam schaukelnde Bewegung versetzt wird, 

Abb.110 . 

wodurch ein im Apparat befindliches Extraktionsmittel abwech
selnd von einem in den anderen Scheidetrichter dekantiert wird, 
wahrend die an den Boden der GefaBe befindlichen schwereren 
Losungen nicht miteinander in Beriihrung gelangen. Bei Extrak
tion von Sauren aus dem Harn soH die Neigung des Apparates zu 
jeder Seite der Horizontalebene ungefahr 18 0 erreichen, und eine 
ganze Schaukelperiode soH eine Zeit von etwa 25-27 Sek. in 
Anspruch nehmen. Der hierzu verwendete Apparat ist fUr die 
Extraktion eines Volumens bis zu 50 ccm Harn bestimmt. Zehn 
derartige Apparate konnen in der gleichen motorgetriebenen 
Schaukel angebracht und durch einen Motor von etwa 1/16 Pferde
kraft getrieben werden (Abb. llO). 

Bei der Extraktion einer organischen Saure wird der mit 
Mineralsaure angesauerte Harn ("Dimittenslasung") in den einen 
Scheidetrichter und eine verdiinnte Alkalilosung ("Rezipiens
lasung") in den anderen gebracht. Uber die Losungen wird eine 
solche Menge des Extraktionsmittels (350 ccm) geschichtet, daB 
dasselbe in das Kommunikationsrohr hinaufreicht. Wahrend des 

1 Biochem. Z. 179, 263 (1926). 
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Schaukelns erfolgt die Extraktion von der Oberflache der ange
sauerten Losung und die Saure wird von der zweiten Losung als 
Alkalisalz zuriickgehaIten. (Anwendung S. 436.) 

Bestimmung des Gesamttrockenriickstandes und des 
Wassergehaltes. 

Die Menge fester Bestandteile betragt im normalen Harne 
etwa 4-5%. 

1. Zur angenaherten Bestimmung kann man die festen Be
standteile aus dem spez. Gewicht (s. dieses "Haeserscher Koeffi
zient", vgl. S. 299) errechnen. 

2. Genauer ist die Wagung des Trockenriickstandes von 10 bis 
20 ccm Harn, der in einer Platinschale 2-3 Stunden bei 100 bis 
110 0 getrocknet wird. Die Bestimmung geniigt fiir klinische 
Zwecke. Das Gewicht kann durch Zersetzung von Harnstoff in 
Kohlensaure und Ammoniak infolge Einwirkung des sauren Na
triumphosphates in konz. Losung etwas zu niedrig ausfallen. 

3. Fiir exakte Bestimmungen werden nach Salkowskil 
10 - 20 ccm Ham in einer mit Sand gefiiIIten PIa tinschale, die vor
her mit dem Sand ausgegliiht wird, eingewogen, im evakuierten 
Exsikkator iiber Schwefelsaure, besser iiber Phosphorsaurean
hydrid, getrocknet, 24 Stunden im Vakuumexsikkator stehen 
gelassen und bis zur Gewichtskonstanz gewogen. 

Zur Gewinnung eines festen Trockenriickstandes, der bei gro
Beren Harnmengen eine harzige Masse darstellt, die keine voll
standige Troeknung zulaBt, setzt man nach Slagle 2 pro Liter 
Harn 5 cem Sehwefelsaure (spez. Gew. 1,98), bei Hamen mit einem 
hoheren spez. Gew. als 1020 etwas mehr Schwefelsaure hinzu 
und erwarmt die Losung zur Trockne. Der Riickstand ist hart 
und pulverisierbar. 

Veraschung des Harnes. 
Der Aschengehalt des Harnes betragt etwa 1,5-2%. Die 

Veraschung kann auf trocknem oder nassem Wege erfolgen. 

Veraschung auf trocknem Wege nach Stolte 3. 

Eine Platinsehale von etwa 5 em Durchmesser mit flachem 
Boden wird mit vollig getrocknetem Untersuehungsmaterial in 

1 Z. physioI. Chern. 42, 222 (1904). 2 J. of bioI. Chern. 8,77 (1910/11). 
3 Biochem. Z. 35, 104 (1911). 
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eine Porzellansehale mit 1-2 em groBerem Radius gesetzt. Zum 
Troeknen wird die zu analysierende Substanz (z. B. Organe) zu 
feinem Brei zerhackt, in diinner Sehieht auf einer Glasplatte von 
einem Ventilator getroeknet und danaeh pulverisiert. Fliissig
keiten werden in einer Platinschale auf dem Wasserbade ein
gedampft, dann im Warmesehrank bei 100-105° naehgetrocknet. 
Auf dem Boden der Porzellanschale befindet sich ein Porzellan
tiegeldeekel oder ein Tonscherben. Die Schale wird mit vorsichtig 
vergroBerter Flamme erwarmt, so daB die verkohlende Masse nur 
langsam Dampfe entwickelt. 1st die Kohle fest und unbeweglich 
geworden, so wird mit einem Bunsendreibrenner oder Teclubrenner 
weiter erhitzt, jedoch erst nach Aufhoren der Dampfentwicklung 
mit voller Flammenstarke. Naeh weiteren 15-30 Min. wird ein 
Porzellandeckel iiber die Platinschale gelegt und mit voller Flam
menstarke bis zur WeiBfarbung der Asche weiter erhitzt. Wird die 
Asche nicht weiB, so laBt man die Platinschale abkiihlen, setzt 
2-3 Tropfen dest. Wasser zur Asche, laBt den Schaleninhalt bei 
schrag gestellter Schale auf dem Wasserbad trocknen und 
gliiht dann weiter. Es geniigt mitunter, die Kohlepartikelchen mit 
einem Platindraht zu zerteilen. Der Platindraht wird dann mit 
aschefreiem Filtrierpapier abgewischt und dieses mit der Asche 
verbrannt. Die Veraschung ist meist 1-2 Stunden nach Auf
legen des Deckels beendet; ein langeres Gliihen fiihrt nicht zu 
Gewichtsverlusten. Zur Aschenanalyse wird die Asche in dest. 
Wasser unter Zusatz einiger Tropfen Salzsaure aufgenommen und 
vorsichtig erwarmt, bis vollstandige Losung erfolgt. 

Elektrische GliihOfen. Anstatt die Veraschung iiber freier 
Flamme durchzufiihren, ist es haufig zweckmaBig, sie in einem 
elektrischen Gliihofen vorzunehmen. Derartige (}fen, deren Heiz
korper aus einer feuerfesten keramischen Masse besteht, um welche 
als Heizwiderstand Molybdan-, Platin- oder Chromnickeldraht in 
spira ligen Windungen gewickelt ist, sind in verschiedenen Formen 
(Tiegel-, Schalen-, MuffelOfen) und GroBen von der Firma Heraeus 
(Hanau) beziehbar. Sie kommen vorziiglich bei Bestimmungen zur 
Anwendung (Schwefel, Eisen), bei denen ein EinfluB der Flammen
gase bzw. der Verbrennungsgerate ausgeschlossen werden solI. Sie 
ermoglichen rasche Veraschung, Sauberkeit des Arbeitens und 
1nnehaltung vorgeschriebener Temperaturen. Die Regelung der 
Temperatur kann entweder selbst durch Einschalten von Vor
schaltwiderstanden vorgenommen werden, oder es konnen selbst
tatige Temperaturregler auf beliebige Temperaturen eingestellt 
und diese mit Genauigkeit konstant gehalten werden. Die Gleich
maBigkeit der Temperatur der Rohrenofen hangt von ihrer lichten 
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Weite abo Auf etwa Ya der beheizten Lange bei kurzen ()fen und 
auf etwa die Halite bei langeren Of en kann mit einer Tempe
raturgleichmaBigkeit bis zu 10 0 gerechnet werden. 

Veraschung auf nassem Wege nach Neumann l • 

Prinzip. Die organischen Substanzen werden durch Ein
wirkung eines Gemisches von konz. Schwefelsaure und Salpeter
saure als Oxydationsmittel zerstort. Hierbei entweichen Salzsaure 
und Kohlensaure. 

Die Methode liefert als Asche nur die nichtfliichtigen Sauren 
und die Metalle. Sie gestattet deren Bestimmung mit Ausnahme 
der Veraschungsgemisch-Komponenten und des Ammoniaks. 

Reagen tien. 1. Sauregemisch, bestehend aus gleiehen Vol.-T. konz. 
Schwefelsaure und konz. Salpetersaure (spez. Gew. 1,4). 2. Konz. Salpeter
saure (spez. Gew. 1,4). 

Apparate. 1. Kjeldahlkolben bzw. Rundkolben aus Jenaer Glas 
von 1/2-1 Liter Inhalt. Der Kolben soIl bei der Verasehung schrag auf 
einem Babobleche liegen. 2. Tropftriehter, mit langem zweimal stumpf
winklig gebogenem Ablaufrohr. Vorteilhaft ist die Anwendung eines Rahn
meBzylinders nach Loekemann (12 em Rohe, 2,5 em lichte Weite), dessen 
Ablaufrohr (Lange 25 cm, liehte Weite 0,5 em) wie oben gebogen ist. Die 
Biegung gestattet Rahnregulierung, ohne mit Sauredampfen in Beriihrung 
zu kommen. Das TropfgefaB soIl durch Glas- oder Porzellanringe bzw. 
-halter an einem Stativ befestigt werden. 

Nach Lin tzel2 empfiehlt es sieh, das Ablaufrohr des TropfgefaBes in 
den oberen Teil des Kjeldahlkolbenhalses einzuschmelzen. 

Ausfiihrung. a) Vorbereitung 3• Feste Substanzen konnen 
unmittelbar verascht werden. Fliissigkeiten erfordern eine Vor
behandlung, wenn ihr V olumen zu groB ist oder wenn sie beim 
Eindampfen stark schaumen. 

GroBere Harnmengen (z. B. 500 ccm) versetzt man mit dem 
zehnten Teil ihres Volumens konz. Salpetersaure und )aBt die 
Mischung in den Veraschungskolben tropfen, in dem auf einem 
Babobleche 30 ccm konz. Salpetersaure sieden. Die Eintropf
geschwindigkeit der Fliissigkeit ist so zu regulieren, daB hochstens 
100 ccm Fliissigkeit im Kolben im Sieden erhalten werden. Nach 
dem Eintropfen der gesamtenMischung wird das TropfgefaB mit ver
diinnter Salpetersaure nachgespiilt. Dann engt man die Fliissigkeit 
mit kleiner Flamme auf etwa 50 ccm ein und verascht (nach b). 

1 Z. physiol. Chern. 37, 115 (1902/3); 43, 32 (1904/5). Arch. Anat. u. 
Physiol. Physiol. Abtg. 362 (1902). 

2 I. c. S. 373 dieses Praktikums. 
3 Vgl. Roppe- Seyler-Thierfelder: Physiologisch und pathologiseh 

chemische Analyse, S. 652. Berlin: Julius Springer 1924. 
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Tritt bei fett- oder kohlehydrathaltigen Fliissigkeiten (z. B. 
Milch) bei der Veraschung ein starkes Schaumen ein, so sind diese 
vorher mit 1 % ig. reiner Kalilauge (pro 25 ccm Milch 15 ccm Kali
lauge) zur Sirupdicke einzuengen. 

Auch wird empfohlen, Milch mit dem vierten Volumenteil 
konz. Salpetersaure mit starker Flamme einzuengen. 

b) Veraschung. Die zu veraschende Substanz wird unmittel
bar, oder nach a) vorbereitet, mit 5-lO ccm des Sauregemisches 
iibergossen. Tritt hierbei eine heftige Reaktion ein, so laBt man 
diese unter Kiihlung abklingen. Dann wird der Kolben in schrager 
Lage auf einem Babobleche mit ganz kleiner Flamme (evtl. 
Mikrobrenner) vorsichtig erwarmt, bis die Entwicklung brauner 
nitroser Dampfe geringer wird. Jetzt laBt man aus dem Tropf
gefaB langsam Sauremischung in den Kolben tropfen, stellt die 
Tropfgeschwindigkeit derart ein, daB die Reaktion nicht zu heftig 
verlauft und gar ein Verspritzen des Kolbeninhalts stattfindet, 
und fahrt hiermit so lange fort, his mit einem Schwacherwerden 
der Entwicklung der nitrosen Dampfe die Oxydation zu Ende 
zu gehen scheint. Um ihre Beendigung festzustellen, unterbricht 
man die Saurezugabe, erhitzt aber weiter, bis aIle braunen Dampfe 
verschwunden sind, und beobachtet, ob die Fliissigkeit im Kolben 
sich dunkler farbt oder schwarzt. Tritt eine Verfarbung ein, so 
laBt man aufs neue Sauregemisch zutropfen, wiederholt die Probe 
und fahrt so fort, bis die Fliissigkeit beim Erhitzen ohne weitere 
Saurezugabe hellgelb oder farblos bleibt. 

Ist es von Vorteil (wie z. B. bei der Phosphorsaurebestimmung) 
mit dem Zusatz an Sauregemisch zu sparen, so gibt man zu der 
zu veraschenden Substanz lO-20 ccm Sauregemisch hinzu und 
fiihrt die Veraschung durch Zutropfen von konz. Salpetersaure 
allein zu Ende. 

Nach dem Erkalten fiigt man zu der Aschenlosung das 
dreifache Volumen an aqua dest. wie an Sauregemisch ver
braucht wurde. Man kocht die Mischung 5-lO Min., wobei sich 
Nitrosylschwefelsaure unter Entwicklung brauner Dampfe zer
setzt. 

SolI die Aschenlosung zur Eisenbestimmung nach Neumann 
verwendet werden (S. 373), so ist sie nach dem Farbloswerden 
noch ca. % Stunden weiter zu erhitzen. 

Modifikationen dieses Veraschungsvorganges (Zusatz anders
artiger Oxydationsmittel usw.), die durch Art des zu veraschen
den Materiales oder die Bestimmungsmethode notwendig werden, 
sind bei den einzelnen Bestimmungen angegeben. 
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Bestimmung des Natriums. 
1m normalen 24 stiindigen Ham des Erwachsenen finden sich 

etwa 3-4,5 g Na (als Na20 berechnet etwa 4-6 g). Das Ver
haltnis von Na:K betragt etwa 5:3. 

Qualitativer Nachweis. 

a) In der Asche durch Flammenreaktion: Gelbe N atriumflamme. 
b) WaBrige AschenlOsungen geben mit einer Lasung von 

Kaliumpyroantimoniat einen kristallinischen weiBen Niederschlag 
von Natriumpyroantimoniat. 

Quantitative Bestimmung. 

Gravimetrische Natriumbestimmung als 
Natriumpyroantimoniat nach Kramer und TisdalP. 

Prinzip. Natrium wird in der Lasung der Harnasche un
mittelbar als Natriumpyroantimoniat gefallt und gewogen. 

Reagentien. 1. Salzsaure 0,5 und 0,1 n. 2. Ammoniumhydroxyd
losung konz. 3. KaliumhydroxydlOsung 10% ig. (in paraffinierter Flasche). 
4. Alkohol 95 % ig und 30 % ig. 5. Gesattigte AmmoniumoxalatlOsung. 
6. Kaliumpyroantimoniat-Reagens. Vgl. S. 284. 7. Phenolphthaleinlosung. 

Nur fiir nasse Veraschung notwendig: 1. Salpetersaure konz. 
pur. 2. Salzsaure konz. eisenfrei. 3. Salzsaure 0,1 n. 

Apparate. 1. Goochtiegel: Auf den Boden des Goochtiegels kommt 
eine Schicht dichtporiges, quantitatives Filtrierpapier, hierauf eine Schicht 
Asbest, dann eine zweite Schicht Filtrierpapier und eine zweite Schicht 
Asbest. Um den Tiegel gegen Durchlaufen des feinen Natriumpyroanti
moniates zu dichten, werden 300-400 mg Natriumpyroantimoniat hin
durchfiltriert. 10 ccm Reagens werden mit 3 ccm 95 % ig. Alkohol und 
2 ccm einer NaCI-Losung - enthaltend 3-5 mg Na pro ccm - versetzt. 
Nach etwa 5 Minuten Stehen werden die erhaltenen 60-100 mg Nieder
schlag in den Goochtiegel gebracht und mit 30 % ig. Alkohol gewaschen. 
Das Verfahren wird wiederholt, bis 300-400 mg Niederschlag insgesamt 
filtriert sind. Der Tiegel wird bei noo getrocknet, gewogen und ist dann 
zur Bestimmung fertig. Die Filtration erfolgt langsam, etwa 10-15 
Tropfen pro Minute. (Vorteilhaft wird ein Glasfilter [vgl. S. 336] ange
wendet.) 2. Platinschale. 3. PlatintiegeI. 4. Graduierte Zentrifugenglaser 
von mindestens 10 ccm Inhalt. 

Ausfiihrung. 1. Veraschung. a) Trockne Veraschung. 
50 oder 100 ccm Ham werden in einer Platinschale eingedampft 
und nach Stolte verascht (S. 348). Die Asche wird auf dem 
Wasserbade mit 10 ccm 0,5 n Hel behandelt. Die Lasung wird 
durch ein quantitatives Filter von etwa 11 em Durchmesser, das 

1) J. of bioI. Chem. 46, 467 (1921); 48, 1 (1921). 
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mit 20-30 ccm 0,5 n HOI gewaschen worden ist, in einen 
50-100 ccm-MeBkolben fiItriert, und diese Behandlung wird so 
oft wiederholt, bis die Losung auf das urspriingliche Volumen 
des Harnes gebracht worden ist. 

Bei der Untersuchung von Fazes werden die Fazes 
eines gemessenen Zeitabschnittes gesammelt, in einer Porzellan
schale gewogen und auf dem Wasserbade zur Trockne gebracht. 
Hierauf wird 95%ig. Alkohol zugefiigt, verdampft und das Ver
fahren wiederbolt. Das Gewicht des fein gepulverten Trocken
riickstandes wird bestimmt. 2 g desselben werden 11/2 Std. 
nacb Stolte im Platintiegel verascht. Die Asche wird mit 
10 ccm 0,5 n HOI behandelt und durch ein mit 20-30 ccm 
0,5 n HCl gewaschenes, quantitatives Filter von 11 em Durch
messer in einen 100 ccm MeBkolben filtriert. Die Behandlung der 
Asche wird wiederholt, bis das Volumen des Filtrates 100 ccm 
betragt. 

b) Nasse Veraschung. Modifikation der Methode 
nach v. Dehn l • Die Modifikation macht die Anwendung von 
Platingeraten entbehrlich und vermeidet die Gefahr, daB bei der 
Veraschung ein Teil des Alkalis sich verfliichtet. Hierzu werden 
20-30 ccm Harn im Kjeldahlkolben mit etwa der gleichen Menge 
konz. reiner Salpetersaure versetzt und 10 -12 Stunden im Wasser
bade gekocht. Dann wird der Kolben auf eine Asbestplatte ge
stellt und unter Zusatz von 1-2 Glasperlen mit kleiner Flamme 
erhitzt, bis unter Abgabe brauner Dampfe eine fast weiBe Asche 
zuriickbleibt. War die Veraschung nicht vollstandig, so farbt sich 
die Fliissigkeit beim Abdampfen wieder dunkel und Kohlepartikel 
bleiben in der Asche zuriick. Nach dem Abkiihlen wird Sal
petersaure hinzugefiigt und mehrere Stunden auf dem Wasser
bade erwarmt. 1st die Veraschung vollstandig und die Saure ab
gedampft, so wird nach Abkiihlung des Kolbens eisenfreie HOI 
zugesetzt, abgedampft und dies mehrere Male wiederholt, bis die 
Asche ganz weiB geworden ist. Der Riickstand wird mit 0,1 n 
HOI gelost und im MeBkolbchen auf das Ursprungsvolumen auf
gefiillt. 

2. Bestimmung. 5-10 ccm der salzsauren HarnaschenlOsung 
werden in einem Platintiegelchen zur Trockne gebracht. Die Asche 
wird gelost und mittels 2,5 ccm 0,5 n HOI in ein gradlliertes Zentri
fugenglas von mindestens 10 ccm 1nhalt gebracht. Zur Entfernung 
des Kalziums (Kalzium und Magnesium wiirden bei der Bestim
mung als Phosphate ausfallen und storen) werden 3 ccm ges. 

1 z. physiol. Chem. 144, 178 (1925). 
Rona-Kleinmann, Blnt u. Ham. 23 
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AmmoniumoXalatlOsung zugegeben, worauf die Mischung 10 Min. 
stehen bleibt. Mit konz. NH40H wird auf 7 ccm aufgefiillt und 
die MiSchung 45 Min. stehen gelassen, wobei Magnesium als 
Ammoniummagnesiumphosphat und Kalzium als Kalziumphos
phat ausfi111t. Man zentrifugiert 5 Min. und verfahrt nun wie folgt 
oder nach der weiter unten gegebenan Modifikation von v. Dehn. 

Man bringt 5 ccm der iiberstehenden Fliissigkeit in ein Platin
schalchen, dampft Rie zur Trockne ein und trocknet einige Minuten 
bei 100 0 im Trockenschrank, um ein Verspritzen bei der folgenden 
Veraschung zu verhindern. Man vergliiht den Riickstand nach 
Stolte (S.348) 15-30 Min. zur Vertreibung der Ammonium
saIze. Die im Tiegel zuriickbleibe:nde Asche wird in 2 ccm 
0,1 n HOI gel6st, 1 Tropfen PhenolphthaleinlOsung hinzugegeben 
und mit 2 oder 3 Tropfen 10% ig. KOH gerade alkalisch ge
macht. 10 ccm des Kaliumpyroantimoniatreagenses werden zu
gefiigt und 3 ccm 95% ig. Alkohols unter starkem Riihren ein, 
getropft. N ach 30 Min. langem Stehen wird der Niederschlag 
in einen gewogenen Goochtiegel iibergefiihrt und mit 5 bis 
10 ccm 30% ig. Alkohol gewaschen. Der Tiegel wird eine Stunde 
in einem langsam auf 110 0 zu bringenden Trockenschrank ge
trocknet, 30 Min. im Exsikkator abgekiihlt und gewogen. 

Modifikation der Methode nach v. Dehn l . Nach v. Dehn 
kann man das zweite Vergliihen und evtl. Natriumverluste wie 
folgt vermeiden. 

Die Mg- und Oa-freie L6sung wird in eine Glasschale ge
bracht, etwas Kalilauge zugefiigt, Phenolrotlosung (0,1 %ig : 100 mg 
in 20 ccm warmem Alkohol gelost und mit aqua dest. ad 100 ccm 
verdiinnt) zugegeben und ein mit derselben IndikatorlOsung ge
tranktes Filtrierpa pier iiber der Schale befestigt. Die Schale wird auf 
einem Wasserbade erwarmt, bis dasFiltrierpapier neutrale Reaktion 
zeigt, wahrend die Fliissigkeit noch alkalisch reagiert. Wenn die 
Fliissigkeit beim Kochen aufh6rt, alkalisch zu reagieren, muB 
etwas Kalilauge zugefiigt werden. (Beginn der Ammoniakentfer
nung wird durch Rotfarbung des Indikatorpapieres, Ende der 
Reaktion durch seine Gelbfarbung angezeigt.) Die Kaliumpyroanti
moniatfallung wird in der gleichen Glasschale ausgefiihrt.· 

Berechn ung. Da 1 Mol Na2H 2Sb20 7 • 6H20 (511,6) 2 Gramm
atomen Na (46) entspricht, so ist die gewogene Niederschlagsmenge 
durch 11,12 zu dividieren, um die Na-Menge in der Bestimmung 
zu erhalten. Bei Umrechnung auf Harn ist die Harnverdiinnung 
zu beriicksichtigen. 

1 Z. physiol. Chem. 144, 178 (1925). 
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Gravimetrische Bestimmung von Natrium und Kalium 1 • 

Prinzip. Nach Veraschung des Harnes werden aus der Aschen
losung aIle Kationen bis auf die Alkalien, aIle Anionen bis auf die 
Chloride ausgefallt. Die Summe der Alkalichloride wird gewogen. 
Das Kalium wird als Kaliumplatinchlorid bestimmt, als Chlorid 
berechnet, von der Summe der Chloride abgezogen und somit 
auch die Menge des Natriumchlorides ermittelt. 

Reagentien. 1. Verdiinnte Chlorbarium16sung. 2. Barytwasser. 
3. Verdiinnte Ammoniakliisung. 4. Verdiinnte Ammoniumkarbonat16sung. 
5. Verdiinnte Salzsaure. 6. PlatinchlorWliisung 10%ig. 7. Mischung aus 
4 Vol.-T. absol. Alkohol und 1 Vol.-T. Ather. 

Apparate. 1. Goochtiegel. 2. Platinschale. 

A usfiihrung. 20-100 ccm Harn werden nach der in der 
vorstehenden Natriumbestimmung angegebenen Methode trocken 
oder naB verascht. Bei trockner Veraschung wird die Asche wie 
angegeben (S. 352) mit verdiinnter Salzsaure ausgezogen, bei 
nasser Veraschung die groBte Menge der Schwefelsaure durch 
Erhitzen vertrieben und die Losung mit aqua dest. verdiinnt. 

Die heiBe Losung wird zur Entfernung der Sulfate mit heiBer 
verdiinnter ChlorbariumlOsung gefallt, bis kein Niederschlag mehr 
entsteht. Dann gibt man zur Abscheidung der Phosphate Baryt
wasser bis zur stark alkalischen Reaktion hinzu, laBt den Nieder
schlag absetzen, filtriert ab und wascht aus. Durch Zugabe von 
Ammoniak und kohlensaurem Ammoniak wird der "UberschuB von 
Barium aus dem Filtrat in der Hitze gefallt; man filtriert den 
Niederschlag ab, wascht aus und bringt das Filtratin einer Platin
schale zur Trockne. Diese wird zur Entfernung der Ammonium
salze schwach gegliiht. Der Riickstand wird in wenig Wasser auf
genommen und mit 1 Tropfen AmmoniumkarbonatlOsung versetzt. 
Bleibt die Losung nicht vollig klar, so wird die Fallung mit Am
moniak und Ammoniumkarbonat wiederholt und wie bisher ver
fahren. Das Filter wird ausgewaschen, das Filtrat nach Hinzu
fiigen einiger Tropfen Salzsaure abermals zur Trockene verdunstet, 
schwach gegliiht und gewogen. Das erhaltene Gewicht gibt die 
Gewichtssumme an NaCI und KC!. 

Das Kalium wird nunmehr als Kaliumplatinchlorid be
stimmt. 

Bestimmung des Kaliums als Kaliumplatinchlorid. 
Der gewogene Riickstand wird in wenig Wasser gelOst, mit 

1 Nach Spaeth: Die chemische und mikroskopische Untersuchung des 
Harnes, S. 62. Leipzig: Barth, 1924 und Hoppe-Seyler-Thierfelder: 
1. c. (S. 350 dieses Praktikums) S. 655. 

23* 
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10% ig. Platinchloridlosung irn 'VberschuB versetzt (fiir 0,1 g 
Riickstand ca. 3,6 ccm), die Losung auf dem Wasserbade ein
gedampft, so daB sie beirn Erkalten erstarrt, mit wenigen Tropfen 
Wasser befeuchtet und mit einigen ccm einer Mischung aus 
4 Volumteilen absol. Alkohol und 1 Volumenteil Ather versetzt. 
Man laBt den Niederschlag einige Stunden stehen, sammelt ibn 
auf einem kleinen, 3 Stunden in einem WagegHischen getrock
neten und gewogenen Filter oder besser auf einem Goochtiegel, 
indem man den Niederschlag mit der. Alkohol-Ather-Mischung 
hiniiberspiilt und nachwascht. Die Wagung erfolgt nach etwa 
dreistiindigem Trocknen bei 100 -110 0• 

Berechnung. Da 1 MoIK2PtCl6 (486,2) 2MoIKCI(2. 74,56), 

,d. h.l Gew.-Teil Niederschlag2~~::~6 = 0,3067 Gew.-Teile Kalium

chlorid entspricht, so gibt die gefundene Gewichtsmenge, multi
pliziert mit 0,3067, das Gewicht an KC!. Subtrahiert man dieses 
von dem Gewicht der Summe der Alkalichloride, so erhalt man das 
Gewicht des Chlornatriums. 1 g NaCI (Mol 58,45) entspricht an Na 

~Gramm-Atom23.00) :::~ = 0,3934 g Na. 1 g KCl (Mol 74,56) ent-

spricht an K (Gramm-Atom 39,10) ~!:!~ = 0,5245 g K. 

Bestimmung des Kaliums. 

1m 24stiindigen Harn des normalen Erwachsenen werden etwa 
1,7-2,5 g K, berechnet ala K 20 etwa 2-3 g, ausgeschieden. 

Qualitativer Nachweis. 

1. 100-200 ccm Harn werden auf ca. 15 ccm eingedampft, fil
triert und mit 5 ccm konz. Weinsaurelosung versetzt. Beirn Stehen 
in der KaIte scheiden sich Kristalle von weinsaurem Kalium abo 
Zur Unterscheidung von Ammoniumsalzen ist der Niederschlag 
durch Flammenreaktion zu priifen. Kaliumsalze farben die 
Flamme violett. Die Flamme ist durch blaues Kobaltglas zu 
betrachten. 

2. 5 ccm Harn werden verascht. Die waBrige AschenlOsung 
wird mit 1 ccm Kobaltreagens (siehe quantitative Bestirnmung 
S. 357 und 281) versetzt, wobei das Kalium sich als gelbes Kalium
natriumhexanitrokobaltiat abscheidet. 
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Quantitative Bestimmung. 

Gravimetrische Bestimmung als Kaliumplatinchlorid 
(s. S. 355). 

Gravimetrische Bestimmung des Kalium:s als 
Kaliumperchlorat nach Autenrieth und Bernheim!. 

Prinzip. Das Kalium wird mittels eines Natriumkobaltnitrit
Reagenses' als Kaliumnatriumhexanitrokobaltiat abgeschieden und 
als Kaliumperchlorat zur Wagung gebracht. 

Reagentien. 1. Kobaltreagens: 30 g krist. Kobaltnitrat we~den i~ 
60 cern Wasser gelast, mit 100 cern konz. Natriumnitrit16sung (entsprechend 
50 g NaN02) gemischt und mit 10 cern Eisessig versetzt. Nach Stehen
lassen tiber Nacht wird die Lasung von dem entstandenen gelben Bodensatze 
abfiltriert. Die Lasung ist mindestens 3 Wochen lang haltbar (s. a. Kobalt
reagens zur titrimetrischen Kaliumbest.i.mmung nach Kramer-Tisdall 
S. 281). 2. Dberchlorsaure 18% ig. (aus Uberchlorsaure puriss. spez. Gew. 
1,12, Merck, h~rzustellen). 3. Salzsaure 2~% ig. 4. Alkohol 96% ig, ent
haltend 0,2% Uberchlorsaure. 5. Alkohol-Ather (zu gleichen Vol.-Teilen). 

Apparate. 1. Goochtiegel. 2. Platintiegel. 

Ausfiihrung. 50 ccm filtrierter Harn werden mit 6-10 ccm 
Kobaltreagens versetzt, durchgeschiittelt und nach 6-8stiindi
gem Stehen abfiltriert. Der Niederschlag wird mit 40-60 ccm 
kaltem Wasser, das mit einigen ccm Kobaltreagens versetzt ist, 
gewaschen und bei 110-120 0 getrocknet. Man lOst den Nieder~ 
schlag vom Filter ab, bringt ihn in eine Porzellanschale, verascht daB 
Filter in einem Platintiegel, zieht die Asche mit heiBem Wasser 
aus und bringt den filtrierten Aschenauszug zum Niederschlag. 
10 ccm 25 % ig. Salzsaure laBt man tropfenweise hinzuflieBen. 
Dann erhitzt man die Losung auf dem Wasserbade gelinde 
(Schalchen mit Uhrglas bedecken, Vorsicht vor Verspritzen!) und 
dampft sie nunmehr auf dem Wasserbade bis zur Trockne ein, 
durchriihrt den Riickstand mit etwas Wasser, dann mit 10 ccm 
einer 18 % ig. "Oberchlorsaure, dampft ein und erhitzt, bis weiBe 
Nebel auftreten und der Riickstand staubtrocken ist. Jetzt riihrt 
man diesen mit ca. 10 ccm 96 % ig. Alkohol, der 0,2 % "Oberchlor
saure enthalt, gut durch, filtriert das unge16st bleibende Kalium
perchlorat durch einen Goochtiegel ab (dichte Asbestschicht!) und 
wascht den Niederschlag erst mit einigen ccm iiberchlorsaurehal
tigemAlkohol, dann mit Alkohol-Ather (zu gleichen Volumteilen ge
mischt) gut aus, bis das Filtrat riickstandfrei verdunstet. Man trock
net den Tiegel bis zur Gewichtskonstanz bei 120-130 0 und wagt. 

1 Z. physiol. Chern. 37, 29 (1902/03). 
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Berechn ung. Da 1 Mol KCIO, (I 38,56) 1 Gramm-AtomK(39,10) 

<entspricht,:soist I Gew.-TeilKClO, aquivalent l!i,~~ = 0,2822 Gew.

'Teil K. DasGewichtdes Niederschlages, multipliziert mit 0,2822; 
<ergibt ,aomit das Gewicht an K. 

Titrimetrische Bestimmung des Kaliums 
nach Tisdall und Kramer l . 

Prinzip. Das Kalium wird als Kaliumnatriumhexanitro
kobaltiat gefallt und der Niederschlag mittels Kaliumpermanganats 
titriert. 

Reagentien. Siehe S. 281. 
Apparate. 1. Graduierte Zentrifugenglaservon ca. 10 ccm Volumen, 

deren unteres Ende einen Durchmesser von 3-4 mm hat. 2. Mikrobiirette, 
in 0,02 ccm geteilt. 

A usfiih rung. 50-100 ccm Harn werden, wie bei der Na
triumbestimmung nach Kramer- Tisdall S. 352 angegeben, ent
weder trocken oder naB verascht. 

0,2-0,5 ccm der salzsauren Harnaschenlosung werden in ein 
graduiertes Zentrifugenglas gegeben und mit aqua dest. auf 2 ccm 
aufgefiillt. Das Zentrifugenglas muB vorher sorgfaltig mit Bi
chromat-Schwefelsaure gereinigt werden, um ein Hangenbleiben 
des Niederschlages an der Zentrifugenglaswandung zu verhindern. 
1 ccm des Kobaltnitritreagenses wird tropfenweise zu der Losung 
zugesetzt; diese laBt man nach Durchmischung eine halbe Stunde 
stehen. Nunmehr wird mit aqua dest. auf 5 ccm aufgefiillt und 
mit einer guten Zentrifuge mindestens 7 Minuten zentrifugiert, 
bis der Niederschlag vollkommen abgeschleudert ist. Bis auf einen 
Rest von 0,2-0,3 ccm wird die iiberstehende Fliissigkeit entfernt. 
Hierzu kann man auf d'ts Zentrifugenglas einen zweifach durch
bohrten Stopfen setzen, der ein kurzes Glasrohr zum Einblasen von 
Luft und ein langeres Glasrohr tragt, das kapillar ausgezogen und 
zu einem nach oben geoffneten Hakchen gebogen ist; dieses solI in 
die Fliissigkeit tauchen und 3-4 mm oberhalb des Niederschlages 
enden. Durch vorsichtiges Einblasen in das kurze Rohr kann die 
Fliissigkeit ohne Aufriihren des Niederschlages entfernt werden. 
Es gelingt auch, durch vorsichtiges direktes Absaugen mit der 
schwach angestellten Wasserstrahlpumpe mittels der hakenfor
migen Ka pillare die Fliissigkeit zu entfernen. 

5 ccm aqua dest. werden unter Abspiilen der Zentrifugenglas
wandung einpipettiert und vorsichtig derart bewegt, daB sie sich 

1 J. of bioI. Chem. 48, 1 (1921). 
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mit dem Reagensrest vermischen. Der Niederschlag solI hierbei 
so wenig wie moglich aufgeruhrt werden. Nach 5 Minuten langem 
Zentrifugieren wird die iiberstehende Fliissigkeit, wie oben ange
geben, entfernt. Das Waschen wird dreimal wiederholt (im ganzen 
wird viermal gewaschen), worauf die iiberstehende Fliissigkeit 
vollkommen farblos sein solI. Nach ihrer Entfernung werden mittels 
einer in 0,02 ccm geteilten Mikrobiirette 2-5 ccm 0,02 n Kalium
permanganatlosung abgemessen zugesetzt, bis eine Rotfarbung 
bestehen bleibt; dann wird 1 ccm ca. 4 n H 2S04 hinzugegeben, 
die Losung mit einem Glasstab durchmischt und das Glaschen 
in ein siedendes Wasserbad gesetzt. Wenn nach 20 bis 25 Sek. 
die Rosafarbung nahezu verschwunden ist, mull weiter Per
manganat aus der Mikrobiirette hinzugefiigt werden. 1 Min. nach 
Erhitzungsbeginn solI die Losung klar und rosafarben sein. (Bei 
ungeniigender Oxydation bleibt die Losung trube und schwach 
gefarbt und die Erhitzung ist bis zur klaren Rosafarbung fort
zusetzen. Bei allzu langer Erhitzung jedoch wird die Losung 
wieder trube und braunlich und ist in diesem Fall zu verwerfen.) 

Zu der rosafarbenen Flussigkeit werden nun 2 ccm 0,01 n 
Natriumoxalat und bei Nichtentfarbung unmittelbar weitere 
2 ccm hinzugegeben. Der -UberschuB des Oxalates wird mit 0,02 n 
PermanganatlOsung zuriicktitriert, bis die Rosafarbung 1 Min. 
lang bestehen bleibt. 

Berechnung. Man bestimmt die Differenz zwischen der 
gesamten zugesetzten und rucktitrierten PermanganatlOsung. 
Von dieser Zahl zieht man denjenigen Bruchteil eines ccm der 
Permanganatlosung ab, der einem gleichen Volumen Wasser wie 
dem der Analyse unter gleichen Bedingungen die namliche Farbtiefe 
erteilt (Blindwert). Durch Multiplikation der verbleibenden ccm
Zahl mit 2 erhalt man die zur Oxydation verbrauchte Permanga
natmenge, ausgedruckt in ccm 0,01 n Losung. Da 1 ccm dieser 
Losung eine Kaliumnatriumhexanitrokobaltiatmenge oxydiert, 
die 0,071 mg Kalium entspricht (vgl. S. 282), so ergibt die ccm-Zahl 
verbrauchter 0,01 n Permanganat16sung, multipliziert mit dem 
empirischen Faktor 0,071, die mg Kalium in der untersuchten 
Fliissigkeitsmenge. Aus diesem errechnet sich die Kaliummenge 
in dem Ausgangsharnvolumen. 

Beispiel. 
Zugesetzte eem Permanganatlosung 0,02 n Losung: 
2,00+0,43-0,03 (Blindwert) =2,40 ccm .• =4,80 ccm 0,01 n Losung 
Riicktitriert: Oxalatlosung 0,01 n. . . . . . =2,00 " 0,01 n 
Verbrauchte cem Permanganatlosung 0,01 n. =2,80 cem 0,01 n Losung 
K = 2,80·0,071 = 0,199 mg. 
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Bestimmung des Ammoniaks. 

1m 24stiindigen normalen Harn des Erwachsenen ist Ammo
niak in Form von Ammoniumsalzen zu 0,6-0,8 g NH3 enthalten. 
Die physiologischen Grenzwerte sind etwa 0,3-1,2 g. 

Unter normalen Bedingungen betragt der Ammoniak-N 
2,5-4,5% des Gesamt-N. Die Ausscheidung des Ammoniaks ist 
abhangig von der Menge ausgeschiedener Sauren, zu deren Neu
tralisation es verwandt wird, und von der Harnstoffbildung in 
der Leber. Der Anteil des Ammoniaks am Gesamtstickstoff im 
Harn kann daher pathologisch bei allen Zustanden von Azidosis 
und Leberinsuffizienz stark ansteigen. 

In der Warme, wie auch bei mit Fakalien verunreinigten 
Harnen tritt rasch ammoniakalische Garung ein. Es ist daher 
- besonders fUr die Bestimmung N-haltiger Bestandteile -
der Harn nach der Entleerung sogleich mit Konservierungs
mitteln zu versetzen. 

Qualitativer Nacbweis. 

Frisch gelassener bzw. mit Toluol oder Ohloroform konser. 
vierter Harn gibt 

1. bei Zusatz von Kalkmilch (Natron- und Kalilauge zer
setzen Harnstoff) Ammoniak ab, das durch angefeuchtetes Lack
muspapier bzw. Kurkumapapier (Braunfarbung) fiber der GefaB
offnung nachweisbar ist. 

2. nach Zusatz von NeBlers Reagens (siehe S.425) braune 
Farbung oder gelbbraune Fallung. 

Quantitative Bestimmung. 

Titrimetrische Bestimmung des Ammoniaks 
nach Folin1• 

Prinzip. Das im Harn als Ammoniumsalz vorliegende Am
moniak wird durch Sodazusatz in Freiheit gesetzt, bei einer Tem
peratur von 20-25 0 mittels Luftstroms in eine Vorlage fibergefUhrt, 
die eine gemessene Sauremenge enthalt, und diese dann azidi~ 
metrisch bestimmt. 

Reagentien.l. Salzsaure oder Schwefelsaure 0,1 n. 2. Natriurnchlorid 
krist. 3. Natriumkarbonat wasserfrei. 4. Toluol oder OktylalkohoI. 5. Ali-

1 Z. physioI. Chern. 37,161 (1902/03); J. of bioI. Chern. 8, 497 (1910/11). 
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zarinrot (AIizarinrot I WS ROchst) wal3r. LOsung 1 % ig. oder Luteol (Chlor
oxydiphenylehinoxalin) 0,2 % ig. alkohol. LOsung. 

Apparate. 1. Zylinder zur Aufnahme von 25 eem Rarn (Rohe ca. 
45 em, Durehmesser ca. 5 em) mit doppelt durehbohrtem Gummistopfen, 
dureh den ein bis zum Boden reiehendes sowie ein kurzes Glasrohr gefiihrt 
sind. Das kurze, reehtwinklig abgebogene Rohr wird dureh ein mit Watte ge
fillltes U-Rohr mit 2 hintereinander gesehalt€ten Wasehflasehen verbunden, 
die je, genau gemessen, 20-40 eem 0,1 n Siioure sowie etwas 
Wasser enthalten. Das lange, reehtwinklig abgebogene Rohr 
wird mittels Watte gefilllten U-Rohres mit einer Wasehflasehe A 
verbunden, die konz. Sehwefelsaure enthiHt, um die ange- b 
saugte Luft von Ammoniakspuren zu reinigen. An Stelle der 
heiden, die Titriersaure enthaItenden Vorlageflasehen kann 
eine einzige Vorlage angewandt werden. Diese, die dureh a 
nebenstehende AbbiIdung dargestellt wird, hesteht aus einem 
Glasrohr A (8 mm Durehmesser), das bei a in eine kIeine 
Kugel ausgeblasen ist, in die mit einem erhitzten Platin
draht 5-6 kIeine Offnungen (1 mm Durehmesser) gestol3en Abb.l11. 
werden. B ist ein angesehmolzenes Reagenzglaa (2,5 em 
Durehmesser), in dem sieh 6 oder 7 Offnungen hefinden: die Locher sind 
etwas grol3er ala die in Rohr A. Diese Vorriehtung wird in einen etwas 
gro/3eren, die Vorlagesaure enthaltenden Zylinder gesetzt, derart, daB die 
Offnungen b noeh in die Vorlagesaure eintauehen. Die das Ammoniak ent
haltende Luft kommt zuerst hei a, dann aueh bei b mit der Saure der 
Vorlage in Beriihrung. Jede Spur von Ammoniak wird hierdureh zuriick
gehalten, auch wenn nur ein verhaItnismaBig kIeiner Vberschul3 (5-10 ccm) 
von 0,1 n Saure in der Vorlage vorhanden ist. 2. Wasserstrahlpumpe, die 
pro Stunde 600 bis 700 Liter Luft ansaugt. 

Ausfiihrung. 25 ccm filtrierten Harnes (enthii.lt der Harn 
Phosphatniederschlage, so sind diese durch Zusatz von Saure 
in L6sung zu bringen) werden in dem Zylinder der unter 1. 
angegebenen Apparatur zur Verhinderung des Schaumens mit 
5-10 ccm Petroleum, Toluol oder 2-3 Tropfen Oktylalkohol ver
setzt. Enthielt der Harn urspriinglich Phosphatniederschlage, so 
wird deren Wiederbildung durch Zusatz von 7-10 g Kalium
oxalat pro 25 ccm Harn verhindert. 8-10 g Natriumchlorid und 
hiernach 1 g trockne Soda werden hinzugegeben. Der Zylinder 
wird schnell in die Apparatur eingefiigt (deren Verbindungen 
vorher luftdicht hergestellt sein miissen) und in ein Wasserbad 
von ca. 25 0 eingestellt. Von der Seite der VorlageEaure aus 
wird nunmehr Luft mittels einer gut en vollgeoffneten Wasser
strahlpumpe durch die Apparatur gesogen. Nach 1-1% Stun
den ist alles Ammoniak in die Vorlage iibergefiihrt; ihr Saure
gehalt wird nach Zugabe von 2 Tropfen 1 %ig. AlizarinrotlOsung 
- auf 200-300 ccm Fliissigkeit - bis zur Rot-, nicht Violett
farbung oder Luteol (0,2%ig. alkoholische Losung; 4-5 Tropfen 
pro 50 ccm LOsung) als Indikator mit 0,1 oder 0,05 n Lauge 
titriert. Anstatt 25 ccm Harn konnen auch 50-100 ccm an-
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gewandt werden. Die Dauer derLuftdurchleitung erhoht sich 
dann auf IYz-2Yz Stunden. Die notwendige Dauer der Luft
durchleitung ist fUr jede Pumpe mit einer Bestimmung einer 
bekannten Ammonsul£atlosung auszuprobieren. 

Berechn ung. Die Differenz der vorgelegten und zuriick
titrierten Sauremenge ergibt die durch Ammoniak gebundenen 
ccm 0,1 n Saure. 1 ccm verbrauchter 0,1 n Saure entspricht 
0,001703 g NHs. 

Titrimetrische Bestimmung des Ammoniaks nach 
Weber und Krane l . 

Prinzip. Urn Bildung von Ammoniak aus Harnstoff zu ver
meiden, die nach Verff. auch bei der Folinschen Durchliiftungs
methode eintreten kann, wird das Ammoniak mit Natrium
kobaltnitrit gefiillt und erst aus diesem Niederschlag freigemacht 
und durch Abdestillation und Titration bestimmt. 

Reagentien. 1. Natriumkobaltnitritreagens (s. Reagens zur Kalium
bestimmung nach Kramer-Tisdall S. 281). 2. Alkohol 95 % ig und 40 % ig. 
3. Kjeldahllauge. 4. Schwefelsaure 0,02 n, im Liter 55 g NaJOa enthaltend. 
5. J odkaliumlOsung 5 % ig. 6. ThiosulfatlOsung 0,02 n. 7. Starkelosung. 

Apparate. Zur Ammoniakdestillation wird Wasser in dem etwa 
500 ccm fassenden Rundkolben K zum Sieden erhitzt und der Dampf 
durch das Rohr b in das Zentrifugenglas B eingeleitet. Dieses faBt 
30 ccm und ist mittels Schliffs mit der Destillationsapparatur ver
blinden. 

Das Rohr b ist mit einer kugligen, mehrere Locher tragenden Er
weiterung versehen, die bis nahezu an den Boden des Zentrifugenglases B 
reicht. Die Dampfe gelangen dann durch den Kuppelraum c und die mit 
einem Tropfenfanger versehene Sicherheitskugel D in den Kiihler E. 

Nach Kondensation flieBt das Destillat durch das Glasrohr e und t 
in die Vorlage F. Das Rohr t endet gleichfalls in einer kugligen durch-
16cherten Erweiterung unmittelbar iiber dem Boden von F. Die Vorlage F 
ist durch einen Schliff in die Apparatur eingefiigt und kann nach beendeter 
Destillation abgenommen werden, so daB die Titration direkt in der Vorlage 
erfolgen kann. Das Durchsaugen eines schwachen Luftstromes vonS aus be
seitigt aHe Druckschwankungen. Dazu kann die Vorlage Fan eine Wasser
strahlpumpe angeschlossen werden. Der Eintritt der Luft erfolgt durch 
das Steigrohr J. Dieses tragt im oberen Ende eine 15-20 ccm fassende 
bauchige Erweiterung, der untere Teil von J taucht mit einer trichter
formigen Erweiterung in die Fliissigkeit von K ein. In den Verlauf von b 
ist ein mit Hahn versehener Trichter G eingeschaltet, durch den die Zu
gabe der Reagentien erfolgt, ein gleicher Trichter H befindet sich am Be
ginn des Rohres e. Durch diesen kann nach beendeter Destillation e und t 
gespiilt werden. 

1 Z. physiol. Chem. 165, 45 (1927). 
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Das Wasser im Dampfentwickler K enthalt einige Glaskugeln und 
etwas Talkum zur Erzielung eines gleichmaBigen Siedens Bowie etwas 

Abb.112. 

H 2S04 zur Reinigung der AuBenluft von Spuren Ammoniak, die beim 
Durchsaugen des Luftstromes die Bestimmung falschen kiinnten. 

Ausfiihrung. Zu 2 eem Harn werden im Zentrifugenglas 
2 eem Wasser und 5 eem Natriumkobaltnitrit-Reagens zugefiigt. 
10 Min. naeh Zusatz des Fallungsmittels werden 4 eem 95 % ig. 
Alkohols tropfenweise unter Umsehiitteln zugegeben, naeh weiteren 
10 Min. wird zentrifugiert. Die iiberstehende Fliissigkeit wird 
mittels einer hakenfOrmigen Kapillare abgesaugt und der Nieder
schlag zweimal mit 40 % ig. Alkohol gewasehen. Das Zentrifugen
glas (s. Apparatur) wird nunmehr an die Destillationsvorrichtung 
gesehlossen und die Diehtigkeit der Sehliffe gepriift. Dann wird 
mit dem Durehsaugen des Luftstromes begonnen, der so reguliert 
wird, daB nieht mehr als 10 Luftblasen in der Minute in der Vor
lage erseheinen. In dieser befinden sieh 5 eem der jodathaltigen 
O,02n H 2S04 (s. Reagentien 4.). 

Nun laBt man zu dem Niedersehlag zur Freimaehung des 
NHs 2 cem Kjeldahllauge und so viel Wasser hinzuflieBen, daB 
die Kugel des Einleitungsrohres von Fliissigkeit bedeckt ist. 
Man beginnt mit der Wasserdampfdestillation, laBt nach 3 Min. 
weitere 5 eem Lauge hinzu und destilliert bei. kleiner Flamme 
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noch 1 Min. Danaeh werden beide Triehterhahne geoffnet, die 
Vorlage und das Zentrifugenglas abgenommen, worauf dasRohr in 
die Vorlage ausgespiilt wird. Zur Vorlage gibt man 2 cern 
5% ig. KJ-Losung und einige Tropfen Starkelosung und titriert 
mit 0,02 n Thiosulfatlosung zuriiek. 

Bereehnung. Man bestimmt die Differenz zwischen vor
gelegter und zuriiektitrierter Saure. 

1 cern verbrauchter 0,02 n H 2S04 entsprieht 1 cern 0,02 n NHa, 
d. h. 0,34 mg NHa. 

Kolorimetrisehe Bestimmung des Ammoniaks mi ttels 
Permutitbindung naeh Folin und BeIP .. 

Prinzip. Dureh Sehiitteln des Harnes mit einem Alkali-Alu
miniumsilikat "Permutit", das die Eigensehaft hat, in neutraler 
bzw. schwaeh saurer Reaktion Ammoniak dureh Absorption zu 
binden bzw. gegen Natrium auszutausehen, wird dem Harn das 
Ammoniak quantitativ entzogen. Das an den abfiltrierten Per
mutit gebundene Ammoniak wird nunmehr dureh Natronlauge 
freigemaeht und unmittelbar dureh Zusatz von NeBierreagens 
gegen eine Standardlosung kolorimetriseh bestimmt 2. 

Reagentien. 1. NatriumhydroxydlOsung lO%ig. 2. Permutit (Per
mutit nach Folin, Deutsche Permutit-Gesellschaft). Gebrauchter Permutit 
kann wieder verwandt werden, wenn man ihn zuerst mit Wasser. dann 
mit 2 %ig. Essigsaure auswascht. Ist er von ausgefaHener Quecksilber
ammoniak-Verbindung rot gefarbt. so ist er zunachst mit 2%ig. Kalium
jodidlOsung zu waschen. 3. NeBlerreagens ("modifiziert" s. S. 426. 
Reagentien 6). 4. Standardl6sung aus pyridinfreiem Ammoniumsulfat, 
enthaltend 1 mg N in 5 ccm (s. S. 426. Reagentien 7). 

Ausfiihrung. 2 g Permutit werden in einem 200 eem-MeB. 
kolben mit 5 cern Wasser und 5 cern eines Harnes, der vorher 
im VerhiiItnis 1:2,5 bis 1:5 mit Wasser verdiinnt ist, versetzt. 
EnthiiIt der Harn wenig Ammoniak, so verwendet man unver· 
diinnten Harn (aber nieht mehr als 2 cern) oder besser eine halb 
so starke Standard16sung bei der Kolorimetrie (siehe Losung 4). 
Man spiilt die GefaBwandungen mit 1-5 cern Wasser naeh und 
sehiittelt den MeBkolben vorsiehtig, aber anhaItend 5 Min. Das 
Pulver wird mit 25-40 cern Wasser von den Wandungen abo 
gespiilt und naeh Absetzen die Losung abdekantiert. Wasehen und 
Abdekantieren werden wiederholt. (Bei gallenfarbstoffreiehem 

1 J. of bioI. Chem. 29, 329 (1917). 
2 Durch Schutteln von aqua dest. mit Permutit ist leicht "ammoniak

freies Wasser", wie es fur aHe Mikro-N-, bzw. NHa-Bestimmungen ben6tigt 
wird, herzustellen. 
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Harn ist das Waschen noch 1-2 mal zu wiederholen.) N ach Zugabe 
von etwasWasser werden5-10ccm der 10% ig.Natriumhydroxyd
lOsunghinzugegeben. Die Losung wird umgeriihrt, mit etwa 100ccm 
Wasser sowie 10 ccm NeBlerreagens versetzt und bis zur MeE
marke aufgefiillt. Nach gutem Durchschiitteln bleibt die Losung 
ca. 10 Min. stehen, wobei stets zu erproben ist, wie lange die 
neBlerisierte Losung stehen muE, urn das Maximum ihrer Farbung 
zu erreichen. Gewohnlich geschieht dies nach 10-15 Min. Dann 
wird die Losung im Kolorimeter gegen eine gleichzeitig mit NeBler
reagens versetzte StandardlOsung gemessen, die im gleichen V 0-

lumen 1 mg N enthalten solI und mit gleichen Mengen Lauge und 
Reagens wie die zu untersuchende Losung versetzt ist. 

Berechnung. Die Konzentration der untersuchten Losung 
ergibt sich gemaB der Beziehung (siehe Kolorimetrie S. 338). 

ct·h1 
c=-h-

und da Ct = 1, so ist 
Ablesung der Standard16sung _ N 

Ablesung der unbekannten Losung - mg 

in der untersuchten Harnverdiinnung. 
Zur Umrechnung auf Harn ist die Verdiinnung zu beriick. 

sichtigen. 

Kolorimetrische Bestimmung des Ammoniaks in 
kleinen Harnmengen nach Folin und Macallum 1. 

Prinzip. Die Methode gleicht der Methode zur Bestimmung 
des Harnammoniaks nach Folin, doch erfordert sie geringere 
Zeit und eine weniger leistungsfahige Wasserstrahlpumpe durch 
Verringerung der Harnmenge. Die Ammoniakbestimmung erfolgt 
kolorimetrisch. 

Reagentien. 1. Kaliumkarbonat16sung lO%ig, enthaltend 15% Ka· 
liumoxalat. 2. Oktylalkohol. 3. NeBlerreagens (s. S. 425). 4. Ammonium
sulfat-Standardlosung (enthaltend Img N in 10 ccm) (S. 426. Reagentien 7). 
5. HOI oder H2S04 0,1 n. 

Apparate. Apparatur wie zur Gesamt-N-Bestimmung nach Folin 
und Farmer (S. 427). 

A usfiihrung. In das Reagenzglas der Apparatur zur Gesamt
N-Bestimmung nach Folin-Farmer (S.427) werden 1-5 ccm 
Harn einpipettiert. Von normalem Harn geniigen gewohnlich 
2 ccm. Bei der Untersuchung sehr vcrdiinnten Harnes sind 

1 J. of bioI. Chern. 11, 523 (1912). 
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5 ccm, bei an Ammoniumsalz reichem diabetischen Harn 1 ccm 
oder weniger (Harn verdiinnen) anzuwenden. Zur Bestimmung 
kommen 0,75-1,5 mg N. 

Der Harn wird mit aqua dest. auf ein Volumen von 5 ccm 
gebracht. Einige Tropfen der Kaliumkarbonatlosung sowie 3 Trop. 
fen Oktylalkohol werden zum Verhindern des Schaumens hinzu
gegeben. Nach Zusammensetzung der Apparatur laBt man einen 
Luftstrom ca. 10 Min. hindurchgehen. Als Vorlage dient ein 
100 ccm-MeBkolben, der 20 ccm aqua dest. und 2 ccm 0,1 n Saure 
enthiilt. 

Die Bestimmung entspricht dem fiir die Gesamt-N-Bestim
mung beschriebenen kolorimetrischen Verfahren von Folin
Farmer (s. S. 425). 

Bestimmung des Kalziums. 

1m 24stiindigen normalen Harne werden etwa 0,07-0,3 g Ca 
(als CaO berechnet etwa 0,1-0,4 g) ausgeschieden. 

Qualitativer Nachweis. 

Eine Harnprobe wird durch Ammoniak alkalisch gemacht, 
wobei Kalzium und Magnesium als Phosphate ausfallen. Der 
Niederschlag wird abfiItriert und in verdunnter Essigsaure gelOst. 
Die Losung wird mit etwas AmmoniumchloridlOsung und dann 
mit AmmonoxalatlOsung versetzt. Kalzium fallt als oxalsaurer 
Kalk aus. 

Als Sediment findet sich Kalzium 1 

a) in stark saurem Harne: sehr selten, als Kalziumsulfat. 
Diinne lange Prismen oder an den Enden schief abgeschnittene 
Tafeln, unloslich in Ammoniak und Sauren, lOslich in viel Wasser. 
Als Urat vgl. S. 537; 

b) in schwach saurem Harne: als sekundarer phosphorsaurer 
Kalk CaHPO,,· H 20. Keilformige oder spieBformige Kristalle 
oder Prismen, die mit ihrer Spitze zusammen liegen, Scholl en 
oder amorphe Kornchen. In Essigsaure leicht loslich (Unterschied 
gegen Harnsaure und Tyrosin); 

c) in alkalischem Harne: Trikalziumphosphat (neb en Tri
magnesiumphosphat) und Kalziumkarbonat. Trikalziumphosphat 

1 Vgl. Spaeth: 1. c. (S.355 dieses Praktikums) S.665. 
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tritt in Form weiBlicher amorpher Kornchen oder durchsichtiger 
Schollen auf. Ahnlich aussehende harnsaure Salze finden sich 
nur in saurem Harn. Beim Erwarmen wird das Phosphatsediment 
vermehrt, wahrend das Uratsediment sich lOst; Essigsaure lOst 
Phosphate, Alkalien losen nicht (im Gegensatz zu Uraten); 

d) in saurem, neutralemund alkalischem Harn als Kalzium
oxalat. Briefkuvertform, Prismen mit pyramidalen Endflachen, 
runde oder ovale Scheib en mit feiner radiarer Streifung. UnlOs
lich in Essigsaure, lOslich in Salzsaure, nach Zusatz von Lauge 
zur salzsauren Losung als Oxalat wieder in Oktaedern ausfallend. 
Durch Zusatz von Schwefelsaure in nadelformige Kristalle von 
Gips umwandelbar. 

Quantitative Bestimmnng. 

Gravimetrische Bestimmung des Kalziums nach 
McCrudden!. 

Prinzip. Kalzium wird unmittelbar im Harn als Oxalat aus
gefallt und als CaO gewogen. Bei Untersuchung eiweiBhaltiger 
Harne solI der Harn vorher verascht werden (s. S. 348). 

Reagentien. 1. Ammoniumoxalat16sung 3%ig. und O,5%ig. 2. Salz~ 
saure konz. 3. Oxalsaurelosung 2,5%ig. 4. Natriumazetatlosung 20%ig. 
20 g krist. Natriumazetat (kristallwasserhaltig) werden ad 100 ccm gelost. 
5. Alizarinlosung, verdiinnt. 6. Ammoniumhydroxydlosung konz. 

A usfiihrung. 1st der Harn alkalisch, so ist er neutral oder 
leicht sauer gegen Lackmus oder AlizarinlOsung zu machen. 
Neutraler oder leicht saurer Harn wird filtriert. Zu 200 ccm des 
schwach lackmussauren, filtrierten, in einer Flasche befindlichen 
Harnes gibt man 10 Tropfen konz. Salzsaure. 1st der Ham aber 
stark sauer, so ist er mit Ammoniak gerade alkalisch und dann 
mit Salzsaure gerade wieder sauer zu machen. (Die wolkige Phos
phattriibung, die sich beim Alkalisieren des Harnes bildet, kann 
evtl. als Merkzeichen fUr die Reaktion dienen.) Dann werden 
10 ccm2,5%ig. Oxalsaure und 8 ccm 20%ig. Natrium
azetatlOsung zugefiigt; die Fla~che wird verschlossen und die 
Mischung kraftig und anhaltend ca. 10 Min. geschiittelt. Das 
ausgefallene Kalziumoxalat wird durch ein kleines quantita
tives Filter abfiltriert und mit 0,5%ig. Ammoniumoxalatlosung 
chlorfrei gewaschen. 

1 J. of biol.Chem. 7,83 (1909/10); 10, 187 (1911/12). Vgl. Folin: Labor. 
Manual 1. c. (S.328 dieses PraktikuIDS) S. 213. 
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In der Asche von Fazes wird nach Looon derselben in 
Salzsaure das Kalzium in gleicher Weise bestimmt, wie fUr stark 
saure Harne angegeben. Es ist zu beachten, daB die Neutrali
sation unter Anwendung eines Indikators erfolgen muB, daB nach 
Zufiigung der 10 ccm Oxalsaure ein "Ober.schuB von 3%ig. Am· 
moniakoxalatlo3ung hinzuzugeben ist und daB statt 8 ccm 15 ccm 
der 20%ig. NatriumazetatlOsung angewandt werden miissen. Der 
Niederschlag wird getrocknet und mit Filter im gewogenen Platin
tiegel verbrannt. Nach Erhitzen im Geblase wird bis zur Gewichts
konstanz gewogen. 

Berechnung. Da 56,07 Gewichtsteile CaO 40,07 Gewichts
teilen Ca entsprechen, so erhalt man durch Multiplikation mit 

:~:~~ = 0,714 aus dem Gewicht des Riickstandes (CaO) das Ge

wicht an Kalzium in der untersuchten Harnmenge. 

Titrimetrische Bestimmung des Kalziums nach 
Tisdall und Kramerl. 

Prinzi p. Das Kalzium wird in der HarnaschenlOsung als 
Oxalat gefallt und dieses durch Titration mit Permanganat be
stimmt. 

Reagentien. 1. Ammoniak lO%ig. 10 ccm konz. Ammoniaklosung 
werden mit aqua dest. ad 100 ccm aufgefiillt. 2. Ammoniak 2 % ig. Losung. 
2 ccm Ammoniaklosung konz., verdiinnt ad 100 ccm. 3. Schwefelsaure ca. 1 n. 
50 ccm konz. Schwefelsaure pro analys. werden mit Wasser ad 1000 ccm ver
diinnt. 4. Oxalsaure ca. 1 n. 63 g Oxalsaure (Kahlbaum) werden mit aqua 
dest. ad 1000 ccm gelOst. 5. Gesattigte NatriumazetatlOsung. Das Salz wird 
im VberschuB in Wasser eingetragen, die Losung iiber Nacht stehen 
gelassen und die iiberstehende Fliissigkeit abfiltriert. Das Praparat muB 
kalziumfrei sein. 6. KaliumpermanganatlOsung 0,01 n. Die Permanganat
lOsung (durch Verdiinnen von 0,1 n PermanganatlOsung bereitet), ist 
nicht haltbar. Ihr Faktor ist bei jeder Bestimmung gegen die 0,01 n 
Oxalat·StandardlOsung festzustellen. 7. NatriumoxalatlOsung 0,01 n. 6,7 g 
Natriumoxalat (nach Sorensen, Kahlbaum) werden in aqua dest. gelOst, 
mit 5 ccm konz. Schwefelsaure versetzt und mit aqua dest. ad 1000 ccm 
aufgefiillt. Die Losung dient als Stammlosung; sie ist 0,1 n und halt sich 
unbegrenzt. Die 0,01 n Losung wird durch Verdiinnung der Stammlosung 
aufs lOfache hergestellt; sie ist mindestens 2 Monate haltbar. 8. Phenol. 
phthaleinlOsung, 1 % ig. alkoholische Losung. 

A usfiihrung. a) Veraschung des Harnes. 50 oder 100 ccm 
Harn werden in einer Platinschale eingedampft und nach Stolte 
verascht (s. S. 348). Die Asche wird auf dem Wasserbade mit 
10 ccm 0,5 n HCI behandelt. Die Losung wird durch ein quanti-

1 J. of bioI. Chern. 48, 1 (1921). 
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tatives Filter von etwa 11 cm Durchmesser, das mit 20-30 ccm 
0,5 n HOI gewaschen worden ist, in einen 50 oder lOO ccm MeB
kolben filtriert. Dies wird so oft wiederholt, bis die Lasung auf 
das Ausgangsvolumen des Harnes gebracht worden ist. 

b) Veraschung der Fazes. 5 ccm des Stuhlaschen-Ex
traktes werden ad 50 ccm mit aqua dest. verdiinnt. Von der 
Verdiinnung werden 1-4 ccm zur Analyse angewandt. 

1-4ccm, gewohnlich 2 ccm der salzsaurenHarnaschenlasung 
werden in einem graduierten, sorgfaltig mit Bichromat-Schwefel
saure gereinigten Zentrifugenglaschen mit aqua dest. auf 3-4 ccm 
gebracht und mit 1 Tropfen PhenolphthaleinWsung und so viel der 
10 % ig.AmmoniaklOsung versetzt, daB die Lasung alkalisch reagiert. 
Dann wird mit ca. n H 2SO 4 die Reaktion gerade sauer gemacht, so 
daB evtl. ausgefallene Phosphate sich wieder lOsen. 1 ccm der ca. 
n Oxalsaure und hierauf tropfenweise 1 ccm der filtrierten gesattig
ten Natriumazetatlasung werdenhinzugegeben. N ach Durchmischen 
und %stiindigem Stehen wird 10 Min. mit einer guten Zentri
fuge zentrifugiert. Die iiberstehende Fliissigkeit wird mittels kapil
laren Hakchens (vgl. Kaliumbest. nach Kramer-Tisdall, S.358) 
bis auf ca. 0,3 cern entfernt. Der zuriickbleibende Niederschlag 
wird durch Umriihren aufgeriihrt und 2 % ig. Ammoniak unter 
Abspiilung der Zentrifugenglaswandung hinzugegeben, bis das Vo
lumen der Lasung 4 ccm betragt. Dann wird wieder 5 Min. zentri
fugiert und das Waschen zweimal wiederholt. Nach dem dritten 
Waschen wird die iiberstehende Fliissigkeit entfernt und das 
Zentrifugenglas nach Zugabe von 2 cern ca. n H 2S04 im sieden
den Wasserbade einige Minuten erwarmt. Die Lasung wird mit 
0,01 n KaliumpermanganatlOsung mittels einer Mikrobiirette ti
triert, bis eine Rosafarbung wenigstens 1 Min. bestehen bleibt. 

WeiB& Hintergrund und gutes Licht sind notwendig. Man 
bestimmt, wieviel von der Permanganatlasung man braucht, um 
unter gleichen Bedingungen in einem gleichen Volumen Wasser 
dieselbe Farbtiefe zu erzeugen (Leerwert meist etwa 0,02 ccm). 

Berechnung. Die Anzahl verbrauchter ccm 0,01 n Per
manganatlasung (gewahnlich 0,5-2ccm abziiglich des Leerwertes), 
multipliziert mit 0,2, ergibt die Milligramme Kalzium der Be
stimmung. 

Nach der Gleichung 

5CaC2 0, + 2KMnO, + SHaSO, = 10C02 + K2 SO, + 2MnS04 

+ SHaO + 5 CaSO, 

entspricht 1 Mol KMn04 } Grammatomen Kalzium: 

Rona-Kleinrnann, Blut u. Harn. 24 
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1 ccm 0,01 n KMn04-Losung enthiiJt den 1000.1100.5 ten Teil 

eines Moles, entspricht also 2.1O~~~~00.5 = 0,2 mgCa. 

Bestimmung des Magnesiums. 
1m 24 stiindigen normalen Harn des Erwachsenen werden etwa 

0,06-0,18g Magnesium (etwa O,1-0,3g MgO) ausgeschieden. 

Qualitativer Nachweis. 

1. Die Harnprobe wird mit Ammoniak versetzt, wobei Kalzium. 
phosphat und Ammoniummagnesiumphosphat ausfallen. Der 
Niederschlag wird abfiltriert, in Essigsaure ge16st und die Losung 
mit Ammoniumchlorid und Ammoniumoxalat versetzt, wodurch 
Kalzium als Oxalat ausgefallt wird. Es wird abfiltriert und das 
Filtrat ammoniakalisch gemacht. Magnesium falIt als Magnesium
ammoniumphosphat aus. 

2. Als Sediment findet sich Magnesium 1: 

a} im sauren Harne: als Magnesiumurat (vgl. S. 531); 
b} im alkalischen Harne: als Tripelphosphat, Ammonium

inagnesiumphosphat, NH4MgP04 ·6 H 20. GroBe 3-6seitige Pris
men (Sargdeckelform oder Schlittenform, seltener Farnkraut
wedel, Federfahnen). Auffallend als das Sediment oder den Harn 
iiberziehende glanzende Haut. In Essigsaure loslich. 

Selten im alkalischen, nicht ammoniakalischen Harn Magne
siumphosphat, Mg3P04 '2 H 20. GroBe, langliche, rhombische 
Tafeln. Loslich in Essigsaure. 

Quantitative Bestimmung. 

Gravimetrische Bestimmung des Magnesiums nach 
McCrudden 2. 

, Prinzi p. Das Magnesium wird nach Ausfallung des Kalziums 
unmittelbar im Harne als Magnesiumammoniumphosphat gefallt 
und als pyrophosphorsaures Magnesium gewqgen. Bei Untet
suchung eiweiBhaltiger Harne solI der Harn zuerst verascht werden 
(siehe S. 348). 

1 VgI. Spaeth: 1. C. (S.355 dieses Praktikums.) S.665. 
2 J. of bioI. Ohem. 7,83 (1909/10); 10, 187 (1911/12). VgI. auchFo Ii n; 

Laborat. Manual 1. C. (8. 328 dieses Praktikums) S. 213. 
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Reagent~en. 1. AIle Losungen zur gravimetrischen Kalziumbestim
mung nach McCrudden. 2. Primare Natriumphosphatlosung 2%ig. 3. Sal
petersaure konz. 4. Natriumzitratlosung 5%ig. 5. Ammoniaklosung verd. 
spez. Gew. 0,96. 6. Alkoholische Ammoniaklosung. 1 Vol.-Teil Alkohol; 
1 Vol.-Teil verd. Ammoniak und 3 Vol.-Teile Wasser. 

A usfiihrung. Der Harn wird zunachst genau so behandelt 
wie bei der Kalziumbestimmung nach McCrudden beschrieben 
worden ist. Das Filtrat yom Kalziumoxalatniederschlag mitsamt 
der Waschfliissigkeit, die das Magnesium enthalt, wird nach Zu
gabe von 20 cern konz. Salpetersaure fast zur Trockne abgedampft. 
Wenn der Riickstand nahezu trocken geworden ist und sich keine 
Dampfe von nitrosen Gasen mehr entwickeln, werden 10 cern konz. 
Salzsaure zugefiigt. Die Mischung wird wieder beinahe bis zur 
Trockne gebracht, mit Wasser auf, etwa 80 cern aufgefiillt, mit 
Ammoniak nahezu neutralisiert und dann abgekiihlt. 1st kein Eisen 
zugegen, wie gewohnlich bei Harnuntersuchungen, so wird geniigend 
NatriumphosphatlOsung zugegeben, urn alles Magnesium auszu
fallen. Ein geringer VberschuB des Fallungsmitteis soIl vorhan
den sein. Dann wird Ammoniak tropfenweise unter Umriihren 
hinzugefiigt, bis die Losung alkalisch wird und unter standigem 
Riihren weiter Ammoniak hinzugegeben, bis die Losung ein Viertel 
ihres Volumens an Ammoniak yom spez. Gew. 0,96 enthalt. Die 
Losung bleibt iiber Nacht stehen, wird filtriert und mit alkoholi
scher Ammoniaklosung (s. Reagentien 6) gewaschen. Nach Trock
nung wird das Filter im Platintiegel unter geniigenderLuftzufuhr, 
urn Reduktionen zu vermeiden, verbraIint. 

1st aber Eisen vorhanden, wie mitunter bei Stuhlaschen, so 
werden 0,5-1 cern 5%ig. NatriumzitratlOsungl vor Ausfallung 
des Magnesiums zur Losung hinzugegeben. Dann faIIt man das 
Magnesium wie angegeben und filtriert es abo Der Niederschlag 
wird einigemal durch Dekantieren gewaschen, auf dem Filter 
und im GefaB mit verd.' Salzsaure gelOst, das Filtrat mit aqua 
dest. auf 80 cern gebracht, mit 0,5-1 cern 5% ig. Natrium
zitratlosung versetzt und nochmals wie beschrieben gefallt. Nun 
wird der Niederschlag wie bei der eisenfreien Bestimmung fil
triert, gewaschen und gewogen. Zum SchluB gliiht man 
Y4 Stunde mit dem TecIubrenner. Wird der Tiegelinhalt nicht 
vollig weiB, so wird er nach Spaetha mit etwas Ammonium. 
nitrat und aqua dest. oder mit einigen Tropfen Salpetersaure vor
sichtig erwarmt und ~ann gegliiht. 

1 Es entstehen dabei komplexe Eisenzitratverbindungen, die durch 
Ammoniak nicht gefallt werden. 

2 l. c. (S. 355 dieses Praktikums) S. 73. 
24* 
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Bereehnung. Da 2 Mol Mg (24,32 ·2) I Mol Mg2P 20 7 (222,72) 
entspreehen, so gibt das Gewicht des Mg2P 20 7, multipliziert mit 
0,2184, die gefundene Magnesiummenge. 

Titrimetrisehe Bestimmung des Magnesiums naeh 
Tisdall und Kramer l • 

Prinzip. Naeh Ausfallung des Kalziums als Oxalat wird das 
Magnesium als Magnesiumammoniumphosphat niedergesehlagen. 
Dureh Auflosen in einem UberschuB von HOI wird Phosphorsaure 
frei, die mit Natronlauge zu NaH2P04 titriert wird (Umschlags
punkt pH 4,4). 

Reagentien. 1. Ammoniaklosung 1:10. 10 cem konz. (NH,)OH. 
Lasung werden mit aqua dest. ad 100 cem aufgefiillt. 2. Sehwefelsaure 
4 n. 3. AmmoniumoxalatlOsung, gesattigt. 4. AmmoniumphosphatlOsung 
[(NH')2HPO,] 10% ig. 5. AmmoniumhydroxydlOsung konz. 6. Alkohol 
30% ig. 7. Coehenilletinktur. 1 Teil zerriebener Co chenille werden mit 
10 Teilen 25%ig. Alkohol digeriert. 8. Phenolphthalein 1 % ig. alkohol. 
Lasung. 9. Salzsaure 0,1 n. 10. Natronlauge 0,1 n. 

Ausfiihrung. 25-50 eem einer Harnasehenlosung (oder 
10-30 cem des Stuhlextraktes), die, wie bei der Kalziumbe
stimmung naeh Tisdall und Kramer S. 368 angegeben, herzu
stellen ist, werden in einem 100 ecm-Becherglas mit einem Tropfen 
Phenolphthalein- und der Ammoniaklosung bis zur gerade alka
lischen Reaktion versetzt. Dann wird 4 n H 2S04 hinzugefiigt, 
bis die Losung sauer reagiert und ausgefallene Phosphate sich 
wieder ge16st haben. Nach Zusatz von 5 ccm ges. Ammoniumoxa
latlosung (10 ccm bei Stuhlextrakten) wird die Losung umge
riihrt und 15 Min. stehen gelassen. Kalzium fallt als Oxalat 
aus. Nunmehr werden I ecm 10% ig. (NH4)2HP04- und 5 ecm 
konz. NH40H-Losung zugesetzt. Die Mischung wird sorgfaltig 
durehgeriihrt, I Stunde stehen gelassen und durch ein quantita
tives Filter (Schleicher und Sehiill, 9 em Durchm.) filtriert. Der 
Niederschlag wird mit Hil£e der Ammoniaklosung iibergespiilt, 
die dann dureh 4maliges Wasehen mit 30% ig. Alkohol verdrangt 
wird. Das Filter wird in einem 100 eem-Beeherglase in ea. 30 eem 
warmem Wasser mittels eines Glasstabes durehgeriihrt. Hierauf 
werden 3 Tropfen Ooehenilletinktur und 0,1 n HOI im Uber
sehuB (gewohnlieh 5 eem) genau abgemessen hinzugefiigt.Nach 
5 Min. wird die Misehung mit 0,1 n NaOH aus einer Mikrobiirette 
titriert, bis die Farbe von leieht gelb zu purpur umsehlagt. Die 
Titration ist auf I Tropfen genau. 

1 J. of bioI. Chem. 48, 8 (1921). 
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Berechnung. Die ccm-Zahl zugegebener 0,1 n HOI abzuglich 
der ccm-Zahl verbrauchter 0,1 n NaOH entspricht der gleichen 
ccm-Zahl einer 0,1 n Magnesiumlasung, da nach der Formel 

NH,MgP04 + 3HCl = NH,Cl + MgC12 + H3 PO, 

und nach der Titration von H 3P04 zu NaH2P04 ein Aquivalent 
Magnesium einem Aquivalent H entspricht. Da 1 ccm 0,1 n Mg
Lasung 1,21 mg Mg enthiilt, so ergibt die Multiplikation der 
ccm-Zahl verbrauchter Saure mit 1,21 die Milligramme Magne
sium in der Bestimmung. Der Fehler der Methode liegt inner
halb 3%. 

Bestimmung des Eisens. 
1m normalen, menschlichen 24stundigen Ham sollen nach 

Angabe verschiedener Autoren kleine Eisenmengen (etwa 1-5 mg) 
in organischer Bindung ausgeschieden werden. Nach neuesten 
Untersuchungen (Lintzel) ist im normalen Ham kein Eisen vor
handen. 

Qualitativer Nachweis. 

Fur diesen gelten samtliche V orsichtsmaBregeln sowie die 
Vorschriften zur Reinigung der Reagentien wie unter "Quanti
tative Bestimmung" angegeben. Der Ham wird trocken verascht 
und die Asche in eisenfreier (gereinigter s. S. 377) Salzsaure gelost. 
Ein Teil der Losung wird nach dem Aufkochen mit einigen 
Tropfen Salpetersaure 

1. mit RhodankaliumlOsung versetzt: Rotfarbung. 
2. mit etwas Ferrozyankaliumlosung versetzt: Blaufarbung 

(Berliner Blau). 
3. nach Neutralisation mit Ammoniak und Schwefelammon 

versetzt: schwarze Fallung (Schwefeleisen). 

Quantitative Bestimmung. 

Jodometrische Eisenbestimmung nach Neumann 1, 

modifiziert nach Hanslian 2 und Lin tze13. 

Prinzip. Nach nasser Veras chung aller organischen Substanz 
wird in der Lasung der Hamasche bei ammoniakalischer Reaktion 

1 Z. physioi. Chem. 37, 120 (1902/03); 43, 33 (1904/05). 
2 Abderhaldens Arbeitsmethoden, VI, 376 (1912). 
3 Z. BioI. 87, 157 (1928). 
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ein Niederschlag von Zinkammoniumphosphat erzeugt. Dieser 
Niederschlag reiBt quantitativ alles Eisen mit. Nach Losen des
selben in Salzsaure werden gemaB der Umsetzung 2FeCla + 2KJ 
= 2FeCl2 + 2KCl + J 2 durch Zusatz von Jodkalium aquiva
lente Mengen Jod frei gemacht und nach Starkezusatz mit einer 
eingestellten ca. 0,004 n Thiosulfatlosung titriert. 

Reagentien. 1. Sehwefelsaure puriss. pro analysi. 2. Salpetersaure 
(Reagens-Salpetersaure 1,4 Merck). Eine Priifung der zur Verasehung 
dienenden Sauren auf Eisenfreiheit mit Ammoniumrhodanid direkt ist 
nieht beweisend, da Salpetersaure dureh Anwesenheit von Nitriten eben
falls eine Rotfarbung mit Ammoniumrhodanid geben kann, ohne Eisen 
zu enthalten. Ein Eisengehalt der Sehwefelsaure kommt bei dem in der 
Analyse zu verwendenden Volumen von 15 eem nieht in Frage. Dagegen 
ist die Salpetersaure wie folgt zu priifen: 

50 eem der Saure werden mit einigen eem konz. Sehwefelsaure im Rund
kolben eingedampft, der Riiekstand wird mit lO eem Wasser aufgekoeht, 
mitAmmoniak alkaliseh gemaeht und mit einigen eem farblosenAmmonium
sulfides versetzt. Beim Erhitzen im Wasserbad fallt Eisensulfid in Floeken 
aus, die abfiltriert, gewasehen und in Salzsaure gelOst werden. Die Losung 
wird mit einigen Kristallehen Kaliumehlorat. gekoeht und naeh .dem Ab
kiihlen mit Rhodanammonium kolorimetriseh ausgewertet (s. kolorimetr. 
Eisenbestimmung naeh Lintzel, S.378). 3. EisenehioridlOsung, enthaltend 
2 mg Fe in lO eem. 20 eem der Freseniussehen EisenehioridlOsung (Kahl
baum), welehe lO g Fe im Liter enthalt, werden mit etwa 2 eem konz. 
SaIzsaure versetzt und dann ad 1000 eem aufgefiillt. Die Losung ist in 
brauner Flaseheaufbewahrt haltbar. 4. ThiosulfatlOsung ca. 0,004n; etwa 40g 
Natriumthiosulfat zu lOOO eem gelOst geben in brauner Flasehe aufbewahrt 
eine haltbare Stammlosung. Diese Losung wird zum Gebraueh auf das 
40faehe verdiinnt. Ihr Titer ist wie folgt einzustellen. 

4 eem der konz. Salzsaure und 2 eem Standardeiseniosung = 0,4 mg Fe 
werden mit verdiinnter Natroniauge versetzt, bis die Losung gegen 
Kongopapier noeh deutlieh sauer reagiert (etwa ebenso stark wie gegen 
0,01 n Hel). Die Losung wird auf 50 eem gebraeht und naeh Starkezu
satz, 30 Minutenlangem Kohiensauredurehieiten und Jodkalizusatz titriert, 
wie in "Ausfiihrung" bei der Eisentitration besehrieben jst. Es wird die 
Eisenmenge, die 1 eem Thiosulfatiosung entsprieht, ermittelt. 5. Starke
losung. I g'losliehe Starke (Sehering) wird in 500 eem siedendem Wasser 
gelost und 10 Min. gekoeht. 6. Zinkreagens. Etwa 25 g Zinksulfat und lOO g 
sekund. Natriumphosphat (puriss. pro analysi Kahibaum) werden jedes fiir 
sieh in Wasser gelost und in einem 1 Liter-MeBkoiben vereinigt. Der ent
standene Niedersehiag von 1 Zinkphosphat wird mit Sehwefelsaure gerade 
gelOst und die Losung zu lOOO eem mit aqua dest. aufgefiillt. 7. Jodkalium, 
neutral, pro analysi. (Das Praparat soll, in 20 Teilen Wasser gelOst, mit 
StarkelOsung und etwas verdiinnter Sehwefeisaure versetzt, innerhalb 
einer Minute keine Andeutung von Blaufarbung zeigen.) 8. Verdiinnte Hel 
(aus Hel Merck puriss.). 9. Verdiinnte Natronlauge (aus Natriumhydroxyd 
puriss. e natrio in bacillis Merck hergestellt.) .. 10. RhodankaliumlOsung 
ca. 40% ig. II. Kohiensaure (aus Bombe). 

Apparate: Bangsche Mikrobiirette. 

A usfiihrung. 500 ccmHarn werden mit 50 ccm konz. Salpeter
saure gemischt und im Kjeldahlkolben eingedampft. Hierbei ist 



Bestimmung des Eisens. 375 

die Technik zu beachten, die in dem Abschnitt: "Nasse Ver
aschung nach Neumann", S. 350, beschrieben ist. 

Nach Einengen auf etwa 50 ccm wird erst mit 30 ccm Saure
gemisch (Salpetersaure-Schwefelsaure zu gleichen Teilen), dann 
mit Salpetersaure nach Bedarf verascht. Die nach dem Abkiihlen 
farblose Aschenlosung wird mit Wasser verdiinnt und 3/4 Stunden 
gekocht, um die gebildete Nitrosylschwefelsaure zu zeraetzen. 
Dann wird die Fliissigkeit in einen 1 Liter-Rundkolben iiber
gespiilt und mit 10 ccm Standardeisenlosung, entsprechend 2 mg Fe, 
versetzt. 

Von getrockneten Fazes werden 3-5 g genommen. Es sollen 
in der Analyse etwa 2-3 mg Fe vorhanden sein. Hat man merk
lich weniger Eisen in der Analyse, so gibt man vorher wie beim 
Harn 10 ccm EisenchloridlOsung hinzu; nur dann erhalt man eine 
vollstandige, der Eisenmenge entsprechende J odabscheidung. Die 
zugefiigte Menge Fe ist von dem Analysenergebnis abzuziehen. 

Die klare Losung versetzt man mit 20 ccm Zinkreagens (20 cem 
reichen fiir 5-6 mg Fe) und fiigt unter Abkiihlung zuerst konz. 
Ammoniaklosung und, wenn annahernd neutrale Reaktion erreicht 
ist, verdiinnte Ammoniaklosung hinzu, bis der beim Zutropfen 
sich bildende weiBe Zinkniederschlag beim Umschiitteln be
stehen bleibt. Man fahrt mit der Ammoniakzugabe vorsichtig 
fort, bis der weiBe Niederschlag gerade wieder verschwindet. 
Hat man in der Losung Erdalkaliphosphate, so bleibt ein Nieder
schlag bestehen und das Merkzeichen, welches durch Losen des 
Zinkphosphates gegeben wird, fallt fort. Doch kann man gewohn
lich den flockigen Zinkniederschlag von der Erdalkaliphosphat
fallung unterscheiden. Sonst verfahrt man so, daB man die Lo
sung gegen Lackmuspa pier schwach ammoniakalisch macht. Dann 
erhitzt man auf dem Baboblech zum Sieden und nach Eintritt 
einer kristallinischen Triibung noch etwa 10 Min. StoBen der 
Fliissigkeit (Vorsicht!) verhindert man durch starkes Sieden. Der 
kristallinisch abgeschiedene Niederschlag setzt sich schnell ab 
und kann durch Dekantieren abgetrennt werden. 

Hierzu gieBt man die Losung heiB durch ein Filter von 6 bis 
7 cm Durchmesser (nicht groBer!) und priift eine kleine Probe 
des Filtrates durch Salzsaure- und Rhodankaliumzusatz auf 
Eisen. Entsteht eine deutliche Rotfarbung, so gieBt man das 
Filtrat in den Kolben zuriick, erhitzt weiter und wiederholt die 
Priifung. 1st das Filtrat wiederum nicht eisenfrei,so muB die 
Bestimmung mit einer geringereq Menge Ausgangssubstanz wieder
holt werden, da mehr als 20 ccm Zinkreagens nicht angewandt 
werden sollen. 
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Bei Eisenfreiheit wascht man den Niederschlag im Rund
kolben 3mal durch Dekantieren mit heiBem Wasser. Das letzte 
Waschwasser darf, wenn 5 cem von ihm mit einigen Kristallen 
Jodkalium, Starkelosung und einem Tropfen Salzsaure versetzt 
werden, keine oder nur eine auBerst sehwaehe Violettfarbung zeigen 
(Priifung auf Jod freimachende Substanzen, z. B. salpetrige 
Saure). 

Man lOst den Niedersehlag in 20 eem 25 % ig. Salzsaure und 
erwarmt in einer Sehale mit dieser Losung das Filter, dureh das 
man filtriert hat, indem man es auf einem Wasserbade etwa 
10 Min. unter Zerteilen mit einem Glasstabe erhitzt, spiilt 
den Rundkolben mit 20 eem Wasser, gibt diese ebenfalls zu dem 
Sehaleninhalt und filtriert durch ein kleines Filter in einen 250 cem
MeBkolben mit eingesehliffenem Stopfen. Man waseht die ge
brauehten Gerate und das Filter so lange mit heiBem Wasser, bis 
das Filtrat mit Rhodankalium und Salzsaure keine Rotfiirbung 
mehr zeigt. (Gewohnlich betragt das Filtrat dann 200 cem.) 

Nunmehr wird zu den vereinigten Filtraten Natronlauge 
hinzugegeben, bis eine Triibung aus Zinkphosphat auf tritt, diese 
dureh 2-3 Tropfen verdiinnter Salzsaure eben in Losung gebraeht 
(kongosauer) und das Ganze bei Zimmertemperatur zu 250 eem 
mit aqua dest. aufgefiillt. 

Von der Losung pipettiert man 50 eem in ein 100 eem-Kolb
chen mit eingesehliffenem Stopfen, gibt 5 eem Starkelosung hinzu, 
verdrangt die Luft dureh mindestens 30 Min. langes Kohlen
saureeinleiten, fiigt 3 g J odkalium hinzu, versehlieBt, sehiittelt 
dureh und titriert naeh 20 Min. langem Stehen das ausgesehiedene 
Jod mittels Mikrobiirette mit ThiosulfatlOsung. Dann leitet man 
wiederum Kohlensaure ein, versehlieBt das Kolbehen und be
obachtet, ob eine Blaufarbung erneut eintritt. Es soll dies erst 
nach stundenlangem Stehen geschehen. 

Tritt jedoeh naeh der Entfarbung bei der Titration erneut eine 
Blaufarbung ein, so titriert man mit Thiosulfat und beobachtet 
weiter. Erseheint noehmals eine Blaufarbung, so wiederholt man 
die Analyse mit 50 ccm Losung unter Zugabe von 5 g Jodkali. 

Von 2 gelungenen Parallelbestimmungen ist der Durehsehnitts
wert zu nehmen. 

Bereehnung. Sie ergibtsich unmittelbar aus dem Faktor der 
ThiosulfatlOsung. Diese ist so eingestellt worden, daB er
mittelt wurde, wieviel von der ThiosulfatlOsung 0,4 mg Eisen 
entsprechen. Diese Menge sei a. I cem ThiosulfatlOsung ent-

spricht dann 0,4 mg Fe und die bei der Bestimmung verbrauehte 
a 
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Menge x ccm x·0,4 mg Fe. Es ist bei Umrechnung auf Harn zu 
a 

beriicksichtigen, daB nur der fiinfte Teil des Ausgangsvolumens 
zur Bestimmung verwandt wurde. 

Kolorimetrische Bestimmung des Eisens nach Lachs 
und FriedenthaP. 

Prinzip. Die zu untersuchende Losung (bzw. organische Sub
stanz) wird trocken verascht, die Asche gelOst und mit Ammonium
rhodanid versetzt. Das bei Anwesenheit von Eisen sich bildende 
blutroteRhodaneisen wird mit einer gemessenenMengeAther bzw. 
Essigester(indemderFarbstoffhaltbarist)ausgeschiitteltundgegen 
eine Standardlosung kolorimetrisch gemessen. Die Methode kommt 
zur Anwendung, wenn Ag, Hg, Co, Fluoride und Phosphate (diese 
iiber 0,05 g im Bestimmungsvolumen) nicht zugegen sind, die die 
Farbreaktion beeinflussen wiirden. 

Reagentien. 1. Salzsaure 6 n puriss. eisenfrei. 2. Rhodankalium-
16sung konz. (kurz aufzukoehen). 3. Essigester. 4. Fe-Standard16sung: 
0,7000 g reines Eisenammoniumsulfat FeS04(NH4)2S04' 6 H 20 werden in 
ca. 100 cem aqua dest. ge16st. 5 cem Sehwefelsaure, spez. Gew. 1,84, wer
den hinzugefiigt, worauf die Liisung warm mit Permanganat16sung bis zur 
vollstandigen Oxydation versetzt wird. Nach dem AbkUhlen wird ad 
1000 eem mit aqua dest. aufgefiillt. Von der Liisung, die 0,1 mg Fe pro cem 
enthalt, werden Verdiinnungen hergestellt, die absteigend eine geometrisehe 
Reihe zwischen den Konzentrationen 0,1-0,005mg pro cemgeben. (Vgl. 
Absehnitt Kolorimetrie S.336.) Die R~agentien 1. und 2. lassen sich 
dureh Aussehiitteln mit Essigester oder Ather naeh Rhodankaliumzusatz 
von Verunreinigungen an Eisen befreien. 

Apparate. 1. Reagenzglaser aus klarem Glase in viillig gleieher, liehter 
Weite. 2. Tondreieek (zur Aufnahme des Verasehullgstiegels) mit Kupfer
drahten an Stelle von Eisendrahten. DreifuB, Mikrobrenner und Qeblase
brenner sollen aus Messing bestehen. 3. evtl. Heraeus-Ofen. 

Aile benutzten Gerate sind von eisenhaltigen Verunreinigungen dureh 
Abspiilen mit salzsaurehaltiger konz. Rhodankaliumliisung auszuspiilen. 

A usfiihrung. 5-10 ccm Harn werden in einem Tiegelchen vor
sichtig eingedampft und verascht. Die weiBe Asche wird mit einem 
Tropfen konz. HNOa abgeraucht, mit 1 ccm 6 n HCI und 1 ccm 
Wasser aufgenommen, mit 1 ccm konz. RhodanammoniumlOsung 
versetzt und mit 1 ccm Ather ausgeschiittelt. Nach Schonhei
mer und Oshima 2 ist es zweckmaBiger, an Stelle des Athers 
Essigester anzuwenden, da in diesem die Rotfarbung halt bar ist. 
Man vergleicht die Farbe mit einer Reihe StandardlOsungen, die 
0,1-0,005 mg Eisen pro ccm enthalten und vollig gleichartig 
behandelt sind. Die Vergleichsreihe ist zuerst in groBeren Stufen 

1 Bioehem. Z. 32, 130 (1911). 2 Z. physiol. Chern. 180, 254 (1929). 
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anzuordnen und erst bei einer zweiten Bestimmung einzuengen. 
Stets ist eine Blindbestimmung mit den Reagentien allein aus
zufiihren. 

Kolorimetrische Bestimmung des Eisens nach LintzeP. 

Prinzip. Das Eisen wird nach nasser Veraschung der organi
schen Substanz als Sulfideisen gefaJlt und als Rhodaneisen kolori
metrisch bestimmt. Da die zusammen mit demEisensulfid aus
fallenden Phosphate die Rhodanreaktion staren, wird eine Tren
nung des Eisens von Kalziumphosphat durch Ausfallung als Ferri
phosphat in essigsaurer Lasung in den Analysengang einge
schaltet. 

Reagentien. 1. Schwefelsaure und Salpetersaure zur Veraschung 
(s.Veraschung nach Neumann, S.350). 2. Ammonsulfid 10% ig. 3. Verd. Hel 
aus HCl puriss. eisenfrei, ca. 0,5 n. 4. Kaliumchlorat puriss. krist. 5. Verd. 
Ammoniaklosung. 6. Ammoniumazetat 20% ig. 7. Ammoniumrhodanid-
16sung 10% ig. 50 g Rhodanammon werden in Wasser zu 500 ccm gelost, 
kurz erwarmt und filtriert. 8. Freseniussche Eisenlosung (Kahlbaum) 1,0 g 
Fe in 100 ccm. 100 ccm dieser Losung mit 5 ccm konz. HCl und H 20 ad 
5 Liter geben die Standard16sung (2 mg Fe in 10 ccm). 

Ausfiihrung. Die zu untersuchende Harnmenge, Z. B. ein 
Volumen von 500 ccm, wird nach Neumann verascht. Die zur 
Zersetzung der Nitrosylschwefelsaure 3/4 Stunden mit Wasser 
gekochte Ascheltisung wird im Veraschungskolben mit Am
moniak alkalisch gemacht und mit 5 ccm 10% ig. Ammonsulfid 
auf dem Wasserbade erhitzt, bis sich iiber dem gebildeten 
Niederschlag eine klare, gelbe Fliissigkeit bildet. Der Niederschlag 
besteht aus Erdalkaliphosphaten, die bei normalem Harn weiB, 
bei Gegenwart von Eisen dunkel aussehen. Man filtriert durch 
ein aschefreies Filter und wascht mit heiBem, ammonsulfid
haltigem Wasser nacho Der Trichter wird auf einen 200 ccm
Erlenmeyerkolben gesetzt. Man lOst den Niederschlag mit heiBer 
verdiinnter Salzsaure, mit der man zuvor den Veraschungskolben 
ausspiilt. Die salzsaure, von ausgefallenem Schwefel getriibte 
Lasung wird erhitzt und mit einigen Kornchen Kaliumchlorat 
bis zur Klarung oxydiert. Nach Abkiihlen wird die Lasung mit 
Ammoniak bis zur schwach kongoblauen Reaktion und mit 
5 ccm einer 20 % ig. Ammoniumazetatlasung versetzt. Beim Er
warmen bis zum beginnenden Sieden fallt das Eisen als Phosphat 
in losen Flocken aus, wahrend die Erdalkalien in Lasung bleiben. 
Man filtriert rasch durch ein aschefreies Filter und lOst den 

kaum sichtbaren - Niederschlag, ohne nachzuwaschen, mit 

1 Z. BioI. 83, 289 (1925);.vgb auch ebenda; 87, 157 (1928). 
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heiBer verdiinnter Salzsaure, naehdem man den Triehter wieder 
auf den Erlenmeyerkolben gesetzt hat. Dureh Auftropfen von 
RhodanammonlOsung auf den Rand des Triehters (wobei der 
Eisenniedersehlag tiefrot gefarbt siehtbar wird) stellt man fest, 
wann alles Eisen fortgelOst ist. In der salzsauren Losung wird naeh 
Neutralisation mit Ammoniak die Sulfidfallung wiederholt, bei 
der, sofern Eisen vorhanden ist, das Eisensulfid in reiner Form 
grobfloekig ausfallt. Man filtriert ab, waseht naeh und lOst in 
0,5 n Salzsaure, koeht mit einigen Kornehen Kaliumehlorat bis 
zur Klarung und la13t abkiihlen. 

Die Losung mit einem Gehalt von 0,3-0,5 mg Eisen (bzw. 
ein entspreehend aliquoter Teil) wird mit 5 cern Rhodanlosung 
versetzt und mit 0,5 n HCl ad 50 cern aufgefiiIlt. 

Sie wird mit einer mogliehst farbgleiehen StandardlOsung, die 
aus Losung 8. dureh Verdiinnen mit 0,5 n HCl hergestellt ist, ko
lorimetriseh sehr raseh vergliehen, da der Farbton sieh andert. N aeh 
Sehonheimer und Oshima1ist. es besser, geringere Eisenmengen 
enthaltende Volumina anzuwenden und die nunmehr sehwaeher 
gefarbten Losungen mit Essigester auszusehiitteln und wie in der 
vorangehenden Methode angegeben, kolorimetriseh zu messen. 

Bestimmung des Chlors. 

1m normalen, 24stiindigen Harn sind etwa 6-9 g Chlor, be
reehnet als Natriumehlorid etwa 10-15 g, enthalten. 

QuaIitativer Nachweis. 

Einige cern filtrierten, eiweiBfreien Harnes werden mit ver
diinnter Salpetersaure angesauert und mit SilbernitratlOsung 
(1: 10) versetzt. Je naeh der CI-Konzentration entsteht Triibung 
oder kasiger Niedersehlag von AgCl. 

Quantitative Bestimmung. 

Titrimetrisehe Bestimmung des Chlors unmittelbar 
im Harn. 

AIle titrimetrisehen Bestimmungen des Chlorions im Harn 
sind unmittelbar nur mit eiweiBfreien Harnen durehzufiihren. 

Enthalt der Harn EiweiB (bzw. Albumosen und Muzin), so 
ist er vorher zu verasehen (vgl. S.383). 

1 1. c. S. 377 dieses Praktikums. 
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Titration nach Mohr, modifiziert von Larsson1• 

Prinzip. Die unmittelbare Titration des Chlors im Harn mit 
Silberlosung ist nicht moglich, da bei neutraler Reaktion auch 
andere Stoffe (wie Purinkorper) mit Silbernitrat reagieren. Die 
storenden Substanzen lassen sich jedoch durch Schiitteln des 
Hames mit Blu,tkohle entfernen. 1m Filtrat werden dann die 
Chloride unter Zusatz von Kaliumchromat als Indikator mit 
Silbernitratlosung titriert. . 

Reagentien. 1. Blutkohle (carbo sanguinis puriss. pro anal. Merck). 
Das Praparat ist auf Chlorfreiheit zu priifen.' 2. Gesattigte, waBrige LOsung 
von neutralem Kaliumchromat. 3. SilbernitratlOsung 0,1 n. 

Ausfiihrung. 20 ccm Ham von einem spez. Gew. bis zu 1025 
- ist das spez. Gew. hoher, so muB der Ham verdiinnt werden -
der eiweiBfrei und von saurer Reaktion sein muB, werden in 
einem Becherglase mit ca. 1 g Blutkohle versetzt, 10 Min. 
unter mehrfachem Umschiitteln stehen gelassen und durch ein 
trocknes Filter in ein trocknes Becherglas filtriert. (1st der Ham 
nicht urspriinglich sauer, so erscheint es angemessen, ihn mit 
verdiinnter, chlorfreier Salpetersaure schwach anzusauern, mit 
Kohle auszuschiitteln, nach Abfiltration der Blutkohle durch 
Zusatz reinsten Kalziumkarbonates wieder genau zu neutralisieren 
und ohne weitere Filtration zu verwenden.) Von dem Filtrat 
pipettiert man 10 cern ab, setzt einige Tropfen Kaliumchromat
Wsung hinzu und titriert mit 0,1 n AgN03 bis zur schwachen, aber 
bestehen bleibenden Braunrotfarbung (Bildung von Silberchromat). 

Berechnung. 1 ccm der 0,1 n Silbernitratlosung entspricht 
0,00354 g Cl gleich 0,00585 g NaCl. 

Titration nach Volhard2 , modifiziert nach 
Arnold3 -Salkowski'. 

Prinzip. Das Chlorion wird bei saurer Reaktion mit einem 
abgemessenen "OberschuB an Silbernitrat ausgefallt und das iiber
schiissige Silber mit Ammoniumrhodanidlosung zuriicktitriert. 
Das Ende der Riicktittation wird durch Bildung blutroten Eisen
rhodanides durch das als Indikator zugesetzte Ferriammonium
sulfat angezeigt. 

Reagentien. 1. Silberlosung 0,1 n (16,99 g Silbernitrat puriss. mit 
aqua dest. ad 1000 ccm gelost). 2. Ammoniumrhodanidlosung 0,1 n (8 g 

1 Biochem. Z. 49, 479 (1913). 2 J. prakt. Chem. 9, 217 (1874). 
a Z. physiol. Chem. 0, 81 (1881). 
4 Z. physiol. Chem. 0,285 (1881); vgl. auch Spaeth: 1. c. (S.355 dieses 

Praktikums) S.80. 
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Ammoniumrhodanid werden ad 1000 ecm mit aqua dest. gelOst. Der Titer 
der Losung wird durch Titration gegen 0,1 n Silberlosung wie unten an
gegeben ermitteIt). 3. Ferriammoniumsulfat (kalt gesattigte Losung, mit 
konz. Salpetersaure bis zum Verschwinden der Braunfarbung versetzt). 
4. Salpetersaure 30 % ig (chIor- und salpetrigsaurefrei. Salpetrige Saure 
kann durchAufkochen entferntwerden). 5. Kaliumpermanganatiosung 1: 30. 

Ausfuhrung. 10 ccm Harn werden in einem 100 ccm-MeB
kalbchen mit 3-4 ccm der 30% ig. Salpetersaure und bei starker 
Eigenfarbe mit einigen Tropfen einer Kaliumpermanganat16sung 
(1: 30) versetzt. Hierbei verschwindet nach wenigen Minuten bei 
leichtem Schutteln bzw. bei leichter Erwarmung die Farbung. Aus 
einer Burette wird genau gemessen 0,1 n Silberlasung hinzugegeben, 
so daB ein deutlicher UberschuB vorhanden bleibt (ca. 30 ccm). 
NachAuffullung auf 100ccmmit aqua dest. wird umgeschiittelt und 
durch ein trocknes Filter filtriert; yom Filtrate werden 50 ccm 
abpipettiert und nach Zugabe von 2-4 ccm Ferriammonium
sulfatlasung mit 0,1 n Rhodanammonium16sung bis zur schwachen 
aber bleibenden Rotfarbung titriert. 

Berechnung. Die verbrauchten ccm Rhodanlasung werden 
mit 2 multipliziert, da nur die Halfte des Ausgangsvolumens zur 
Bestimmung angewandt wurde und von den zugegebenen ccm 
0,1 n Silberlasung abgezogen. Hierbei ist der Faktor der Rhodanid
lasung zu beriicksichtigen. Die Differenz gibt die zur Ohlorfallung 
ver bra uchten ccm Silberlasung. 1 ccm 0,1 n AgOl-Lasung entsprich t 
0,00354 g 01 = 0,00585 g NaCl. 

Bestimmung des Chlors in kleinen Harnmengen mittels 
Leitfahigkeitstitration nach Budayl. 

Prinzip. Die Bestimmung des Chlors durch Leitfahigkeits
messungen beruht wie jede konduktometrische Methode auf der 
Erscheinung, daB bei Ionenreaktionen die Leitfahigkeit sich an
dert. Wenn man diese wahrend der Titration miBt und die erhal
tenen Daten graphisch darstellt, so erhalt man im allgemeinen 
zwei Geraden, die sich im A.quivalenzpunkt schneiden. Die Er
mittlung dieses Schnittpunktes ist gleichbedeutend mit der Er
mittlung des A.quivalenzpunktes. 

Reagentien. 1. SilbernitratlOsung 0,1 n. 2. Salpetersaure 1 %ig. 
Apparate. 1. AIle Gerate zur Leitfahigkeitsbestimmung gemaJ3der Dar

stellung Bd. I des Praktikums S.38. 2. LeitfahigkeitsgefaJ3 naeh Du toi t2 

1 Biochem. Z. 200, 166 (1928). 
2 NachKol thoff: KonduktometrischeTitration, S.17. Dresden-Leipzig: 

Steinkopf 1923. 
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Abb.113. Das WiderstandsgefaB dient gleichzeitig als TitriergefaB. 
Das zylindrische Glas hat einen Inhalt von etwa 100-150 ccm. Unten sind 
zwei vertikal stehende Platinelektroden angebracht. Die Platinelektroden 
sind an Platindrahte geschweiBt, welche durch das Glas des GefaBes ge-

8chmolzen sind. AuBerhalb des GefaBes sind sie an 
dicke Kupferdrahte geschweiBt. Das ganze GefaB 
steht in einem geeigneten Paraffinklotz oder Block 
von hartem Holz, worin zwei Napfe angebracht sind, 
welche mit Quecksilber gefiillt sind. In die letzteren 
miinden die Kupferdrahte und zudem die Zuleitungs-
drahte vom Rheostaten und MeBdraht. Um den Ab
stand zwischen den Elektroden moglichst ungeandert 
zu lassen, sind die Platindrahte durch ein Stiickchen 
Glas verschmolzen, wie. es .. in der Abbildung angegeben 
ist. Das GefaB hat zwei Offnungen; durch die mittel
ste wird ein in Zehntelgrade geteiltes Thermometer 
gesteckt, durch das andere das Ende der in hundertstel 
Kubikzentimeter geteilten Biirette. Die Elektroden 
werden mit einer 3 % ig. PlatinchloridlosUIig, zu der 
1/40 % Bleiazetat hinzugesetzt ist, platiniert. Die Ka
pazitat des GefaBes solI in der GroBenordnung von 
0,35 liegen. 

Au sfiih rung. Hinsichtlich der Ausfiihrung 
einer Leitfahigkeitsmessung sowie der Appa
ratur sei auf die Darstellung im 1. Band des 
Praktikums (S.38) verwiesen. 

Zur Chlorbestimmung braucht der Ham nicht 
flexfrode eiweiBfrei zu sein, doch lassen sich stark blutige 

,.¢Ijr1IrI-:n:!.!frrfaR7al71s~ Harne nicht verwenden. 10 ccm einer lOfachen 
Harnverdiinnung, entsprechend 1 ccm Harn (es 
konnen auch 0,25 ccm Ham angewandt wer-Abb.113. 
den, doch ist es dann zweckmaBig, ein Ge

faB kleinerer Kapazitat zu wahlen als oben angegeben), werden 
in das TitrationsgefaB gebracht, mit 5 - 10 Tropfen einer 
1 % ig. Salpetersaure versetzt - bei eiweiBhaltigem Harn werden 
15-20 Tropfen verwandt - und so weit mit aqua dest. verdiinnt, 
daB die Elektroden vollig in die Fliissigkeit eintauchen. Dann 
fugt man aus der Mikrobiirette eine genau gemessene Menge 
0,1 n Silbernitratlosung hinzu und liest den Wert von a bzw. 

von 100;- a' entsprechend der iiblichen Leitfahigkeitsbestim

mUllg beim Tonminimum ab1 . Nach jedem Zusatz von Reagens 
schiittelt man die Fliissigkeit um. Man braucht dazu nicht das 
GefaB aus dem Klotz zu nehmen, sondern kann den ganzen' Ap
parat mit der Hand hin und her bewegen. .. . . .. 

. 1 Vgl. auch Kleinmann in Abderhaldens Handbuch IVj5, 6S.u. 69 
(1924). 
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Die Kapazitat des GefaBes braucht nicht bestimmt zu wer
den, auch ist die Messung der Temperatur tiberflussig. Wesentlich 
ist, ein gutes Tonminimum zu bekommen, um Zehntelmillimeter 
gut schatzen zu konnen. 

Die den auf der Brucke abgelesenen Werten (a) entsprechen
den Zahlen werden als Ordinaten, die zugefugten ccm Reagens 
als Abszissen aufgetragen. 

Zunachst stellt man eine Orientierungstitration an, indem 
man je 0,2 ccm der Titrierflussigkeit zugibt und aus den Kurven
knickpunkten feststellt, wo ungefahr der Neutralisationspunkt 
liegt. Dann wird eine neue Probe genommen, diese in der Nahe 
des Neutralisationspunktes titriert, die Titerflussigkeit tropfen
weise zugegeben, nach jedem Tropfen umgeschuttelt und am 
Telephon beobachtet. 

Es scheint zunachst, als ob sich die Lage des Tonminimums 
bis zur Erreichung des Neutralisationspunktes nicht andert. 
Erst nach Uberschreitung des Neutralisationspunktes erhalt man 
einen starken Ausschlag nach einer andern Kurvenrichtung. 

Man titriert daher eine Spur tiber und zieht von dem an 
der Burette abgelesenen Wert den letzten Tropfen bzw. einen 
Bruchteil desselben abo 

Berechnung. 1 ccm 0,1 n Silbernitratlosung entspricht 
0,00354 g Cl = 0,00585 g NaCl. 

Titrimetrische Bestimmung des Chlors in der 
Harnasche. 

War der Harn eiweiBhaltig, und erfolgt die Bestimmung 
nicht konduktometrisch, so solI zur Bestimmung des Chlors 
eine Veraschung vorangehen. Hierzu werden 10 ccm Harn 
mit ca. 1 g chlorfreier Soda und 2-4 g reinem Salpeter in einer 
Platinschale erhitzt, indem man vorsichtig von der Seite her zu 
erhitzen beginnt und dann allmahlich bis zum Schmelzen und 
bis zur Entfernung der Kohle erhitzt. Die Schmelze wird nach 
dem Erkalten in Wasser gelOst. Die Losung wird: 

a) mit Salpetersaure bis zur schwachsauren Reaktion an
gesauert, mit einer Losung von kohlensaurem Natron gena u unter 
Tupfeln gegen Lackmus neutralisiert und nach Mohr auf den 
Chlorgehalt untersucht (S.380), 

b) mit Salpetersaure angesauert und nach Volhard wie S. 380 
angegeben titriert. 



384 Bestimmung der anorganisehen Bestandteile. 

Bestimmung von Chlor ne ben Brom nach Ottensooserl. 

Prinzip. Die Methode beruht auf Bestimmung der Summe 
der Halogene sowohl durch Titration als auch gewichtsanalytisch. 
Die Gewichte der Silberhalogenide werden mit der bei der 
Titration verbrauchten Silbermenge nach Art der indirekten Ana
lyse kombiniert. 

Reagen tien. 1. Salpetersaure konz., spez. Gew. 1,40. 2. Silbernitrat 
n/15• 3. Starke-Zitrat-NitritlOsung (naeh van SIyke). Zu 2,5 g lOslieher Starke, 
die in etwa 500 eem kochenden Wassers gelOst sind, werden 446 g krist. 
Natriumzitrat und 20 g Natriumnitrit gefUgt, worauf die Lasung auf 
1 Liter aufgefiillt wird. 4. Alkohol absolut. 5. Jodkalilasung n/75• 

Apparate. Goochtiegel. 

Ausfuhrung. Titration. 10,0 ccm Harn werden in einem 
geeichten 50 ccrn-MeBkolben mit 2 Tropfen konz. HNOa vom 
spez. Gew. 1,40 angesauert und :r:nit 15,0 ccm n/l5 AgNOa ver
setzt. Man fiiIlt zur Marke, schuttelt mehrmals urn und filtriert, 
wobei der erste Filtratanteil nochmals aufs Filter kommt. 20,0 cern 
Filtrat + 1 ccm konz. HNOa + 5 ccm aqua dest. + 4 ccm Starke
Zitrat-Nitrit-Losung werden mit n/75 KJ bis zur ausgesprochenen 
Blaufarbung titriert. 

Berechnung. Wurden im Leerversuch 0,15 cern, bei der 
Titration der Halogene z cern n/75 KJ verbraucht, dann sind 
(z - 0,15) ·1,4384 rng Ag zurucktitriert worden. Da 20 ccm Fil
trat 4 ccm Harn entsprechen, betragt der Ag-UberschuB, bezogen 
auf 20 cern Harn (z - 0,15) ·1,4384·5 = (z - 0,15)·7,192 mg Ag. 
Waren, bezogen auf 20 cern Harn, 30 cern n/l5 AgNOa = 215,76 mg 
Ag zugesetzt, so gilt: 

_ A V b b' _ 215,76 - 7,192 (z - 0,15) 
P - g- er rauc . III g - 1000 . 

Gravimetrische Bestimmung. 20,0 ccm Harn werden im 
Becherglas mit 3 Tropfen konz. HNOa angesauert und unter be
standigem Umruhren aus einer Burette tropfenweise mit 15,0 ccm 
n/l5 AgNOa, die zur Ausfallung genugen, und dann noch mit 
einem UberschuB von 0,3 ccm n/l5 AgNOa versetzt. Fur Schutz 
gegen langere Einwirkung direkten Tageslichtes ist - etwa 
durch schwarze Umhullung - Sorge zu tragen. Man erhitzt unter 
Urnruhren bis zum beginnenden Sieden, laBt unter Wasser
kuhlung rasch erkalten und filtriert durch einen gewogenen Gooch
tiegel. 1st der erste Filtratanteil opaleszent, so kornrnt er aber
mals in den Goochtiegel, wobei die Saugflasche mit schwach 

I Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 122, 77 (1927). 
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(%-1 %) HNOa-haltigem Wasser nachzuwaschen ist. Die Haupt
menge des Niederschlages schwemmt man mit Hilfe eines Glas
stabchens, das mit Gummikappe versehen ist, auf den Gooch
tiegel. Es wird dreimal mit je 5 ccm HNOa-haltigem Wasser 
und dann mit aqua dest. bis zum Verschwinden der Ag- und der 
sauren Reaktion, schlieBlich dreimal mit je 2 ccm absol. Alko
hoI gewaschen. Man trocknet bis zur Gewichtskonstanz begin
nend bei 70°, im Laufe von einer Viertelstunde steigend auf 130°. 
Einstundige Erhitzung genugt in der Regel. Die Wagung muB 
auf 1/10 mg genau sein. Gewicht des Niederschlages in g = a. 

Berechnung von Cl und Br. Setzt man Cl = x, Br = y, so 
,ergibt sich, weil Cl + Br = a - p und AgCl + AgBr-(Cl+Br) 
= p, ahnlich der Berechnung anderer indirekter Analysen (s. 
Lehrbucher der analytischen Chemie, z. B. Treadwell) 

x (m - n) = p (n + 1) - a' n, 

wobei m und n die bekannten Quotienten der Atomgewiehte 

~f bzw. ~; bedeuten; da aber 

y=a-p-x und 

so gilt 

Br = a - p - Cl und Cl = 1,3884' P - 0,7975' a. 

Fehlerbreite: bei 20 cem Harn und einem Verhaltnis Br: Cl = 1: 1 
haben groBe Fehler der Mittelwerte fUr a, z. B. ± 0,5 mg oder 
fur p von ± 1 Tropfen nur Sehwankungen von ± 1 % fur C1, 
von ± 2 % fUr Br im Gefolge. Bei Br: Cl = 1 : 10 ergibt sich dann 
fur CI ein Fehler von etwa ± 0,25%, fur Br jedoch von ± 6%. 

Bestimmung der Schwefelverbindungen. 
Schwefel wird im Harn in zwei verschiedenen Formen aus

geschieden: 
1. Vollkommen oxydiert als Sehwefelsaureverbindungen. Ihre 

Menge berechnet als S03 betragt 1,5-3 g durchsehnittlieh etwa 
2,5 g im 24stundigen normalen menschlichen Harne (berechnet 
als H 2S04 , 1,8-3,7 g, als S, 0,6-1,2 g). Die Sehwefelmenge ist 
abhangig von der GroBe des EiweiBumsatzes. Etwa 10% der 
Schwefelsaureverbindungen (doch schwankt diese GroBe) entfallt 
auf Verbindungen mit aromatischen Alkoholen, den sog. "Xther
schwefelsauren", wahrend rund 90% in Form schwefelsaurer 
8alze als "Sulfatsehwefelsaure" ausgeschieden werden. 

Rona-Kleinmann, Blut u. Harn. 25 
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2. Unvollkommen oxydiert als sog. "Neutralschwefel" (nor
malerweise ca. 5% der gesamten Schwefelmenge). Dieser besteht 
aus unterschwefliger Saure, Rhodanwasserstoffsaure, Chondroitin
schwefelsaure, Abkommlingen des Zystins und Taurins und vor 
allem aus Oxyproteinsauren. 

Bestimmung der Schwefelsaureverbindungen. 

Qualitativer Nachweis. 

1. Nachweis der schwefelsauren Salze. Zusatz von 
BariumchloridlOsung zu salzsaurem Harn gibt eine weiBe Fallung 
von Bariumsulfat. 

2. Nachweis der Xtherschwefelsauren. Das Filtrat 
von 1. wird stark salzsauer gemacht und eine Zeitlang gekocht. 
Die abgespaltene Schwefelsaure fallt nunmehr als Bariumsulfat aus. 

3. Nachweis des Neutralschwefels. Salzsauer gemachter 
Harn (ca. 50 ccm) wird mit Zink versetzt. Der entstehende Wasser
stoff reduziert die Schwefelverbindungen zu H 2S, der durch 
Schwarzung eines mit Bleiazetat getrankten Filtrierpapierstreif
chens fiber der GefaBoffnung nachweisbar ist. 

Quantitative Bestimmung. 

Gravimetrische Bestimmung der Schwefelsauren und 
des Neutralschwefels nach Folin l . 

Prinzip. Das Sulfation wird durch Zusatz von Bariumchlorid. 
losung als Bariumsulfat gefiillt und gravimetrisch bestimmt. 
Anorganische Schwefelsaure ist unmittelbar fallbar, Xtherschwefel
saure nach Spaltung der organischen Schwefelsaureverbindung 
durch Kochen des Harnes mit starker Salzsaure; Neutralschwefel 
wird nach Oxydation zu Sulfation ebenfalls als Bariumsulfat 
gewogen. 

Reagentien. 1. Salzsaurekonz. 2.Bariumchlorid16sung5%ig. 3. Ver
aschungsgemisch nach Benedict-Denis: Losungenthaltend 25% Kupfer
nitrat (pro analys. krist.), 25% NaCl und 10% Ammoniumnitrat (s. S. 391)_ 

Apparate. 1. Goochtiegel. Der Goochtiegel wird, wie in den analy
tischen Vorbemerkungen beschrieben ist, vorbereitet. Anstatt aber die As
bestschicht, die 1 mm stark sein solI, mit der Porzellanplatte zu bedecken, 
kann man eine Schicht von Seesand von 5-7 mm Starke einfiillen. Der 
Sand muB vorher wenigstens 24 Std. lang mit 5 % ig. HCI behandelt worden 

1 J. of bioI. Chern. 1, 131 (1905/6);. vgl. auch Folin: Labor. Manual, 
1. c. (8. 328 dieses Praktikums) S. 153. 
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sein. Der Tiegel wird nach Fiillung so lange sorgfaltig gewaschen, bis das 
Filtrat vollkommen klar durchlauft. Er wird zuerst vorsichtig (nicht iiber 
100°) erhitzt, dann gegliiht, 15-20 Min. abkiihlen gelassen und gewogen. 
2. Platintiegel-Deckel. 

Ausfiihrung. a) Bestimmung der anorganischen Sul
fate (Sulfatschwefelsaure). 25 ccm Harn (bei sehr ver
diinntem Harn 50 ccm) werden in einem 200-250 ccm-Erlen
meyerkolben mit 100 ccm aqua dest. (gegebenenfalls 75 ccm) und 
5 ccm konz. HOI versetzt. Hierzu werden aus einer Biirette 
10-15 ccm 5% ig. Bariumchloridlosung tropfenweise hinzugege
ben, ohne daB der Inhalt des Kolbens geriihrt oder geschiittelt 
wird, da sonst die Fallung Einschliisse aufweist und auch zu 
feinkornig auftritt. Erst 10-30 Min. nach der FiiJlung wird 
der Kolbeninhalt durchmischt; er bleibt mindestens 1 Stunde 
stehen. Dann wird durch den, wie oben angegeben, vorbereiteten 
Goochtiegel filtriert, der Niederschlag mit ca. 250 ccm kaltem 
Wasser gewaschen, getrocknet und 10 Min. gegliiht. Beim Gliihen 
darf die Flamme die Bodenplatte des Goochtiegels nicht beriihren. 
Hierzu legt man den Deckel eines Platintiegels auf ein Tondreieck 
und setzt den Goochtiegel auf den Platindeckel. Nach dem 
Abkiihlen wird der Tiegel gewogen. 

b) Bestimmung der Gesamtschwefelsaure. 25 ccm Harn 
werden in einem Becherglase mit ca. 25 ccm Wasser und 5 ccm 
konz. Salzsaure gemischt. Die Losung wird, mit einem Uhrglase 
bedeckt, zur Hydrolyse der Xtherschwefelsauren 20-30 Min. 
gekocht. Das GefaB wird 2-3 Min. unter flieBendem Wasser ge
kiihlt, sein Inhalt mit kaltem Wasser ad ca. 100 ccm verdiinnt 
und mittels Pipette mit 10 ccm 5 % ig. Bariumchloridli:isung versetzt. 
Nach mindestens einstiindigem Stehen wird durch einen Gooch
tiegel filtriert, gewaschen, gegliiht und gewogen wie in a) angegeben. 

c) Bestimmung der Xtherschwefelsauren. IX) Indi
rekte Bestimmung. Die Menge Xtherschwefelsaure ergibt sich 
durch Subtraktion der Bestimmung der anorganischen Sulfate 
von der Menge der Gesamtsulfate. 

f3) Direkte Bestimmung. Xtherschwefelsaure kann.direkt 
bestimmt werden, indem man 125 ccm Harn mit 75 ccm aqua 
dest. und 30 ccm verdiinnter Salzsaure (1 :4) versetzt, die Mischung 
mit 20 ccm einer 5 % ig. Bariumchloridlosung tropfenweise, wie 
unter a) beschrieben falIt, nach 1 Stunde das abgeschiedene 
Sulfat abfiltriert und 125 ccm des Filtrates mindestens 30 Min. 
lang kocht. Die aus den Xtherschwefelsauren abgcspaltene 
Schwefelsaure falIt als Bariumsulfat aus und wird, wie oben 
angegeben, filtriert, gegliiht und gewogen. 

25* 
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d) Bestimmung des Neutralschwefels durch Bestim
mung des Gesamtschwefels nach Benedict 1 , modifiziert 
nach Denis 2 • Der nicht vollig oxydierte Schwefel des Hames 
wird durch Erhitzen des Hamtrockenriickstandes mit Kupfer
nitrat zu Schwefelsaure oxydiert. Diese wird gravimetrisch wie 
oben bestimmt. Subtrahiert man von der Menge der den Gesamt
schwefel darstellenden Schwefelsaure die praformierte Schwefel
saure, so ergibt sich die Menge des neutralen Schwefels, aus
gedriickt als Schwefelsaure. 

25 ccm Ham werden in einer Abdampfschale von etwa 10 
bis 12 cm Durchmesser mit 5 ccm der Veraschungslosung (s. Rea
gentien 3.) versetzt und auf einem Wasserbade zur Trockne ge
bracht. Dann erhitzt man die Schale allmahlich zuerst mit kleiner 
Flamme, schlieBlich bis zur Rotglut und erhalt diese 10-15 Min. 
Nach demAbkiihlen gibt man 10--20 ccm 10% ig. Salzsaure hinzu 
und erwarmt leicht bis zur Losung. Man filtriert die Losung in 
einen 200 ccm fassenden Erlenmeyerkolben und spiilt mit heiBem 
Wasser nach, so daB das Gesamtvolumen 100-150 ccm betragt. 
Das Kolbchen wird zum Sieden erhitzt, langsam mit 15 ccm 
5 % ig. Bariumchloridli:isung versetzt und der Niederschlag dann, 
wie unter a) angegeben, behandelt. Daneben ist eine Blindanalyse 
mit der gleichen Menge der angewandten Reagentien auszufiihren, 
da Kupfemitrat mitunter Schwefel enthalt. Ein erhaltener Blind
wert ist von dem Analysenwert in Abzug zu bringen. 

Berechnung. Da 1 Mol BaS04 (233,42) 1 Mol Schwefelsaure 
(98,08) entspricht, so erhalt man durch Multiplikation des Nieder-

schlaggewichtes mit 29383~2 = 0,4202 das Gewicht an H 2S04 • 

Es ist zu beachten, ob das gesamte Harnvolumen oder nur ein 
aliquoter Teil zur Bestimmung vorlag. 

Titrimetrische Bestimmung der Schwefelsauren und 
des Gesamtschwefels nach Fiske 3 . 

Prinzip. Nach Ausfallung der Phosphorsaure wird im Ham 
das Sulfation mittels Benzidinchlorhydratlosung ausgefallt. Die 
im Niederschlag an Benzidin gebundene Schwefelsaure ist alkali
metrisch durch Titration bestimmbar. Atherschwefelsauren und 

1 J. of bioI. Chern. 6, 363 (1909). 
2 J. of bioI. Chern. 8, 401 (1910/11). VgI. auch Folin: Labor. Manual 

1. c. (S. 328 dieses Praktikums) S. 159. 
3 J. of bioI. Chern. 47, 59 (1921). Folin: Labor. Manual, 1. c. (S. 328 

dieses Praktikums) S. 151. 
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Neutralsehwefel werden wiebei der gravimetrisehen Bestimmung 
zuvor in Suliation ubergeflihrt. 

Reagentien. 1. Phenolphthaleinliisung. I%ig. alkoholisch. 2. Am
moniakliisung, konz. 3. Ammoniumchloridliisung 5 % ig. 4. Basisches 
Magnesiumkarbonat, pulv. puriss. pro analysi, sulfatfrei. 5. Bromphenolblau
liisung, 0,04%ig, alkoholisch. 6. Salszaure In und 3n. 7. Benzidinreagens: 
4 g Benzidin werden in einem 250 ccm-Kiilbchen in 150 ccm Wasser suspen
diert, mit 50 ccm n HCI versetzt, durchmischt, geliist, zur Marke aufgefiillt 
undfiltriert. 8. Azeton 95 % ig und 50 % ig. 9. Natronlauge 0,02 n. 10. Phenol
rotliisung, 0,05 % ig, waBrig. 11. Benedictsches Reagens. 20 g Kupfernitrat, 
krist. und 5 g Kaliumchlorat werden in Wasser geliist und ad 100 ccm 
aufgefiillt. Der Blindwert des Reagenses an Schwefel ist fest zustellen. 

App ara teo 1. Filtrierriihrchen mit Papierfiillung. Der Papierbrei wird 
hergestellt durch 2-3 Minuten langes starkes Schiitteln eines quantita
tivenFilters (Schleicher und Schiill N. 589. Schwarzband 
15 em 0) mit 200 cern Wasser in zugestopfter Flasche. Der " 
innere Durchmesser des Filtrierriihrchens ist 15 mm, die 
untere Offnung 3 mm, Lange 70 mm. Die Riihre soIl in ihrem 
verengten Ende mit einer diinnen Schicht Papierbrei gefiillt 
werden. Abb. 114. 2. Angespitzter Chromnickeldraht. 3. Rea· 
genzglaser aus Jenaer Glas. 20: 200 mm. 4. Mikrobiirette. 

A usfiihrung. In ein 50 eem~MeBkalbehen wird 
so viel Harn gegeben, wie einer Menge von 5-10 mg Abb. 114. 

Sehwefel in Form anorganiseher Sulfate entsprieht. 
(Gewahnlieh ist eine Harnmenge, die 15 Min. Ausseheidung ent
sprieht, anwendbar.) Naeh Auffiillen auf ca. 25 cern wird 1 Tropfen 
PhenolphthaleinlOsung zugefiigt und hiernaeh tropfenweise so viel 
konz. Ammoniaklasung, bis die Lasung sehwaeh rosa erseheint. 

Nun gibt man 5 cern 5% ig. Ammoniumehlorid16sung (bei 
stark verdunntem Harn 0,25 g festes Ammoniumehlorid) hinzu 
und flilIt zur Marke auf. Dann miseht man gut dureh und gieBt 
die Lasung in einen troekenen Erlenmeyerkolben, der ca. 0,65 g 
feingepulvertes Magnesiumkarbonat (zur Fallung der Phosphate) 
enthalt, sehiittelt eine Minute, laBt Y2 Stunde stehen, filtriert dureh 
ein Filter (9 em 0), indem man die ersten Anteile des Filtrates auf 
das Filter zuriiekgieBt, zunaehst in den Erlenmeyerkolben zuruek, 
gieBt dann die gesamte Suspension auf das gleiehe Filter, filtriert 
in ein sauberes GefaB und benutzt das Filtrat zur: 

1. Bestimmung der anorganisehen Sulfate. 5 cern deB 
Filtrates werden in einem groBen Jenaer Reagenzglase mit 2 Trop
fen einer 0,04% ig. alkoholisehen BromphenolblaulOsung, 5 cern 
Wasser und tropfenweise mit n HOI versetzt, bis die Lasung gelh 
ohne eine Spur blau ist. Hierzu werden 2 cern des Benzidinrea
genses gesetzt; die Misehung laBt man 2 Min. stehen und fiigt 
4 cern 95%ig. Azeton hinzu. N unmehr liiBt man 10 Min. stehen. 
Der Niedersehlag wird dureh eine Schieht aus Papierbrei in ein 
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sich nach unten verengendes Filterrohrchen unter sehr schwachem 
Saugen abfiltriert. GefiW und Filter werden dreimal mit je 1 ccm 
95 % ig. Azeton, dann einmal mit 5 ccm Azeton gewaschen. Zu 
dem im Filterrohrchen befindlichen Niederschlag gibt man 2 ccm 
Wasser, riihrt ihn mit einem spitz en Drahte auf und stoBt ihn dann 
mitsamt der Papierbreischicht in ein Reagenzglas aus Jenaer 
Glas von 20: 200 mm. Der Draht wird mit wenig Wasser abgespiilt 
und der Inhalt des Reagenzglases, wahrend die Filterrohre iiber 
ihm hangt, zum Kochen erhitzt. Man gibt nun 2 Tropfen einer 
0,05% ig. waBrigen Phenolrotlosung zu der Mischung und laBt 
durch das Filterrohr mittels einer Mikrobiirette ca. 1 ccm 0,02 n 
NaOH hinzu. Nun wird das Filterrohr mit 2-3 ccm Wasser aus
gespiilt, das Reagenzglas wieder zum Kochen erhitzt, das Filterrohr 
mit Wasser nochmals nachgespiilt, bis die Fliissigkeit ca. 10 ccm 
betragt und mit 0,02 n NaOH weiter titriert. Sobald die Farbe 
von gelb zu rot umzuschlagen beginnt, wird zum Kochen erhitzt, 
die Mischung in das Glas, in dem die Fallung ausgefiihrt wurde, 
und dann wieder zuriick in das Reagenzglas gegossen. Dann wird 
vorsichtig (unter Zusatz von picht mehr als je 0,02 ccm Lauge) 
weiter titriert, bis die fleischrote Farbe auch beim Kochen nicht 
mehr verschwindet. Die verbrauchten ccm 0,02 n NaOH ergeben 
(Berechnung s. w. u.) die anorganischen Sulfate in mg. 

2. Bestimmung der Gesamtsulfate. 5 ccmFiltrat werden 
in einem 100 ccm-Becherglas mit 1 ccm ca. 3 n HOI versetzt, auf 
dem Wasserbade zur Trockne verdampft und dann noch 10 Min. 
auf dem Wasserbade gelassen. Hierzu werden 10 ccm Wasser ge
geben, in denen der Riickstand aufgeschiittelt wird. 2 ccm Benzi
dinreagens und 2 Min. spater 4 ccm Azeton werden zugefiigt und 
die Losung nach 1. weiterbehandelt. Die Berechnung ergibt die 
Menge Gesamtschwefelsaure in mg. 

3. Bestimmung des Gesamtschwefels. 5 ccmdesFiltrates 
werden in einer Abdampfschale mit 0,25 ccm des Benedictschen 
Reagenses (s. Reagentien 11) versetzt und (am besten auf einer 
elektrischen Heizplatte bei niedriger Temperatur) zur Trockne 
eingedampft; der Riickstand wird mit einem Mikrobrenner erwarmt 
und schlieBlich 2 Min. zur Rotglut erhitzt, bis er schwarz gefarbt 
erscheint. Nach 5 Min. langem Abkiihlen gibt man 1 ccm 3n HOI 
hinzu und dampft bei niedriger Temperatur zur Trockne. Der 
Trockenriickstand wird durch fiinfmaliges Aus;liehen mit je 2 ccm 
Wasser gelost, in ein 100 ccm -Becherglas iibergefiihrt und mit 
1 Tropfen 1 n HOI versetzt. 

Nunmehr wird die dem Gesamtschwefel entsprechende Schwe
felsaure mit Benzidinreagens - wie in 1. beschrieben - versetzt 
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und ebenso weiter behandelt. Nur wird das Filter beim Waschen 
zum erstenmal anstatt mit 1 ccm 95%ig. Azeton mit 2 ccm 50% ig. 
Azeton ausgewaschen, um alles Kupfer zu entfernen. 

Berechnung. Da ein Aquivalent NaOH einem Aquivalent 

H 2SO 4 (98;08) bei der Titration entspricht, so bedeutet 1 ccm 0,02n 

NaOH 
98,08 
2.50 mg = 0,981 mg H 2S04 oder 

32,06 
2.50 = 0,321 mg S. 

Da zur Bestimmung der zehnte Teil des Ausgangsvolumens 
verwandt wird, erhalt man durch Multiplikation der verbrauchten 
ccm 0,02 n NaOH mit 9,81, die der untersuchten Harnmenge 
entsprechende Schwefelsaure in mg, durch Multiplikation mit 3,21 
die entsprechende Schwefelmenge in mg. 

Titrimetrische Bestimmung der Schwefelsauren und 
des Gesamtschwefels nach Liebesnyl. 

Prinzip. Die Gesamtschwefelbestimmung erfolgt nach Ver
aschung des Harnes nachBenedict; die Bestimmungder Schwefel 
saure erfolgt mittels Benzidintitration. 

a) Bestimmung des Gesamtsch wefels. 

Reagentien. 1. Reagens nach Benedict-Denis: 25 g Kupfernitrat, 
25 g Kochsalz, 10 g Ammoniumnitrat werden in aqua dest. ad 1000 ccm 
gelost. Der Schwefelgehalt des Reagenses muB bestimmt und von den Ana
lysen in Abzug gebracht werden. 2. Salzsaure 10% ig. 3. Natronlauge 10% ig. 
4. Benzidinreagens: 6,7 g Benzidin, 29 g Salzsaure (spez. Gew. 1,19) aqua 
dest. ad 1000 ccm. 5. Natronlauge 0,1 n bzw. 0,01 n. 

Apparate. 1. Elektrischer Verbrennungsofen nach Heraeus (Hanau). 
2. Reagenzglas aus schwer schmelzbarem Glase von ca. 50 ccm Inhalt. 

Ausfiihrung. 2 ccm Harn werden in dem oben bezeichneten 
Reagenzglase mit 5 ccm Benedictschem Reagens und einer Glas
perle versetzt, in einen fast senkrecht gestellten Verbrennungs
of en gebracht und an der in der Mitte desselben befindlichen 
Auflageschiene mit einer Klemme befestigt, und zwar so, daB 
zunachst nur die Kuppe des Reagenzglases in den Anfangsteil des 
Rohres des Heraeusofens hineinragt. Der Of en wird mit geringer 
Stromintensitat erhitzt und die Fliissigkeit in ca. 30 Min. zur 
Trockne gebracht. 

1 Biochem. Z. 10&, 43 (1920). 
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Nach der Verdampfung der Flussigkeit wird das Reagenzglas 
mit der Kuppe bis zur Mitte des Heraeusofens eingeschoben und 
nun die volle Stromstarke eingeschaltet. Nach ca. 2 Min. be
findet sich die untere Halfte des Reagenzglases in Rotglut. Man 
gluht 10 Min., laBt abkuhlen, fUgt 2 ccm 10% ig. Salzsaure hinzu 
und erwarmt ein wenig zur Losung des Verbrennungsruckstandes. 
Mit 10% ig. Natronlauge wird sorgfaltig neutralisiert, dann gegen 
Kongopapier angesauert und die Losung noch im gleichen Reagenz
glas mit 25 ccm Benzidinlosung versetzt. Nach 10 Min. wird der 
Niederschlag durch ein gehartetes Filter (Schleicher u. Schull) 
im Trichter unter geringem Saugen abfiltriert. Mit aqua dest. wird 
reichlich bis zur neutralen Reaktion des Waschwassers gewaschen. 
Der Niederschlag samt Pa pierfilter wird in einen 250 ccm fassenden, 
weithalsigen Erlenmeyerkolben gebracht, mit ca. 150 ccm aqua 
dest. aufgeschwemmt, ca. 5 Min. gekocht und heW nach Zusatz von 
einigen Tropfen PhenolphthaleinlOsung gegen 0,1 n NaOH titriert. 
1st der Schwefelgehalt gering, so wird mit 0,01 n NaOH titriert. 

Berechnung. 1 ccm 0,1 n NaOH entspricht 0,0049 g H 2S04, 

b) Bestimmung der Gesamtsulfate naeh Rosenheim 
und Drummond! in der Ausfuhrung von Liebesny 2. 

Reagentien. 1. Salzsaure lO%ig. 2. Benzidinliisung: 4g Benzidin, 
5 ccm Salzsaure (spez. Gew. 1,19), aqua dest. ad 2000 ccm. 3. NaOH 0,1 
bzw. 0,01 n. 

25 eem Harn werden in einem 250 cem fassenden, weithalsigen 
Erlenmeyerkolben mit 20 eem 10% ig. Salzsaure versetzt und 
langsam 20-30 Min. auf kleiner Flamme" gekoeht. Die Losung 
wird sorgfaltig neutralisiert, schwach sauer gemaeht, mit 100 cem 
Benzidinlosung versetzt und 10 Min. stehen gelassen. Der Nieder
schlag wird abfiltriert und wie in der vorangehenden Methode 
beschrieben. titriert. 

Die Differenz zwischen Gesamtschwefel und Gesamtsulfat er
gibt den Neutralschwefel. 

Nephelometrische Bestimmung der Schwefelsauren und 
des Neutralschwefels in kleinen Harnmengen nach 

Denis und Reed3• 

Prinzip. Die Methode beruht auf Fallung des Sulfations mit 
Bariumehlorid in Form einer durch Gelatinezusatz stabilisierten 

1 Biochemic. J. 8, 2, 143 (1914). 2 1. c. S. 391 dieses Praktikums. 
3 J. of bioI. Chern. 71, 205 (1926/27). 
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Triibung. Diese wird gegen die Triibung einer gleich behandelten 
Standardlosung nephelometrisch gemessen . .!therschwefelsauren 
und Neutralschwefel werden wie in den vorangehenden Methoden 
in Sulfation iibergefiihrt. 

Reagentien. 1. Salzsaure 0,1 n und In. 2. Natronlauge 0,6 n. 3. Ba
riumchloridlOsung 1,0 % ig. 4. GelatinelOsung 5 % ig., sulfatfrei. Zu ihrer 
Herstellung gibt man zu 50 g bester Handelsgelatine 900 ccm ca. 0,0l n 
Salzsaure und 100 ccm 5 % ig. Bariumchloridliisung. Die Losung wird in 
einem siedenden Wasserbadeunter Umschiitteln eine Stunde lang erhitzt. 
Man laBt unter flieBendem Wasser abkiihlen, gibt 50 ccm EiereiweiB hinzu, 
mischt durch, erhitzt im Wasserbad 30 Min., bis das geronnene EiweiB 
jede Spur kolloidalen Bariumsulfats mitgerissen hat, zentrifugiert heW in 
groBen Zentrifugenglasern (50-100 ccm), gieBt die iiberstehende klare 
Losung in weithalsige Flaschen von 30 ccm Volumen, verschlieBt sie mit 
Watte und sterilisiert sie durch einstiindiges Einstellen in kochendes 
Wasser. 1m Eisschrank aufbewahrt, halt sich die Losung mindestens 
8 Monate. 5. Zinknitrat-Oxydationsmischung: 25 g Zinknitrat, 25 g Na
triumchlorid, 10 g Ammoniumchlorid werden in 100 ccm dest. Wasser 
gelost. Die Losung wird durch ein quantitatives Filter filtriert. Der Blind
gehalt an Schwefel ist festzustellen. 6. Standard-Kaliumsulfatliisung. 
0,5437 g Kaliumsulfat puriss. kryst. werden ad 1000 ccm gelost. Die Losung 
enthalt 0,1 mg Schwefel im ccm. Durch Verdiinnen 1:1 wird eine zweite 
Losung mit 0,05 mg Schwefel pro ccm hergestellt. 

Apparate. Nephelometer (Schmidt und Haensch, Berlin). 

A usfiihrung. Die geeignete Konzentration zur Bestimmung 
des Sulfations liegt etwa bei 0,1 mg Schwefel pro ccm. Mensch
Hcher Harn ist etwa 1 :2-1 :5, Harn von Katzen und Hunden 
1 : 10 zu verdiinnen. Es ist zu empfehlen, den Harn so zu ver
diinnen, daB 1 ccm der Verdiinnung zur Bestimmung der "Gesamt
sulfate" geeignet ist. Von dieser Verdiinnung sind dann zur Be
stimmung der praformierten anorganischen Schwefelsaure 2 ccm 
anstatt 1 ccm (s. unten) zu benutzen. Der StandardlOsung ist in 
diesem FaIle noch 1 ccm Wasser zum V olumenausgleich zuzufiigen. 

a) Bestimmung der anorganischen Schwefelsaure. 
1 ccm verdiinnter Harn, enthaltend ca. 0,1 mg S als S04' wird 
mit 15 cem 0,1 n HOI, 2 ccm 0,6 n Natronlauge, 1 ccm 5% ig. 
GelatinelOsung und 5 ccm 1 % ig. BariumchloridlOsung versetzt. 
Gleichzeitig wird eine VergleichslOsung, die 1 ccm Kaliumsulfat
StandardlOsung, entsprechend 0,1 mg S, enthalt, vollig gleichartig 
angesetzt. Nach 15 Min. langem Stehen werden die Losungen im 
Nephelometer verglichen. 

Berechnung s. u. 
b) Bestimmung der Gesamtsul£ate. 1 ccm der Harn

verdiinnung wird in einem Jenaer Reagenzglase mit 4 ccm 
In HOI vorsichtig auf freier Flamme 15-20 Min. gekocht. 
Bei Abscheidung fester Substanzen wird die Erhitzung ab-
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gebrochen und der Riickstand in 15 ccm 0,1 n HOI gelOst. Hierzu 
fiigt man 2 ccm 0,6 n NaOH, 1 ccm 5% ig. GelatinelOsung und 
5 ccm 1 % ig. BariumchloridlOsung. Die StandardlOsung, die 1 ccm 
KaliumsulfatlOsung, entsprechend 0,1 mg S, enthalt, wird vollig 
gleichartig behandelt. 15 Min. nach Reagenszugabe werden beide 
Losungen im Nephelometer verglichen. 

c) Bestimmung der Xtherschwefelsaure. Die Menge der 
Xtherschwefelsauren errechnet sich aus der Differenz zwischen der 
Gesamtschwefelsaure und der anorganisch gebundenen Schwefel
saure. 

d) Bestimmung des Gesamtschwefels. 1 ccm der Harn
verdiinnung wird in einem J enaer Reagenzglase mit 1 ccm der 
Zinknitrat-Oxydationsmischung auf freier Flamme zur Trockne 
gedampft. Der Riickstand wird in 2 ccm 1 n HOI gelost, mit 
15 ccm aqua dest., 1 ccm 5% ig. GelatinelOsung und 5 ccm 1 % ig. 
BariumchloridlOsung versetzt. 

Mit der StandardlOsung werden die gleichen Reaktionen (Ver
aschung) durchgefiihrt. Der Vergleich erfolgt wie oben. Der 
Neutralschwefel ergibt sich aus der Differenz aus Gesamtschwefel 
und Gesamtsulfatschwefel. 

Berechnung. Die Konzentration der HarnlOsung an S (c) er
gibt sich durch den nephelometrischen Vergleich mit der der Stan
dardlOsung (cl ). Hinsichtlich der MeBtechnik wird auf den ersten 
Band des Praktikums verwiesen (S. 30). Sind h und hI die ge
messenen Hohen der Tyndallkegel, so ergibt sich: 

c1·h1 
c=~h-

in derselben MaBeinheit, in der CI ausgedriickt ist. (In diesem Falle 
mg S pro ccm Harnverdiinnung.) Zur Errechnung des Schwefel
gehaltes des Harnes ist die Verdiinnung zu beriicksichtigen. 

Bestimmmung des Rhodanwasserstoffes. 
1m Harn sind pro Liter etwa 3 mg Rhodankalium vorhan

den. Diese Menge kann durch auBere Bedingungen wie auch 
pathologisch erhOht werden. 

Qualitativer Nachweis. 

200 ccm Harn werden nach M u n k I nach Ansauern mit Salpeter
saure mit Silbernitrat gefallt. Der Niederschlag (aus Ohlorsilber 

1 VirehowsAr~h. 69, 356 (1877). Vg1. auehNeu berg: Der Harn.I, 653. 
Berlin: Julius Springer 1911 und Spaeth: I.e. (S.355diesesPraktikums) S. 91. 
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und Rhodansilber) wird abfiltriert, in etwas Wasser aufgeschwemmt 
und durch Einleiten von H 2S in Silbersulfid, Ohlorwasserstoff und 
Rhodanwasserstoff gespalten. Die Losung wird abfiltriert und unter 
Zusatz von Schwefelsaure destilliert. Hierbei entsteht aus dem 
Rhodanwasserstoff Blausaure. Man macht das Destillat mit Kali
lauge alkalisch, gibt ein wenig Ferrosulfatlosung hinzu, erwarmt 
gelinde,· versetzt mit ein wenig Ferrichlorid und sauert mit SaIz
saure an. Wenn Zyanwasserstoff vorhanden ist, bildet sich hier
durch Berlinerblau. 

Quantitative Bestimmung. 

Titrimetrische Bestimmung des Rhodanwasserstoffes 
nach Edinger und Clemens!. 

Prinzip. Rhodanwasserstoff wird nach Ausfallung als Silber
rhodanid jodometrisch bestimmt. 

Rhodanid reagiert in bikarbonathaltiger Losung mit Jod nach 
der Gleichung: 

AgONS + 8J + 4H2 0 = H 2S04 + 6HJ + AgJ + JON; 
nach Zufugen von HCI bildet sich: 

JON + HJ = HeN + 2J • 
Die endgultige Umsetzung lautet also: 

AgONS + 6J + 4H2 0 = H 2 S04 + 5HJ + AgJ + HON. 

Reagen tien. 1. Salpetersaure, verdiinnt 1: 100. 2. Silbernitrat16sung 
3 % ig. 3. Natriumbikarbonat pulv. pur. 4. Jodkalium kristall. 5. Jodlosung 
0,1 n. 6. Thiosulfat16sung 0,1 n. 7. Starke16sung 2%ig. 8. Salzsaure lO%ig. 
9. Kieselgur. (Unreiner Kieselgur wird mit Salpetersaure angeriihrt, mehr
mals mit Wasser gewaschen, getrocknet und gegliiht.) 

Ausfuhrung. 50-100 ccm klarer eiweiBfreier Harn werden 
mit sehr verdunnter Salpetersaure angesauert und mit 3 % ig. 
SilbernitratlOsung im UberschuB (pro 100 cern Harn ca. 100 ccm 
Silbernitratlosung) versetzt. Man erwarmt rund 10 Min. auf dem 
Wasserbade, damit der Niederschlag sich gut absetzt (evtl. setzt 
man etwas Kieselgur hinzu), saugt den Niederschlag ab, wascht 
ihn mit salpetersaurehaltigem Wasser aus und bringt ihn samt 
Filter mit etwas Wasser in eine 1 Liter fassende weithalsige Glas
stopfenflasche. Dann fiigt man bis zur alkalischen Reaktion der 
Flussigkeit Natriumbikarbonat (etwa 3 g) und 3 g Jodkalium 
hinzu, um das Chlorsilber in J odsilber uberzufiihren, lost die 
hinzugefiigten SaIze durch sanftes Umschwenken, verteilt mit 
einem Glasstab den Niederschlag und das Filter moglichst fein 

1 Z. klin. Med. 59, 128 (1906). 
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und laBt so lange eine 0,1 n Jodlosung, aus einer Burette abge
messen, zuflieBen, bis die Flussigkeit deutlich braun gefarbt bleibt. 
Bei normalem Ham sind etwa 20 ccm notig. Die Flasche bleibt gut 
verschlossen in der Dunkelheit 2 Stunden stehen. Dann wird mit 
lO%ig. Salzsaure vorsichtig angesauert und nach Zugabe einiger 
Tropfen Starkelosung mit 0,1 n ThiosulfatlOsung zurucktitriert. 

Berechnung. Die Differenz der vorgelegten ccm 0,.1 n Jod
losung und der titrierten 0,1 n Thiosulfatlosung ergibt die durch 
die Umsetzung verbrauchten ccm 0, 1 n J odlOsung. Da nach den oben 
dargelegten Umsetzungen 1 Mol Kaliumrhodanid (97,17) 6 Gramm
atome Jod verbraucht, so entspricht 1 ccm 0,1 n Jodlosung 

97,17 KeNS 
1O.1000.6 g =I,62mg . 

Bestimmung der Phosphorsaure. 
Im normalen 24stundigen menschlichen Harne werden durch

schnittlich 2,5-3,5 g P 20 5 ausgeschieden. Die Grenzwerte sind 
etwa 1-5 g P 20 5• 1-4% des Gesamtphosphors wird in orga
nischer Form als Nukleinsaure und Glyzerin-Phosphorsaure aus
geschieden. Etwa % der anorganischen Phosphate werden in Ver
bindung mit Alkalien, Ya in Verbindung mit Erdalkalien aus
geschieden. Das VerhaItnis der primaren und sekundaren Phos
phate andert sich mit der Aziditat des Hames. Im normalen 
Harne liegen etwa 60% der Gesamtphosphate als sekundare und 
40% als primare Phosphate vor; tertiare Phosphate sind nicht 
vorhanden. 

Qualitativer Nachweis. 

Bei Erhitzen des Hames, der zuvor alkalisch gemacht wird, 
scheiden sich Erdalkaliphosphate aus. Diese werden abfiltriert 
und in verdunnter Salpetersaure oder Essigsaure gelOst. Im 
Filtrat liegen die Alkaliphosphate in Losung vor. In beiden Lo
sungen laBt sich die Phosphorsaure nach einer der folgenden 
Reaktionen nachweisen. 

a) In salpetersaurer Losung fiilIt die Phosphorsaure durch Zu
satz von AmmoniummolybdatlOsung - besonders beim Erwar
men - als gelbes Ammoniumphosphormolybdat aus. 

b) In ammoniakalischer Losung fallt Phosphorsaure mit 
Magnesiamixtur als weiBes, kristallinisches Ammoniummagne
siumphosphat. 

c) In essigsaurer Losung fallt Phosphorsaure bei Zugabe von 
Uranazetat oder -nitrat als gelbes Uranylphosphat. 
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Quantitative Bestimmung. 

Titrimetrische Bestimmung als Uranylphosphatl. 

Prinzip. In essigsaurer Lasung werden Phosphate gemaB der 
Reaktion 

Na2HP04 + U02 (C2H 30 2)2 = U02HP04 + 2 NaC2H 30 2 

durch Uranylazetat oder Uranylnitrat in der Hitze als Uranyl
phosphat ausgeschieden. Das Ende der Ausfallung zeigt eine 
Tiipfelreaktion mit festem Ferrozyankalium an, mit dem die 
iiberschiissige UranlOsung einen rotbraunen Niederschlag gibt. 

Reagentien. 1. Primares Kaliumphosphat puriss. (fUr Enzymstudien 
nach Sorensen, Kahlbaum). Darstellung. Zu 200 ccm Wasser fUgt man 
in einem Becherglas von etwa 1 Liter 100 g reine konz. (85% ig.) Phosphor
saure und einige Tropfen Methylorangelosung. Die Losung wird nach 
Erwarmen auf 90° mit reinstem wasserfreien Kaliumkarbonat versetzt, 
bis sie ihre rote Farbe zu verlieren beginnt. 1-3 ccm Phosphorsaure wer
den hinzugegeben, damit die Reaktion mit Sicherheit sauer wird und zu 
der noch warmen Lasung 100 ccm Alkohol hinzugefiigt, unter flieBendem 
Wasser abgekiihlt, der Niederschlag abgenutscht, 4-5mal mit Alkohol 
gewaschen und zwischen Filtrierpapier getroeknet. Ausbeute 110-120 g. 
Das Praparat KH2P04 enthalt kein Kristallwasser. Man lOst 3,8334 g ad 
1000 ecm. Die Lasung enthi11t 2 mg P 20 5 pro ccm. 2. Uranlosung. Uranyl
nitrat- oder Uranylazetatlasung. 1 ccm entspr. 5 mg P 20 5 (Kahlbaum). Die 
Lasung ist selbst bereitbar, indem man 30 g reinstes Uranylazetat oder 
35,5 g reinstes Uranylnitrat mit aqua dest. zu nieht ganz einem Liter lost 
und den Titer der Lasung einstellt. Hierzu werden 50 ccm der Monokalium
phosphatlasung = 100 mg P 20 5 in einem 200 eem-Erlenmeyerkolben mit 
5 eem der essigsauren Natriumazetatlosung versetzt; dann wird die Lasung 
erhitzt und in der Hitze mit Uranlasung titriert. Der Endpunkt der 
Titration wird dureh Tiipfeln bestimmt, indem man mit einem kapillaren 
Glasrohr der heiBen Mischung 1-2 Tropfen entnimmt und mit ihnen 
auf einer Porzellanplatte etwas Ferrozyankalium befeuehtet. ti"bersehuB 
der UranlOsung ruft eine schwaehe aber deutlich rote Farbe beim Tiipfeln 
hervor. Nach noehmaliger Wiederholung der Bestimmung wird der Dureh
sehnittswert ermittelt und die Uranlosung 80 verdiinnt, daB 1 ccm von ihr 
5 mg P 20 5 entspricht. 3. Essigsaure Natriumazetatlosung. 100 g Natrium
azetat werden in aqua dest. gelast, mit 100 cern 30%ig. Essigsaure ver
setzt und ad 1000 cern aufgefiillt. 4. Ferrozyankalium pulv. 5. Magnesia
mixtur (nur fiir genaueste Bestimmungen). 55 g krist. Magnesiumchlorid 
und 70 g Chlora,mmonium werden in 750 cem Wasser und 250 eem 10% ig. 
Ammoniaklasung gelOst. 

A usfiihrung. 50 ccm eiweiBfreier Harn werden in einem 
Erlenmeyerkolben mit 5 ccm der essigsauren Natriumazetatlasung 
versetzt und erhitzt. Die siedende Lasung wird, wie bei der 

1 Treadwell: KurzesLehrbueh der analyt. Chemie II, S. 625. Leipzig 
-Wien: Deutieke 1923. Folin in Abderhaldens Arbeitsmethoden VII, 290 
(1911). - Kleinmann: Biochem. Z. 99, 35 (1919). - Spaeth: 1. e. 
(S.355 dieses Praktikums) S. 99. 
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Einstellung der UranlOsung beschrieben, durch Tiipfeln gegen 
Ferrozyankalium titriert. Hat man versehentlich iibertitriert, so 
fiigt man zu dem Harn 2 cern der Standardphosphatlosung, er
hitzt, titriert zu Ende und zieht die zugesetzte Phosphatmenge 
von der analysierten abo 

Die Methode ist fiir klinische Zwecke geniigend genau. 
Fiir genauere Analysen fallt man die Phosphorsaure nach 

Spaeth 1 in 50 cern Harn, durch Zugabe eines Uberschusses von 
Magnesiamixtur, filtriert den Niederschlag nach 12stiindigem 
Stehen im Eisschrank ab, wascht mit etwa 2-3%ig. Ammoniak 
nach, lost den Niederschlag in verdiinnter Essigsaure vom Filter, 
wascht das Filter mit aqua dest. nach, bringt Filtrat und Wasch
wasser mit aqua dest. auf ca. 50 cern und titriert nach Zusatz 
von 5 cern der sauren NatriumazetatlOsung wie oben.· 

Berechn ung. Da 1 cern der eingestellten Uranlosung 5 mg 
P 20 5 entspricht, so ergibt die titrierte ccm-Zahl· 5 die mg P 20" 
in der untersuchten Losung. 

AlkaIimetrische Phosphorsa ure bestimmung 
nach Neumann 2, modifiziert nach 

Gregersen 3_ Kleinmann 4. 

Prinzip. Durch Fallung der Phosphorsaure mit Ammonium
molybdat unter bestimmten Bedingungen wird ein Niederschlag 
von phosphormolybdansaurem Ammonium konstanter Zusammen
setzung hergestellt. Das Ammoniumsalz wird durch Kochen mit 
einer gemessenen Menge einer 0,5 n Natronlauge unter Vertreiben 
des Ammoniaks in das Natriumsalz iibergefiihrt. Die verbrauchte 
Natronlaugemenge wird durch Riicktitration der 0,5 n NaOn 
mit 0,5 n H 2S04 mittels Phenolphthaleins als Indikator ermittelt. 

GemaB der Umsetzung 

2 (NH4)aP04 + 24MoOa, 4HNOa + 56NaOH = 24Na2Mo04 + 4NaNOa 
+ 2Na2HP04 + 6NH3 + 32H20 

entsprechen 56 Mol NaOH einem Mol P 20 5 bzw. 2 Gramm
atomen P. Es entspricht somit 1 cern 0,5 n NaOH = 1/2 Millimol 
142,04 
-2.56 = 1,268 mg P 20 S oder 0,554 mg P. 

1 1. C. (S. 355 dieses Praktikurns) S. 100. 
2 Z. physiol. Chern. 37, 115 (1902/3); 43, 32 (1904/5). 
3 Z. physiol. Chern. 53, 453 (1907). 4 Biochern. Z. 99, 95 (1919). 
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Die zu untersuchende Substanz muB zur Entfernung der 
organischen Verbindungen vor der Bestimmung verascht werden. 

Reagentien. 1. Sauregemisch aus gleichen Volumteilen konz. Schwe
felsaure und konz. Salpetersaure, spez. Gew. 1,4. 2. Salpetersaure konz., 
spez. Gew. 1,4. 3. Ammoniumnitrat16sung (pro anal. Kahlbaum) 190 g zu 
300 ccm ge16st. 4. Ammoniummolybdat16sung (pro anal. Kahlbauml 
10% ig. 5. NaOH 0,5 n. 6. H 2S04 0,5 n. 7. Alkoho150%ig. 

Ausfiihrung. Etwa 20 ccm Harn (es sollen nicht mehr aIR 
50 mg P 20 5 zur Analyse angewandt werden) werden mit 20 ccm 
des Sauregemisches versetzt und unter Zutropfen von konz. HNOa 
verascht (s. nasse Veraschung S. 350). Die uberschussige Salpeter
saure wird durch Kochen vertrieben. Nach Erkalten wird der 
Kolben mit etwa 150 ccm Wasser versetzt und 5-10 Min. ge
kocht, wodurch die Hydrolyse von Nitrosyl-Schwefelsaure be
wirkt wird. Hierauf gibt man 60 ccm der AmmonnitratlOsung 
hinzu und verdunnt die Mischung mit aqua dest. ad 250 ccm. 
Fur Bestimmungen unter 10 mg P fUgt man nur 20 ccm, bei Be
stimmungen iiber 10 mg P, 40 ccm MolybdatlOsung hinzu, indem 
man sie in die gerade zum Sieden erhitzte Mischung eingieBt 
(40 ccm 10% ig. Ammoniummolybdat reichen fUr 60 mg P 20 5). Die 
Mischung bleibt unter Umschutteln etwa 15 Min. stehen und wird 
durch ein quantita tives Filter (Blauband, Schleicher und Schull) ab
filtriert. Der Niederschlag wird mit 50% ig. Alkohol iibergespult 
und mit diesem bis zum Verschwinden der sauren Reaktion (mit 
Lackmuspapier prufen) ausgewaschen. Der AlkOhol muB durch Ein
stellen in Eis gekuhlt und das Filter vor dem Filtrieren mit dem AI
kohol durchspiilt werden. Nun wird das Filter in einem Kolbchen 
mit etwa 100-150 ccm Wasser und so viel 0,5 n NaOH aus einer 
Burette versetzt, daB der Niederschlag sich bei leichtem Erwiirmen 
gerade lOst. Hierauf gibt man noch weiter 5-6 ccm Lauge hinzu, 
kocht die Losung ca. 10 Min., bis bei der Prufung der Wasserdiimpfe 
mit feuchtemLackmuspapier keinEntweichen vonAmmoniak mehr 
feststellbar ist. N ach Abkuhlung unter flieBendem Wasser setzt man 
einige TropfenPhenolphthaleinlosung hinzu, titriert mit 0,5n H 2S04 

bis zur Entfarbung, gibt dann aus der Burette weiter einige 
Tropfen der Saure im fiberschuB hinzu, erhitzt zur Entfernung der 
Kohlensaure und titriert mit Lauge bis zur Rosafarbung zuruck. 

Berechnung. Man bestimmt die gesamte angewandte Lauge
menge und die ganze angewandte Sauremenge. 

Ihre Differenz ergibt die verbrauchte Laugemenge, aus der 
sieh, gemiiB der oben angefUhrten Umsetzung, dureh Multiplika
tion mit 1,269 die mg P 20 5, dureh Multiplikation mit 0,554 die 
mg P bereehnen. 
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Alkalimetrische Phosphorsaurebestimmung 
nach Fiske l . 

Prinzip. Die Methode beruht auf Faliung der Phosphorsaure 
als Magnesiumammoniumphospat, Losen des Niederschlages in 
einer gemessenenMenge 0,1 n HOI und Riicktitration der HOI und 
der freigemachten Phosphorsaure als Monophosphat gegen Me
thylrot. Der Umschlagspunkt wird durch Farbvergleich gegen 
eine Standardlosung ermittelt. 

Reagentien. 1. Magnesiumzitratmischung. 4 g frisch ausgegliihtes 
Magnesiumoxyd werden in einer Losung von 80 g Zitronensaure in 100 ccm 
heil3em Wasser unter Ruhren gelost. Zu der erkalteten Mischung fiigt man 
100 ccm Ammoniak - spez. Gew. 0,90 - fiillt auf 300 ccm auf und filtriert 
nach 24 Stunden. 2. Alkohol 95 % ig, vollig neutral (die Farbung von 50 ccm 
mit einigen Tropfen Methylrot versetzten Wassers darf durch 5 ccm 
Alkohol nicht verandert werden), evtl. uber Alkali zu destillieren. 
3. Methylrot 0,004 % ig. Losung in 50 % ig. AlkohoI. 4. Natriumazetat
mischung. 50 ccm 2 n Essigsaure und 35 ccm 2 n karbonatfreie NaOH 
werden gemischt und auf 100 ccm aufgefuUt. 5. Vergleichslosung. 2 ccm 
der Azetatmischung (s. 4.) werden mit 2 ccm MethylrotlOsung und 21 ccm Was
ser versetzt. 6. Ammoniak 2,5 % ig. 7. Salzsaure 0,1 n. 8. Natronlauge 0,1 n. 

Apparate. 1. Filtrierrohrchenaus Glas mit Filtrierschicht aus Papier
brei. Das Rohrchen wird durch Ausziehen eines Glasrohres auf 120 mm 
Lange, 8 mm lichte Weite - am unteren Ende auf 2 mm - und durch 
Einbuchten am oberen Ende hergestellt, s. Abb. 114, S. 389.2. Chromnickel
draht. 3. Mikrobiirette. 3. Reagenzglaser 200: 20 mm. 

Ausfiihrung. In ein Reagenzglas (200:20mm) pipettiertman 
so viel Harn, daB ungefahr 2-7 mg Phosphorsaure darin enthalten 
sind (etwa 1-5 ccm) und fiillt auf 10 ccm auf. (Wenn 10 ccm 
Harn weniger als 2 mg Phosphate enthalten, sind ein groBeres 
Volumen - aber nicht mehr als 20 ccm - und im gleichen Ver
haltnis groBereReagensmengen anzuwenden.) 1 ccm der Magnesium
zitratlosung und 2 ccm Ammoniak -. spez. Gew. 0,90 - werden 
hinzugegeben; die Mischung wird bis zum Beginn der Kristalli
sation geschiittelt und das Schiitteln dann 15 Min. fort
gesetzt. Man filtriert den Niederschlag unter sehr geringem 
&ugen durch das Filtrierrohrchen ab,. wascht ihn mit 10 ccm 
2,5%ig. Ammoniakunddann viermalmitje 5ccm 95%ig. Alkohol 
aus. Hierauf setzt man dasFiltrierrohrchen auf einen 100 ccm-Erlen
meyerkolben, bringt in das zur Faliung benutzte Reagenzglas 
unter Schiitteln portionsweise exakt abgemessene Mengen von je 
1 ccm 0,1 n HOI, bis der ganze anhaftende Niederschlag gelOst ist; 
die Losung wird jedesmal in das Filterrohrchen abgegossen. Die 
Gegenwart von Kalzium stort nicht, wenn geniigend Zitrat vor-

1 J. of bioI. Chem. 46, 285 (1921). 
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handen ist, urn die Ausfallung des amorphen Kalziumphosphats 
zu verhuten. (Tritt bei der Auflasung des Niederschlags doeh 
eine platzliehe Trubung auf, so muB ein neuer Ansatz mit 
20 eem Wasser, 2 eem Zitrat und 4 eem Ammoniak gemaeht 
werden, doeh ist dies bei mensehliehen Harnen nie der Fall.) 

Mit einem starren Chromniekeldraht staBt man dann das 
Papierfilter durch die Bodenaffnung des Filtrierrohrchens und 
waseht dieses mit 2 eem MethylrotlOsung und 13 cern Wasser naeh. 
Nunmehr gibt man kubikzentimeterweise 0,1 n Salzsaure in den 
Erlenmeyerkolben, bis aueh naeh Umschutteln der Inhalt deut
lich rot gefarbt bleibt. Es muss en wenigstens 0,5 eem 0,1 n HeI 
im UbersehuB zugegeben werden. Die Lasung wird in das 
FallungsgefaB und dann zuruek gegossen, bis der Niedersehlag 
vollkommen gelOst ist und mit 5 cern Wasser naehgespult. 

Unter Vergleieh mit der VergleiehslOsung (s. Reagentien 5.) 
titriert man die Lasung mit 0,1 n Natronlauge aus einer Mikro
burette vorsiehtig bis zum Umsehlagspunkt und dann tropfen
weise weiter, bis 1 Tropfen die Lasung gerade gelber farbt als 
die VergleiehslOsung. 

Bereehnung. Naeh der Umsetzung: Mg(NH 4)P04 + 3HCI 
= MgCl9 + (NH4)CI + H aP04 wurde 1 Mol des Niedersehlages 
3 Mole cler im UberschuB zugegebenen HeI neutralisieren bzw. 
3 H verbrauchen. Es entsteht aber bei der Reaktion H 3P04 • 

Diese wird bei der Ruektitration der ubersehussigen Salzsaure 
mittitriert, und zwar wird dureh die Wahl des Indikators 1 H 
der Phosphorsaure erfaBt. Da 3 H neutralisiert werden, anderer
seits aber 1 H frei wird, entsprieht 1 Mol Mg(NH4)P04 bzw. 
I Grammatom P 2 Grammatomen H. 

1 Grammatom H entsprieht daher -~ = 15,52 g P. Die Dif

ferenz vorgelegter und zuruektitrierter 0,1 n HCI, multipliziert mit 
1,552, ergibt daher den P-Gehalt, multipliziert mit 3,552, den 
P 20 5-Gehalt der zu untersuchenden Lasung in mg. 

N ephelometrisehe Phosphorsaure bestimmung fur 
kleinste Mengen Harn und anderes 

Untersuchungsmaterial naeh Kleinmann 1. 

Prinzi p. Die Methode beruht auf Herstellung einer Phosphor
saurefallung dureh Zusatz eines Molybdan-Strychnin-Reagenses 
unmittelbar zur Harnverdunnung. Die Trubung wird gegen eine 
gleieh bereitete Standardtrubung nephelometrisch bestimmt. 

1 Biochem. Z. 174, 43 (1926). Vgl. auch S. 263 dieses Praktikums. 
Rona-Kleinmann, Blut u. Ham. 26 
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Zur Bestimmung des Gesamt-P (d. h. organischen und an
organischen P) ist der Harn trocken zu veraschen. 

Reagentien. 1. Schwefelsaure 2n: ca.lOOg H 2S04 pro analysi wer
den ad 1000 ccm verdiinnt, mit 1 n NaOH titriert und entsprechend ver
diinnt. 2. NatriumsulfatlOsung pro analysi, gesattigt. 3. StandardlOsung. 
1,9167 g primares Kaliumphosphat (nach S6rensen, Kahlbaum) werden 
ad 1000 cern in aqua dest. gel6st und 5 ccm hiervon ad 1000 cern verdiinnt. 
Die L6sung enthalt 0,q05 mg P 205 = 0,00219 mg P pro ccm. 4. Molybdan
Strychnin-Reagens. L6sung I: 30 g Molybdansaure (fiir Gliihfaden, Kahl
baum) werden in einem 500 ccm-Rundkolben mit 10 g frisch gegliihter 
Soda und 200 ccm aqua dest. 15-30 Min. gekocht, warm filtriert, 
mit 200 ccm genau 10 n Schwefelsaure (500 g H 2S04 konz. ad 1000 cern 
verdiinnt und titriert) versetzt und nach dem Erkalten ad 500 cern auf
gefiillt. L6sung II: 1,6 g Strychninsulfat (Bisul£at, Kahlbaum) werden 
unter Erwarmen in aqua dest. gel6st und nach dem Erkalten ad 500 cern 
aufgefiillt. Am Versuchstag ist das Reagens friEch zu bereiten, indfm 
1 Vol.-Teil L6sung II rasch zu einem Vol.-Teil L6sung I gegeben wird, 
das GefaB gut geschiittelt und das Reagens von einem Niederschlag durch 
ein quantitatives Filter klar abfiltriert wird. 

Apparate. 1. Nephelometer (Schmidtund Haensch, Berlin). 2. Platin
tiegel (nicht fiir Harnanalyse notwendig). 

Ausfiihrung. EiweiBfreierHarn wirdim Verhaltnis etwa 1 :200 
mit aqua dest. verdiinnt. Von dieser Verdiinnungwerden einige cern 
(etwa 2-5), entsprechend 0,02-0,05 mg P 20 5, zur Analyse ver
wandt. Andere organische Substanzen als Harn werden in ent
sprechender Menge im bedeckten Platintiegel trocken verascht, 
bis die Asche rein weiB geworden ist. Die Asche wird in 2 n H 2S04 

zu einem gemessenen Volumen gelOst. Zur Analyse diirfen nicht 
mehr als 9,5 cern Losung, enthaltend 0,02-0,05 mg P 20 5, ver
wandt werden. 

In einem markierten Glaschen wird die Harnverdiinnung mit 
9,5 cern 2 n H 2S04 versetzt. Von einer Organaschenlosung sind 
9,5 cern anzuwenden bzw. ist das angewandte Volumen mit 
2 n H 2S04 ad 9,5 cern zu bringen. 4 cern ges. Na2S04-Losung 
werden zugefiigt. Dann wird mit aqua dest. ad 23 cern aufgefiillt. 
Nunmehr stellt man mehrere VergleichslOsungen her, die 
0,02-0,04 mg P 20 5 entsprechend 4-8 cern Standardlosung, 
enthalten und behandelt sie genau wie die unbekannte Losung. 
Dann gibt man unmittelbar nacheinander genau 2 cern klaren 
Reagenses zu den Losungen, lafit sie 25-30 Min. stehen und 
vergleicht innerhalb 15-20 Min. die unbekannte Losung nephelo
metrisch mit der ihr ahnlichsten Standardlosung. 

Berechnung. Der Gehalt c der untersuchtenLo:,ung anP20 5 

ergibt sich aus dem Gehalt c1 der verwandten StandardlOsung und 
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den entsprechenden Nephelometerablesungen h und hI zu 

c! ·h! 
c= h 
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ausgedruckt in gleichem MaBe wie die Standardlosung, also 
mg P 20 5• 

Bei der Errechnung der P 20 5-Konzentration im Harn ist die 
Harnverdunnung zu berucksichtigen. Eisen solI nicht in einer 
Menge uber 1 mg in der analysierten Menge vorhanden sein und 
ist gegebenenfalls durch AmmoniakfiiJlung aus der Aschenlosung 
zu entfernen. 

Bestimmung der Kieselsaure. 
Kieselsaure ist normalerweise zu etwa 0,03 g (berechnet als 

Si02) pro Liter im Harn vorhanden. 

QualitativeI' Nachweis. 

Die zu untersuchende Substanz wird trocken verascht. Die 
Asche gibt: 

a} in der Phosphorsalzperle ein Skelett von Kieselsaure; 
b) nach dem Durchmischen mit Ammoniumfluorid beim Zu

satz von !ronz. H 2S04 und Erwarmen Kieselfluorwasserstoffsaure. 
Dieselbe wird durch Einbringen eines feuchten Glasstabes in die 
entweichenden Dampfe durch Abscheidung von fester Kieselsaure 
am Glasstab nachgewiesen. 

c) mit Wasser aufgenommen, Fallung mit einem Queck
sil berreagens 1. 

I. Quecksilberreagens. Frisch gefi:illtes Quecksilberoxyd, herge
stellt durch Fallung einer Quecksilberchloridlasung mit Kalium- oder 
Natronlauge und sorgfaltiges Auswaschen des Niederschlages, wird in die 
Schaffgottsche Ammoniumkarbonatliisung (s. u. 2.) so lange eingetragen, 
bis ein Rest des Quecksilberoxydes ungelast bleibt. Die Reaktion wird in der 
Kalte vorgenommen. 2. Lasung nach Sc haffgott. 180 cern konz. Am
moniak, 880 ccm Wasser, 900 cern Alkohol werden mit Ammoniumkarbonat 
gesattigt. In dieser Lasung liisen sich etwa 20 g Quecksilberoxyd. Das 
fertige Reagens muE auf Abwesenheit gliihbestandigen Riickstandes unter
sucht und in ausgedampften Flaschen aufbewahrt werden. 3. Salzsaure konz. 

Die Harn- bzw. die Kotasche wird mit 100 cern heiBem Wasser 
aufgenommen und gut aufgekocht. Bei Kotasche sind groBere 
Stucke mit dem Wischer zu zerreiben, kleine ungeloste Reste 
konnen unberucksichtigt bleiben. Der Schaleninhalt wird nn-

I Nach Kindt: Z. physiol. Chern. 174, 28 (1928). 
26* 
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filtriert in ein Becherglas iibergefiihrt. Zu der Lasung, die neutral 
und auf keinen Fall sauer reagieren muB, werden 50 cem Queck
silberreagens zugesetzt. Eine unlOsliche Verbindung von Merkuri
Ammoniumkarbonat und Kieselsaure fallt als weiBes Pulver aus. 

d) Der Nachweis der Kieselsaure durch Abscheidung aus der 
Aschenlasung mit Salzsaure entspricht der quantitativen Be
stimmung (s. d.). 

Quantitative Bestimmung. 

Gravimetrisehe Bestimmung der Kieselsaure In Harn 
und Fazes nach Kindt!. 

Prinzip. Die Substanz wird mit Salpetersaure verascht, 
die Asehe mit Salzsaure und der gewonnene Riickstand nach 
dem Gliihen mit Fluorwasserstoffsaure abgeraucht, wodurch 
die Kieselsaure als Kieselfluorwasserstoffsaure entfernt wird. Die 
Bestimmung des Gewichtsverlustes ergibt die Kieselsauremenge. 

Reagentien. 1. Salpetersaure konz. 2. Fluorwasserstoffsaure. 
3. Schwefelsaure konz. 4. Salzsaure konz. 

Apparate. 1. Alle Glasapparate (auch Spritzflaschen mit ihren Glas
rohren) miissen aus bestem, sorgfaltig ausgedampftem Jenaer Glase sein. 
2. Platinschale. 3. Platintiegel. 

A usfiihrung. V erasch ung des Harnes. 300-500 cem Harn 
(je nach der Tagesmenge) werden in einem Becherglase mit 100 ccm 
konz. Salpetersaure versetzt. Wendet man Kaninchenharn an, so 
kann hierbei starkes Aufschaumen eintreten. Dureh tropfenweisen 
Zusatz der Saure und durch Atherzusatz kann man das Schaumen 
verhindern. Das nach kurzer Zeit dunkel gefarbte Gemiseh wird auf 
ein zugedeektes Wasserbad gestellt und mit einem Uhrglase be
deckt. Die entstehende Gasentwicklung dauert ea. 15-30 Min. 
Die Zeit kann durch Einstellen des bedeckten Becherglases in 
das Wasserbad (Vorsicht!) abgekiirzt werden. Hat die Blasehen
bildung nachgelassen, wird das Beeherglas ohne Uhrglas (V or
sieht!) in das Wasserbad eingestellt und der Inhalt abgedampft, 
bis ein schwaeh feuehter Kristallbrei zuriiekbleibt. Es wird so 
viel Wasser zugegeben, daB der Boden des GefiiBes 1-2 em 
hoeh bedeekt ist. Naeh 10-15 Min. langem Einweiehen wird 
der Inhalt in eine Platinsehale iibergefiihrt; das Becherglas ist 
mit sehr heiBem Wasser, evtl. mit Hilfe eines Gummiwisehers, 
auszuspiilen. 

1 1. C. S. 403 dieses Praktikums. 
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Der Inhalt der Platinschale wird - wie oben - eingeengt und 
1/2-1 Stunde im Trockenschrank auf 110-120 0 erhitzt. Die 
Trocknung hat den richtigen Grad erreicht, wenn der Schalen
inhalt eine tiefdunkle, nahezu schwarzbraune Farbung angenom
men hat. Dann wird die Schale durch Facheln mit einem 
Brenner erhitzt. Hierbei soll die Flamme des Brenners groB, 
aber nicht scharf sein. Es entsteht eine mitunter heftige Ver
brennungsreaktion, nach deren Ablauf ein nahezu weiBer Riick
stand zuriickbleibt, der durch weiteres Erhitzen miihelos vollig 
verascht werden kann. 

Veraschung von Fazes. 40-50 g Fazes werden ebenso wie 
Harn mit 100 ccm konz. Salpetersaure auf dem Wasserbad ab
geraucht (Vorsicht! bei heftiger Reaktion das Becherglas sofort 
yom Wasserbad entfernen und evtl. Ather zugeben). Nach 5 bis 
10 Min. ist meist die Gefahr eines Uberschaumens vorbei. Die 
Substanz wird dann ein zweites Mal mit 50 ccm konz. Salpeter
saure abgeraucht. 

Ein Uberfiihren des Riickstandes in die Platinschale ist 
nur mit sehr heiBem Wasser und Gummiwischer moglich. 
Lassen sich fettahnliche Substanzen mitunter nicht entfernen, 
bedeutet dies keinen Verlust an anorganischen Bestandteilen. 
Der Riickstand wird moglichst scharf getrocknet. Beim Ver
aschen ist darauf zu achten, daB die Erhitzung allmahlich 
erfolgt, damit die unteren Schichten der Substanz keine 
Blasen werfen. 

Bestimmung. Die Harn- bzw. Kotasche wird mit verd. 
Salzsaure 10-15 Min. auf dem Wasserbade eingeweicht, aufge
kocht und die Mischung in ein Becherglas iibergefiihrt. Sein In
halt wird auf dem Wasserbade zur Trockne erhitzt und im Trok
kenschrank 1 Stunde bei 140 0 getrocknet. Das Aufnehmen mit 
Salzsaure und Tmcknen wird zweimal wiederholt. Nach dem 
letzten Trocknen wird so viel heiBes Wasser hinzugegeben, daB 
der Boden des Glases 1 cm hoch bedeckt ist. Nach Zusatz von 
3-5 Tropfen konz. Salzsaure wird die Losung auf dem Draht
netz kurz aufgekocht und durch ein angefeuchtetes Blaubandfilter 
(Schleicher u. Schull) filtriert. Das Filter darf wahrend des Fil
trierens nicht trocken werden. Becherglas und Filter werden mit 
etwas Wasser, dem 1-2 Tropfen verdiinnte Salzsaure zugesetzt 
sind, quantitativ ausgewaschen. 

Da im Filtrat stets noch geringe Mengen Kieselsaure vorhanden 
sind, wird es zur Trockne gedampft, der Riickstand zweimal wie 
angegeben mit Salzsaure behandelt und bei 140 0 getrocknet. Zum 
Abfiltrieren wird ein neues Filter benutzt. Die beiden Filter wer-
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den getrocknet, gemeinsam im Platintiegel verascht, nach valliger 
Verbrennung der Filterkohle mit einigen Tropfen konz. Salpeter
saure abgeraucht und im bedeckten Tiegel bis zur Gewichts
konstanz gegluht. Beim Gluhen ist der Tiegel erst zu bedecken, 
wenn die anfangs auftretende Blasenbildung nachgelassen hat. 

Der Tiegelinhalt wird dann mit Fluorwasserstoffsaure, der 
einige Tropfen konz. Schwefelsaure zugesetzt sind, abgeraucht 
und erneut im zuerst offenen, spater bedeckten Tiegel bis zur 
Gewichtskonstanz gegluht. 

Aus der Gewichtsdifferenz der konstant gewordenen Gewichte 
vor und nach dem Abrauchen mit Fluorwasserstoffsaure ergibt 
sich der Gehalt an reiner Kieselsaure. 

Kolorimetrische Bestimmung kleinster 
Kieselsauremengen nach Isaacs!. 

Prinzip. Silikate und Phosphate geben gelbe Siliko- und 
Phosphormolybdate in saurer Lasung mit Ammoniummolybdat. 
Auf Zusatz von Natriumsulfit geben beide Molybdate eine blaue 
Farbung. Die Silikomolybdate werden jedoch schon bei weit 
geringerer H-Ionenkonzentration reduziert als die Phosphor
molybdate. Es lassen sich daher bei geeigneter Aziditat Kiesel
saurebestimmungen bei Anwesenheit von Phosphaten ausfuhren, 
die auf Reduktion der Molybdatverbindung und kolorimetrischem 
Vergleich gegen eine Kieselsaure-Standard16sung beruhen. 

Re agen tien. 1. Salpetersaure, puriss., spez. Gew. 1,42 (die Saure ist 
kieselsaurefrei, wenn 50 ccm bei Zusatz von 1 cern Ammoniummolybdat
liisung [so Reagentien 5.] keine Gelbfarbung zeigen). 2. Essigsaure 10%ig 
(aus Eisessig puriss.). 3. Borsaure. Ges. Liisung (puriss.). 4. N atriumhydroxyd
liisung 2%ig. I g metallisches Natrium wird in einem Nickeltiegel in 50 ccm 
aqua dest. geliist. (Vorsicht.) 5. Ammoniummolybdatliisung 10%ig. I Woche 
haltbar. Reinigung des Ammoni ummolybdats. Das reine Am
moniummolybdat enthiUt noch Phosphorsaurespuren und muB vor Gebrauch 
gereinigt werden. 150 g Ammoniummolybdat werden in einem Liter dest. 
Wasser unter Zusatz von einem Liter 25 % ig. Salpetersaure geliist. Zu 
dieser Liisung werden 200 g Ammoniumnitrat puriss. zugesetzt. Die Liisung 
wird so lange warm aufbewahrt, bis sich am Boden ein weiBer Niederschlag 
gebildet hat (ungefahr I Tag). Nachher wird die klare Liisung abfiltriert, 
zum Filtrat eine doppelte Menge absoluter Alkohol und Ammoniak bis zur 
alkalischen Reaktion zugesetzt und filtriert. Auf dem Filter bleibt das reine 
Ammoniummolybdat zuriick. 6. Natriumsulfitliisung, ges. Nach Vanin0 2 
stellt man S02 dar, indem man in eine konz. wafirige Liisung von Na-

1 Bull. Soc. de Chim. bioI. 6, 157 (1924). Vgl. Foulger: J. amer. 
chern. soc. 49,434 (1927). Zit. nach Yoe: Photometric chemical analysis 1. 
Colorimetry. S. 366. New York: Wiley u. Sons 1928 

2 Praparative Chemie Bd. I, S. 78. Stuttgart: Enke 1921. 
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triumsulfit konz. Schwefelsaure eintropft und das entwickelte Gas mittels 
Chlorkalziums trocknet. Das Gas wird in eine konz. Losung von metallischem 
Natrium in aquadest. (imNickel- oder Platintiegel) eingeleitet, wobei sichein 
Niederschlag von weiBem N atriumsulfit bildet. Dieser wird abfiltriert und an 
der Luft getrocknet. 7. KalziumnitratlOsung 5% ig, Ca(NOa)2 • 4 H 20 puriss. 
8. Standard-Kieselsaure-Losung. Diese Losung wird hergestellt, indem man 
eine zu einer geeigneten Konzentration (s. w. u.) verdiinnte waBrige Losung 
von Kaliumsilikat herstellt und ihren Gehalt durch kolorimetrischen Ver
gleich gegen eine Losung ermittelt, die man durch Schmelzen einer genau ge
wogenen Siliziummenge mit Natriumkarbonat und Losen der Schmelze 
in einem gemessenen Volumen aqua dest. gewonnen hat. Die Standard
losung wird dann so verdiinnt, daB 1 cern 1 mg Silizium enthalt. Sie ist 
im allgemeinen 2 Wochen haltbar, doch konnen mitunter kleine Silizium
mengen schon nach wenigen Tagen ausfallen. Der Blindwert der Reagen
tien an Kieselsaure ist durch einen Leerversuch zu ermitteln, da die 
Losungen 1., 3. und 4. haufig Kieselsaure enthalten. 

Ausfiihrung. Von der getrockneten Untersuchungssubstanz 
(Gewebe) werden z. B. 0,5 g in einem Platintiegel abgewogen 
und allmahlich mit 1 ccm Borsaurelosung, 1 ccm Kalziumnitrat
losung und ungefahr 2 ccm Salpetersaure versetzt. Der Tiegel 
wird zunachst auf dem Wasserbade erwarmt, bis das Gewebe 
gelost ist und dann unmittelbar erhitzt bis eine Verkohlung 
einsetzt. Dann wird weiter Salpetersaure zugesetzt und ver
ascht, bis der Riickstand weiB geworden ist. (Wahrend Kalzium
nitrat die Veraschung erleichtert, verhindert die Gegenwart der 
Borsaure Kieselsaureverluste.) Die Asche wird mit einigen Tropfen 
Salpetersaure befeuchtet und erwarmt, bis jeder SaureuberschuB 
vertrieben und Kalziumoxyd in -nitrat iibergefiihrt ist. 

Nunmehr werden 2-3 ccm Wasser und 3 ccm Natrium
hydroxydlosung zugegeben. Die Mischung wird unter Drehen 
des Tiegels zum Sieden erhitzt und hierauf mit so viel Essig
saure versetzt, daB nach Neutralisation noch ein DberschuB von 
3 ccm Saure vorhanden ist, worauf 10 ccm Wasser und 5 ccm 
Ammoniummolybdatlosung zugesetzt werden. Gleichzeitig wird 
eine Vergleichslosung angesetzt, indem 1 ccm einer geeigneten 
Verdunnung der Standardsiliziumlosung mit 12 ccm Wasser, 3 ccm 
Essigsaure und 5 ccm Ammoniummolybdatlosung versetzt wird. 

Beide L03ungen werden 5 Min. in ein siedendes Wasser
bad gestellt und hierauf mit je 2 ccm Natriumsulfitlosung 
versetzt. 

Die blau gefarbten Losungen werden kolorimetrisch ver
glichen. Obgleich die Farbtiefe im Laufe der Zeit ansteigt, gibt 
dic Messung richtige Werte, da sich das Verhaltnis der Farb
tiefen zueinander nahezu nicht andert. Bei Gegenwart von viel 
Phosphat, das die Farbentwicklung verzogert, bzw. verhindert, 
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kann die Essigsauremenge in beiden Losungen bis zu 7 ccm 
hinauf erhoht werden. 

Enthalt die Untersuchungssubstanz Eisen (Blut) so wird die 
erhaltene Endfarbung griinlich. Man stellt in diesem FaIle eine 
Losung aus 15 ccm Wasser, 3 ccm 1O%ig. Essigsaure, 5 ccm 
10% ig. Ammoniummolybdat und 1 ccm 10% ig. Eisenammo
niumalaunlosung her, setzt diese 5 Min. in ein siedendes Wasser
bad und gibt dann 2 ccm Natriumsulfitlosung hinzu. Man erhalt 
eine gelbgefarbte Losung, mit der man die aus der Standard
siliziumlosung hergestellte Vergleichslosung so lange verdiinnt, bis 
ihr Farbton gleich dem der unbekannten Losung geworden ist. Beim 
Vergleich ist dann der durch die Verdunnung geanderte Gehalt 
der Losung an Silizium zu berucksichtigen. Die Berechnung 
erfolgt gemaB dem bekannten kolorimetrischen Prinzip. 

Bestimmung der organischen Bestandteile. 

Bestimmung des Kohlenstoffes auf nassem Wege. 

Titrimetrische Bestimmung des Kohlenstoffes nach 
Brunner-Messinger1 -Scholz 2 , modifiziert von Tangl 

und Kereszt y 3. 

Prinzip. Der Ham wird mit Chromschwefelsaure auf nassem 
Wege verbrannt, die aus dem Kohlenstoff gebildete CO2 in Baryt
wasser aufgefangen und titrimetrisch bestimmt. 

Reagentien. 1. Schwefelsaure, reine konz. 2. Kaliumbichromat, krist. 
3. Kaliumhydroxyd-Losung 25%ig. 4. Barytwasser aus krist. reinem 
Bariumhydroxyd 0,06-0,09 n. 

Das im Handel vorkommende kristallisierte Bariumhydroxyd enthalt 
immer Bariumkarbonat. Man kann daher die Losung nicht durch direktes 
Abwagen einstellen. Man wagt roh ab, bringt die Substanz mit der notigen 
Menge destillierten Wassers in eine groBe Flasche, verschlieBt und schiittelt, 
bis nur leichtes Bariumkarbonatpulver unge16st zuriickbleibt. Man laBt 
die Flasche 2 Tage stehen, damit sich der Niederschlag vonBariumkarbonat 
vollstandig absetzt, hebert die klare iiberstehende Losung in eine Vorrats
flasche, durch welche man zuvor 2 Stunden lang einen kohlensaurefreien 
Luftstrom geleitet hat, und verbindet die Flasche (s. Apparate 2.) sofort 
mit einem Natronkalkrohr und mit der Biirette. 1st das Barytwasser in der 

1 Ber. dtsch. chem. Ges. 21, 2910 (1888); 23, 2756 (1890). 
2 Zbl. inn. Med. Jg. 18, Nr. 15, 353 und Nr. 16, 377 (1897). 
3 Biochem. Z. 32, 266 (19ll). Vgl. auch Neubauer-Huppert: 1. c. 

(S. 303 dieses Praktikums) und Tread well: 1. c. (S. 397 dieses Prakti
kums). 
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Flasche nicht ganz klar, so schaltet man in den Heberschlauch a ein unge
fahr 6 em langes, ca. 1,5 em weites, nicht zu fest mit Verbandwatte gefulltes 
Glasrohr als Filter ein. 

Zur Titerstellung miBt man 20 cern Barytwasser in einen Erlenmeyer
kolben ab und titriert unter Zusatz von Phenolphthalein mit 0,05 n Salzsaure 
bis zum Verschwinden der Rotfarbung. Man verwendet stets die gleiche 
Tropfenzahl Phenolphthalein. 

Oder man fiiIlt 20 cern Barytwasser in ein Erlenmeyerkolbchen, 
gibt einige Tropfen Kochenillelosung als Indikator und eine abgemessene 
Menge 0,05 n Salzsaure bis zur schwachen Gelbfarbung hinzu und titriert 
mit einer 0,05 n Natronlauge bis zum Farbumschlag nach rotviolett. 

5. Salzsaure 0,05 n. 6. Natronlauge 0,05 n. 7. Phenolphthalein oder 
Kochenille16sung. 8. Kupferoxyd (CuO) gekornt. 9. Bleidioxyd (Pb02) 

gekornt. 
Apparate. 1. Verbrennungsapparatur. a) AufschlieBkolben mit ein

geschliffenemKuhleinsatz nach Tangl (s.Abb.115), bestehendauseinem Auf
schlieBkolben aus Jenaer Glas, gut gekuhlt, ganz glatt und eingeschliffenem 
Kiihleinsatz: a und b Kuhlwassereinsatze, c Rohre (10-12 mm) zur Luftzu
leitung, d Zuleitung der kohlensaurefreien Luft wahrend 
der Verbremiung, e Schliffstelle zum Stopsel j, g Trichter 
fur Schwefelsaure, h Rohre zum Ableiten der durch d-c 
zugeleiteten Luft. b) AbsorptionsgefaBe: 2 Barytrohren 
(Pettenkofer) enthaltend je 300 cern und 100 cern Baryt- i--
wasser (s. unter Reagentien 4.). Das Barytrohr ist an 
beiden Enden 45° aufgebogen. Das eine aufgebogene Ende, 
durch das die Kohlensaure eingeleitet wird, ist 10 em 
lang, das andere Ende ist zu einer Kugel etwa vom doppel
ten Durchmesser des Rohres aufgeblasen und in der 
Langsachse in ein kurzes, als Schlauchansatz dienendes 
Rohr ausgezogen. In das zylindrische Ende wird mit 
einem Stopfen luftdicht ein Glasrohr eingepaBt, welches 
mit seinem spitz ausgezogenen Ende ein Stuck in den 
langen Teil des Rohres hineinragt, damit die austreten
den Luftblasen in den horizontalen Teil gelangen und 
nicht wieder in dem Schenkel emporsteigen. c) Wasch
flaschen: 1 Waschflasche enthaltend: KOH.Losung 
25 % ig ; 2 Waschflaschen enthaltend: H 2S04 konz. ; 1 Wasch
flasche enthaltend: mit H 2S04 angesauertes Wasser. 
d) Natronkalkturm. e) Verbrennungsrohr. 30-40 em mit 
CuO-Asbest oder gekorntem CuO, 6-8 em mit kornigem 
Pb02, das sich zwischen zwei Asbestpfropfen befindet, ge
fiiIlt. f) Verbrennungsofen (Preglscher Doppelofen). g) Me
taIlkapsel mit Thermometer (ca. 300°) (s. Abb. 116, Nr. 7). 

Anordnung der Verbrennungsapparatur. (s. Abb.115. 
Abb. 116.) Die durch die Apparaturgesaugte Luft wird 
von der mit 25 % ig. KOH-Losung gefullten Waschflasche 1 und dem Natron
kalkturm 2 von CO2 gereinigt und durch die H 2S04 in der Waschflasche 3 
entwassert. Diese ist mittels Glasrohrs mit dem AufschlieBkolben 4 ver
bunden, der an einem Stativ uber einem mit einer Asbestplatte be
deckten DreifuB befestigt ist; unter dem DreifuB befindet sich ein Bunsen
brenner. (Zur Sicherung der Dichtung ist der obere Rand des Kolbens 
umgekrampt, wodurch urn den Kuhler eine kreisformige Rinne gebildet 
wird, die man mit einigcn Tropfen konz. H 2S04 anfullt.) Der einige ccm 
konz. H 2S04 enthaltenden Waschflasche 5 folgt angeschlossen ein Ver-



410 Bestimmung der organisehen Bestandteile. 

brennungsrohr in einem Verbrennungsofen 6. Die Verbrennungsrohre ist 
in einer Lange von 30--40 em mit CuO-Asbest oder gekorntem CuO gefullt. 
Ihr folgt eine etwa 6-8 em lange Streeke, die mit kornigem Pb02 gefullt 
ist, das sich zwischen zwei Asbestpfropfen befindet. Dieser Teil der Rohre 
ist von einer mit einem Thermometer versehenen Metallkapsel7 umgeben, die 

Abu. 116. 

von unten mit einem kleinen Bunsenbrenner angeheizt wird. ·Der Verbren
nungsrohre folgt eine Waschflasche 8, die etwas mit H 2S04 angesauertes 
Wasser enthalt, damit die durchgesaugte Luft mit Wasserdampf gesattigt 
in die Barytrohre 9 tritt. Hinter die Waschflasehe 8 sind zwei Barytrohren 
geschaltet. Die erste 9 faBt 300 ccm Barytwasser, die zweite kleinere 10 
100 ccm. Letzte dient zur Kontrolle und vermittelt die Verbindung mit 

jl 

r 

p 

Abb.117. 

der Saugleitung resp. Wasserstrahlpumpe. Die einzelnen 
Teile des Apparates sind mit moglichst kurzen Kautschuk
schlauchstucken miteinander luftdicht verbunden. 

2. Vorratsflasche und Burette zur Barytlosung 
(s. Abb. 117). Die Vorratsflasche Fist verbunden: erstens 
mit einem Natronkalkrohr N und zweitens mittels der 
Rohren p und r mit der Burette. Die Fullung der Burette 
geschieht durch Offnen des mit Quetschhahn versehenen 
Kautschukschlauches a. 

A us fuhrung. Vor Beginn des Versuches erhitzt 
man erstens 8-10 g Kaliumbichromat bis zum 
Schmelzen, zweitens 1 Liter konz. H 2S04 mit 10 g 
Kaliumbichromat 1 Stunde auf dem Sandbad, um 
evtl. vorhandene C-haltige Substanzen zu zer
storen. (Siehe auch gewichtsanalytische Bestim

mung nach Stepp, S. 412.) 
Man uberzeugt sich von der Luftdichte des Apparates, bringt 

8-10 g des vorher erhitzten Kaliumbichromates in den Auf
schlieBkolben, setzt den Kuhler ein und saugt noch vor Ein
schaltung der Barytrohren in langsamem Strome Luft durch den 
Apparat, um ihn vollstandig mit CO2-freier Luft zu fiillen. Gleich
zeitig wird sowohl der CuO als auch der Pb02 enthaltende Teil 
auf 150-180° erhitzt. (Das CuO muB wahrend des ganzen Ver
suches in Rotglut erhalten werden. Die Temperatur des Pb02 

darf nicht 180-200° ubersteigen.) 



Bestimmung des Kohlenstoffes auf nassem Wege. 411 

Nachdem der Apparat geniigend durchventiliert ist - 1/4 bis 
1/2 Stunde geniigt - werden die Barytrohren eingeschaltet. 
Nunmehr werden 5 ccm Harn mittels geeichter Pipette durch 
die Rohre c in den AufschlieBkolben 4 gefUllt. (An der Rohren
wand haftenbleibender Harn wird durch die spater hinzugefiigte 
H 2S04 abgespiilt.) Der Stopsel wird wieder eingesetzt und der 
Trichter g mit erkalteter konz. H 2S04 gefUllt. 

Jetzt setzt man den Kiihler des Kolbens in Gang und beginnt 
mit. dem Durchsaugen von Luft. Den Luftstrom regelt man derart, 
daB pro Sekunde 2-3 Blaschen durch das Barytwasser treten. 
Dann beginnt man auBerst vorsichtig mit der ZufUhrung der 
konz. H 2S04, indem man den Stopsel f sehr wenig und langsam 
liiftet, so daB nur einige Tropfen H 2S04 durch die Rohre e in 
den Kolben flieBen. Die Reaktion ist sehr heftig, die Gasentwick
lung, besonders anfangs, stiirmisch, so daB man die H 2S04 nur 
in sehr kleinen Portionen und langsam zufliel.len lassen kann. 
So bringt man, anfangs allmahlich, spater in groBeren Portionen, 
die ganze zu einer Verbrennung notige H 2S04 (130-140 ccm) 
in den Kolben. 

Sobald die gesamte H 2S04 in den Kolben eingelassen ist und 
die Gasentwicklung aufgehOrt hat, wird mit dem vorsichtigen 
Erhitzen des Kolbens begonnen, dieses wird so lange fortgesetzt, 
bis der Kolbeninhalt in lebhaftes Sieden gerat und die Zersetzung 
der organischen Substanz vollkommen beendet ist. Man erkennt 
dies daran, daB die Kohlensaureentwicklung (feine Blaschen
bildung an der Oberflache der Fliissigkeit, die von den durch
geleiteten Luftblasen leicht zu unterscheiden ist) aufhOrt und der 
Kolbeninhalt eine hellgriine Farbung annimmt, was gewohnlich 
nach 2 - 2 Y:! stiindigem S ieden zu geschehen pflegt. . 

Hat man die gesamte H 2S04 in den Kolben gegeben und fUr 
einen gleichmaBigen Luftstrom gesorgt, so bedarf die Verbren
nung keiner dauernden Kontrolle. 

Nach Abstellen der Flamme wird noch J4 - Y:! Stunde Luft 
durchgesaugt, um aIle CO2 in die Barytrohren zu iiberfUhren. 

Dann wird das in den Barytrohren enthaltene Barytwasser 
auf folgende Weise filtriert und titriert: 

Man gieBt entweder das Barytwasser in einen Zylinder, ver
schlieBt ihn luftdicht und liil.lt den kohlensauren Baryt (ca. 
Y:! Tag) absetzen. Zur Titration entnimmt man 20 ccrn der iiber
stehenden klaren Lasung mittels einer Pipette, die mit einem 
langen, diinnwandigen, weichen Kautschukschlauch, zwischen 
den ein mit grobern Natronkalk gefUlltes Glasrohr geschaltet 
wird, versehen ist. (Durch Wattepfropfen an beiden Enden wird 



412 Bestimmung der organischen Bestandteile. 

der Natronkalk am Herausfallen gehindert.) Oder man ersetzt, 
was zweckmaBiger ist, das Absetzen durch Filtration. 

Zur Filtration unterLuftabschluB verfahrtman unterAnwendung 
der bei der Titerstellung gegebenen Apparatur (Abb. 117), indem 
man an Stelle von F das Barytrohr einfiigt, wie folgt: Die Saug
spitze des Barytrohres wird mittels Kautschukschlauches an ein 
Wattefilter angeschlossen, wie es bei der Titerstellung verwandt 
wurde (s. Reagentien 4.). Das Barytrohr wird senkrecht gestellt 
und das Zuleitungsrohr desselben am freien Ende ebenso wie das 
obere Ende der Burette luftdicht mit einem Natronkalkrohr ver
bunden. Das filtrierte Barytwasser laBt man in die Burette auf
steigen und fiiIlt zur Titration 20 ccm in ein Erlenmeyerkolbchen. 

Die Titration kann - wie bei der Titerstellung angegeben - auf 
zwei Weisen erfolgen, doch muB die Titrationsweise bei der Be
stimmung die gleiche sein wie die bei der Titerstellung angewandte. 

Berechnung. Die Differenz zwischen der ccm-Zahl 0,1 nHCl, 
die vor der CO2-Einleitung von dem angewandten Volumen der 
Barytlosung verbraucht worden ware und derjenigen, die zuruck
titriert worden ist, entspricht dem gleichen Aquivalent gebundener 

CO2, [lccmO,lnLosung = 1~~~~~~~2 mgJ ;dieDifferenz,muItipliziert 

mit 2,2, ergibt somit diE; Menge CO2 in mg in der analysierten Ham
menge (5 ccm). Durch Multiplikation der ccm-ZahIO,1 n Salzsaure 

. 12 (12.1000.20) h"lt d' C' 100 H mIt 1000.10.2 er a man Iemg III ccm arn. 

Nach Gomez 1 kann man in der hier gegebenen Methode 
anstatt der Barytrohren auch Natronkalkrohrchen in die Ap
paratur einschaIten und die aufgefangene CO2 in denselben 
wagen. (Hierzu siehe die folgende Bestimmung.) 

Gravimetrische Bestimmung des Kohlenstoffes nach 
Messinger-Huppert-Spiro, modifiziert von Stepp2. 

Prinzi p. Der Ham wird mit Chromschwefelsaure unter Zusatz 
yon Quecksilber als Katalysator auf nassem Wegeverbrannt, die 
gebildete Kohlensaure in Natronkalkrohrchen aufgefangen und 
gewogen. 

Reagentien. 1. Quecksilber. 2. Chromsaure (Acid. chromic. pur. 
cryst. Merck). 3. Schwefelsaure, konz., rein. Reinigung: 1 Liter H 2SOt wird 
mit 10 g Kaliumbichromat 1 Stunde gekocht. Nach dem Erkalten wird 
etwas fein gepulvertes Kaliumpermanganat zugesetzt und nochmals er-

1 Biochem. Z. 167, 424 (1925). 
2 Biochem. Z. 87,135 (1918). Vgl. auch Modifikation der Methode von 

Deutschberger Biochem. Z. 198,268 (1928). 
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hitzt. 4. Natronkalk als grobsandiges Pulver, durch Metallsieb von Staub 
und groBen Stiicken befreit. 5. Chlorkalzium. 6. Kaliumpermanganatlosung: 
5 g Kaliumpermanganat werden in aqua dest. ad 1000 ccm gelost, 8 bis 
14 Tage stehen gelassen und gut verschlossen verwahrt. 

Apparate. 1. Zersetzungskolben (500 ccm) nach Stepp (s. Abb.1l8). 
2. AbsorptionsgefaBe: a) ca. 10 cm hohe U-Rohre, mit eingeschliffenen Glas
hahnen versehen, mit feuchtem Natronkalk (s. Reagentien 4.) gefiillt. 
(Feuchtigkeit durch Wasserdampfentwicklung beim Erhitzen im trocknen 
Reagenzglas priifen!) Der dem Zersetzungskolben abgekehrte Schenkel 
wird nur zu 7/S mit Natronkalk, der Rest mit Chlorkalzium (zur Wasser
bindung) gefiillt. In beide Schenkel 
kommt auf die Fiillung ein lockerer 
Wattebausch. Die Schliffe miissen 
absolut dicht sein und Fetteilchen 
oberhalb des Schliffes sorgfaltig ent
fernt werden. b) 1 leeres U -Rohr. 
c) 4 U-Rohre enthaltend: mit Schwe
felsaure benetzte Glasperlen. d) 2 u
Rohre enthaltend: Chlorkalzium. 
3. 2 Natronkalktiirme. 4. 2 Wasch
flaschen mit Kalilauge (ca. 25 % ig). 

Anordnung der Apparatur. 
1. Waschflasche mit KOH. 2. Natron
kalkturm. 3. U-Rohr mit Schwefel
saure. 4. U-Rohr mit Chlorkalzium. 
5. Zersetzungskolben. 6. Leeres U-"'~.J!5~~0=!1 
Rohr. 7. und 8. 2 U-Rohre mit Schwe
felsaure. 9. und 10. 2 Natronkalk
rohrchen. II. U-Rohr mit Chlor
kalzium. 12. U-Rohr mit Schwefel
saure. 13.Natronkalkturm. 14. Wasch
flasche mit KOH. 15. Wasserstrahl- ~_JI~' L_---'~~~;;;;;;;~ 
pumpe. Abb. 118. 

A usfiihrung. Vor Begum der 
Verbrennung werden zwei Absorptionsrohrchen, die vor der 
Wagung langere Zeit im Wagezimmer gelegen haben miissen, bis 
zur Gewichtskonstanz gewogen. Frisch gefiillte Rohrchen miissen 
mehrere Tage Gewichtskonstanz gezeigt haben. 

Nach genauer Priifung der Verschliisse auf Dichtigkeit werden 
15 g Chromsaure, 1 Tropfen Quecksilber und 100 ccm der ge
reinigten konz. Schwefelsaure in den Zersetzungskolben gegeben. 
Dann wird ohne Einschaltung der Natronkalkrohrchen durch 
Luftdurchleiten der Apparat kohlensaurefrei gemacht und nun
mehr mit den Absorptionsrohrchen verbunden. 

Eine genau abgemessene Menge Harn (5 ccm) wird durch den 
Trichter so langsam in den Kolben gegeben, daB nicht mehr 
als hOchstens 40 Luftblasen in 1 Min. durch die Schwefelsaure
U-Rohrchen hindurchgehen. Die im Trichter haftenden Reste des 
Harnes werden durch Nachspiilen mit wenigen ccm frisch abge-
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kochten, mit Schwefelsaure angesauerten Wassers in den Kolben 
gespult. Dann wird der Kuhler angestelIt und der Kolben vor
sichtig erhitzt, indem erst alImahlich die Flamme vergroBert wird. 

Nach etwa 3-4stundigem Erhitzen mit Chromsaure wird 
Luft durchgeleitet; dann laBt man den Kolben abkuhlen. In
zwischen werden ca. 10 ccm Kaliumpermanganatlosung (s. Rea
gentien 6.) kurz erhitzt und wieder abgekuhlt. 

Nachdem der Zersetzungskolben volIkommen erkaltet ist, 
laBt man durch den Trichter die Kaliumpermanganatlosung lang
sam einflieBen. Dann wird nochmals zuerst langsam, dann kriiftig 
etwa 1 Stunde erhitzt und nochmals Luft durchgeleitet. Hierbei 
ist besonders darauf zu achten, daB mit dem Luftdurchleiten 
nicht fruher aufgehort wird, als bis alIer Sauerstoff aus der ganzen 
Apparatur entfernt ist. Man erkennt dies daran, daB die aus dem 
Apparat austretenden Gasblasen einen glimmenden Fichtenspan 
nicht mehr zum Aufleuchten zu bringen vermogen. 

Nach Beendigung des Versuches werden die Natronkalkrohrchen 
gewogen, nachdem man sie ca. Yz Stunde an der Wage hat stehen lassen. 

Die Gewichtszunahme der Natronkalkrohrchen entspricht der 
a bsorbierten CO2·Menge. 

Titrimetrische Mikro bestimmung des Kohlenstoffes 
nach Nicloux 1 . 

Prinzip. Die organische Substanz wird in einer luftleer ge
pumpten Apparatur durch ein Silber·Chromschwefelsaure-Gemisch 
zerstCirt, die gebildete Kohlensaure durch Kalilauge absorbiert 
und titrimetrisch bestimmt. 

Reagentien. 1. Kaliumbichromat (pur. gepulvert) mehrmals um
kristallisiert. 2. Silberbichromat. Hergestellt durch Fiillung von 5 g 
Kaliumbichromat in 75 cern Wasser mit 5 g Silbernitrat in 25 cern Wasser, 
Absaugen, Waschen und Trocknen bei 1l0-1l5 D• 3. Natriumsulfat (pur. 
wasserfrei, feinst gepulvert). 4. Kalilauge 2 n (kohlensaurefrei). Man lOst 
150 g KOH in 1000 cern Wasser, fiigt eine kochende Losung von 10 g 
Baryt in 100 cern Wasser hinzu, laBt absetzen und priift, ob weitere Baryt
zusatze noch eine Fallung hervorrufen. Die Lauge wird in einer Gas
trockenflasche aufbewahrt, deren obere Offnung ein U-formiges Natron
kalkrohr tragt, wahrend die untere mit einer Biirette von 10 cern kom
muniziert, die ebenfalls durch ein Natronkalkrohr geschlossen ist. (Appa
ratur s. titrimetrischeKohlenstoffbestimmung S.408, Apparate 2.) 5. Schwe
felsaure, pur .konz. (Reinigung s. gewichtsanalytische Kohlenstoffbestimmung 
S. 412, Reagentien 3.).6. Kalilauge 0,05n. 7. Salzsaure 0,05 n. (6. und 7. mit 
3-5 Tropfen Methylrot nach Pregl auf 1 Liter Losung versetzt.) 8. Methyl
rot nach PregI. 0,1 g Methylrot werden mit einigen Tropfen 0,1 n Sodalosung 
in einem kleinen Morser verrieben. 

1 Bull. Soc. de Chim. bioI. 9, 639 (1927). 
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Apparate (s. Abb. 119). Ein Reagenzglas T ausJenaer- oderPyrex
glas von 14 mm innerem Durchmesser und 120 mm Lange wird durch einen 
kleinen Gummistopfen mit 2 Bohrungen verschlossen, durch dessen eine 
Bohrung ein Trichterrohr E, versehen mit einem Hahn R fiihrt, wahrend 

durch die zweite Bohrung ein Kugelrohr t, B, t' geht. 
Statt des Hahnes R gibt Nicloux neuerdings als Ver
schluE einen in den Trichter E eingeschliffenen Glas
stab an 1• (Vgl. Abb. 120). Der Teil t der Rohre tBt' 
ist ausgezogen und umgebogen und reicht in das 
Innere der Kugel B hinein. Die Kugel B besitzt eine 
kleine sackformige Ausbuchtung, die sich in der Rich
tung der Verlangerung der umgebogenen Rohre befin
det. Ein Vakuumschlauch c, der durch 
einen Schraubenquetschhahn p geschlos-
sen werden kann, ist iiber das Ende der 
Rohre t' gezogen und verbindet die Appa- l 
ratur mit einem Natronkalkrohr. 

Ausftihrung. Bei normalem 
menschlichem Harn (5-10 g Koh
lenstoff pro Liter) verwendet man 

Abb. 119. 0,3 cern zur Analyse. Bei einem Abb. 120. 

Kohlenstoffgehalt des Harnes von 
5-3 g pro Liter werden 0,6 cern Harn, bei Mengen von 3 g pro 
Liter und weniger 0,9 cern Harn angewandt. Enthiilt der Harn 
tiber 10 g Kohlenstoff pro Liter, so wird er entsprechend ver
dtinnt und 0,3 cern der Verdtinnung zur Anwendung gebracht. 

Die mit einer Pipette abgemessene Menge Harn wird in das 
Reagenzglas T gebracht und mit 50-60 mg Silberbichromat, 
220-240 mg Kaliumbichromat und 0,6 g Natriumsulfat (bei 
0,3 cern Harn) versetzt. (Natriumsulfat muB stets doppelt so viel 
wie die angewandte Harnmenge betragt, hinzugeftigt werden; 
die Mengen Silberbichromat und Kaliumbichromat bleiben die 
gleichen.) Dann bringt man in die Kugel B 0,4-0,5 cern karbonat
freie 2 n Kalilauge, setzt den Apparat luftdicht zusammen (der 
Hahn R ist mit konz. Schwefelsaure gedichtet) und evakuiert von 
dem Kautschukschlauch c aus. Wenn der Apparat luftleer gepumpt 
ist, schlieBt man c durch den Quetschhahn p und unterbricht die 
Verbindung mit der Pumpe. Man taucht den Apparat in ein siedendes 
Wasserbad und destilliert schnell, indem man evtl. die Kugel mit 
feuchtemFiltrierpapier ktihlt, bis die Mischung trocken ist. Manent
fernt den Apparat aus dem Wasserbad, klemmt ihn in schrager 
Stellung in ein Stativ und liiBt durch den Trichter E 6 cern konz. 
Schwefelsaure zuflieBen, worauf sofort die Oxydation einsetzt. 

1 Bull. Soc. de Chim. bioI. 10, 1271 (1928). Vgl. auch eine andere 
Modifikation der Apparatur von Bezssonoff: Bull. Soc. de Chim. bioI. 
10, 1273 (1928). 
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Nunmehr wird vorsichtig erhitzt (ein Hochsteigen der Schwefel
saure ist zu vermeiden!), wobei man den Apparat etwas schwenkt, 
damit sich die Kalilauge an den Wanden der Kugel verteilt. Nach 
AufhOren der Gasentwicklung und Griinfarbung der Lasung 
(10 Min.) affnet man die Schlauchklemme vorsichtig und laBt 
durch ein Natronkalkrohr Luft eintreten. (Neben dem Sulfat des 
Chromsesquioxyds findet sich manchmal ein grauer Niederschlag 
von Cr2(S04la- H 2S04 , fiber der Fliissigkeit kannen sich weiBe 
Dampfe bilden; es ist belanglos, wenn eine kleine Menge von 
diesen die Kugel erreicht.) 

Die Apparatur wird auseinandergenommen und der untere 
Ansatz der Kugel B zweimal mit Wasser gewaschen, um Spuren 
von Schwefelsaure zu entfernen. Das Waschen geschieht durch 
Einbringen des Wassers in das Rohr bei horizontaler Lage und 
Entfernung beim Wiederaufstellen desselben. Darauf wird das 
obere Endet' in ein Zentrifugenglas geneigt und von taus mit 
kohlensaurefreiem dest. Wasser nachgewaschen. Man taucht das 
Zentrifugenglas in siedendes Wasser, riihrt den Inhalt um, gibt 
2-2,5 ccm siedend heiBe 10% ig. Bariumchloridlasung hinzu, ver
stopft das Glas und laBt absetzen. Die Lasung wird 45 Sek. 
zentrifugiert und die iiberstehende Fliissigkeit abgegossen. Den 
letzten Fliissigkeitsrest saugt man durch Filtrierpapier abo Der 
Niederschlag von Bariumkarbonat wird mit siedendem ammoniak
haltigem Wasser versetzt und umgeriihrt. Dann gibt man einige 
Tropfen Alkohol hinzu, um ein Hochkriechen des Niederschlages 
zu vermeiden, zentrifugiert, wascht noch einmal mit kaltem Wasser, 
zentrifugiert wieder und gieBt abo 

Zu dem Niederschlag gibt man genau 10 ccm 0,05 n Salzsaure 
[mit Methylrot gefarbt (siehe Reagentien)], riihrt um und erwarmt 
bis zur Lasung, wobei die Fliissigkeit den roten Ton behalten muB. 
Dann gieBt manin einen kleinen Erlenmeyerkolben iiber, spiilt nach, 
kocht die Kohlensaure fort und titriert mit 0,05 n Kalilauge. 

Berechnung. Die verbrauchte Salzsauremenge (N - n) ver
mindert um 0,25, multipliziert mit 0,3, ergibt die Menge Kohlen
stoff in mg. Man hat also: 

Menge Kohlenstoff in mg = [(N - n) - 0,25]·0,3. 
Pro Liter und in mg betragt bei Anwendung von 0,3 ccm Harn die 
Menge Kohlenstoff: 

[(N - n) - 0,25]-0,3·1000 
0,3 

Die Subtraktion von 0,25 bedeutet eine Korrektion des Fehlers, 
der durch den Kohlensauregehalt der Luft unvermeidlich ist. 

Der Methodenfehler liegt unter 2 % . 
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Bestimmung des Stickstoffs. 
Allgemeine Form der Stickstoffbestimmung nach Kjeldahll. 

Als stickstoffhaltige Endprodukte werden im Ham Hamstoff, 
Harnsaure, Kreatinin, Purinbasen, Ammoniak und Proteinsauren 
ausgeschieden. Etwa 83-88% des Stickstoffes sollen auf 
Hamstoff entfallen, 2,5-5% auf Ammoniak, 1-2% auf Ham
saure, ca. 0,2% auf Purinbasen, 2,5-4% auf Kreatinin, ca. 0,5% 
auf Hippursaure, der Rest, ca. 3-8%, auf andere Substanzen. 

1m 24stiindigen, normalen, menschlichen Ham sind 10-16 g 
Stickstoff enthalten. Mit den Exkrementen verlaBt nur eine ge
ringe, nicht resorbierte EiweiBmenge (ca. 1 g taglich) den K6rper. 
Die Bestimmung des Gesamt-N sowie der einzelnen N-haItigen 
Fraktionen im Ham dient daher zur Ermittlung der Art und des 
Umfanges des EiweiBumsatzes. 

Stickstoff wird sowohl bei der Untersuchung des Hams als 
auch aller anderen physiologisch-chemischen Objekte nahezu aus
schlieBlich nach der KjeldahImethode bestimmt. 

'Prinzip. Die Methode beruht auf Zerst6rung organischer 
Substanzen durch Erhitzen mit konzentrierter Schwefelsaure. 
Hierbei wird Stickstoff in Form von Ammoniak abgespalten 
oder durch die bei der Reaktion entstehende schweflige Saure 
zu Ammoniak reduziert. Das Ammoniak verbindet sich mit der 
vorhandenen Schwefelsaure zu Ammoniumsulfat. 

Die UberfUhrung des Stickstoffes in Ammoniak gelingt bei 
allen Substanzen, in denen die Stickstoffvalenzen mit Wasserstoff 
oder Kohlenstoff in Verbindung stehen. Sie ist nicht unmittelbar 
anwendbar bei Substanzen mit doppelter Stickstoffbindung, sowie 
mit Stickstoffsauerstoffverbindungen wie Nitrok6rpem, Nitroso
verbindungen, sowie bei Nitraten und Nitriten organischer Basen. 

Da der Stickstoff in allen tierischen und pflanzlichen Pro
dukten ausschlieBlich in der erst genannten Bildungsform vor
kommt, so sind diese Substanzen fUr die N-Bestimmung nach 
Kj eldahl geeignet. Sie diirfen nicht mit Salpetersaure vor
behandelt sein. Die N-Verbindungen der zweiten Gruppe lassen 
sich durch entsprechende Vorbehandlungen der Kjeldahlbestim
mung zuganglich machen. 

Die Verbrennung der organischen Substanz durch Schwefel
saure wird durch Zusatz von Katalysatoren erleichtert. 

Liegt der Gesamtstickstoff erst als Ammonsulfat vor, so kann 

1 VgI. Brigl in Abderhaldens Arbeitsmethoden IV/5, 363 (1925). -
Fodor: Ebenda 1/3, 409 (1921); ferner Rona: Ebenda I, 340 (1910); 
VII, 295 (I911). 

Rona-Kleinmann, Blut u. Harn. 27 
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er dureh Alkalisieren der Losung in Freiheit gesetzt, abdestilliert 
und titrimetriseh oder kolorimetriseh bestimmt werden. 

Die Kjeldahlbestimmung zerfii,llt daher in drei Absehnitte: 
1. Die Verbrennung der organisehen Substanz. 
2. Die Abdestillation des Ammoniaks. 
3. Die Bestimmung des Ammoniaks. 
Die Ausfuhrungsart jedes dieser Absehnitte variiert etwas je 

naeh der Menge des zu bestimmenden Stiekstoffes. 
Man unterseheidet: 
Makro-Bestimmung. Diese entsprieht etwa einerTitrations

zahl bis zu 8-lO eem verbrauehter 0,1 n Saure (als untere Grenze) 
bei der Ammoniakbestimmung. Geringere Volumina sollen wegen 
des unvermeidliehen Titrationsfehlers nieht in Frage kommen. 
Die Bestimmungsform reieht somit bis zu einer GroBenordnung 
von etwa 12 mg N hinab. 

Halb-Mikro-Bestimmung. Dieselbe beruht auf Titration 
bis zu ca. 4--5 cem 0,04 n Saure mittels feinerer Burette und erfaBt 
somit Mengen bis zu etwa 2 mg N. 

Mikro-Bestimmung. Diese bedient sieh zur Ammoniak
bestimmung der Titration mit 0,01 n Losungen (Jodometrie) 
mittels Mikroburette oder der Kolorimetrie und reieht bis zu 
N-Mengen von einigen hundertstel mg (Fehler 0,002-0,003 mg) N 
hinab. 

Makro-Bestimmung. 
Reagentien. 1. Sehwefelsaure konz. pur. (stiekstofffrei fiir Kjeldahl

bestimmung, Kahlbaum). 2. Schwefel- oder Salzsaure 0,1 n. 3. Natron
lauge 33 % ig (Kjeldahllauge, Kahlbaum). 4. Natron- oder Kalilauge 0,1 n. 
5. Kaliumsulfat, krist. (evtI. dureh Ausgliihen von Ammonsalzen zu be
freien). 6. Kupfersulfat krist. (dureh Umkristallisieren von Ammonsalzen 
zu befreien). 7. Talkumpulver. 8. Indikatorlosung (alizarinsulfosaures 
Natrium 0,1 %ig. waBrigeLosung oder Methylrot, 100 mg in60 eem Alkohol 
gelOst und mit Wasser ad 100 cem verdiinnt). Samtliehe Reagentien sind dureh 
Blindbestimmung auf Stickstofffreiheit zu priifen und evtI. wie angegeben 
zu reinigen oder dureh stickstofffreie zu ersetzen. (Sehwefelsaure kann 
wahrend der Aufbewahrung der Reagentien Ammoniak anziehen!) 

Apparate (vgl. Abb. 121). 1. Kjeldahlkolben (a) aus Jenaer Glas 
ca. 500ccm fassend. 2. Aufsatz mit Tropfenfanger (b). 3. Kiihler- und Vorlage
gefaBemit VorstoBrohr (cund d). 4. Stativ fiirdie Verbrennung. 5. Destillations
gestell. Die Zusammensetzung der Apparatur geht aus Abb. 121 hervor. 
6. Apparaturen zur Verbrennung und Destillation mehrerer Kolben neben
einander, werden in allen Laboratoriumsgerathandlungen imKatalog gefiihrt. 

Veras chung. Die zu verasehende Substanz wird in den Kjel
dahlkolben eingewogen; Flussigkeiten wie Ham werden abgemessen. 
Man verwendet so viel Substanz, daB etwa 20-50 mg N zur Analyse 
vorliegen. V onnormalem mensehliehenTagesharn miBt man meistens 
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5 ccm exakt abo Beim Einpipettieren achte man darauf, die Flussig. 
keit unmittelbar in den Kolben und nicht an den Kolbenhals zu 
bringen. Man fiigt gewohnlich zur Substanz 10 ccm stickstofffreie 
Schwefelsaure sowie 5 bis 109 
Kaliumsulfat, wodurch der 
Siedepunkt der Schwefelsaure 
erhoht und ein zu rasches Ver· 
dampfen derselben vermieden 
wird. Des weiteren gibt man 
zur Beschleunigung der Ver· 
brennung einen Katalysator 
hinzu. AlsKatalysatorenkom. 
men zur Anwendung: 

a) Kupfersalze. b) Queck. 
silbersalze. 

AuBer diesen beiden sind 
auch Platinverbindungen und Abb.121. 

andere Metallsalze als Kataly. 
satoren vorgeschlagen worden, doch kommen praktisch nur die 
genannten, vorzuglich die Kupfersalze, zur Anwendung. 

Verwendet man Quecksilbersalze, so ist nach der Verbrennung 
zu der Losung zur Zerlegung des gebildeten Amidomerkurisulfates 
Hg(NH3)2S0 4 pro 0,4 g HgO, 1 g Kaliumxanthogenat hinzuzufiigen 1. 

Fur die meisten physiologischen Analysen genugt bei den an· 
gegebenen Reagensmengen der Zusatz von ca. I g Kupfersulfat. 

Der Kjeldahlkolben wird nunmehr in einen gut ziehen· 
den Abzug so auf ein Drahtnetz oder Baboblech gestellt, daB sein 
Hals einen Winkel von etwa 60 0 zur Horizontale bildet. 

Dann wird mit starker Bunsenflamme erhitzt, bis der Inhalt 
des Kolbens nach Dunkelfarbung - durch Zersetzung der orga· 
nischen Substanz - wieder hellgelb geworden ist. Die Ver. 
aschungszeit richtet sich nach der Verbrennbarkeit der Substanz. 
Fur normalen Harn ist ca. Yt-Yz Stunde erforderlich. Unver· 
brannt zuruckbleibende Substanzen an der Wan!iung und am 
Kolbenhals sind durch Schwenken des Kolbeninhaltes hinabzu. 
spulen. Man laBt stets mindestens 10 Min. langer als notwendig 
veraschen.Bei vollstandiger V eraschung muB dieerkalteteFlussigkeit 
nach Ausfallen der Kupfersalze farblos und nicht gelblich erscheinen. 

Normalerweise reicht die angegebene Menge Schwefelsaure 
aus. Bei sehr langsam verbrennenden Substanzen muB die ver· 
dampfende Schwefelsaure durch Zugabe neuer Schwefelsaure im 
Laufe der Verbrennung erganzt werden. 

1 Vgl. N eu ber g: Biochem. Z. 24, 435 (1910) . 
27* 
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Nach dem volligen Erkalten wird die Losung mit der !3 bis 
4 fachen Wassermenge verdiinnt (V orsicht !) und mit einem Loffel 
Talkumpulver versetzt, das von der Kolbenwand abzuspritzen ist. 

Destillation. Die Destillationsapparatur jst inzwischen vollig 
fertig vorzubereiten bis auf den Einsatz des Destillationskolbens, 
als welchen man zweckmiWig den Kjeldahlkolben selbst ver
wendet. Auf ein festes SchlieBen der Verbindungsstopfen ist zu 
achten. Das mit dem Kiihlerrohr Glas an Glas verbundene Vor
stoBrohr taucht bis an den Boden der Vorlage. Diese enthalt eine 
genau abgemessene Menge 0,1 n Saure. Man verwendet ca. 25 bis 
50% mehr Saure als zur Ammoniakbindung notwendig ist (1 ccm 
0,1 n Saure entspricht 1,4 mg N). Vorgelegt werden 40-50 ccrn 
0,1 n H 2S04 • Es werden so viel Wasser, daB die Vorlage etwa ein 
Viertel gefiillt ist, und einige Tropfen IndikatorH>3ung hinzu
gegeben. Ein Indikatorumschlag wahrend der Destillation zeigt, 
daB eine zu geringe Menge Saure vorgelegt ist. Man kann dann, 
ohne Verluste befiirchten zu miissen, noch weiter Saure nachge ben. 

Zur Ammoniakdestillation gibt man zur Freimachung des 
Ammoniaks pro 10 ccm Verbrennungs-Schwefelsaure 50-60 ccm 
33%ig. Natronlauge (Kjeldahllauge) in den Kjeldahlkolben. Die 
Lauge wird aus einem MeBzylinder in den schrag gehaltenen, voll
komrnen abgekiihlten Kolben vorsichtig eingegossen, so daB sie 
den Kolbeninhalt unterschichtet; man vermeide ein Schiitteln 
und Durchmischen, um Ammoniakverluste vor der Destillation 
zu verhiiten. Der Kolbenhals solI an seinem oberen Ende, in das 
der Gummistopfen eingesetzt wird, nicht von Lauge benetzt werden. 
Der Kolben wird rasch mit der Destillationsapparatur verbunden 
und erhitzt. Es tritt Ausscheidung von Kupferhydroxyd bzw. 
von schwarzem Kupferoxyd ein, das sich zum Teil mit blauer Farbe 
in der Lauge lOst. Behalt die Losung ihre griine Farbe, so ist sie 
sauer geblieben. In den Kolben ist dann nach Abkiihlung (!) weitere 
Lauge zuzugieBen. Bei beginnendem Sieden verringert man die 
Flamme und erhitzt nach 2-3 Min. wieder voll, bis etwa ein Drittel 
der Fliissigkeit abdestilliert ist. Das Destillat wird gepriift, ob alles 
Ammoniak iibergetrieben ist, indem man die Gummiverbindung 
zwischen Kiihler und VorstoBrohr lOst und einige Tropfen auf 
empfindlichem rotem Lackmuspa pier auffangt. Entsteht keine Spur 
Blaufarbung (auch kein blauer Ring in der Nahe des Tropfenrandes), 
so ist die Destillation beendet. Man lost den VorstoB, loscht 
dann erst die Flamme aus und spiilt die VorstoBrohre innen und 
auBen mit dest. Wasser in die Vorlage abo 

Titration. Die Riicktitration der vorgelegten Saure fiihrt man 
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mitO,1 nLauge aufweiBer Unterlageaus. Auf die tibergangsfarbedes 
Indikators iibt man sich durch Titration von 0,1 n Losungen ein. 

BeiAnwendung von alizarinsulfosaurem Natrium als Indikator 
kann man bei tibertitration mit Natronlauge nicht unmittelbar 
mit Saure zuriicktitrieren; man gibt in diesem FaIle wieder einen 
tTberschuB von 1 cern Saure hinzu und stellt mit 0,1 n Natron
lauge ein. 

Berechnung. Die Differenz zwischen vorgelegter und riick
titrierter 0,1 n Saure, multipliziert mit 1,401, gibt die in der 
Untersuchungssubstanz vorhandene Menge N in mg. 

Man stelle stets Blindanalysen mit gleichen Reagensmengen 
zur Feststellung des N-Gehaltes der Reagentien an. 

Zur Kontrolle dient die Analyse einer 2%ig. Losung von 
Harnstoff , ,Kahlbaum". 

Anhang. Zur Bestimmung des Stickstoffes in Phenylhydrazin, 
Hydrazonen und 0 sazonen verfahrt man nach Mil b a u er 1 wie folgt. 

0,2 g Substanz werden in einem Kolben mit 50 cern Wasser 
gelOst und mit 3 g in 1 % ig. Schwefelsaure gewaschenem Zink
pulver versetzt; hierauf werden durch einen Glastrichter langsam 
50 cern konzentrierter Schwefelsaure zugegeben. Die Fliissigkeit 
wird vorsichtig auf dem Drahtnetz erhitzt, so daB eine zu heftige 
Wasserstoffentwicklung vermieden wird. Nach beendeter Reduk
tion wird 1 Tropfen Quecksilber hinzugegeben und bis zur voll
standigen Entfarbung zum Sieden erhitzt. Nach dem Abkiihlen 
der Fliissigkeit auf 1000 werden 2 g Kaliumpersulfat hinzugesetzt; 
darauf wird weiter erhitzt; nach etwa % Stunde, wenn die Fliissig
keit vollkommen klar geworden ist, wird das gebildete Ammoniak 
nach dem Kjeldahl-Verfahren bestimmt. 

Die Bestimmung des Stickstoffes in Nitraten, Nitro- undNitroso
verbindungen ist nach Kruger 2 folgendermaBen auszufuhren. 

0,1-0,3 g Substanz wird in einem Rundkolben mit etwa 
20 ccm Wasser oder bei in Wasser schwer lOslichen Korpern mit 
20 ccm Alkohol, darauf mit 10 ccm Zinnchlorurlosung und 1,5 g 
Zinnschwamm versetzt. Alsdann erwarmt man uber kleiner 
Flamme bis zur vollstandigen Entfarbung des Gemisches und bis 
zur Losung des Zinns. 1st diese erfolgt, so fugt man vorsichtig 
nach dem Erkalten der Flussigkeit und, wenn Alkohol angewendet 
war, nach seiner Verdunstung 20 cern konzentrierte Schwefel
saure hinzu, dampft bis zur Entwicklung reichlicher Schwefel
sauredampfe ein und verbrennt we iter nach dem Kjeldahl-Verfahren. 

1 Z. anal. Chern. 42, 725 (1903). Zit. nach Rona in Abderhaldens 
Arbeitsrnethoden VII, 298 (1911). 

2 Zit. nach Rona: 1. c., S. 299. 



422 Bestimmung der organischen Bestandteile. 

Halb-Mikro-Bestimmung 1• 

Prinzip. Die Methode ist im Wesen die gleiche wie die bei der 
Makro-Kjeldahlbestimmung beschriebene. Sie unterscheidet sich 
dadurch, daB die Abdestillation des Ammoniaks durch Einleiten 
von Wasserdampf erfolgt, und die Titration mit 0,04 n Saure 
und Lauge ausgefiihrt wird. 

Reagentien. 1. Sauren und Laugen 0,04 n. 2. KupfersulfatlOsung 
5 % ig. 3. AIle Reagentien zur Kjeldahlbestimmung wie bei der Makro
Methode. 

Apparate. Die Apparatur ist die gleiche wie bei der Mikro-N-Be
stimmung (vgl. Bd. I des Praktikums, S. 27]), doch kann an Stelle der 
Mikrobiirette eine in 1/20 ccm geteilte Biirette angewandt werden. 

Veraschung. Die zu veraschende Substanz wird in einen 
Kjeldahlkolben von 50 cern V olumen eingewogen. Von Ham wendet 
man 1 ccm (genau abgemessen) an. Zur Substanz gibt man eine 
Messerspitze reines Kaliumsulfat, 10 Tropfen Kupfersulfatlosung 
und 1 ccm konzentrierte Schwefelsaure. Man erhitzt den Kolben 
in schrager Lage im Abzug derart, daB der Inhalt leicht siedet, 
ohne daB ein zu starkes Schaumen auftritt. Wenn das Schaumen 
geringer geworden ist, steigert man die Hitze, bis die Fliissig
keit durchsichtig, klar und griinblau geworden ist. J e nach 
der Menge der Substanz sind 5-20 Min. hierzu erforderlich. Man 
beachte, nicht zu schnell zu erhitzen, da hierdurch Verluste ent
stehen konnen. Nachdem die Fliissigkeit klar geworden ist, fahrt 
man mit dem Sieden noch 20 Min. fort, laBt abkiihlen, setzt 
ca. 10 ccm aqua dest. hinzu und schiittelt bis zur Losung der 
Salzkruste. 

Destillation. Die Destillation erfolgt durch Einleiten von 
Wasserdampf in den als Destillationskolben dienenden Kjeldahl
kolben. Der Kochkolben der Apparatur (s. Bd. I des Praktik. 
S.272, Abb. 68) wird zu % mit Wasser gefiillt, das mit etwas 
Schwefel- oder Phosphorsaure angesauert ist, mit einigen Siede
steinen versehen und angewarmt. Die Wasserleitung zum Kiihler 
wird geoffnet. Als Vorlage verwendet man ein 150 ccm-Becherglas, 
das mit ca. 30 ccm aqua dest. und einer abgemessenen Menge 0,04 n 
Saure, die die zu erwartende Titrationsmenge urn ca. 50% iiber
schreitet, gefiillt ist. Das Becherglas wird vor Beginn der Destillation 
mit einer Stativplatte so eingestellt, daB die Miindung des AbfluB
rohres des Kiihlers die Oberflache der Fliissigkeit eben beriihrt. 
Nun wird der Kjeldahlkolben mit dem Kochkolben verbunden, 
der Trichter mit Kjeldahllauge (5-6 ccm) vollgegossen, der 

1 Zum Teil nach Ljungdahl: Biochem. Z. 83, 115 (1917). 
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Quetschhahn geoffnet und nach AbfluB der Lauge wieder ge
schlossen. Sofort wird der Brenner unter dem Kochkolben ein
geschoben und das Wasser in moglichst lebhaftes Sieden versetzt. 
Dann wird die Vorlage ein wenig hOher gestellt, damit die Miindung 
des AbfluBr<;>hres vollig in die Titrierfliissigkeit eintaucht. Bei 
gutem Sieden ist die Destillation fast stets nach 5 Min. beendet. 
Man priift das Destillat auf Ammoniak, indem man das Becher
glas erst ein wenig senkt, das AbfluBrohr mit Wasser abspritzt 
und einige Tropfen des iibergehenden Destillates mit Lackmus
papier auffangt. Wird das Papier blau gefarbt, setzt man die 
Destillation fort, braucht aber nicht das AbfluBrohr wieder in 
die Titriersaure eintauchen zu lassen. 

Titration. Das AbfluBrohr wird abgespritzt und die Saure 
nach Zusatz von 1 Tropfen Indikator (Methylrot) zuriicktitriert. 

Berechn ung. Die Berechnung entspricht der S. 421 gegebenen; 
1 ccm 0,04 n Lauge entspricht 0,56 mg N. 

Mikro -Bestimmung. 
Prinzip. Die Bestimmung beruht auf Wasserdampfdestillation 

des Stickstoffes und jodometrischer Bestimmung der gebundenen 
Saure mit 0,005n Thiosulfatlosung. Hinsichtlich der Apparatur, 
Reagentien und Ausfiihrung wird auf die Darstellung Band I 
des Praktikums S.271 verwiesen. 

Spezielle Form der Stickstoffbestimmung im Harn. 

Vereinfachte titrimetrische Makro-N -Bestimmung 
nach Folin und Wright!. 

Prinzip. Die Bestimmung beruht auf der Veraschung des 
Harnes mit Hilfe eines besonderen Veraschungsgemisches und 
Destillation des Ammoniaks in einer vereinfachten Destillations
vorrichtung ohne Kiihlung, wodurch Veraschung und Destillation 
auBerordentlich beschleunigt werden. Die. Bestimmung erfolgt 
tritrimetrisch mittels 0,1 n Losungen. 

Reagen tien. 1. Verasehungsgemiseh. Zu 50 cern einer 5-6 % ig. 
Kupfersulfatlosung werden 300 cern 85 % ig. Phosphorsaure und 100 cern 
konz. Sehwefelsaure gegeben. 2. Eisenehloridlosung 10 % ig. 3. Gesattigte 
Natriumhydroxydlosung (50-55 % ig). 4. Natronlauge und Schwefel
saure 0,1 n. 5. AlizarinrotlOsung 0,1 %ig. waBrige wsung. 

1 J. of bioI. Chern. 38, 461 (1919). 



424 Bestimmung der organischen Bestandteile. 

Apparate. 1. Destillationsapparatur. Die Anordnung ergibt sich un· 
mittelbar aus der Abb. 122. Die Apparatur Boll zweckmaBig aus Pyrex
oder QuarzgefaBen bestehen. 2. Mikrobrenner. 

Ausftihrung. 5 ccm Harn werden in 
einem 300 ccm-Kjeldahlkolbchen mit 5 ccm 
des Veraschungsgemisches und2ccm 10% ig. 
Eisenchloridlosung und einigen Siedestein
chen versetzt. Stark zuckerhaltigen Harnen 
oder anderen schwer verbrennbaren Sub
stanzen (z. B. Milch) fiigt man auBerdem 
noch 2 ccm rauchender Schwefelsaure zu. 
Die Mischung wird tiber einem Mikrobrenner 
stark erhitzt. (Das obere Brennerende 
soIl nicht weiter als I cm vom Kolben

____ boden entfernt sein.) In 3-4 Min. ist der 
=--=- Nebel, der sich zuerst bildet, verschwun

den und das Kolbchen ist von dichten, 
n weiBen Dampfen erftillt. Jetzt (aber nicht 

.....d:b.... vorher!) bedeckt man die Kolbenoffnung mit 

Abb.122. einem Uhrglase und erhitzt noch 2 Min. 
kraftig . Der Harn ist nunmehr hellgeworden 

und wird noch weitere 2 Min. tiber der klein gestellten Flamme er
hitzt. Dann laBt man die Mischung 4-5 Min. (nicht langer!) 
abktihlen, gibt 50 ccm aqua dest. und 15 ccm der gesattigten 
NatriumhydroxydlOsung hinzu und verbindet den Kjeldahlkolben 
schnell mit der Vorlage. In diese sind zuvor 35-75 ccm 0,1 n 
Saure, aqua dest. ad ca. 150 ccm und 1-2 Tropfen Alizarinrot
lasung gegeben. Es wird nun mit voller Flamme erhitzt, diese 
aber nicht eher unmittelbar unter die Mitte des Kolbchens gestellt, 
bis sich Saure und Lauge gut durchmischt haben. Nachdem der 
Kolben ins Sieden gekommen ist, wird noch etwa 4-5 Min. 
destilliert, dann die Apparatur auseinander genommen, das 
Einleitungsrohr in der Vorlage belassen, die Losung unter 
flieBendem Wasser gekiihlt und mit 0,1 n Natronlauge zurticktitriert. 

Berechnung. Die Differenz vorgelegter und rticktitrierter 
0,1 n Saure, multipliziert mit 1,4, ergibt die Menge N in mg in der 
Untersuchungsmenge. 

Kolorimetrische Mikro-Bestimmung des Gesamt-N 
nach Folin und Farmer l . 

Prinzip. Die Methode beruht auf der Veraschung von Harn 

1 J. of bioI. Chem.H, 493 (1912). Vgl. auch Yoe: l. c. (S.406diesesPrak
tikums). S. 502. 
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nach dem Kjeldahl-Prinzip, Umsetzung des als Ammoniumsulfat 
vorliegenden Stickstoffs zu NH3 mittels Alkalis und Dbertreibung 
des NHa in eine Saurevorlage durch einen Luftstrom. Die er
haltene Ammoniumsalzlosung wird dann mit NeBlerreagens ver
setzt und die Farbe gegen eine Standard-Ammonsulfatlosung 
kolorimetrisch gemessen. Die Methode erfordert nur 1 ccm eines 
1: 5 - 1: 10 verdiinnten Harnes. 

Reagentien 1. 1. Sehwefelsaure (spez. Gew.1,84). 2. Salzsaure 0,1 n. 
3. Gesattigte Losung von Natriumhydroxyd (Kjeldahllauge, Kahlbaum). 
4. Kaliumsulfat puriss. 5. Kupfersulfatli:isung 5 % ig. 

6. NeBlerreagens naeh Folin und Wu 2• 150gKaliumjodid und 110 g 
Jod werden in einem 500 eem-Kolbehen mit 100 cern aqua dest. und etwa 
140-150 g metallisehem Queeksilber versetzt und etwa 15 Min. hinter
einander tiichtig geschiittelt. Wahrend das geloste Jod allmahlieh ver
sehwindet, wird die Losung warm. Sobald die rote Jodfarbe abzublassen 
beginnt, die Losung aber doeh noch deutlich rotlich gefarbt ist, kiihlt man 
die Mischung unter flieBendem Wasser und fahrt so lange mit dem Sehiitteln 
fort, bis die rote Jodfarbe in die griinliehe des Doppelsalzes umgesehlagen 
ist. Die Losung wird abdekantiert, der Queeksilberbodensatz sorgfiiltig 
mit Wasser ausgewasehen und Losung und Wasehwasser zusammen zu 
2000 cern mit aqua. dest verdiinnt. Hat man mit dem Abkiihlen recht
zeitig begonnen, so ist die Losung klar und kann gleich weiter verarbeitet 
werden. Sonst laBt man sie erst klar absetzen. Von der klaren Losung 
(Stammli:isung) nimmt man 750ccm und gibt sie in einen 5 Liter-MeBkolben 
zu 750 cern aqua dest. und 3500 cern einer 10 % ig. Natriumhydroxydli:isung, 
die man sich aus einer gesattigten NatriumhydroxydlOsung bereitet. Diese 
enthalt ca. 55 g NaOH in 100 cern. Sie wird stehen gelassen, bis alles in ihr 
enthaltene Karbonat sieh zu Boden gesetzt hat, worauf die klare Losung 
abgegossen oder abgehebert wird. Man priift ihren Gehalt, indem man eine 
Verdiinnung (1 : 10) gegen eine 1 n Saure titriert. Dann bereitet man dureh 
Verdiinnen eine genau 10 % ig. Losung. Die Alkalitat des fertigen NeBler
reagenses ist von Wichtigkeit und soIl dureh Titration gepriift werden. 
20 cern 1 n HCI sollen durch 11-11,5 ccm des Reagenses neutralisiert werden. 
Von diesem Reagens werden gewohnlich 10 ccm in einem Volumen von 
100 ccm zur NHa-Bestimmung verwandt. 

NeBlerreagens (modifiziert nach Folin). Man lOst 22,5g Jod in 20ccm 
Wasser, in dem zuvor 30 g Kaliumjodid gelost wurden, gibt 30 g reines 
Quecksilber hinzu und schiittelt gut durch, wahrend man gleichzeitig, 
die Mischung, wenn sie warm wird, unter flieBendem Wasser kiihlt. 
Sobald die iiberstehende Fliissigkeit ihre gelbe Jodfarbe verioren hat, 
wird abdekantiert und eine Probe (einige Tropfen) mit 1 cern 1 % ig. Starke
li:isung versetzt. Ein geringer JodiiberschuB (Blaufarbung) soIl vorhanden 
sein. Bleibt die Reaktion aus, so gibt man zu der abdekantierten Losung 
tropfenweise, etwas von der obigen Jod-Jodkaliliisung, bis durch die 

1 Bei allen Mikro-N-Bestimmungen ist fUr die Analyse wie auch zur 
Herstellung der Reagentien zweckmaBig NHa-freies Wasser zu verwenden. 
Dieses erhalt man durch Schiitteln von aqua dest. mit Permutit, vgl. 
FuBnote S.364 dieses Praktikums. 

2 J. of bioI. Chern. 38, 81 (1919). 



426 Bestimmung der organischen Bestandteile. 

Starkeprobe ein geringer JoduberschuB angezeigt wird. Dann fiillt man 
die Losung auf 200 ccm auf, mischt durch, gibt sie zu 975 ccm einer genau 
10 % ig. Natriumhydroxydlosung, mischt durch und laBt absetzen. Yon 
diesem Reagens werden gewohnlich 10 ccm in einem Yolumen von 100 ccm 
zur NHa-Bestimmung verwandt. Abweichungen (bei der sog. direkten 
NeBlerisation von Yeraschungsgemischen) werden besonders angegeben. 

Nach Kleinmann: Biochem. Z. 174, 293 (1926) (vgl. auch S. 168 
dieses Praktikums) erhalt man ein NeBIerreagens, das nicht trubt und 
mit der NHa-Konzentration proportionale Farbtiefen liefert, wie folgt. 

Stamnilosung: 10 g Merkurijodid werden mit etwas Wasser (ent
nommen einem Yolumen von 100 ccm) verrieben, in eine dunkle Flasche 
gesp~.It und mit dem Rest des Wassers, in dem 5 g Jodkalium und 
20 g Atznatron gelost wurden, versetzt. Die Losung bleibt 24 St. stehen. 

Yerd unntes Reagens. (Alle zwei Wochen frisch herzustellen.) 20 ccm 
der uber dem Bodensatz klaren Stamm15sung werden vorsichtig ab
pipettiert, mit 20 ccm einer genau 1 %ig. Jodkalilosung, 50 ccm 1 nNaOH 
und 10 ccm aqua dest. versetzt und umgeschuttelt. 

Zu je 4 ccm zu neBlerisierender neutraler bzw. schwach saurer Losung 
wird 1 ccm des Reagenses gesetzt. Bei einem N-Gehalt zwischen 0,01 
bis 0,08 mg in dies en 5 ccm entstehen mindestens 30 Min. haltbare 
Farbungen, die genau dem Beerschen Gesetz folgen (vgl. S. 338). 

7. Standard -Ammoniumsulfat15sung 1. Es muB ein pyridinfreies Pra parat 
angewendet werden, da Pyridin wie Ammoniak titriert wird, aber keine 
Reaktion mit NeBlerreagens gibt. Pyridinhaltige Praparate wiirden also 
verschiedene Ergebnisse beim Vergleich titrimetrischer und kolorimetrischer 
Analysen geben. 1st solches im Handel nicht erhaltlich, so wird ein 
gutes Praparat mit starkem Natriumhydroxyd versetzt. Das frei werdende 
NHa wird in einer reinen Schwefelsaure aufgefangen und das Ammonium
sulfat aus der Losung mittels Alkohols gefallt. Das Praparat wird in 
Wasser ge15st, wiederum mit Alkohol gefallt, dieses Yerfahren 2-3mal 
wiederholt und schlieBlich im Exsikkator iiber Schwefelsaure getrocknet. 
4,7165 g dieses Praparates werden mit 0,2 n Schwefelsaure zu einem Liter 
gelost. Die Losung enthalt 1 mg N pro ccm und dient als Stammlosung. Aus 
ihr konnen durch Yerdiinnen mit aqua dest. Standard-Losungen zum Yer
gleich mit beliebigem N-Gehalt hergestellt werden, und zwar fiir vor
liegende Methode eine Yerdiinnung 1: 10, die 0,1 mg N pro ccm ent
halt. 

Priifung von Ammonsulfat auf Pyridin 2. 1.10 g Ammoniumsulfat 
werden gegen Methylorange mit Salzsaure ganz schwach angesauert und 
darauf destilliert. 1st Pyridinsulfat vorhanden gewesen, so geht dasselbe, 
da es hydrolytisch weitgehend zerfallen ist, in das Destillat uber und kann 
dort durch seinen Geruch bzw. durch Fallung mit Quecksilberchlorid, 
Silikowolframsaure oder Kaliumwismutjodid nachgewiesen werden. 

2. 10 g Ammoniumsulfat werden mit 50 ccm einer 14 % ig. Natronlauge 
in einer Stopselflasche ge15st. Dann werden rasch nach und nach 12 g 
gepulverte Weinsaure zugesetzt; das durch die Reaktion warm gewordene 
Gemisch wird gut durchgeschiitt!illt und auf seinen Geruch gepriift. 

A p p ar ate. Vorrichtung zum Ubertreiben des Ammoniaks mittels Druck
oder Saugluft. Die Abb. 123 und 124 zeigen unmittelbar die Anordnung 

1 Folin und Denis: J. of bioI. Chern. 26, 473 (1916). 
2 GemaB freundlicher Mitteilung der Firma C. A. F. Kahlbaum. 
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der Apparatur. Die gezeichneten Reagenzglaser sollen aus Jenaer Glas 
sein und eine GroBe von etwa 20-25 mm zu 200 mm haben. Vor das 
Reagenzglas, in dem das NH3 frei gemacht wird, ist, gleichgiiltig ob mit 
Druck- oder Saugluft gearbeitet wird, eine Waschflasche mit konz. Schwefel
saure (zur Reinigung der Luft von Ammoniak) und hinter diese ein U-Rohr 

Abb.123. 

mit Watte zu schalten, das das MitreiBen von Saure
spuren durch den Luftstrom ver
hindern soll. Das in das Rea
genzglas, in dem das Ammo
niak frei gemacht wird, ein
tauchende lange Glasrohr tragt 
eine aus einem zweifach durch-· 
bohrten Gummistopfen geschnit
tene, an der Randflache. ge
kerbte Scheibe, die ein Uber
spritzen der Lauge verhindert. 
Das in das VorlagegefaB ein
tauchende Destillationsrohr ist 
unten zugeschmolzen, enthalt 
aber drei bis vier kleine, mittels 
eines Platindrahtes eingestoBene 
Locher. 

Ausfiihrung. Von Har-
nen mit spez. Gewicht iiber 

Abb.124. 

1,018 werden 5 ccm in eine 50 eem-MeBflasche, von Harnen mit 
spez. Gewieht unterhalb 1,018 werden 5eem in eine 25 ccm-MeB
flasche gegeben und diese mit aqua dest. aufgefiillt. Der N-Gehalt 
der Verdiinnung soIl etwa 0,75-1,5 mg pro ccm betragen. I cemder 
Harnverdiinnung wird dann in ein Reagenzglas (s. Apparate) ge
geben, mit I eem konz. Schwefelsaure, I g Kaliumsulfat (zur Er
hohung der Siedetemperatur) und 1 Tropfen 5% ig. Kupfersulfat
lasung (als Katalysator) und einigen Quarzsplittern zur Siedeerleich
terung versetzt. Die Mischung wird auf einem Mikrobrenner etwa 
6 Min., mindestens aber 2 Min. nach dem Farbloswerden der 
Mischung erhitzt, wobei ein Erhitzen des Reagenzglases oberhalb 
der Fliissigkeit zu vermeiden ist. Man laBt die Fliissigkeit etwa 
3 Min. abkiihlen, so daB sie zaher, aber nicht etwa fest wird. 
Nun fiigt man 6 ecm Wasser, zuerst tropfenweise, dann schneller 
hinzu, sowie einen UberschuB (etwa 3 ccm) der gesattigten 
Natronlauge, schlieBt das Reagenzglas sofort durch Einfiigen 
in die fertig mit Vorlagesaure versehene Apparatur und leitet 
einen raschen Luftstrom hindurch. ZweckmiiBig ist es, die 
Natronlauge in dem langen Eintauchrohr (Luftzufiihrungsrohr) 
mittels Schlauches pipettenartig einzusaugen, den Schlauch dureh 
Klemmschraube zu schlieBen und die Lauge erst nach Zusammen
setzung des Apparates zu der veraschten Fliissigkeit hinzuzu
geben. 
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Bei Anwendung von Druckluft dient als Vorlage ein 100 ccm
MeBkolben, der ungefahr 20 ccm ammoniakfreies dest. Wasser 
und 2 ccm 0,1 n HOI enthalt. Arbeitet man mittels Saugluft 
(Wasserstrahlpumpe), so dient als Vorlage ein Reagenzglas, das 
2 ccm 0,1 n HOI und etwa 5 ccm ammoniakfreies aqua dest. 
enthalt. Aus diesem wird die Losung naeh trbertreiben des Am
moniaks in einen 100 eem-MeBkolben mittels 40-50 eem am
moniakfreien aqua dest. iibergespiilt. Der Luftstrom solI die 
ersten 2 Min. langsam, darauf 8 Min. mit der groBten Sehnellig
keit, den die Apparatur gestattet, hindurehgehen. 

Die Fliissigkeit im MeBkolben wird mit aqua dest. auf etwa 
60 eem gebraeht. In gleicher Weise wird in einem zweiten MeB
kolbehen die Vergleiehs-Standardlosung verdiinnt. Man verwendet 
1 mg N als Ammoniumsulfa t, d. h. 10 eem der verdiinnten Losung 7. 
Beide Losungen werden nahezu gleiehzeitig mit einer Verdiinnung 
von 5eemNeBlerreagens mit aqua dest. (ammoniakfrei) ad 25eem 
versetzt. Die vorherige Verdiinnung des NeBlerreagenses ver
hindert das Entstehen von Triibungen. Die beiden Kolbehen 
werden ad 100 cem aufgefiillt und kolorimetriseh verglichen. Das 
Farbmaximum wird erst in Yz Stunde erreieht, doch kann man, 
wenn das NeBlerreagens zu beiden Losungen gleiehzeitig 
gegeben ist, aueh schon vorher ohne merkbaren Fehler kolori
metrieren. 

B h Ablesung der Standardlasung N' d 
erec nung. Ablesung der unbekannten Lasung =mg m er 

analysierten Menge. Bei der Umrechnung auf Harn ist die Harn
verdiinnung zu beriieksiehtigen1 • 

Modifikation der Folin-Farmersehen N -Bestimmung 
naeh Boek-Benediet 2 • 

Prinzip. Die Folin-Farmersche Methode zur Mikro-N-Bestim
mung ist von den Verf£. dahin geandert worden, daB das Am
moniak nicht durch einen Luftstrom, sondern durch Destillation 
iibergetrieben wird. Beide Methoden geben gute Resultate. 

1 Auch titrimetrisch kann die Bestimmung ausgefiihrt werden. Hierzu 
wird 1 ccm Harn mit 1 ccm Wasser verdiinnt, verascht und das Ammoniak 
in eine Vorlage iibergetrieben, die 10 ccm 0,1 n Saure und ca. 40 ccm 
Wasser enthalt. Man titriert mit 0,02 n Lauge unter Anwendung von 
Alizarinrot als Indikator zuriick. 

2 J. of biol.Chem. 20,47 (1915). Vgl. Yoe: I. c. (S. 406 dieses Prak
tikums) S. 505. 
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Reagentien. AIle Reagentien wie bei der Methode Folin-Farmer 
(S.425). 

Apparate. Destillationsapparatur nach Bock-Benedict. Ihr 
Au/3eres wird wiedergegeben durch Abb. 125. Sie besteht aus 
einem Jenaer Reagenzglase (20-25: 200 mm), einem kleinen Liebig-Kiihler 
(30: 150 mm Au/3enrohr, 5 mm Durchm. Innenrohr), der nach der 
Abbildung leicht selbst herzustellen ist, einer abgeschnittenen Pipette als 
Vorsto/3 und einem 100 ccm-Me/3kolben ala Vorlage. 

Ausfiihrung. Der Harn wird 
genau entsprechend der Vor
schrift bei der Methode Folin
Farmer behandelt und verascht. 

Nachdem das Veraschungs
gemisch abgekiihlt ist, fiigt man 
7 ccm ammoniakfreies Wasser hin
zu. (s. S. 425). Die Destillations
apparatur, deren Anordnung aus 
derZeichnungersichtlich wird, be
reitet man so vor, daB das lange 
Glasrohr, welches in das Reagenz- Abb. 125. 

glas taucht, mit 3 ccm gesattigter 
Natriumhydroxydlosung durch Ansaugen mitteis Schlauches und 
Abklemmen desselben mit einer Schlauchklemme gefiillt wird. In 
die Vorlageflasche kommen 2 ccm 0,1 n HOI und geniigend am
moniakfreies aqua dest., urn den Kiihleransa tz ein ta uchen zu lassen. 

Die Apparatur wird zusammengesetzt. Das Reagenzglas der 
Apparatur dient zur Aufnahme der Fliissigkeit bei der Ver
aschung. Nachdem es ebenfalls in die Apparatur gefiigt ist, laBt 
man durch Offnung der Schlauchklemme das Alkali zum Ver
aschungsgemisch flieBen, mischt durch Einblasen von etwas Luft 
und erhitzt zum Sieden mittels einer groBen, freien Flamme. Man 
destilliert, bis sich Saize abscheiden und die Flussigkeit zu stoBen 
beginnt, wozu etwa 2 Min. Destillationszeit erforderlich sind. 
Dann nimmt man die Apparatur auseinander und spult den Kuhler 
mit einigen ccm Wasser nacho Die Vorlageflussigkeit wird mit etwas 
Wasser verdunnt, mit NeBlerreagens versetzt und gemessen, genau 
so, wie bei der Methode nach Folin-Farmer angegeben wurde. 

Kolorimetrische N-Bestimmung durch direkte 
NeBlerisation nach Koch und McMeekin 1. 

Prinzip. Die Methode beruht auf Veraschung des Harnes 
mittels Schwefeisaure und Wasserstoffsuperoxyds. Das Ver-

1 J. amer. chem. Soc. 46, II, 2066 (1924). Vgl. auch Yoe: 1. C. (S.406 
dieses Praktikums) S.506. 
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aschungsgemisch wird dann unmittelbar, d. h. ohne daB das Am
moniak abdestilliert wird, neBlerisiert und gegen eine Standard
lOsung verglichen. 

Reagen tien. 1. Schwefelsaure 1: 1 verdiinnt. 2. Wasserstoffsuperoxyd 
30%ig. (Praparat Merck oder Kahlbaum). Das Praparat ist kiihl und vor 
Sonnenlicht geschiitzt aufzubewahren. Wegen seiner schadlichen Wirkung 
auf Schleimhaute ist Pipettieren zu vermeiden. Da Wasserstoffsuperoxyd 
nicht unwesentliche Mengen N enthalten kann, ist bei Bezug eines neuen 
Praparates sein N-Gehalt durch einen Blindversuch festzustellen und als 
Korrektur von der Analyse abzuziehen. 3. Ne.Blerreagens modifiziertes 
N eBler-Folin-Reagens s. S. 426. 4. Standard-Ammoniumsulfatlosung 
(s. Stickstoffbestimmung nach Farmer-Folin S.426). Stammlosung 1: 5 
verdiinnt, enthaltend 0,2 mg N pro ccm. 

Ausfiihrung. 5 ccm gut durchmischten Harnes werden in ein 
50 ccm-Kolbchen gebracht, bis zur Marke aufgefiillt und durch. 
mischt. 1st das spez. Gewicht des Harnes iiber 1,018, so wird auf 
100 ccm verdiinnt. 1 ccm der Verdiinnung, entsprechend einer 
N -Menge zwischen 0,3-1,0 mg, wird in ein Reagenzglas aus J enaer 
Glas (etwa 25: 200 mm) gebracht, mit 1 ccm der Schwefel
saure 1: 1 versetzt und unter Schiitteln iiber freier Flamme 
oder im Sandbade erhitzt, bis das Wasser verdampft ist. Dann 
wird iiber einem Mikrobrenner weiter erhitzt, bis sich weiBe 
Schwefelsauredampfe entwickeln. Nun laBt man etwa 15-30 Sek. 
abkiihlen, fiigt 1-5 Tropfen 30 % ig. Wasserstoffsuperoxydlosung 
hinzu, erhitzt weiter iiber dem Mikrobrenner und setzt das Er
hitzen, nachdem die Mischung farblos geworden ist, noch 2-5 Min. 
fort, bis sich wieder weiBe Dampfe entwickeln. Verfarbt sich 
die Fliissigkeit aber, so gibt man nochmals einige Tropfen Wasser
stoffsuperoxyd hinzu und erhitzt weiter. Bleibt die Fliissigkeit 
nunmehr klar und farblos, so kiihlt man sie unter flieBendem 
Wasser ab und spiilt sie mit ammoniakfreiem Wasser (vgl. FuBnote 
S. 364und425) ineinI00ccm-MeBkolbchen, indem man aqua dest. bis 
etwa zu einem Volumen von 75 ccm hinzufiigt. N unmehr stellt man 
zunachst die Standard-VergleichslOsung her. Hierzu gibt man 1,5 bis 
5 ccm der Standard-Ammoniumsulfatlosung (entsprechend 0,3 bis 
1,0 mg N) in ein zweites 100 ccm-KOlbchen, fiigt, um gleiche 
Aziditatsverhaltnisse zu haben, 1 ccm der Schwefelsaure 1: 1 
hinzu und verdiinnt auf etwa 75 ccm. Zur Versuchs- wie zur 
Vergleichslosung werden je 15 ccm des NeBlerreagenses gesetzt, 
die Losungen mit aqua dest. auf 100 ccm aufgefiillt, durchmischt 
und im Kolorimeter verglichen. 

B h Die Ablesung der Standardlosung 
erec nung' multipIiziert . Ablesung der unbekannten Losung 

mit mg N der Standardlosung 



Bestimmung der Ameisensaure. 431 

ergibt die mg N pro ccm der verdiinnten Harnlosung. Eine blinde 
Veraschung ohne Harn ist mit einer gleichen Menge H20 2 auszu
fiihren und wie beschrieben zu neBlerisieren und zu bestimmen. 
Der erhaltene N-Wert (aus dem H20 2 stammend) ist von der 
Analyse in Abzug zu bringen. Will man die Bestimmung bei 
50 ccm Endvolumen ausfiihren, so verwendet man 12 ccm Rea
gens und stellt unter denselben Bedingungen eine Standard
Vergleichslosung von 50 ccm Endvolumen her. 

Bestimmung aliphatischer Verbindungen. 

Bestimmung der Ameisensaure. 
(H.COOH). 

Ameisensaure solI nach Angabe von Dakin, Janney und 
Wakeman1 in Mengen von 30-118 mg im 24stiindigen nor
malen Harne vorhanden sein. Nach Angabe von anderen Autoren 
(de Eds2) solI frischer Harn ameisensaurefrei sein. 

Qualitativer Nachweis. 

Der Harn solI frisch untersucht werden. Von Zusatzmitteln 
darf nur Chloroform angewendet werden. Die Probe wird schwach 
mit verdiinnter Schwefelsaure angesauert und mit reinstem Ather 
mehrfach ausgeschiittelt. Die filtrierten Atherausziige werden mit 
10-20 ccm Wasser und 5 ccm In Natronlauge ausgeschiittelt; 
die alkalische, waBrige Losung wird auf dem Wasserbade einge
dampft, der Riickstand mit Wasser gelost und mit Schwefelsaure 
schwach angesauert. Er dient zu folgenden Reaktionen: 

1. Bei Erwarmung mit QuecksilberchloridlOsung entsteht Trii
bung von Quecksilberchloriir bzw. von Quecksilber. 

2. Bei Zusatz von Silbernitratlosung entsteht schon in der 
Kalte Reduktion zu Silber. 

Quantitative B estim mung. 

Titrimetrische Bestimmung der Ameisensaure 
nach de Eds 2• 

Prinzip. Die Ameisensaure wird durch Wasserdampfdestilla
tion aus dem mit Pikrinsaure zur Entfernung des storenden 

1 J. of bioI. Chern. 14, 341 (1913). 
2 J. Labor. a. clin. Med. 10, 1, 59 (1924/5). Vgl. auch S. 245. 



432 Bestimmung aliphatischer Verbindungen. 

Kreatinins versetzten Harn isoliert. Nach Zusatz eines Sublimat
reagenses wird die Menge des gebildeten Quecksilberchlorures 
jodometrisch bestimmt. 

Reagen tien. 1. Pikrinsaure kristallisiert. 2. Soda16sung 20 % ig. 
3. Quecksilberreagens: 10 g Natriumchlorid, 10 g Mercurichlorid und 15 g 
Natriumazetat werden in aqua dest. ad 100 ccm ge16st. 4. Jod16sung 0,1 n. 
5. Thiosulfat16sung 0,1 n. 6. Salzsaure 25 % ig. 7. Jodkali kristallisiert. 
8. Starke16sung. 

Apparate. 1. Wasserdampf-Destillationsapparatur. 2. 5 ccm-Mikro
burette. 

Ausfuhrung. Der zu untersuchende Harn darf nicht mit 
Thymol, Kresol oder Formaldehyd versetzt sein, wohl aber 
mit Chloroform. Der Harn muB frisch sein, da Harne, die 
stehen, Reduktionsvermogen gegen Quecksilberchlorid ent
wickeln. 

In einem Literkolben werden 150 cem frischer Harn mit 5 g 
Pikrinsaure versetzt und 10 Min. tuchtig durchgeschuttelt. Dann 
wird Wasserdampf durchgeleitet, bis mindestens 2000 ccm 
in eine Vorlage uberdestilliert sind, die zur Neutralisation 
der Ameisensaure I ccm 20%ig. NatriumkarbonatlOsung ent
halt. 

Das Destillat wird in einer groBen Abdampfschale auf dem 
Wasserbade auf etwa 100 ccm eingeengt. Es wird in einem 500 ccm
Kolben mit 25 %ig. Salzsaure leieht lackmussauer gemacht und 
mit 5 ccm Quecksilberreagens versetzt. Die Mischung wird auf 
dem Wasserbade 2 Stunden erhitzt, unter flieBendem Wasser ab
gekuhlt und mit 10ccm 25%ig. Salzsaure, 4g Jodkali und lOecm 
(),I n Jodlosung versetzt. Der Kolben wird geschuttelt, bis alles 
Kalomel sich als Quecksilberchlorid gelost hat. Die vorhandene 
Jodmenge wird mit 0,1 n Thiosul£atlosung mittels einer 5 eem
Mikrobiirette unter Zugabe von Starkelosung als Indikator zu
ruektitriert. Der Endpunkt der Titration ist der Umsehlag von 
Grun zu Gelb. 

Berechnung. Da 1 ecm 0,1 n Jodlosung 1 cem 0,1 n Kalomel 
oder 0,5 eem 0,1 n Form'11dehyd entsprieht (2 Mol HgCl2 werden 
dureh 1 Mol Formaldehyd reduziert), so entspricht jeder 
Kubikzentimeter gebundener 0,1 n Jodlosung 0,0023 g Ameisen
saure. 

Mit der Methode konnte Verf. noch Mengen von 1,2 mg 
Ameisensaure in 150 cem Harn bestimmen. 
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Prinzip. Naeh Entfernung der die Bestimmung storenden 
Substanzen, insbesondere von Zucker mit Cu(OH)2' wird die 
Ameisensaure mit Wasserdampf abdestilliert und im Destillat 
dureh Reduktion einer QueeksilberehloridlOsung zu Kalomel und 
Wagung desselben gravimetriseh bestimmt. 

Reagentien. 1. Kupfersulfatl6sung 20 % ig. 2. Aufschwemmung von 
Kalziumhydroxyd 10 % ig. 3. PhenolphthaleinlOsung 1 % ig alkoh. 4. Phos
phorsaure 85 % ig. 5. Natronlauge 0,1 n. 6. Salzsaure 0,1 n. 7. Mercurichlorid
Mischung. 200 g Mercurichlorid, 80 g Natriumchlorid, 300 g Natriumazetat 
auf 1 Liter Wasser. 

Ausfiihrung. Die Be3timmuugen miissen sofort naeh Ge
winnung des Harnes gemaeht werden. 24stiindiges Stehenlassen, 
selbst unter Eiskiihlung und Zusatz von antiseptisehen Sub
stanzen, maeht die Ergebnisse fehlerhaft. 100 eem Harn werden 
in einen 1 Liter-MeBkolben, der 500-600 eem Wasser enthalt, 
genau abgemessen, sodann mit 100 eem 20 % ig. CuSO 4-Losung 
versetzt und gut gemiseht. Dureh Zufligen einer 10 % ig. Auf
sehwemmung von Ca(OH)2 wird gerade alkaliseh gemaeht (Uber
sehuB vermeiden i), wobei der Umsehlag der griinen Farbe der 
Losung in Blau als Merkzeiehen dienen kann. Man flillt dann 
bis zur Marke auf, schiittelt gut dureh, laBt 15-30 Minuten 
stehen und filtriert. Von dem FiItrat werden 600 cern in 
einen Kjeldahlkolben von 800 cem Inhalt iibergeflihrt und mit 
einigen Tropfen Phenolphthalein sowie mit so viel 85 % ig. 
Phosphorsaure versetzt, daB die Reaktion deutlich sauer wird 
und ein UbersehuB von 1-2 cern vorhanden ist. Weinsaure ist 
ebenfalls anwendbar, starke Mineralsauren sind zu vermeiden. 
Naeh Zufiigen einiger Glasperlen wird unter Benutzung eines 
Destillieraufsatzes (entspreehend der Kjeldahl-Apparatur), der, 
wie aueh der Kolbenhals, zweekmaBig mit Asbest zu umwiekeln 
ist, und unter Benutzung eines guten Kiihlers im Dampfstrom 
in eine Vorlage destilliert, die mit 15-20 cern 0,1 n NaOH und 
einigen Tropfen Phenolphthalein beschickt ist. Die Reaktion in 
der Vorlage solI wahrend der ganzen Destillation (evtl. dureh 
Zugabe weiterer Mengen 0,1 n NaOH) alkalisch bleiben, doeh ist 
ein groBer AlkaliiiberschuB zu vermeiden. Der VorstoB des Kiihlers 
endigt zweckmaBigerweise iiber dem Niveau der Fliissigkeit in der 

1 J. of bioI. Chern. M, 443 (1922). Vgl. ancly'S. 245. 
Rona-Kleinmann, Blut u. Ham. 28 
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Vorlage. Zunachst wird unter geringer Dampfzuleitung der Inhalt 
desKolbens bis auf 50-75 ccm herunter destilliert, erst dann wird 
unter Beibehaltung dieses Volumens weiter unter kraftigem Dampf
strom destilliert, bis 2 Liter iibergegangen sind, wozu im allgemei
nen 2 Stun den geniigen. Das Destillat wird auf dem Wasserbade 
zur Trockne verdampft, der Rest mit genau 100 ccm Wasser aufge
nommen und filtriert; 90 ccm des Filtrates werden in einen Erlen
meyerkolben von 250 ccm Inhalt gebracht. Nachdem mit 0,1 n HOI 
gerade schwach angesauert ist, wird die Lasung mit 10 ccm der 
HgCI2-Mischung versetzt und 1 Stunde im kochenden Wasserbade 
am Luftkiihler erhitzt. Das ausfallende HgOl wird in einem ge
wogenen Goochtiegel gesammelt, mit 100 ccm 5% ig. kaIter HOI, 
dann mit Wasser, Alkohol und mit Ather gewaschen, 1 Stunde 
bei 105 0 getrocknet und gewogen. Leerbestimmungen mit den 
Reagentien ergaben bei den Versuchen der Verff. zwischen 0,00l4 
und 0,0044 g Niederschlag je nach der Menge des an
gewandten Reagenses; es ist daher stets der Blindwert zu be
stimmen. 

Berechnung. Die Menge der Ameisensaure in g pro Liter 

Harn berechnet sich zu 1,01· 1~ • 190 • 0,0975.10. (Gewicht des Nie

derschlages - Gewicht des Niederschlages im Leerversuch). 
I g HgO entspricht 0,0975 g Ameisensaure und 1 % des Ge
wichtes wird als empirische Korrektur hinzugefiigt (Multipli
kation mit 1,01). 

Bestimmung del' Oxalsaure. 
COOH 
I 
COOH 

Unter normalen Bedingungen werden vom Erwachsenen bis 
zu 15-20 mg Oxalsaure im 24stiindigen Harn ausgeschieden. 

QnaIitativer Nachweis. 

1. 1m Sediment ist Kalziumoxalat durch die Auffindung 
von Kristallen von "Briefkuvert"form erkennbar. 

2. Der qualitative Nachweis gelaster Oxalsaure entspricht dem 
Methodengang der quantitativen Bestimmung. 



Bestimmung der Oxalsaure. 435 

Quantitative Bestill1lllung. 

Gravimetrische bzw. titrimetrische Bestimmung der 
Oxalsaure nach Salkowskil-Mac Lean 2• 

Prinzip. Aus dem eingeengten Harn wird die Oxalsaure mittels 
Athers extrahiert. In der Lasung des Atherruckstandes wird die 
Oxalsaure als Kalziumoxalat gefallt, durch Gluhen in CaO uber
gefUhrt und entweder gravimetrisch oder titrimetrisch bestimmt_ 

Reagentien. 1. Verd.Ammoniaklosung. 2. ChlorkalziumlosunglO % ig. 
3. Salzsaure. 25 cern Salzsaure vom spez. Gew. 1,126 werden mit 75 cern 
aqua dest. gemischt. 4. 1200 cern Alkohol-Athermischung (9 Vol.·T. Ather, 
1 Vol.-T. Alkohol). 5. Verdiinnte Essigsaure. 6. Salzsaure 0,1 n. 7. Natron
lauge 0,1 n. 

Ausfuhrung. Die Tagesmenge Harn wird sorgfaltig durch
geruhrt, um eine Sedimentierung von Kalziumoxalat zu verhin
dern. 500 ccm des unfiltrierten Harnes werden mit Ammoniak 
alkalisch gemacht und mit KalziumchloridlOsung versetzt. Der 
UberschuLl von Chlorkalzium soll besonders bei Pflanzenfresser
harnen verhaltnismaBig groLl sein. Der Harn wird sodann ohne 
Filtration auf dem Wasserbad bis zur Sirupkonsistenz einge
dampft. Der Sirup wird mit ungefahr 200 ccm Alkohol gut durch
geruhrt, mindestens 1 Stunde stehen gelassen, auf ein Filter ge
bracht, mit Alkohol und hierauf einmal mit Ather gewaschen. 
Der Ruckstand, der in der Schale und auf dem Filter verblieben 
ist, wird in einem Gemisch von 25 ccm Salzsaure (spez. Gew. 
1,126) und 75 ccm aqua dest. gelOst. Die Lasung des Ruckstandes 
in Salzsaure wird nunmehr mit Ather, dem 10% Alkohol zugesetzt 
sind, extrahiert. Die Extraktion muLl sehr sorgfaltig ausgefUhrt 
werden. Am besten ist nach Mislowitzer ein sechsmaliges Aus
schutteln mit je 200 ccm Ather und 10 cern Alkohol auf der 
Schuttelmaschine je 10 Min. lang. Die Atherauszuge werden 
sorgfaltig abgetrennt. Die Trennung, die oft durch hartnackige 
Emulsionsbildung erschwert wird, gelingt leichter nach Zugabe 
von etwas Alkohol. Die vereinigten Atherauszuge werden etwa 
1 Stunde zur Absetzung von Emulsionsresten stehen gelassen 
und dann durch ein trocknes Filter filtriert, wobei cIarauf zu 
achten ist, daLl die Reste der auf den Boden des Aufbewahrungs
gefaLles gesunkenen, waLlrigen Emulsion nicht auf das Filter 

1 Salkowski: Z. physiol. Chern. 29, 437 (1900); vgJ. auch Praktik. d. 
physiol. u. pathol. Chern. S. 174. Berlin: Hirschwald 1912; s. auch Wegr
zynowski: Z. physiol. Chern. 83, 112 (1913) und Mislowitzer: Biochem. 
Z.126, 77 (1921/22). 

2 Z. physiol. Chern. 60, 20 (1909). 
28* 
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gelangen. Der Ather wird dann in einen Kolben abdestilliert. Die 
zuruckbleibende alkoholische, noch etwas Ather enthaltende Flus
sigkeit wird unter Wasserzusatz in einer hochwandigen Schale 
eingedampft, bis unter Klarung und Abscheidung harziger Massen 
der Ather-Alkoholgeruch verschwunden ist. Nach Eindampfen 
auf etwa 20 ccm laBt man erkalten, worauf die Lasung filtriert, 
mit Ammoniak alkalisch gemacht, mit 1-2 ccm 10% ig. Chlor
kalziumlosung versetzt und mit Essigsaure bis zur deutlich sauren 
Reaktion (weiteren EssigsaureuberschuB vermeiden!) angesauert 
wird. Entweder sofort oder allmahlich bildet sich ein kristal
linischer Niederschlag von oxalsaurem Kalk, der nach 24stundigem 
Stehen auf einem aschefreien Filter gesammelt und so lange sorg
faltig gewaschen wird, bis sich das Waschwasser bei Zusatz von 
Silbemitrat16sung nicht mehr trubt. Man gluht nach starkem 
Trocknen den Niederschlag stark, wagt (CaO) und wiederholt 
dieses bis zur Gewichtskonstanz. Beim Lasen des Gluhruckstandes 
in Salpetersaure darf keine oder nur minimale Kohlensaureent
wicklung stattfinden, und die Losung darf bei Zusatz von Am
moniummolybdatlosung keine Phosphorsaurereaktion geben. 

Berechnung. 56,07 g CaO entsprechen 90,016 g wasserfreier 
Oxalsaure. Das Gewicht des gefundenen CaO, multipliziert mit 
1,605, gibt die gesuchte Menge Oxalsaure. 

Statt durch Wagung kann man nach Mislowitzer das CaO 
auch azidimetrisch bestimmen, was vorteilhaft ist, da evtl. vor
handene Verunreinigungen von Kalziumphosphat kleine Fehler 
verursachen. 

Hierzu lost man den Gluhruckstand in einer ausreichenden 
Menge 0,1 n HCI und titriert die uberschussige Salzsaure unter 
Benutzung einer in 0,05 ccm geteilten Burette und Anwendung 
yon Methylorange als Indikator mit 0,1 n NaOH zuruck 1. 

Die Differenz der vorgelegten und der rucktitrierten ccm HOI 
1st ein MaB fUr die gesuchte Oxalsauremenge, und zwar entspricht 
1 ccm verbrauchter 0,1 n HC14,501 mg wasserfreier Oxalsaure. 

Titrimetrische Bestimmung der Oxalsaure mit der 
Schaukelextraktionsmethode von Widmark 2 

nach Holmberg 3• 

Prinzip. Die Methode beruht auf Fallung der Oxalsaure 
mit Chlorkalziumlosung. Der angesauerte Ham und die ChIor-

1 Vgl. Bau: Biochem. Z. 114, 221 (1921). 
2 Skand. Arch. Physiol. 48, 61 (1926); Biochem. Z. 179, 263 (1926). 
3 Biochem. Z. 182, 463 (1927). 
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kalziumlOsung sind getrennt in den Doppelseheidetriehtern des 
Widmarksehen Apparates (s. S. 347) angeordnet. Bei der Extrak
tion mit Ather wird ein besonders reiner Extrakt erhalten. Die 
Methode liefert eine sehr reine Kalziumoxalatfallung, vermeidet 
Eindampfen des Harnes, bedarf sehr geringer Athermengen und 
ist mit 50 eem Harn durehfiihrbar. Das Kalziumoxalat wird titri
metriseh mit Permanganat bestimmt. 

Reagen tien. 1. Chlorkalziuml6sung 5 % ig. 2. Sehwefelsaure 40 % ig. 
3. Kaliumpermanganat 0,01 n (Titer gegen Oxalsaure einstellen). 4. Waseh
wasser: aquadest.,gesehiittelt mit Kalziumoxalat, und mit diesem gesattigt. 
Das Oxalat ist dureh feines Pulverisieren und reiehliches Waschen von 
jeder Spur freier Saure zu befreien. 5. Saure- und alkoholfreier Athylather. 

Apparate. 1. Schaukelextraktionsapparat nach Widmark fUr Ex
traktion von 50 cern Fliissigkeit (s. S. 347). 2. Sehottsehe Glasfilter 3 < 7 
ca. 50 cern fassend. 3. Mikrobiirette in 0,02 cern geteilt. 

Au s f u h run g. Die Tagesmenge Harn wird a bgemessen und in 
einen 2 Liter-Kolben gebraeht, der mit 20 eem bzw. soviel40% ig. 
Sehwefelsaure versetzt worden ist, daB die Losung gegen Kongo
papier sauer reagiert. Das Volumen wird vermerkt. Dureh dieses 
Ansauern wird vermieden, daB sieh Oxalatkristalle an den Wanden 
des GefaBes festsetzen und so der Bestimmung entgehen. 

50 eem angesauerten Harnes werden in das DimittensgefaB ge
braeht (vgl. S. 347). In das RezipiensgefaB werden etwa 20 cem 
Chlorkalziumlosung eingefuhrt. Die beiden Losungen werden mit 
:350 eem Ather ubersehiehtet, worauf der Apparat in Gang gesetzt 
wird. In der von Widmark angegebenen Sehaukel konnen gleich
zeitig 10 Extraktionen ausgefiihrt werden. Das Sehaukeln soIl mit 
einemAussehlag von 18 ° Neigung zur Horizontalebene und mit einer 
Gesehwindigkeit von etwa 27 Sek. fur eine ganze Sehaukelperiode 
(fur eine ganze Umdrehung der treibenden Exzenterscheibe) er
folgen. Die Extraktionszeit variiert etwas bei den versehiedenen 
GefaBen; 75 Stunden geniigen. Bei groBerer Menge Saure kann es 
vorkommen, daB sich eine zusammenhangende Haut bildet, die die 
Extraktion betraehtlieh verlangern kann. Diese Haut muB zer
stort werden, indem der Extraktionsapparat derart vorsichtig 
geschuttelt wird, daB die Fallung zu Boden sinkt. 

N aeh beendeter Extraktion wird das ExtraktionsgefaB aus der 
Sehaukel genommen, der Bodenhahn des RezipiensgefiiBes iiber 
einem in einen Absaugkolben eingesetzten Filtrierglase geoffnet, 
woraufman dieChlorkalziumlOsung abflieBen laBt; eine mitfolgende 
Fallung wird abfiltriert. Erreicht der Ather den Hahn, wird dieser 
gesehlossen. Dann wird zuerst der Harn abgelassen und hierauf 
der Ather durch den Hahn des DimittensgefaBes entfernt. Zur Ent
fernung des Atherre3te3 wird ein Luftstrom einige Minuten durch 
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den Apparat gesaugt. Die im RezipiensgefaB zuruckgebliebene 
Fallung von Kalziumoxalat, sowie jener Teil, der in das Filtrier
glas gespiilt wurde, werden nun auffolgende Weise gewaschen. In 
das Pfropfenloch des RezipiensgefaBes wird ein Trichter eingesetzt, 
dessen langes Rohr ungefahr 2 em uber dcm Boden des GefaBes 
endigt (sonst kriecht die Fallung die Wandung hinauf). Man 
wascht zweimal mit je 30 ccm Waschwasser, und laBt das Wasser 
nach Auffullen durch den Bodenhahn uber die im Filter befindliche 
Fallung ausflieBen. Nach dem Waschen wird die ganze Fallung in 
Schwefelsaure gelost. Das Filtrierglas wird in einen neuen sorg
faltig gereinigtenAbsaugkolben gesetzt. Durch den Trichter werden 
in das RezipiensgefaB dreimal nacheinander 10 ccm warme 40 % ig. 
Schwefelsaure eingegossen und das GefaB mit ihr gut ausgespult. 
Die Schwefelsaure wird im Filter gesammelt und dann erst ab
gesaugt. RezipiensgefaBe und Filter werden mit aqua dest. 
nachgewaschen .. 

Die Lasung wird quantitativ in einen Jenaer Erlenmeyerkolben 
ubergefUhrt und mit 0,01 n Kaliumpermanganat in der ublichen 
Weise (siehe Kalziumbestimmung S. 369) titriert. 

Berechnung. 1 ccm 0,01 nKaliumpermanganat-Lasung ent
spricht 0,45 mg Oxalsaure. 

Bestimmung der Milchsaure. 
(CH3 • CHOR· COOR). 

Milchsaure solI im normalen Harne nicht (nach Hawk und 
Bergeim 1 zu 5-13 mg pro 100ccm) vorhanden sein. Patho
logisch, sowie nach starken karperlichen Anstrengungen kann 
d-Milchsaure in relativ gro13er Menge ausgeschieden werden. 

QuaIitativer Nachweis. 

Zum Nachweis muB die Milchsaure aus dem Harn isoliert 
werden. Nach Ohlsson 2 schutte It man 100-200 ccm Harn nach 
Ansauern mit Schwefelsaure und Sattigung mit Ammonsulfat mit 
Amylalkohol aus. Aus der amylalkoholischen Lasung extrahiert 
man die Milchsaure durch Schutteln mit 10-20 ccm 30% ig. Soda
lOsung. Mit dieser werden folgende Reaktionen angestellt: 

1. Probe nach Boas 3. 10-15 cem der Flussigkeit werden 

1 1. C. (S. 59 dieses Praktikums) S.744. 
~ Skand. Arch. Physiol. 33, 231 (1916.) 
3 Dtsch. med. Wschr. 19,940 (1893). 
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mit 2-3 ccm konz. Schwefelsaure sowie einer Messerspitze Braun
stein versetzt und in einem kleinen Destillationsapparat destilliert, 
dessen Ende in eine alkalische J odlOsung oder in N eBlerreagens 
eintaucht. Der aus der Milchsaure sich bildende Azetaldehyd gibt 
mit der Vorlage Jodoform bzw. rotbraunes Aldehydquecksilber. 

2. Probe nach Fletcher und Hopkins!. Zu 5 ccm konz. 
Schwefelsaure setzt man in einem Probierrahrchen 1 Tropfen 
gesattigter KupfersulfatlOsung und einige Tropfen der auf Milch
saure zu untersuchenden Fliissigkeit. Dann wird die Mischung 
1-2 Min. in einem kochenden Wasserbade erhitzt. Man laBt ab
kiihlen und bringt sie nach dem Zusatz von 2-3 Tropfen 
ThiophenlOsung (10-20 Tropfen Thiophen in 100 ccm Alkohol) 
wieder in das siedende Wasserbad. Bei Gegenwart von Milch
saure nimmt die Fliissigkeit eine kirschrote Farbe an. 

Quantitative Bestimmung. 

Titrimetrische Bestimmung der Milchsaure 
nach Warkany 2. 

Prinzip. Nach Fallung von st5renden Substanzen (Kohle
hydraten) mittels KupferkalklOsung gemaB der Milchsaurebestim
mung in Organen von Hirsch-Kaufmann, Embden, Meyer
hoP wird die Milchsaure im Harn nach Fiirth-Oharnass 4 -

Ishihara 5 bestimmt. 
Die Methode beruht auf Abspaltung von Azetaldehyd aus der 

im Harn enthaltenen Milchsaure, Abdestillation und jodometrischer 
Bestimmung des Azetaldehydes. 

Reagentien. 1. Phosphorwolframsaureliisung 20%ig. 2. Schwefel
saure 25 % ig. 3. Kalziumhydroxyd pulverisiert. 4. Kupfersulfatliisung 
10 % ig. 5. AIle Reagentien zur Milchsaurebestimmung nach Fiirt h
Charnass (s. S. 237) und Praktikum Bd. I, S.194. 

Ausfiihrung. Zu 50 ccm Harn werden 90 ccm Phosphor
wolframsaure und 10 ccm 25% ig. Schwefelsaure gesetzt. Die 
Fallung wird einige Stunden stehen gelassen, dann wird filtriert. 
120 ccm des Filtrates werden mit 10 g Kalziumhydroxyd versetzt 
und mit 10% ig. KupfersulfatlOsung auf 150 cern aufgefiillt. Nach 
1 Stunde wird abgenutscht, 100 ccm des Filtrates werden neutrali
siert und dann mit so viel Schwefelsaure versetzt, daB der Gehalt 
der Lasung an Schwefelsaure 0,5 % betragt. 

1 J. of Physiol. 35, 247 (1907). 
3 Vgl.S. 237u.PraktikumBd. I.S. 194. 
5 Biochem. Z. 50, 468 (1913). 

2 Biochem.Z.184,474(1927). 
4 Biochem. Z. 26, 199 (1910). 
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Mit dieser Losung wird die Milchsaurebestimmung nach Fiirth
Charnass durchgefiihrt, vgl. S. 237, Praktikum Bd. I, S. 194. 

Die Oxydation erfolgt mit 0,1 n Kaliumpermanganatlosung, 
die vorgelegte Bisulfitlosung und die zur Titration verwendete 
Jodlosung sind 0,01 n stark zu wahlen, wenn es sich um normalen 
Harn handelt, bei groBem Milchsauregehalt, sowie bei Zusatzver
suchen sind 0,1 n Losungen zu verwenden. 

Berechnung. Bei Verbrauch von a ccm 0,0l n Jodlosung und 
bei Verwendung der oben angefiihrten aliquoten Teile ist 

a·0,5·150·150·2 . h" .. 
100.120 = MIle sauregehalt III mg III 100 ccm Harn. 

Es entsprache namlich 1 ccm 0,1 n Jod = 0,5 ccm 0,1 n AI
dehyd = 0,5 ccm 0,1 n Milchsaure = 0,0045 g Milchsaure. 

Dieser Wert ist bei Anwendung der 0,1 n Permanganatlosung 
von Fiirth-Charnass auf 0,005 g Milchsaure korrigiert worden. 
Diese Korrektur ist bei der jetzigen Form der Milchsaurebestim
mung (s.o.) nicht mehr notwendig, wohl aber bei der bier ge
gebenen Milchsaurebestimmung im Harn. 

Die Methode ist auch bei zuckerhaltigem Harn verwendbar. 
Bei Anwesenheit von Oxybuttersaure und Azeton ist die indirekte 
Bestimmung der Milchsaure nach Mondschein anzuwenden. 

Titrimetrische Bestimmung der Milchsaure neben 
tJ-Oxybuttersaure nach Mondschein 1• 

Prinzip. 1m Destillat des schwefelsauren Harnes, das Azet
aldehyd aus Milchsaure und Azeton aus Oxybuttersaure enthalt, 
wird in einem aliquoten Teil das Bindungsvermogen fiir schweflige 
Saure ermittelt. In einem andern aliquoten Teil wird der Azet
aldehyd durch Kochen mit Wasserstoffsuperoxyd und Lauge 
beseitigt und nach erneuter Destillation das Sulfitbindungs
vermogen des Azetons bestimmt. 

Aus der Differenz beider Bestimmungen folgt die Menge des 
Azetaldehydes. 

Reagentien. 1. Alle Reagentien wie in der vorhergehenden Methode 
der Milchsaurebestimmung. 2. Wasserstoffsuperoxydlosung 12 % ig. 
3. Natronlauge 10 % ig. 

Ausfiihrung. DerHarnwird, wieinderMethodevon War kany 
beschrieben (s. S.439), vorbehandelt und nach Fiirth-Charnass 
(s. S.237) destilliert, wobei die Mengen an Milchsaure und tJ-Oxy
buttersaure je 0,4 g nicht iiberschreiten sollen. Das Destillat wird 

1 Biochem. Z. 42, 91 (1912). 
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auf 400 ccm aufgefiillt, 200 ccm werden entsprechend der Milch
saurebestimmung weiterbehandelt und schlieBlich mit Jodlosung 
titriert. Die erhaltene Titrationszahl Jodlosung, multipIiziertmit 2, 
entspricht: Aldehyd + Azeton. 

Die andern 200 ccm des Destillates kommen in einen Kolben 
von etwa 750ccm Inhalt, werden auf 300ccm verdiinnt und mit 
10 cem einer 12% ig. WasserstoffsuperoxydlOsung und 10 eem 
10% ig. Natronlauge versetzt. 

Unter Zugabe von einigen Bimssteinstiiekehen wird die Losung 
25 Min. an einem RiickfluBkiihler gekocht. Dann wird die Losung 
in die Destillationsapparatur vonFiirth-Charnass gebraeht, der 
Tropftrichter durch einen Glasstopfen ersetzt und genau wie bei 
der ersten Destillation destilIiert, bis 150 cem iibergegangen sind. 

Das Destillat wird auf 200 ccm aufgefiillt und die durch das 
Azeton verbrauehte Bisulfitmenge in der von Azetaldehyd be
freiten Fliissigkeit jodometriseh wie bei der Milcheaurebestimmung 
bestimmt. 

Berechnung. Die bei der zweiten Bestimmung erhaltene 
Jodmenge (multipIiziert mit 2) wird von der bei der ersten Be
stimmung verbrauehten Jodmenge (multipIiziert mit 2) in Abzug 
gebraeht. 

Die Differenz ergibt die durch den Aldehyd verbrauchte Jod
menge. 

1 cem 0,1 n Jod entspricht 0,5 ccm 0,1 n Aldehyd = 0,5 ecm 
0,1 n Milchsaure = 0,0045 g (nach Fiirth-Charnass korrigiert 
0,005 g) Milchsaure. 

Bestimmung der Glukuronsaure 1• 

(CHO(CH. OH)4 . COOH). 

Die freie Glukuronsaure tritt im Ham nicht oder nur in Spuren 
auf; dagegen findet sie sich in glykosidartigen Verbindungen mit 
Alkoholen und Phenolen (p-Kresol, Indoxyl und Skatoxyl). 1m 
normalen, mensehIichen Tagesham finden sich ca. 0,3 g GIu
kuronsaure in gebundener Form. Nach Hawk und Bergeim 2 

soIl die Menge gebundener Glukuronsaureverbindungen selten 
0,004 % iibersteigen. 

Die Glukuronsaure tritt im Ham vermehrt auf bei erhohter 
Ausscheidung der phenolartigen Substanzen (Darmfaulnis), sowie 

1 Vg1. Spaeth: 1. c. (S. 355 dieses Praktikums) S. 244 und Brigl in 
Abderhaldens Arbeitsmethoden IV/5, 483 (1925). 

2 1. c. (S. 59 dieses Praktikums) S. 662. 
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bei anderen pathologischen Zustanden; ebenso nach Einnahme 
zahlreicher organischer Verbindungen (Chloral, Chloroform, Kresol, 
Resorzin, Menthol, Anilin, Morphin und anderen). 

Qualitativer Nachweis. 

1. Polarimetrische Untersuchung. Gepaarter Glukuron
saure-haltiger Harn, der nach Klarung mit essigsaurem Blei bei 
saurer Reaktion und nach Filtration untersucht werden kann 
und auch fur die polarimetrische Prufung saure Reaktion zeigen 
muB, dreht gewohnlich links. (Die freie Glukuronsaure dreht 
rechts.) 1st die Anwesenheit von EiweiB, ,B-Oxybuttersaure, 
Fruktose und Zystin ausgeschlossen (siehe Drehungsvermogen 
des Harnes S. 313), so spricht Linksdrehung fUr die Anwesen
heit gepaarter Glukuronsaure. 

Optische 1naktivitat oder Rechtsdrehung schlieBen dagegen 
die Anwesenheit gepaarter Glukuronsaure nicht aus, da der Glu
kuronsaurepaarling selbst optisch aktiv sein kann. 

Auch eine evtl. Zersetzung des Harnes und ein Freiwerden von 
Glukuronsaure wurde Rechtsdrehung bedingen. Bei 1-2stun
digem Kochen des Harnes mit 5 % ig. Salz- oder Schwefelsaure oder 
beim Erhitzen mit Wasser im Autoklaven auf 120-125° kann 
durch die Abspaltung der freien Glukuronsaure die Linksdrehung 
in Rechtsdrehung ubergehen (sp. Drehung der freien Glukuron
saure in 8-14% ig. wailriger Losung [OI:]F = + 19,25 0). 

2. Reduktionsproben. Gepaarte Glukuronsauren reduzieren 
nicht. Nach Hydrolyse der gepaarten Glukuronsaure durch Kochen 
des Harnes in saurer Losung reduziert die freigewordene Glukuron
saure alkalische Kupfer- und Wismutoxydlosungen. 

3. Mit Phenylhydrazin gibt Glukuronsaure Niederschlage. 
4. Orzinprobe. Einige ccm Harn werden mit dem gleichen 

Volumen konz. Salzsaure versetzt und einige Kornchen Orzin 
dazu gegeben. Die Losung wird zum Sieden erhitzt und ca. Yz Min. 
gekocht. Bei positiver Reaktion farbt sich die getrubte Losung 
rotlichblau. Der Farbstoff kann mit Amylalkohol ausgeschuttelt 
werden, der dabei anfanglich eine rote, spater eine grune Farbung 
annimmt. Die Losung, waBrige, wie auch amylalkoholische, 
zeigt einen charakteristischen Absorptionsstreifen zwischen C 
und D. 

5. Garungsprobe. Glukuronsaureverbindungen und GIu
kuronsaure sind nicht vergarbar. 

Die Reaktionen 2-5 werden in gleicher Weise wie von 
Glukuronsaure auch von Pentosen gegeben. 
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6. Naphthoresorzin-Salzsaure-Probe von Tollens 1• 

Zu 5 cem Harn fUgt man eine hirsekorngroBe Menge festes Naph
thoresorzin oder 0,5-1 ccm einer 1 % ig. alkoholischen Losung 
desselben und 5 cem konz. Salzsaure (spez. Gew. 1,19), stellt 
die Losung 15 Min. in ein siedendes Wasserbad, kiihlt unter der 
Wasserleitung und sehiittelt mit 10 eem Benzol aus 2 • Eine Violett
Blaufarbung des Benzols ist charakteristisch fUr Glukuronsaure. 
Eine Farbung der waBrigen Sehieht oder eine Rotfarbung des 
Benzols ist belanglos. 

Die Probe wird eindeutiger und empfindlieher, wenn man 
sie mit dem Atherauszug des angesauerten Harnes vornimmt 3• 

10 eem friseher Harn (in den Atherauszug gehen nur gepaarte 
Glukuronsauren und keine freie Glukuronsaure) werden naeh Zu
gabe von 2 eem verdiinnter Schwefelsaure mit 10 eem Alkohol 
und 20 eem Ather gut durehsehiittelt. 2-3 eem Koehsalz16sung 
werden hinzugesetzt, die Atherlosung wird im Seheidetriehter ab
gesehieden und dureh ein kleines, troeknes Filter in eine Porzellan
schale filtriert. Nach Zusatz von 5 eem Wasser verjagt man den 
Ather und stellt mit der zuriickbleibenden Fliissigkeit die Tollens
sehe Reaktion an. Diese Reaktion wird von Pentosen nieht ge
geben und dient zur Unterseheidung der Glukuronsaure von ihnen. 
Sie ist auch im zuekerhaltigen Harn anwendbar. 

7. FaHung als p-Bromphenylhydrazin- Verbindung. 
Man verfahrt, wie bei der Darstellung der Glukuronsaure (S. 444) 
beschrieben, spaltet das Filtrat des Bleisulfidniederschlages dureh 
zweistiindiges Kochen mit Sehwefelsaure (Gehalt 1-2%), neu
traIisiert genau mit Natriumkarbonat und versetzt das Filtrat 
mit einer erhitzten Losung von 5 g reinem, salzsaurem p-Brom
phenylhydrazin und 6 g Natriumazetat. Man erwarmt 10 Min. 
im Wasserbad, laBt erkalten, filtriert die ausgesehiedenen Kristalle 
ab, waseht mit heiBem Wasser und absolutem Alkohol und kristal
Iisiert aus 60 % ig. Alkohol um. Sehmelzpunkt 236 0. 0,2 g zeigen. 
in 4 ecm gereinigtem Pyridin und 6 cem absolutem Alkohol ge
lost, im dm-Rohr eine Drehung von - 7,41 0, wahrend die ent
spreehenden p-Bromphenylosazone von Glukose, Arabinose und 
Xylose -0,52°, +0,47° und 0° drehen. 

1 Ber. dtsch. chem. Ges. 41, 1788 (1908). Z. physio1. Chem. 56, ll5 
(1908) und ebenda 64,39 (1910). Vg1. auch BrigI: 1. c. (S. 441 dieses Prakti
kums) S. 487. 

2 Neuberg und Saneyoshi: Biochem. Z. 36, 56 (1911). Van der 
Haar: Ebenda 88, 205 (1918). 

3 Neuberg und Schewket: Biochem. Z. 44, 502 (1912). Schew
ket: Ebenda 55, 4 (1913). 
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Darstellung gepaarter Glukuronsauren nach Spaeth 1. 

Man dampft die innerhalb eines Tages entleerte Harnmenge 
oder groBere Mengen Harnes zum Sirup ein und schiittelt 
diesen nach dem Ansauern mit verdiinnter Schwefelsaure mit 
Alkoholather (1 :2) einige Male tiichtig aus. Der Verdunstungs
riickstand der Alkoholatherlosung wird mit Wasser aufgenommen, 
die Losung mit Bleizucker (neutralem Bleiazetat) behandelt und 
filtriert. Aus dem Filtrat fallt man die Glukuronsaureverbindungen 
mit Bleiessig (basischem Bleiazetat); ein UberschuB muB vermieden 
werden, da er die basischen Salze der Glukuronsaure wieder teil
weise losen kann. Der Bleiniederschlag wird nach dem Abfiltrieren 
in Wasser verteilt, durch Schwefelwasserstoff zersetzt und das 
Filtrat yom Schwefelbleiniederschlag nach dem Entfernen des 
Schwefelwasserstoffes (am besten durch Durchleiten von Luft) 
mit Barytwasser neutralisiert. Man dampft auf ein kleines Volumen 
ein, zerlegt das Barytsalz durch die notige Menge verdiinnter 
Schwefelsaure und engt das Filtrat von Bariumsulfat auf dem 
Wasserbade, zuletzt im Vakuum ein. Die gepaarten Glukuron
sauren, die meist schon kristallisieren, scheiden sich hierbei aus. 
Man kocht die Kristallmasse mehrmals mit Ather aus und ver
dunstet die atherischen Losungen. 

Quantitative Bestimmung. 

Gravimetrische Bestimmung der Glukuronsaure 
nach Tollens 2 • 

Prinzip. Die Methode beruht auf Ausfallung der Glukuron
saure mit Bleiessig-Ammoniak, Destillation des Niederschlages 
mit Salzsaure, wobei die Glukuronsaure in Furfurol iibergefiihrt 
wird, und gravimetrischer Bestimmung des Furfurols durch 
Fallung als Phlorogluzinverbindung. 

Reagentien. 1. Basisches Bleiazetat (Bleiessig). 2. Ammoniak konz. 
3. Salzsaure (spez. Gew.l,060). 4. Phloroglucinum puriss. (Merck). 5. Reagens 
zum Furfurolnachweis. Frisch hergestellte Mischung von gleichen Vol.
Teilen Wasser und Anilin, der man so lange konz. Essigsaure zutropft, 
bis eine (pli.itzlich eintretende) Klarung erfolgt. 

Ausfiihrung. 250ccm Harn werden mit 150 ccm Bleiessig und 
5 ccm Ammoniak versetzt und mehrere Stunden stehen gelassen. 
Dann wird die iiberstehende Fliissigkeit durch eine Nutsche mit 

1 l. C. (S. 355 dieses Praktikums) S.246. 
2 Z. physiol. Chern. 61, 95 (1909). 
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zwei geharteten Filtern abgesaugt, der Niederschlag aufs Filter 
gebracht und mit ca. 750 ccm Wasser ausgewaschen. Dann 
saugt man griindlich ab und laBt am warmen Orte trocknen. 
1st der Niederschlag so weit getrocknet, daB Risse entstehen, 
so wird er - eingerollt in das obere Filter - in einen 1 Liter
Rundkolben gegeben. Das zweite Filter wird zum Nachwischen 
der Nutsche benutzt und ebenfalls in den Kolben gebracht. 

Nach Zugabe von 100 ccm Salzsaure (spez. Gew. 1,06) wird 
destilliert; nach jedesmaligem Abdestillieren von 30 ccm werden 
durch einen in den Kolben eingesetzten Tropftrichter 30 ccm 
Salzsaure nachgefiillt. Die Destillation wird so lange fortgesetzt, 
bis kein Furfurol mehr iiberdestilliert (ca. 400 ccm Destillat). 

Furfurolprobe: Zu 1 Tropfen des DestiIlates auf Filtrierpapier 
wird 1 Tropfen des Furfurolreagenses gebracht, so daB die Rander 
der beiden Tropfen ineinander flieBen ki:.innen. Bei Vorhandensein 
von Furfurol farbt sich die Beriihrungsstelle rot. 

Nach Beendigung der DestiIlation wird eine Losung von 
Phlorogluzin in warmer Salzsaure (spez. Gew. 1,06) hergestellt. 
Hierzu wird die doppelte Gewichtsmenge an Phlorogluzin an
gewandt wie man erwartet, Furfurolphlorogluzid zu erhalten. 
0,25 g Phlorogluzin reichen meistens aus. Diese frischbereitete 
Mischung wird unter kraftigem Schiitteln zum Destillat hinzu
gefiigt und auf 500 ccm genau aufgefiillt, wobei zuerst Braun
farbung, dann eine dichte schwarzliche Triibung auftritt. 

Nach 16stiindigem Stehenwird der Niederschlag durch einen 
vorher ausgegliihten, bei ca. 100 0 im Wageglaschen getrockneten 
und gewogenen Goochtiegel filtriert und unter schwachem Saugen 
mit genau 150 ccm Wasser bis zur Salzsaurefreiheit ausgewaschen. 
(Vorsicht beim Absaugen, damit sich keine Risse im Nieder
schlag bilden.) Nach dem Auswaschen wird der Goochtiegel bei 
98-100 0 4 Stunden lang im Trockenschrank getrocknet und nach 
dem Abkiihlen im verschlossenen Wageglaschen gewogen. (Das 
Furfurolphlorogluzid ist stark hygroskopisch.) 

Berechnung. Zu der durch Wagung gefundenen Menge 
Furfurolphlorogluzid addiert man 0,0060 g. Diese Korrektur er
gibt sich aus der Wasserli:.islichkeit des Phlorogluzids in 650 ccm 
Fliissigkeit (500 ccm DestiIlat + 150 ccm Waschwasser). Durch 
Multiplikation mit 3 erhalt man die im angewandten Harn vor
handene Gewichtsmenge an Glukuronsaurelakton 1. 

1 Glukuronsaure (C6H 100 7) geht unter Abspaltung eines Mols Wasser 
in sein Lakton (C6Hs06) iiber. 



446 Bestimmung aliphatischer Verbindungen. 

Bestimmuug del' atherloslichen Substanzen. 
Bestimmung des Fettes. 

N ormaler Harn enthalt kein Fett oder hOchstens Spuren des- . 
selben. Pathologisch kann Fett als "Lipurie" (Fetttrapfchen im 
Harn, die nach Abkiihlung zu festen Partikeln erstarren) und 
"Chylurie" (milchahnliche Emulsion) auftreten. Fett wird meist 
von Cholesterin und Phosphatiden begleitet. 

Qualitativer Nachweis nach Spaeth!. 

Fetthaltiger Harn ist triibe und wird durch Schiitteln mit 
Ather heller. 

Mikroskopisch erscheint das Fett in kreisrunden, verschieden 
groBen Tropfen mit glatten Konturen. 

1m auffallenden Lichte sind die Tropfen weiB und silberglan
zend und lasen sich in Ather (Unterschied gegen Leuzin). 

IGravimetrische Bestimmung des Fettes. 

Prinzip. Die Methode beruht auf Extraktion des Fettes 
mittelsAthers und gravimetrischer Bestimmung des Verdunstungs
riickstandes. 

Reagentien. Zu I:. I. Ather. 2. Kalilauge, stark verdiinnt. Zu II. 
I. Gebrannter Gips. 2. Ather. 

A p par ate. Soxhletscher Extraktionsapparat mit Extraktionshiilsen. 

1. Man schiittelt eine Probe (100 ccm oder mehr) Harn in 
einem Scheidetrichter mit 100 ccm (oder entsprechend der an
gewandten Menge) Ather aus, laBt absetzen, trennt die waBrige 
Fliissigkeit und schiittelt nochmals mit Ather aus. 

Die vereinigten atherischen Lasungen werden in demselben 
Scheidetrichter mit einer sehr verdiinnten waBrigen Kalilauge 
(zur Entfernung evtl. vorhandener freier Fettsauren) durch
geschiittelt, die waBrige Lasung wird von der atherischen ge
trennt, diese nochmals mit Wasser gewaschen, abgetrennt, durch 
ein kleines Filter filtriert (das Filter wird mit etwas Ather nach
gewaschen) und in einem Kolben durch Abdestillieren von der 
Hauptmenge des Athers befreit. Den Rest der atherischen Fett
losung im Kolben gibt man in eine gewogene Glasschale oder ein 
gewogenes Kalbchen, laBt den Ather verdunsten, trocknet den 
Riickstand bei 1l0-1l5° und wagt. 

1 1. C. (S. 355 dieses Praktikums) S. 130. 
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II. Der Harn wird unter Zusatz von gebranntem Gips in einer 
Schale zur Trockne verdampft und der zerriebene Ruckstand in 
einer Patrone aus fettfreiem Filterpapier im Soxhletschen Extrak
tionsapparat mit Ather ausgezogen. Man verdunstet die atherische 
Losung, trocknet den Kolben mit Inhalt und wagt. 

Dem Fett sind geringe Mengen von Cholesterin und Lezithin 
beigemengt. 

Bestimmung des Cholesterins 1, 

Cholesterin wird meist neben einer Fettausscheidung desHarnes 
gefunden. Es kann auch als Sediment in dunnen, rhombischen, 
glanzenden Tafeln vorhanden sein. 

QualitativeI' Nachweis. 

Aus einer moglichst groBen Harnmenge (mehreren Litern) 
wird das Fett, wie bei der Fettbestimmung beschrieben, ex
trahiert. Man lOst den erhaltenen Ruckstand in warmem Alkohol, 
kocht mit alkoholischer Kalilauge eine halbe Stunde am Ruck
fluBkuhler, wobei Fett und Cholesteride verseift und Lezithin ge
spalten wird. Man laBt den Alkohol verdunsten, zieht den Ruckstand 
mit Wasser aUB, schuttelt die Losung mit Ather aus, laBt ver
dunsten, lost den Ruckstand wie auch den Ruckstand des Wasser
auszuges in siedendem Alkohol, vereinigt die alkoholischen 
Losungen, filtriert, engt auf ein kleines Volumen ein und IaBt 
das Cholesterin auskristallisieren (Schmelzpunkt 145-146 0). 

1. Chloroform- Sch wefelsa ure-Reaktion nach Sal
kowski 2 • Cholesterin wird in einem trockenen Reagenzglase in 
einigen Kubikzentimetern Chloroform gelost ; man setzt das gleiche 
Volumen konz. Schwefelsaure hinzu und schuttelt mehrmals gut 
durch. Die ChloroformlOsung farbt sich bIut- bis purpurrot. Die 
Schwefelsaure unter der Chloroformlosung zeigt grune Fluoreszenz. 
GieBt man die ChIoroformlOsung in ein feuchtes Reagenzglas und 
schuttelt durch, so wird sie schnell entfarbt, auf erneuten Zusatz 
von Schwefelsaure steUt sich die ursprungliche rote Farbung 
wieder her. Verdunnt man die purpurfarbige ChloroformlOsung 
durch weiteren Chloroformzusatz, so wird sie oft blau (infolge des 
geringen Wassergehaltes des Chloroforms), auf Zusatz von Schwe
felsaure wird die Farbe wieder mehr rotlich. In sehr dunnen 
Losungen (einige Staub chen Cholesterin in Chloroform gelost) 

1 Spaeth: 1. c. (S. 355 dieses Praktikums) S. 130, 515. 
2 Salkowski: Praktikum 1. c. (S. 435 dieses Praktikums) S. 163. 
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verliiuft die Reaktion etwas anders: Gelb-RosaHirbung des 
Chloroforms, Gelbfarbung der Schwefelsaure mit grunem Reflex. 

2. Lie bermanns Cholestolreaktion 1. Man lOst etwas 
Cholesterin unter Erwarmen in Essigsaureanhydrid und setzt nach 
Erkalten konz. Schwefelsaure hinzu. Die Mischung farbt sich 
schnell rosa, rot, blau, schlieBlich blaugrun. 

Da alle Farbproben auch von anderen Substanzen, wie Gallen
sauren, bestimmten Alkoholen, Terpenen usw. gegeben werden, 
ist zur Identifizierung nach mehrmaligem Umkristallisieren der 
Schmelzpunkt des Cholesterins, sowie der des Cholesterindibro
mids (siehe folgende Reaktion) zu bestimmen. 

3. Pro be nach Windaus2. In einem trockenen Reagenzglase 
wird zu einer Lasung von Cholesterin in maglichst wenig Ather 
so lange eine Lasung von 5 g Brom in 100 ccm Eisessig gegeben, 
bis die eintretende Braunfarbung bestehen bleibt. 

Cholesterindibromid kristallisiert aus (Schmelzpunkt 124 bis 
125 0). 

4. Cholesterin, in Alkohol heiB gelast, gibt bei Zusatz von 
1 % ig. heiBer Digitoninlasung in 90 % ig. Alkohol einen Nieder
schlag von Digitonincholesterid. 

Quantitative Bestimmung. 

Gravimetrische Bestimmung des freien Cholesterins 
na c h Windaus 3 • 

Prinzip. Das Cholesterin wird mit Digitonin als Digitonin
cholesterid CS2H140029 gefallt und gewogen. 

Ausfuhrung. Der nach der Atherextraktion der gesamten 
Fette erhaltene Ruckstand wird mit der 30fachen Menge kochen
dem 95 % ig. Alkohol ausgekocht; die Lasung wird abgegossen und 
so lange mit einer 1 % ig. Lasung von Digitonin in heiBem 95%ig. 
Alkohol versetzt, bis kein Niederschlag mehr entsteht und ein 
deutlicher nberschuB von Digitonin vorhanden ist. Nach mehr
stiindigem Stehen wird der Niederschlag in einem Goochtiegel 
filtriert und erst mit 95 % ig. Alkohol, danach mit Ather gewaschen. 

Der Tiegel wird bei 1000 bis zur Gewichtskonstanz getrocknet 
und gewogen. 

1 V gl. S alko wski: Praktikum 1. c. (S. 435 dieses Praktikums) S. 164. 
2 Chemikerzeitung 30, 1011 (1906). 
3 Z. physiol. Chem. 65, 110 (1910). Siehe auch Fex: Biochem. Z.104, 

82 (1920). Vgl. auch Hoppe-Seyler-Thierfelder: 1. c. (S. 350 dieses 
Praktikums) S.329 u. 886. 
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Berechnung. Durch Multiplikation des Gewichtes mit 0,2431 
ergibt sich das Gewicht des Cholesterins. 

Ober Mikrobestimmung des Cholesterins nach S zen t - Gy 0 r g yi 
s. S. 223. 

Bestimmung der Azetonkorper. 
(Azeton, Azetessigsaure und ,B-Oxybuttersaure.) 

1m normalen 24sttindigen Harn werden nach Hawk und 
Bergeim 1 Azetonkorper in geringen Mengen ausgeschieden. 
(Praformiertes Azeton + Azetessigsaure zu etwa 3-15 mg.) 
S/4 hiervon stellt gewohnlich die Azetessigsaure dar. Pathologisch 
konnen diese Werte bis zu 6 g und mehr erhoht sein. ,B-Oxybutter
saure findet sich in geringen Mengen (20-30 mg) im normalen 
24 stiindigen Harne 2. Unter pathologischen Bedingungen, besonders 
bei schwerem Diabetes, kannihre Ausscheidung sehr stark vermehrt 
werden und bis zu 60-80 % der Gesamtazetonkorper betragen. 

Azeton, Azetessigsaure und ,B-Oxybuttersaure stehen ent
sprechend den Beziehungen 3 

CHs·CO·CH2 ·COOH --)- CHs·CO·CHs + CO2 
Azetessigsaure Azeton 

I Hz (Reduktion) 
-} 

CHs·CHOH·CH2 ·COOH 
P-Oxybuttersaure 

in genetischem Zusammenhang und werden unter pathologischen 
Bedingungen oft nebeneinander ausgeschieden. 

Der auf Azetonkorper (Azeton, Azetessigsaure, ,B-Oxybutter
saure) zu untersuchende Harn muE so frisch wie moglich unter
sucht werden. Man priift zunachst den Harn unmittelbar nach 
folgenden Proben. 

Qualitativer Nachweis. 

Nachweis des Azetons 4 

(CH3 ·CO.CH3)· 

1. Legalsche Probe: Zu 5 ccm filtrierten Harnes fiigt man 
einige Tropfen frisch bereiteter, kalt gesattigter Nitroprussid-

1 1. c. (S. 59 dieses Praktikums) S. 656. 
z Vgl. Shaffer and Marriott: J. of bioI. Chern. 16, 265 (1913/14). 
s Vgl. Maase: Med. Klinik VI. Jahrg., I, 445 (1910). 
4 Vgl. Spaeth: 1. c. (S. 355 dieses Praktikums) S. 112. Hoppe

Seyler-Thierfelder: 1. c. (S. 350 dieses Praktikums) S. 59. Schmitz 
in Abderhaldens Arbeitsmethoden IV/5, 187 (1924). 

Rona-Kleinmann, Blut u. Harn. 29 
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natriumlosung und 1 ccm ca. 15 % ig. Natronlauge. Dann sauert 
man die durch Anwesenheit von Kreatinin meist rubinrot gefarbte 
Losung durch langsamen Zusatz von Essigsaure deutlich an. 
Hierbei sehlagt die Farbe azetonfreier Harne in gelb um, wahrend 
bei Anwesenheit von Azeton eine karmin- bis purpurrote Farbung 
eintritt, die sieh naeh langerer Zeit violett bis griinblau verfarbt. 
Enthalt der Harn H 2S, so muB dieser vor Anstellung der Legal
schen Probe dureh Behandlung des Harnes mit Bleiazetat ent
fernt werden, da er mit dem Reagens eine violette Farbe gibt. 
Der positive Ausfall der Reaktion, die aueh von Azetessigsaure, 
sowie in ahnlieher Farbung aueh von Medikamenten (Aloe, 
Phenolphthalein) gegeben wird, ist allein fUr das Vorhandensein 
von Azetonkorpern nieht beweisend. 

2. Frommer-Emilewiezsche Probel: Zu 5 cem Harn fUgt 
man 1 cem 10% ig. alkoholischer Salizylaldehyd16sung (braun 
gefarbter Salizylaldehyd ist nieht zu benutzen) oder p-Oxybenz
aldehydlosung. (Dieser Aldehyd ist in fester Form haltbar.) Man 
miseht vorsiehtig durch und gibt ca. 1 g Atzalkali in Stangen 
hinzu. Ohne zu durehmisehen erwarmt man die Losung in einem 
Wasserbad von 70°. An der Grenze zwischen der alkalisehen und 
der dariiberstehenden Schieht entsteht bei normalem Harn eine 
gelbbraune Farbe, im azetonhaltigen ein karmoisinroter, zuletzt 
schwarzer Ring. Die Reaktion ist noeh bei einem Gehalt von 
0,01 % Azeton sehr deutlich und solI bis 0,001 % hinab
reiehen. 

Tritt bei Probe 2 kein roter oder rotlieher Ring, sondern nur 
Gelbfarbung auf, so ist sieher kein Azeton vorhanden. 

Bei deutlich positivem Ausfall sauert man 50 cem 
Harn mit Sehwefelsaure an, schiittelt mit 25 cem alkohol- und 
azetonfreiem Ather (Narkoseather) aus, trennt den Ather ab und 
sehiittelt mit 15-20 eem Wasser dureh. Die eine Halfte der 
waBrigen Losung versetzt man zur Priifung auf Azetessigsaure 
(s. unten) mit einigen Tropfen einer 10% ig. Eisenchloridlosung. 
Bei Abwesenheit von Azetessigsaure, die eine violette bis bordeaux
rote Farbung geben wiirde (s. unten), sind die ~eaktionen 1 und 2 
dureh Azeton hervorgerufen. 

Bei Anwesenheit von Azetessigsaure stellt man mit dem 
zweiten Teil der waBrigen Losung die Jodoformprobe an (s. 3.). 

Bei nur sehwaeher Azetonreaktion oder bei Unsicher
heit, ob Azetessigsaure neb en Azeton vorhanden ist, destilliert 
man 100 ecm neutralisierten Harn im Vakuum bei ca. 35° ab. 

1 Berl. klin. Wschr. 42, 1008 (1905). 
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Unter guter Kiihlung werden 20 - 30 ccm in eine eisgekiihlte Vor
lage abdestilliert, wobei Azeton iibergeht, wahrend Azetessigsaure 
zuriickbleibt. (Bei Destillation unter normalem Druck wiirde auch 
Azeton aus Azetessigsaure gebildet werden und iiberdestillieren.) 
Das DestiIIat priift man nach den Proben 1. bis 3. auf Azeton. 

3. Gunningsche 1 J odoform pro be. 5 ccm der Lasung ver
setzt man mit einigen Tropfen Lugolscher Lasung (4 g Jod, 6 g 
Kaliumjodid, aqua dest. ad 100 ccm) oder einer Lasung von 
Jod in Ammoniumjodid!Osung (1: 2: 100), bis die Lasung schwach 
gelb gefarbt ist und gibt dann einige Tropfen lO%ig. Ammoniaks 
hinzu. Es entsteht ein schwarzer Niederschlag von Jodstickstoff, 
der mitunter erst nach langerem Stehen verschwindet, urn beim 
Vorhandensein von Azeton einer gelben Fallung von Jodoform 
Platz zu machen. Die Probe wird nicht von Azetaldehyd gegeben 
und dient zur Unterscheidung desselben von Azeton. 

Nachweis der Azetessigsaure 2 

(CHa·CO·CH2 ·COOH). 

Zum Nachweis ist maglichst frischer Harn zu verwenden. 
1. Gerhardtsche Probe. Zu der zu untersuchenden Harn

probe wird 10 % ig. Eisenchloridlasung (bei sehr geringen Mengen 
Azetessigsaure 1 % ig. Lasung) tropfenweise hinzugegeben, der 
Niederschlag (Ferriphosphat) abfiItriert und zum Filtrat die 
gleiche Menge Eisenchlorid hinzugegeben. Bei Anwesenheit von 
Azetessigsaure zeigt die Lasung eine rotviolette Farbung. 

Da diese Farbung auch durch Ameisensaure, Essigsaure, 
Rhodanwasserstoff sowie durch Einnahme von Medikamenten 
(Antipyrin, Aspirin, Salizylsaure) bedingt sein kann, wiederholt 
man die Reaktion: 

a) nach Aufkochen des Harnes. Azetessigsaure wird zer
setzt und die Reaktion bleibt aus, wahrend die vorstehend ge
nannten, die gleiche Reaktion gebenden Verbindungen, durch das 
Aufkochen nicht zerstart werden. 

b) nach Ausathern. Etwa 5 ccmHarn werden mit Schwefel
saure stark angesauert und mit 10 cern Ather ausgeschiittelt. Die 
abgehobelle Atherlosung wird mit sehr verdiinllter Eisenchlorid
!Osung (einige Tropfen auf ein Reagenzglas Wasser) vorsichtig 
unterschichtet. Azetessigsaure bedingt einen dunkelroten Ring 

1 Vg1. Ie Nobel: Arch. f. exper. Path. 18, 9 (1884). Hawk und 
Bergeim: 1. c. (S. 59 dieses Praktikums) S. 657 und Spaeth: 1. c. (S.355 
dieses Praktikums) S. ll2. 

2 s. Literatur S. 449 dieses Praktikums. 
29* 
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und beim Durchschiitteln eine Rotfarbung der waBrigen Schicht. 
Rhodanwasserstoffsaure farbt die atherische Schicht rot, Ameisen
saure oder Essigsaure geben keine Reaktion, Salizylsaure, Anti
pyrin usw. storen die Reaktion. 

Die Gerhardtsche Probe ist wenig empfindlich, in Form der 
Ringprobe sollen aber noch 0,01 % Azetessigsaure nachweis bar sein. 

2. Arnoldsche Pro bel. 2 Vol.-Teile (z. B. 2 ccm) wasserklare 
Losung von 1 g p-Amidoazetophenon in 2 ccm konz. HCI + aqua 
dest. ad 100ccm (im Dunkeln aufzubewahren) werden mit 1 Vol.
Teil (1 ccm) 1 % ig. Natriumnitrit16sung vermischt. Hierzu gibt 
man das gleiche Volumen (3 ccm) eines in der Kalte mit Tier
kohle geklarten Harnes und einige Tropfen konz. Ammoniak
losung. Es entsteht eine braunrote Losung. (Bei Anwesenheit von 
viel Azetessigsaure kann es zu einer braunen Fallung kommen.) 
1 ccm der braunen Losung, mit lO-12 ccm konz. HCI ver
setzt, geben bei Anwesenheit von Azetessigsaure purpurviolette 
Farbung. Bei Abwesenheit schlagt die Farbe der Losung bei dem 
Salzsaurezusatz in Gelb oder Gelbrot um. Die Reaktion wird 
weder von den unter l. aufgefiihrten storenden Substanzen noch 
von Azeton und fJ-Oxybuttersaure gegeben. Nach Lipliawsky 2 

kann man die Probe noch verscharfen, wenn man auBer der 
Salzsaure 3ccm Chloroform, sowie 2-4 Tropfen Eisenchloridlosung 
hinzufiigt und vorsichtig (um Emulsionsbildung zu vermeiden) 
durchmischt. Das Chloroform nimmt eine violette bis marineblaue 
Farbe an, die noch 0,04 %0 Azetessigsaure im Harn nachweis en laBt. 

Nachweis der fJ-Oxybuttersaure. 
(OHs·OHOH.OH2 ·OOOH.) 

In Harnen, die nach Vergarung mit Hefe links drehen, ist das 
Vorhandensein von fJ-Oxybuttersaure wahrscheinlich. 

Der Nachweis erfolgt: 

l. Durch Oberfiihrung in tx-Krotonsaure. 

OHs·OHOH.OH2 ·OOOH - H 20 = OHs·OH = OH·aOOH 
Ii-Oxybuttersaure a-Krotonsaure 

Der zu untersuchende Harn wird zur Sirupkonsistenz einge
dampft, der Riickstand mit dem gleichen Volumen konz. Schwefel
saure vermischt und unter Zutropfen von Wasser aus einem 
Tropftrichter so destilliert, daB das Volumen der HarnlOsung 

1 Wien. klin. Wschr. Jg. 12, Nr. 20, 541 (1899). Zbl. inn. Med. 
Jg. 21, Nr. 17, 416 (1900). 

2 Dtsch. med. Wschr. 27, 151 (1901). 
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angenahert konstant bleibt. Das Destillat wird ohne besondere 
Kiihlung in einem Reagenzglas aufgefangen. Aus ihm scheidet 
sich bei starker Abkiihlung bei Vorhandensein von f1-0yxbutter
saure im Ham a-Krotonsaure kristallinisch abo Besser ist es, das 
Destillat etwa viermal mit Ather auszuschiitteln und den Ather 
verdunsten zu lassen. Die riickbleibenden Kristalle sollen einen 
Schmelzpunkt von 70-720 haben. Zur Reinigung lost man sie 
in Ather, verdunstet die Hauptmenge und fallt mit Petrolather. 
Reinigung und Schmelzpunktspriifung sind notwendig, da durch 
Spaltung von Hippursaure Benzoesaure (Schmelzpunkt 121°) 
erhalten werden kann. 

2. Durch tJberfiihrung in Azetessigsaure, nach Black l 

und Embden-Schmitz 2• 

5-20 ccm Ham werden auf dem Wasserbade auf Y4 - Va ein
geengt, wobei vorhandene Azetessigsaure zerstort wird. Die ein
geengte Fliissigkeit wird mit einigen Tropfen konz. Salzsaure 
angesauert, mit gebranntem Gips zu einer dicken Paste verrieben 
und bis zur beginnenden Erstarrung sich selbst iiberlassen. Die 
Masse wird griindlich zerstoBen und zweimal mit Ather unter 
Umriihren und Dekantieren des gewonnenen Atherextraktes 
extrahiert. Nach Verdunsten des Athers wird der Riickstand mit 
Wasser aufgenommen, mit einigen Tropfen Wasserstoffsuperoxyd 
und tropfenweise vorsichtig mit einer ca. 5 % ig. FerrosulfatIosung 
versetzt, bis ein weiterer Zusatz keine Verstarkung der violetten 
Eisenchloridreaktion auf Azetessigsaure mehr hervorruft. 

Bestimmung des Azetons. 

Quantitative Bestimmung. 

Titrimetrische Bestimmung des Gesamtazetons nach 
Messinger-Huppert in der Ausfiihrung von 

Embden- Schmitz 3. 

Unter "Gesamtazeton" wird die Summe des praformierten 
Azetons und desjenigen Azetons, das sich bei der Destillation bei 
100 0 aus Azetessigsaure bildet, verstanden. 

1 J. of bioI. Chem. 5, 207 (1908/9). 
2 Siehe Schmitz: 1. C. (S. 449 dieses Praktikums) 
3 Ber. dtsch. chem. Ges. 21, 3366 (1888). Neubauer- Huppert: 

Analyse des HarnsI, 1. c. (S. 303 dieses Praktikums) S. 254. Schmitz: 
1. c. (S. 449 dieses Praktikums). 
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Prinzip. Nach Abdestillation aus dem Harn wird das Azeton 
mit Jod16sung und Alkali in Jodoform uberfiihrt. Der Vorgang 
verliiuft entsprechend den Umsetzungen 

2NaOH + J 2 = NaOJ + NaJ + H 20. 

CHaCOCHa + 3NaOJ = HCJa + CHaCOONa + 2NaOH. 

Zur Bildung von einem Mol Jodoform werden 6 Atome Jod ver
braucht. Das bei der Reaktion nicht verbrauchte, uberschussige 
Jod wird in Freiheit gesetzt, entsprechend 

NaOJ + NaJ + 2HCI = 2J + 2NaCI + H 20 

und mit Natriumthiosulfat zuriicktitriert. 

Reagentien. 1. Jodlosung 0,1 n (gegen die wie unter 2 beschriebene 
titrierte Natriumthiosulfatliisung einzustellen). 2. Natriumthiosulfat
lOsung 0,1 n. Ca. 26 g Natriumthiosulfat lOst man in aqua dest. ad 1000 ccm, 
laBt 2 Wochen stehen und stellt den Titer der Losung ein. Hierzu stellt 
man sich eine 0,1 n Stammlosung aus Kaliumjodatl her, indem man ein 
Handelsprodukt mehrmals aus Wasser umkristallisiert, bei 1800 trocknet 
und 3,5661 g desselben ad 1000 ccm lOst. Ein abgemessenes Volumen der
selben wird unmittel~.ar pach Zusatz von iiberschiissigem Kaliumjodid 
und einem geringen UberschuB von Salz- oder Schwefelsaure unter Zu
gabe von Starkeliisung mit derThiosulfatlosung titriert. 3. Starkeliisung. 2 g 
lOsliche Starke werden mit 0,01 g Quecksilberjodid (zur Konservierung) 
und mit etwas aqua dest. verrieben. Die triibe Fliissigkeit wird in 1 Liter 
kochendes Wasser gegossen. Die Starkeliisung ist klar und haltbar. 4. Essig
sauro 50 % ig. 5. Natronlauge 33 % ig (nitritfrei). Priifung auf Nitritfrei
heit: Eine Probe der Natronlauge wird mit Essigsaure neutralisiert, 
dann angesauert und mit Lungeschem Reagens (0,5 g Diphenylamin in 
100 ccm konz. H 2S04 und 20 ccm H 20 gelOst) versetzt: Blaufarbung bei 
Gegenwart von Nitrit. 6. Salzsaure konz. (eisenfrei). 

Ausfiihrung. In einen Kolben von etwa 750 ccm gibt man 
150 ccm aqua dest., 2 ccm 50% ig. Essigsaure und den zu unter
suchenden Harn. 1st der Harn stark azetonhaltig, so verwendet 
man 20 ccm, ist der Harn schwach azetonhaltig, entsprechend 
mehr. Den Kolben verbindet man mit einem absteigenden Kuhler, 
des sen Ableitungsrohr in eine Vorlage taucht. Diese besteht 
aus einem Erlenmeyerkolben von 750 ccm, der mit 150 ccm 
moglichst kaltem Wasser beschickt ist. Die Vorlage wird 
mit Eis gekiihlt. Die Fliissigkeit wird destilliert und 20-25 Min. 
im Sieden erhalten, wobei etwa 60 ccm iibergehen sollen. Die 
Destillation wird dann unter Nachspiilen des Destillationsrohres 
unterbrocheil und sofort die Titration angeschlossen. Eine zwei
maIige Destillation ist nach Angabe von Em b den -S c hmi t z 
unnotig, wenn der Harn nicht Azetaldehyd enthalt. In diesem 

1 Vgl. Kolthoff: Die MaBanalyse S. 353. Berlin: Julius Springer 1928. 
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Fallewirdnach Shaffer l das Harndestillat nach Zusatz von etwas 
Natronlauge mit 20 ccm offizineller WasserstoffsuperoxydlOsung 
oder mit frisch gefiiJItem Silberoxyd versetzt und nochmals destil
liert, wobei der Azetaldehyd durch Oxydation beseitigt wird. 

30 ccm 33 % ig. Natronlauge sowie 0,1 n J odlOsung werden zu 
dem Destillat im VberschuB - mittels Burette abgemessen -
hinzugegeben. Man erkennt das Vorhandensein uberschussigen J ods 
daran, daB 1 Tropfen Salzsaure an der Einfallsstelle eine braune 
Farbe auslOst. Das Jodoform fallt als weiBliche Trubung aus, 
die sich bald in gelb gefarbte Kristalle umwandelt. Nach 5 Min. 
sauert man mit einem VberschuB von konz. Salzsaure an, indem 
man nach Auftreten der Jodfarbe noch 2 ccm HOI hinzusetzt, 
und titriert nach Zusatz von einigen Tropfen Starkelosung die 
unverbrauchte Jodlosung mit ThiosulfatlOsung zuruck. Man be
stimmt mit der gleichen Menge Reagentien im Blindversuch, 
ob ein Jodverbrauch durch die Reagentien entsteht und bringt 
diesen von der als Jodoform gebundenen Menge Jod in Abzug. 

Berechnung. Da6Atome JfUr die Bildung von 1 Mol Jodo
form notwendig sind, d. h. 1 Mol Azeton (58,05) entsprechen, so 

= entspricht 1 ccm der verbrauchten 0,1 n J odlOsung 6 '1~~'~~00 g 

0,967 mg Azeton. 
Die Methode eignet sich nicht zur Bestimmung kleinster 

Azetonmengen, da Natriumhypojodit auch mit anderen Sub
stanzen als mit Azeton reagiert und dieser Fehler bei der Be
stimmung kleinster Azetonmengen hervortreten kann. 

Kolorimetrische Bestimmung des Azetons nach Osonka 2• 

Pr in zip. Die Methode beruht auf der kolorimetrischen Messung 
der roten Farbung, die Azeton mit Salizylaldehyd gibt, gegen 
eine Standard-Azeton16sung (vgl. Frommersche Probe). 

Reagentien. 1. 10 %ig.Lasung von Salizylaldehyd in 95%. AlkohoI. 
2. Lasung von 100 g festem Kaliumhydroxyd in 60 eem aqua dest. 
3. Azetonstandardlosung3 • Man stellt sieh durch Verdiinnen reinsten 
Asebons (aus der Bisul£itverbindung) eine etwa 0,1 % wiWrige Azeton
Wsung her und bestimmt in 10 eem den Titer naeh der Methode "Mes
singer-Huppert" (s. S. 453). Dann verdiinnt man die Losung so, daB sie 
in 2 eem 0,1 mg Azeton enthalt. Diese Losung ist etwa 2 W oehen haltbar. 
4. Schwefelsaure konzentriert. 

Ausfuhrung. a) Bestimmung des Gesamtazetons. Eine 
Harnmenge, die etwa 8-24 mg Azeton enthiilt (gewohnlich 25 bis 
100 ccm), wird in einen 750 ccm-Kolben pipettiert und mit 5 ccm 

1 J. of bioI. Chern. Ii, 211 (1908/9). 2 J. of bioI. Chern. 27, 209 (1916). 
3 VgI. aueh die Herstellung einer Azeton-Standardlosung naeh Folin: 

Labor. Manual!. c. (S. 328 dieses Praktikums) S. 189. 
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100 ccm), wird in einen 750 ccm-Kolben pipettiert und mit 5 ccm 
konz. Schwefelsaure und so viel aqua dest. versetzt, daB das 
Volumen ca. 300 ccm betragt. Man destilliert 20 Min. mit abo 
steigendem Kuhler derart, daB das Kiihlerende in eine Vorlage von 
25 ccm aqua dest. eintaucht. Das Destillat wird in einen 200 ccm· 
MeBkolben ubergespiilt und bis zur Marke mit aqua dest. ver· 
dunnt. 2 ccm der Losung werden zweimal (Parallelbestimmung) 
in zwei groBe Reagenzglaser abgegossen. Ebenso miBt man 
2 ccm der Standardlosung, die 0,1 mg Azeton enthalten, ab und be. 
handelt sie gleichartig. 2 ccm der 100% ig. Kaliumhydroxydlosung 
werden hinzugegeben. Es wird gut durchmischt und 1 ccm 10 % ig. 
SalizylaldehydlOsung hinzugefiigt. Man stellt die Reagenzglaser 
sofort fiir genau 20 Min. in ein Wasserbad von 45-50 0 und mischt 
mehrmals gut durch. Hiernach gibt man 10 ccm aqua dest. zu jedem 
Glase, kuhlt ab, spult die Losung in einen 25 ccm-MeBkolben und 
fiillt bis zur Marke auf. Falls die Farbung stark ist, verdunnt man 
die Losung auf das doppelte. Die kolorimetrische Messung solI inner
halb 30-45 Min. nach Zugabe des Salizylaldehydes erfolgen. Die 
Berechnung entspricht der ublichen kolorimetrischen Berechnung. 

b) Bestimmung des praformierten Azetons. In zucker
freien Harnen kann das praformierte Azeton unmittelbar bestimmt 
werden. Der Harn wird mit einigen Tropfen konz. Kalilauge 
alkalisch gemacht, filtriert und das Filtrat direkt zur AZl3ton
bestimmung verwandt. In allen anderen Fallen entfernt man das 
praformierte Azeton aus dem Harn durch einen Luftstrom, 
destilliert dann und erhalt die Menge des praformierten Azetons 
durch Subtraktion der so gemessenen Azetonmenge von der Be
stimmung des Gesamtazetons. Der Destillationsruckstand (von 
der Bestimmung des Gesamtazetons) kann zur Bestimmung der 
P-Oxybuttersaure verwandt werden. Man verdunnt ihn ad 
ca. 400 ccm mit aqua dest., fiigt 10 ccm . konz. Schwefelsaure 
hinzu und destilliert ca. 2 Stunden bei maBigem Sieden, indem 
man tropfenweise 200 cem 0,5% ig. Kaliumbiehromatlosung (bei 
zuckerhaltigen Harnen 1 % ig. Losung) zuflieBen laBt. Das Destillat 
wird ad 250 ccm aufgefiillt und das in ihm enthaltene Azeton 
wie oben bestimmt. . 

Mikrobestimmung des Gesamtazetons im Harn naeh 
Lax 1 . 

Prinzip. Die Methode beruht auf dem Messinger-Huppert
schen Verfahren und ermoglicht eine doppelte Destillation in 
einem Arbeitsgang. 

1 Biochem. Z. 125, 262 (1921). 
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Re agen tien. 1. Essigsaure 80 % ig. 2. Salzsaure konz. 3. Natronlauge 
(nitritfrei) 33 % ig. 4. Starke16sung 1 % ig. 5. Jod16sung 0,05 n. 6. Natrium
thiosulfatlosung 0,05 n. 

Apparate. Destillationsapparatur entsprechend nebenstehender Ab
bildung. 

A usfiihrung. In den 100 ccm fassenden Jenaer Kolben "A" 
kommen 2 ccm Harn, 25 ccm destilliertes Wasser und 3 Tropfen 
konz. (80% ig.) Essigsaure. Enthalt der Harn mehr als 0,1 % Azeton 
(woriiber eine vorangehendequali
tative Probe Auskunft gibt), so 
nimmt man statt 2 nur 1 ccm 
Harn. Bei einem Gehalt von 
mehr als 0,2% Azeton geniigen 
0,5 ccm. Der ebenfalls 100 ccm 
fassende Jenaer Kolben "B" 
wird mit 1-2 ccm destilliertem Jl I=-o.~'-=I 
Wasser und mit 2 Tropfen konz. 
Salzsaure beschickt. Der 75 ccm 
fassende Kolben ,,0" wird mit 
30 ccm destilliertem Wasser be
schickt, mit einem Bleiring be
schwert und in ein GefaB "D" 
gestellt, welches mit einem Kalte
gemisch (bestehend aus Eis, 
Wasser und Salz) von ungefahr 
- 4 0 gefiillt wird. Der Kolben 
solI bis zu % in das Kaltegemisch ---'----------~ 
eintauchen, wo er wahrend der Abb.126. 

ganzen Zeit kalt gehalten wird. 
Der Apparat wird dann entsprechend der Abbildung zusammen
gestellt. Es ist darauf zu achten, daB die in die GefaBe :"B" 
und ,,0" reichenden Glasrohren in die Fliissigkeit eintauchen, 
und daB die Gummistopfen aus gutem: Material absolut sicher 
schlieBen. Nach SchlieBen des Hahnes "a" wird unter Kolben 
"A" ein Bunsenbrenner gestellt. Die Flammenhohe ist so zu 
regeln, daB der Inhalt des Kolbens in ca. 70-80 Sek. zum Sieden 
gebracht werde. (Eine Differenz von ± 10" ist belanglos.) Mit 
dieser Flamme wird der Inhalt noch 4 Min. im Sieden gehalten. Der 
aus dem Kolben "A" kommende heiBe Dampf bringt auch den 
Inhalt des Kolbens "B" zum Sieden. In den letzten Sekunden 
der Siedezeit (noch bevor die Flamme weggenommen wird) 
wird das GefaB "D" (samt Kolben ,,0") entfernt. Hiernach 
wird die Flamme zur Seite gestellt und der Hahn "a" geoffnet. 
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Diese Reihenfolge muG beachtet werden, um ein Zuriicksaugen 
der Fliissigkeit zu vermeiden. 

Hierauf wird der Kolben ,,0" aus dem Kaltegemisch genom
men, mit lOccm 0,05n J-Losung und ca. %-1 ccm einer 33%ig. 
(nitritfreien) Natronlauge versetzt. Nach 3 Min., nach deren 
Ablauf die Jodoformfallung als beendet betrachtet werden kann, 
wird durch Zusatz von 1-1% ccm konz. Salzsaure das iiber
schiissige (durch Azeton nicht gebundene) Jod in Freiheit ge
setzt und unter Zusatz einiger Tropfen 1 % ig. Starkelosung mit 
0,05 n NatriumthiosuI£atlOsung zuriicktitriert. 

Berechnung. Die Differenz der urspriinglich hinzugegebenen 
und der gefundenen J odmenge ergibt die durch das Azeton ge
bundene Jodmenge. 1 ccm 0,05 n Jod entsprechen 0,483 mg 
Azeton (s. S. 455). 

Azetonbestimmung in der Alveolarluft nach 
Widmark 1• 

Prinzip. Ein gemessenes Volumen AlveolarIuft wird langsam 
durch eine gemessene Menge J odlOsung gesaugt. Das Azeton 
bildet mit dem Jod Jodoform. Das iiberschiissige Jod wird durch 
Titration mit einer Thiosulfat16sung ermittelt (s. Methode Mes
singer-Huppert S. 453). 

Rea,gentien. 1. Jodlosung 0,005 n, durch Verdiinnen einer 0,1 n
Losung I: 20 herzustellen. 2. Thiosuliatlosung 0,005 n, durch Verdiinnen 
einer 0,1 n-Losung I: 20 herzustellen. Einstellung des Titers s. Azeton
bestimmung nach Messinger-Huppert. 3. Schwefelsaure I n. 4. Natron
lauge In. 

Apparate (s. Abb. 127). A Glasrohr, 1,3 m lang, 2,3 cm Innendurch
Messer mit Mundstiick a. 10 cm hinter dem Mundstiick geht rechtwinklig 
ein Glasrohr k von etwa 5 cm Lange und 7 mm Innenweite abo A wird inhori
zontaler Lage an zwei EisenstandernmitKlammern befestigt. B MeBbiirette, 
die oben in die Kapillare b von 5,5 cm Lange iibergeht. "Ober diese Kapillare 
wird ein zweites weiteres Glasrohr c von der Form eines Weinglases heriiber
gestiilpt, dessen untere Offnung dem konisch zugehenden TeiI der MeB
biirette aufsitzt. Der dichte AnschluB dieses unteren Endes mit der MeB
biirette wird durch "Oberstreifen eines Gummibandes d iiber die MeB
biirette und das untere Ende von c erzielt. AuBerdem wird auf dem Boden 
des zwischen b und c befindlichen Raumes QuecksiIber eingefiillt. In dieses 
QuecksiIber taucht k, hierdurch wird A mit B luftdicht verbunden. Das 
untere Ende von B ist wieder kapillar und mit Kalibrierung versehen. 
B ist so groB zu wahlen, daB der Rauminhalt vom obersten Ende des 
Kapillarstiickes b bis zur unteren Marke 100 ccm betragt. Das Ende des 
unteren Kapillarstiickes von B ist durch Druckschlauch mit dem Queck
siIberniveaugefaB G verbunden. In den Druckschlauch ist der einfach 

1 Biochemic. J. 14, 379 (1920). Darstellung nach Krauss: 1. c. 
(S. 36 dieses Praktikums) S. 108. 
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gebohrte Hahn J sowie eine Klemmsehraube e eingesehaltet. Sie dienen 
der Feineinstellung des Queeksilberniveaus in B. D ist das VorlagegefiiB 
mit einem oberen weiteren Teil von 4,5 em Lange, 18 mm Innenweite und 
einem unteren sehmaleren Teil von 10 em Lange und 6 mm Innenweite. 
h ist eine etwa 10 em lange Kapillare, die etwas unterhalb des Korkstopfens i 
in einen weiten Teil g ubergeht und weiterhin zweimal reehtwinklig ab
gebogen ist. Der letzte Teil that eine 
Innenweite von 7 mm, so daB er 
ahnlieh wie k uber die Kapillare b in 
das Queeksilber von c eingetaueht 
werden kann. mist ein reehtwinklig 
gebogenes Glasrohr, das ebenfalls 11 
durch den Korkstopfen i tritt und "" 
kurz darauf endet. List ein V-formig 
gebogenes kurzes Kapillarrohr. 

Ausflihrung. Der Aufbau 
der Apparate ist aus der Abb. 127 
ersichtlich. Das Quecksilber steht 
bis zum oberen Ende der Ka
pillare b. Die Versuchsperson 
sitzt vor dem Mundstiick a. 
Am Ende einer normalen Inspira-
tion halt sie die Nase zu, sistiert 
die Atmung wahrend 20 Sek., 
atmet so tief wie moglich durch a 

V 
L 

Abb.127. 

in die Glasrohre A aus und verschlieBt mit der Zungenspitze das 
Mundstiick a. Der Experimentator senkt G und saugt den letzten 
Teil der in dem Glasrohr angesammelten Lungenluft in die MeB
biirette B bis unterhalb der Marke 100. Der Hahn Jist zu schlieBen 
und die Marke 100 durch c genau einzustellen, Temperatur und 
Barometer werden abgelesen. Dann wird A abgenommen und 
sofort D mit dem Ende t liber die Kapillare b heriibergestiilpt, 
so daB t in das Quecksilber von c vollkommen eintaucht, m wird 
mit einer Wasserstrahlpumpe verbunden, J langsam geoffnet und 
eben so eventuell auch Klemmschraube c. Das Quecksilber wird 
langsam in B hochgesaugt und in gleichem MaBe die Luftprobe 
aus B durch die Kapillare b iiber t, g und h nach der Jod16sung 
in D, wo sich das Azeton zu Jodoform umbildet und ausfallt, 
iiberfiihrt. Die Jodlosung stellt man aus 0,1 n Jod16sung durch 
Verdiinnung 1: 20 her. 4 ccm derselben werden in D mit 3 ccm 
1 n NaOH versetzt. Von Zeit zu Zeit stellt man das Queck
silbergefaB G etwas hoher. Durch Zwischenschaltung eines Glas
hahnes zwischen das Manometer der Wasserstrahlpumpe und 
m kann die Geschwindigkeit der Luftdurchsaugung reguliert 
werden. Zu gleichem Zweck kann auch die Schraube e be-
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nutzt werden, so daB die 100 ccm in B hochstens innerhalb 
1 Stunde durch die J odlosung gesaugt werden. Am SchluB laBt 
man das Quecksilber etwa 0,5 cm in t hochsteigen und 
bringt nun die V-formige Kapillare L derart in den Queck
silbernapf c, daB ein Schenkel nach t hineinreicht, der andere 
aus dem Quecksilbernapf heraus in die freie Luft ragt. Durch 
erneutes Ansaugen wird der letzte Rest der Gasprobe (etwa 
1,5 ccm), der sich noch in der Leitung t, g und h befindet, durch 
atmospharische Luft nach D hiniibergewaschen. Nun wird die 
Veroindung mit der Wasserstrahlpumpe unterbrochen, g heraus
gehoben, der Korkstopfen i entfernt, h mit Wasser abgespiilt, 
die Jodlosung in einen Erlenmeyerkolben iibergefiihrt und mit 
aqua dest. nachgewaschen. Nach Zusatz von 3,5 ccm 1 n Schwe
felsaure wird das iiberschiissige Jod mit 0,005 n ThiosulfatlOsung 
und Starke als Indikator titriert. Durch mehrere Vorversuche 
muB bestimmt werden, welchen Verbrauch an Jod Luftdurch
saugen von gleich langer Zeit bedingt. 100 ccm Zimmerluft ver
brauchen ungefahr 0,05 ccm 0,005 n JodlOsung, 5 ccm Zimmer
luft den 20. Teil = 0,0025 ccm. Dieser Blindwert ist von Zeit 
zu Zeit zu bestimmen. 

Berechnung. Die zur Titration notigen ccm 0,005 n Thio
sulfatlosung werden von den vorgelegten 4 ccm 0,005n JodlOsung 
abgezogen, weiterhin der Blindwert von ca. 0,0025 ccm. Diese 
Differenz, mit 0,0484 multipliziert, ergibt die Azetonmenge in 
mg von 100 ccm Atemluft bei Zimmertemperatur (z. B. 18 0 C) 
und dem jeweilig herrschenden Luftdruck. Sie ist auf 100 ccm 
Alveolarluft von 38 0 C umzurechnen. 

Vas = VIS (1 + ()'. [38 - 18]) = 107,34 ccm. 

Den Wert fiir 1 + ()'. t kann man der Tab. S. 731 dieses Praktikums ent
nehmen. Die Prozentgewichte an Azeton in den beiden Luftmengen 
verhalten sich umgekehrt wie die zugehorigen Luftvolumina. Be
zeichnen wir mit a die in der Analyse gefundenen mg an Azeton 
und x die in 100 ccm Alveolarluft gesuchten, so ist 

a·l00 
x = 107,34 . 

Der Verteilungskoeffizient des Azetons zwischen Vollblut 
und Alveolarluft ist bei 38 0 0,003. Daraus errechnet sich 
aus dem Azetongehalt der Alveolarluft der Azetongehalt des 
Elutes. 
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Bestimmnng der Azetessigsanre. 

Die Methoden der Bestimmung der Azetessigsaure beruhen 
darauf, daB entweder die Gesamtazetonkarper (Azeton und Azet
essigsaure) als Azeton bestimmt werden und dann die Menge 
praformierten Azetons ermittelt wird, oder daB das praformierte 
Azeton entfernt und die Azetessigsaure nach Uberfuhrung in 
Azeton bestimmt wird. 

Titrimetrische Bestimmung des Azetons und der 
Azetessigsaure nach Embden und Schliepl. 

Prinzip. Das Gesamtazeton wird in einem gemessenen Harn
teilA nach der Methode Messinger-Huppert (S. 453) ermittelt. 
In einer zweiten aliquoten Harnportion B wird das priiformierte 
Azeton durch Vakuumdestillation entfernt und die Azetessigsaure 
im Destillationsruckstand wie in A als Azeton ermittelt. Die 
Differenz zwischen A und B gibt die Menge praformierten 
Azetons. 

Reagentien. AlIe Reagentien zur Bestimmung des Azetons nach 
"Messinger-Huppert" (s. S.453). 

Ausfuhrung. 20 ccm Harn (bei sehr hohem oder sehr geringem 
Azetongehalt entsprechende Mengen) werden so frisch wie mag
lich, unter Vermeidung eines langeren Au£enthaltes in der Blase, 
in einen Rundkolben von 2 Liter gebracht, mit 130-150 ccm aqua 
dest. versetzt und im Vakuum bei niedrigem Druck in einem 
Wasserbade destilliert, dessen Temperatur 34-35 0 nicht uber
steigen darf. Es ist ein langer Liebigscher Kuhler anzuwenden und 
die Vorlage mit Eis zu kuhlen. Durch Einfiigung einer Kapillare 
in das SiedegefaB - in der bei der Vakuumdestillation iiblichen 
Form - wird Siedeverzug verhindert. Man destilliert 30-35 Min. 
lang, bismindestens 55-60 ccm iibergegangen sind. Mit dem Destil
lationsruckstand stellt man eine Azetonbestimmung nach Mes
singer-Huppert an und bestimmt hierbei das sich aus der 
Azetessigsaure bildende Azeton. 

Berechnung: 1 ccm 0,1 n JodlOsung entspricht 0,9675 mg 
Azeton. 

Bestimmt man mit einer gleichen Harnmenge das Gesamt
azeton nach Messinger-Huppert, so erhalt man aus der 
Differenz beider Azetonbestimmungen die Menge des prafor
mierten Azetons. 

1 Zbl. ges. Physiol. u. Pathol. d. Stoffwechsels Jg. 2, H. 7, 250 und 
H. 8, 289 (1907). 
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Bestimmung der ~-Oxybuttersaure. 

Polarimetrisehe Bestimmung der p-Oxybuttersaure 
naeh Embden- Sehmi tzl. 

Prinzip. Die P-Oxybuttersaure wird aus dem Ham mittels 
Xthers extrahiert und polarimetriseh bestimmt. Geringe Mengen 
linksdrehender Substanzen gehen aueh bei Anwendung von nor
malem Ham in den Atherextrakt. Daher eigllet sieh die Methode 
nur zur Bestimmung groBerer Mengen p-Oxybuttersaure. 

Reagel!-.tien. 1. Ammoniumsulfat kristallisiert. 2. Schwefelsaure 
25 % ig. 3. Ather. 4. Tierkohle. 

Apparate. Extraktionsapparatur nach Kutscher-Steudel oder nach 
Lind. 

Ausfiihrung. Der zu extrahierende Ham (von P-Oxybutter
saure-reiehem Ham 100-300 eem, sonst erheblieh mehr) wird 
pro 100 cem Ham mit 80-90 g Ammoniumsulfat versetzt, 
mit 25 % ig. Sehwefelsaure stark angesauert und 24-48 Stunden 
mit Ather im Extraktionsapparat extrahiert. Bei Anwendung 
des Lindsehen Apparates geniigt eine Extraktion von 6 bis 
8 Stunden. Der gewonnene Xtherextrakt wird naeh Filtration 
unter sorgfaltigem Naehspiilen mit Ather und unter Zusatz von 
einigen Kubikzentimetem Wasser auf dem Wasserbade destilliert. 
Starkes Erhitzen ist zu vermeiden. Naeh dem Verjagen des Athers 
wird der Extrakt sofort unter der Wasserleitung gekiihlt, unter 
Naehspiilen in einem MeBzylinder auf ein kleines zu messen
des Volumen aufgefiillt und durch ein kleines, diehtes Filter evtl. 
mehrmals filtriert. Wird das Filtrat nieht klar, so ist die Fliissig
keit mit einer ganz geringen Menge Tierkohle zu klaren. 

Unter Anwendung eines 1 dm- bzw. 2 dm-Rohres wird die 
Losung polarimetriseh gemessen. 

Bereehnung. Da 1 g Saure in 100 eem Wasser im 200 mm
Rohr - 0,4824 0 naeh links dreht (d. h. die spezifisehe Drehung 
der p -Oxybuttersaure [IX JD = - 24,12 0 ist) , so elltsprieht 

1 0 Drehung im 100 mm-Rohr 0,2~12 = 4,146 g p-Oxybuttersaure 

bzw. 0,4~24 = 2,073 g Saure bei Anwendung des 2 dm-Rohres. 

Der abgelesene Drehungswinkel ist also mit 4,146 bzw. 2,073 zu 
multiplizieren, um die P-Oxybuttersaure in Prozenten zu erhalten. 

Die Methode kann bis zu 10% zu hohe Werte liefem, da auch 
andere links drehende Substanzen in den Ather gehen, und ist 

1 Abderhaldens Arbeitsmethoden: IV/5, 230 (1924).Vgl. auch Magnus
Levy: Erg. inn. Med. u. Kinderheilkunde 1, 352 (1908). 
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nur zur Bestimmung groBerer Mengen tJ-Oxybuttersaure zu ver
wenden. Da die folgende titrimetrische Methode ofter etwas zu 
kleine Mengen liefert, empfiehlt Schmitz stets die polarime
trische Bestimmung mit der titrimetrischen Bestimmung zu 
kombinieren. 

Titrimetrische Bestimmung der tJ-Oxybuttersaure 
nach Pribram 1 -Schmitz 2• 

Prinzip. Die tJ-Oxybuttersaure wird durch Destillation mit 
konz. Schwefelsaure in IX-Krotonsaure iibergefiihrt und diese 
durch Messung der Brommenge titriert, die von dem Destillat 
gebunden wird. 

Reagen tien. 1. Schwefelsaure konz. 2. Schwefelsaure 25 % ig. 3. Jod
kaliumlosung 20 % ig. 4. Natriumthiosulfatli:isung 0,1 n. 5. Starkeli:isung. 
6. Bromli:isung 0,1 n: 70 g Bromkalium und 2,5 ccm Brom werden in 
aqua dest. geli:ist und ad 1000 ccm aufgefiillt. 40 ccm dieser Lasung werden 
mit 3 ccm Jodkaliumli:isung, etwas 25 % ig. Schwefelsaure und Starke
li:isung versetzt, worauf die der Brommenge aquivalente, ausgeschiedene 
Jodmenge mittels 0,1 n Thiosulfatli:isung titriert wird. Der Gehalt der 
Bromlosung ist vor jeder Bestimmung zu iiberpriifen. 

Ausfiihrung. Der Harnextrakt, der nach der vorangehenden 
Methode erhalten und dessen Gehalt an tJ-Oxybuttersaure durch 
die polarimetrische Bestimmung bekannt ist, wird so verdiinnt, 
daB etwa 50-70 mg tJ-Oxybuttersaure in 30 cern Losung ent
halten sind. Diese bringt man in einen 250 eem-Rundkolben, der 
als Aufsatz einen Tropftriehter sowie ein ableitendes Rohr tragt, 
das mit einem Schlangenkiihler verbunden ist. Ais Vorlage dient 
ein MeBzylinder von 50 cern. . 

In den Kolben gibt man auBerdem einige Siedesteinchen sowie 
- unter Kiihlung - 15 cern konz. Sehwefelsaure und verbindet 
mit dem Kiihler. Man destilliert, indem aus dem Tropftriehter 
das abdestillierende Wasser unter mogliehster Konstanthaltung 
des Volumens ersetzt wird, siebenmal bis zur Fiillung der Vor
lage, destilliert also im ganzen 350 cern abo Wahrend man dem 
Apparat noeh eine Kontrolle vorlegt, werden die vereinigten 
Destillate mit einem reiehliehen UberschuB einer abgemessenen 
Menge 0,1 n Bromlosung, etwa 25 cern, versetzt und 10 Min. 
stehen gelassen. Nach Zugabe von 3 cern J odkalium16sung und 
etwas 25 % ig. Sehwefelsaure wird das ausgeschiedene, dem iiber-

1 z. spez. Pathol. u. Ther. 10, 279 (1912). 
2 In Abderhaldens Arbeitsmethoden: IV/5, 227 (1924). Vgl. auch 

Hoppe-Seyler-Thierfelder: l. c. (S.350 dieses Praktikums) S.742. 
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schiissigen Brom aquivalente J od unter Zusatz von Starke
I03ung mit 0,1 n Thiosulfatlosung titriert. 

Berechnung. Da 2 Atome Brom 1 Mol fJ-Oxybuttersaure 
(104,06) entsprechen, so entspricht 1 ccm gebundener 0,1 n Brom-

}""104,06.1O00 52 fJ 0 b tt .. osung 1000.10.2 mg = , mg - xy u ersaure. 

Gleichzeitige gravimetrische bzw. titrimetrische 
Bestimmung der Gesamtazetonkorper, des 
Gesamtazetons und der fJ-Oxybuttersaure 

nach van Slyke1 • 

Prinzip. Die Methode beruht auf Fallung des Azetons un
mittelbar im Harn mittels eines Quecksilberreagenses und gravi
metrischer oder' titrimetrischer Bestimmung des Niederschlages. 
Die fJ-Oxybuttersaure kann hierbei in gleichem Arbeitsgange 
durch Oxydation mit Kaliumbichromat und Schwefelsaure nach 
Shaffer in Azeton iibergefiihrt werden. 

Reagentien. 1. Kupfersulfat16sung 20 % ig. 200gCUS04' 5H20 werden 
in aqua dest. ad 1000 ccm gelost. 2. Kalziumhydroxydaufschwemmung 
10 % ig. 100 g Kalziumhydroxyd (Merck) werden in aqua dest. verrieben und 
ad 1000 ccm aufgefiillt. 3. Schwefelsaure 50 (Vol.) % ig. 500 ccm Schwefel
saure (spez. Gew. 1,835) werden mit aqua dest. ad 1000 ccm verdiinnt. 
Die Konzentration der Schwefelsaure ist nach Verdiinnung durch Titration 
zu iiberpriifen. Sie soU 17 n sein. 4. Quecksilbersulfat16sung 10 % ig. 
73 g reines, rotes Quecksilberoxyd werden in 1 Liter 4 n Schwefelsaure 
(196 g= 106 ccm Schwefelsaure spez. Gew. 1,84 in 1 Liter) gelost. 5. Kalium
bichromat5 % ig.50gK2Cr20 7 werden in aqua dest. zu 1 Litergelost.6. Reagens 
zur Bestimmung der Gesamtazetonkorper. 1000 ccm der 50 % ig. Schwefel
saure werden mit 3500 ccm der Quecksilbersulfatlosung und 10 Liter aqua 
dest. gemischt. Die Reagentien sind durch eine Blindbestimmung zu priifen. 
Bei Durchfiihrung der gesamten Methode mit destilliertem Wasser an 
Stelle von Harn darf kein Niederschlag entstehen. 

Ausfiihrung. a)Vorbehandlung des Harnes: DaTrauben
zucker wie auch andere im Harn vorhandene Substanzen, die 
Bestimmung storen, mu.8 der Harn (auch zuckerfreier) stets vor 
der eigentlichen Bestimmung wie folgt behandelt werden: 25 ccm 
Harn werden in einem 250 ccm-Me.8kolben mit 100 ccm aqua dest. 
und 50 ccm Kupfersulfatlosung versetzt und durchmischt. Dann 
werden 50 ccm 10% ig. Kalziumhydroxydlosung zugesetzt. Man 
mischt, priift mit Lackmus auf alkalische Reaktion und setzt, 
falls diese noch nicht vorhanden ist, weiter Kalziumhydroxyd
losung hinzu. Die Losung wird mit aqua dest. bis zur Marke auf
gefiillt, wenigstens Yz Stunde lang stehen gelassen und durch ein 

1 J. of bioI. Chem. 32, 455 (1917). Vgl. auch Schmitz: 1. c. (S. 449 
dieses Praktikums) S. 244. 
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trocknes Faltenfilter filtriert. Diese Behandlung entfernt bis zu 
8% Traubenzucker. Harne, die mehr Traubenzucker enthalten, 
miissen vorher so verdiinnt werden, daB ihr Traubenzuckergehalt 
unter 8 % liegt. Man priift den Gehalt des Filtrates auf Trauben
zucker, indem man einige ccm in einem Reagenzglas kocht. Man 
erhalt einen Niederschlag von gelbem Kuprohydroxyd, wenn die 
Fallung der Glukose unvollstandig geblieben ist. Diese wird durch 
die stets eintretende Fallung wei13er Kalksalze nicht verdeckt. 

b) Gleichzeitige Bestimmung der Gesamtazeton
korper (Azeton, Azetessigsaure und ,8-0xybuttersaure). 25 ccm 
des Harnfiltrates werden in einem 500 ccm-Erlenmeyerkolben mit 
100 ccm aqua dest., 10 ccm 50% ig. Schwefelsaure und 35 ccm 
10% ig. Quecksilbersulfatlosung versetzt. An Stelle der einzelnen 
Reagentien kann man 25 ccm Harnfiltrat mit 145 ccm des Rea
genses Nr. 6 versetzen. Der Kolben wird mit einem Riick
fluBkiihler mit geradem Rohr von 8-10 mm Durchmesser ver
bunden und erhitzt. Nach Beginn des Siedens gibt man 5 ccm 
der 5%ig. KaliumbichromatlOsung durch das Kiihlrohr hinzu 
und setzt das Kochen 1 Yz Stunden lang fort. Der gelbe 
Niederschlag, der sich bildet, besteht aus einer Verbindung des 
Azetons (des praformiert vorhandenen und des sich aus der Zer
setzung der Azetessigsaure und Oxydation der Oxybuttersaure 
bildenden) mit dem Quecksilberreagens und entspricht annahernd 
derFormel3HgS0 4 , 5HgO, 2CH3COCH3 , in welcherVerbindung 
bei Anwesenheit von Bichromat etwa ein Viertel der Schwefel
saure durch Chromsaure ersetzt ist. Dem Niederschlag ist auBer
dem Quecksilberchromat beigemengt. Zur Erhaltung eines gleich
maBig zusammengesetzten Niederschlages sind daher die Ver
suchsbedingungen genau einzuhalten. Der Niederschlag wird nun 
bestimmt: 

IX) Durch Wagung. Der Niederschiag wird durch einen 
Goochtiegel bzw. durch einen Tiegel mit Glassiebboden (Schott, 
Jena) abfiltriert, mit 200 ccm aqua dest. gewaschen und 1 Stunde 
bei llO 0 getrocknet. Man laBt ihn ohne Anwendung eines Exsik
kators an der Luft trocknen und wagt. Es konnen mehrere Nieder
schlage ohne Reinigung des Tiegels iibereinander bestimmt werden. 

Berechnung. 1 mg Azeton liefert 20 mg Niederschlag. 1 mg 
fJ-Oxybuttersaure liefert 8,45 mg Niederschlag (s. S. 468). 

,8) D u r c h Tit rat ion. Der Quecksilbergehalt des Nieder
schlages wird bestimmt, indem man ihn in Essigsaurelosung 
mit J odkali titriert. Das gelOste Quecksilbersalz wird durch 
Jodkali als HgJ2 zunachst gefallt und dann durch einen 1Ther
schuB von Jodkali als Doppelsalz gelost, entsprechend den Um-

Rona-Kleinmann, Blut u. Ham. 30 
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setzungen 
Hg(CHsCOO)2 + 2KJ = HgJ2 + 2CHaCOOK 

HgJ2 + 2KJ = HgJ,K2' 

Die iiberschiissige JodkaIilosung wird durch Riicktitration mit 
einer HgCl2-Losung (bis zum Auftreten eines Niederschlages) 
bestimmt. 

Reagentien. 1. Salzsaure 1 n. 2. Quecksilberchloridlosung 0,1 n. 
13,61 g Quecksilberchlorid werden zu 1 Liter gelost. Zur Bestimmung des 
Titers werden 25 ccm Losung genau abpipettiert, ad 100 ccm verdiinnt 
und mit H2S behandelt, bis der entstandene schwarze Niederschlag flockt 
und eine klare Losung iibersteht. Das HgS wird in einem Goochtiegel 
abfiltriert, bei no 0 getrocknet und gewogen. Einer genau 0,1 n Losung 
wiirde eine Niederschlagsmenge von 0,2908 g Quecksilbersulfid ent
sprechen. 3. Jodkalilosung. 0,2 n. 33,4 g Jodkali werden mit aqua dest. zu 
1 Liter gelOst. Die Losung wird gegen die Quecksilberchloridlosung titriert, 
indem man zu einem abgemessenen Volumen der Jodkalilosung so lange 
Sublimatlosung flieBen laBt, bis die ersten Spuren eines bleibenden roten 
Niederschlages auftreten. 4. NatriumazetatlOsung ca. 3 n (400 g des wasser
haltigen Salzes werden zu 1 Liter gelost). 

Ausfiihrung. Der Tiegel mit dem Azetonquecksilbernieder
schlag wird in ein kleines Becherglas gebracht und dieses nach 
Zugabe von 15 cern 1 n Salzsaure bis zur Losung des Niederschlages 
erwiirmt. 

Bei Anwendung des Titrationsverfahrens kann der Nieder
schlag auch auf einem kleinen quantitativen Filter gesammelt 
werden, das man mitsamt dem Niederschlag in das Becherglas 
bringt und in der Salzsaure verteilt. Wenn der Niederschlag 
gelOst ist, wird der Tiegel herausgenommen und mit Wasser sorg
fiiltig abgespiilt. Die Waschwasser werden ebenfalls in das Becher
glas gegeben. Hierauf gibt man 6-7 ccm der 3-n Natriumazetat
lOsung hinzu und laBt die 0,2 n JodkaIilosung aus einer Biirette 
unter standigem Riihren schnell einlaufen. Es entsteht ein roter 
Niederschlag von HgJ2 , der sich lOst, sobald 2-3 eem der KJ
Losung im "ObersehuB vorhanden sind. Sind nur einige mg Queck
silber vorhanden, so kann die Losung klar bleiben. In diesem 
Falle gibt man nicht weniger als 5 eem der 0,2 n KJ-Losung hinzu. 

Man titriert den "OberschuB der JodkaIilosung mittels der 
0,1 n HgCl2-Losung zuriiek, bis die ersten Spuren eines roten 
Niedersehlages bestehen bleiben. 

Bereehnung. Da der Quecksilbergehalt des Niedersehlages 
76,9% betragt und da 1 cem 0,2 n Jodkalilosung 1/10 Aquivalent 
Queeksilber = 10 mg entspricht, so entsprieht jeder ccm der 
zur Auflosung des Niederschlages verbrauchten 0,2 n KJ-Losung 

O~~6~ = 13,0 mg Niederschlag. DieBerechnung des Azetons aus dem 
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Quecksilberazeton-Niederschlag ist die gleiche wie unter IX). Die 
Titration ist nicht ganz so genau wie die gravirnetrische Bestim
mung, es sei denn, daB die zu bestimmenden Niederschlagsmengen 
sehr klein sind. 

c) Bestimmung des Azetons und der Azetessigsaure. 
Die Summe des priiformierten und des durch Kohlensaureabspal
tung aus der Azetessigsaure sich bildenden Azetons wird, ohne 
daB die /1-0xybuttersaure erfaBt wird, genau so bestimmt, 
wie bei der Behandlung der Gesamtazetonkorper dargestellt ist. 
Nur wird 1. kein Bichromat zur Oxydation der Oxybuttersaure 
hinzugegeben, und 2. muB das Sieden schon nach 45 Min. (jedoch 
nicht fruher als nach 30 Min.) abgebrochen werden, um eine Ab
spaltung von Azeton aus /1-0xybuttersaure zu verhindem. 

d) Bestimmung der Oxybuttersaure allein. Die /1-
Oxybuttersaure wird allein bestimmt, nachdem man das Gesamt
azeton (priiformiertes und aus Azetessigsaure entstehendes) 
durch Sieden entfemt hat. Hierzu werden 25 ccm des Ham
filtrates mit 100 ccm aqua dest. und 2 ccm 50% ig. Schwefelsaure 
10 Min. lang im offenen Kolben gekocht. Das Volumen des 
Kolbenruckstandes wird im MeBzylinder abgemessen, die Losung 
in den Kolben zuruckgegossen und der MeBzylinder mit so viel 
Wasser nachgesptilt, daB das Gesamtvolumen der Flussigkeit 
127 ccm betragt. Nun gibt man 8 ccm der 50% ig. Schwefel
saure und 35 ccm Quecksilbersulfat hinzu, verbindet mit dem 
RuckfluBkuhler und verfahrt weiter, wie bei der Behandlung 
der Gesamtazetonkorper angegeben ist. 

e) Blindbestimmung der Niederschlagsmenge, die 
von anderen Harnbestandteilen als Azetonkorpern 
gebildet wird. 25 ccm Harnfiltrat werden zur Entfernung 
des Azetons nach Zugabe von 100 ccm Wasser und 2 ccm 
50% ig. Schwefelsaure 10 Min. im Sieden gehalten. Der Ruck
stand wird mit 8 ccm 50 % ig. Schwefelsaure und 35 ccm Queck
silberreagens versetzt und 45 Min. am RuckfluBkuhler ge
kocht. Bei langerem Kochen kann Azeton aus /1-0xybuttersaure 
abgespalten werden. Das Gewicht des erhaltenen Niederschlages 
muB von dem in der eigentlichen Bestimmung erhaltenen ab
gezogen werden. Es ist jedoch nur beim Vorliegen von sehr 
kleinen Mengen von Oxybuttersaure von Bedeutung und kann 
bei klinischen Bestimmungen an diabetischen Hamen meist ver
nachlassigt werden. 

f) Berechnung von Gesamtazetonkorpern, /1-0xy
buttersaure und Gesamtazeton aus den Analysen. 
Entsprechend den bei den einzelnen Analysen gegebenen Fak-

30* 
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toren kann man die Menge Azeton, die dem gewonnenen Nieder
schlage entspricht, als Azeton oder als tJ-Oxybuttersaure aus
drucken. 

Bei der Bestimmung des Gesamtazetons (c) ist diese Umrech
nung eindeutig, da Azeton und Azetessigsaure als Azeton quanti
tativ in den Niederschlag ubergehen. 

Bei der Bestimmung der tJ-Oxybuttersaure ist aber zu beruck
sichtigen, daB ein Mol Oxybuttersaure nur rund 0,75 Mol Azeton 
bei der Oxydation liefert, wahrend der Rest in andere Verbin
dungen zerfallt, die keinen Niederschlag geben. 

Die Gesamtazetonkorper kann man nach van Slyke unter 
der Annahme errechnen, daB die tJ-Oxybuttersaure 75% der 
Gesamtazetonkorper betragt. Zu der Berechnung der einzelnen 
Substanzen gibt van Slyke in folgender Tabelle empirische 
Faktoren: 

Faktoren zur Berechnung der Ergebnisse bei 
Anwendung von 25 ccm Harnfiltrat = 2,5 ccm Harn. 

Angestellte 
Untersuchung 

Gesamtazetonkorper. . . 
P-Oxybuttersaure. . . . 
Azeton + Azetessigsaure . 

Azetonkorper, ausgedriickt 
als g Azeton pro Liter Harn 

Es entspricht 
1------ --------

1 g Nieder
schlag 

24,8 
26,4 
20,0 

lccm 0,2 n 
KJ-Losung 

0,322 
0,344 
0,260 

Bestimmung des Azetaldehyds. 
CHa·CHO 

Unter pathologischen Verhaltnissen kann Azetaldehyd, fast 
immer gemeinsam mit Azeton, im Harn auftreten. 

Qualitativer Nachweis!. 

20-25 ccm ganz frischen Harnes werden in einem kleinen 
Kolbchen mit Wasser ad ca. lOO ccm sowie mit 1-2 ccm 50%ig. 
Essigsaure versetzt und unter Benutzung eines kleinen Hempel
schen Fraktionieraufsatzes unter langsamem Kochen destilliert. 
Als Kuhler ist ein senkrecht gestellter Schlangenkuhler, als Vor-

1 Vgl. Stepp in Abderhaldens Arbeitsmethoden IV/5, 266 (1924). 
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lage ein kleines in Eis gepacktes MeBzylinderchen, in dem sich 
2 ccm stark vorgekUhltes Wasser befinden, zu benutzen. Der 
KUhIer taucht mit einem Glasansatz in die Vorlageflussigkeit. 
Man destilliert 3 ccm ab und stellt mit dem Destillat (im ganzen 
5 ccm) folgende Proben an!. 

1. Probe nach Tollens 2 • Herstellung des Reagenses. 3 g 
Silbernitrat werden in 30 ccm Wasser gelost (Losung I). 3 g Atz
natron werden in 30 ccm Wasser gelost (La sung II). Die Losungen 
werden getrennt aufbewahrt; die SiIber10sung in dunkler Stopfen
flasche. Vor Anstellung der Probe mischt man gieiche Volumina I 
und II und tropft unter dauerndem Schutteln langsam Ammo
niak (spez. Gew. 0,923) hinzu, bis sich das ausgefallene Silberoxyd 
bis auf einen kleinen Rest gerade wieder gelast hat. Die noch vor
handene Trubung filtriert man durch ein gehartetes Filterchen abo 

Zu ca. 1 ccm des Harndestillates gibt man Iangsam einige 
Tropfen der ammoniakalischen SiIber16sung. Bei Gegenwart von 
Aldehyden tritt sofort oder nach einigem Stehen Dunkelfarbung 
der Flussigkeit bzw. Abscheidung eines schwarzen Niederschlages 
(Silber) oder eines Silberspiegels ein. Azetaldehyd reagiert noch 
in einer Verdunnung 1: 100000 nach 5 Min. Eine Parallelprufung 
mit aqua dest. und gleichen Reagentien ist anzusetzen. Die Silber
probe ist nicht spezifisch fUr Azetaidehyd. 

2. Pro be nach Rimini-Lewin 3 • Zu 1 cern des Harn
destillates gibt man einige Tropfen einer frisch und in der Kaite 
bereiteten Losung von Nitroprussidnatrium. Hierzu fUgt man 
etwas Piperidin oder schichtet es zum Nachweis von Spuren 
Azetaldehyds vorsichtig uber die Lasung. Es entsteht noch bei 
einer Aldehyd-Verdunnung 1: 50000 eine enzianblaue Farbung 
bzw. ein blauer Ring. Die Farbung kann bald verschwinden. 
Andere in Frage kommende Aldehyde und Azeton geben die 
Reaktion nicht. 

3. Prufung auf Formaldehyd nach Fenton und 
Sisson4 • (Vgl. S. 246 und S. 655.) Die Reaktion wird nicht von 
Azeton und Azetaldehyd gegeben und ist sowohl negativ als 
auch positiv beweisend. 

1 Man vergewissere sich, ob Urotropinpraparate (Derivate des Hexa
methylentetramins) genommen sind, da diese Anwesenheit von Form
aldehyd verursachen konnen. 

3 Vg1. Meyer: Analyse und Konstitutionsvermittlung organischer 
Verbindungen. S.681. Berlin: Julius Springer 1916. Siehe auch Stepp: 
1. c. (S. 468 dieses Praktikums) S. 252. 

3 Ber. dtsch. chern. Ges. 32, III, 3388 (1899). Siehe auch Stepp: 1. C. 

(S.468 dieses Praktikums) S.256. 
4 Vg1. Stepp: 1. c. (S. 468 dieses Praktikums) S. 255. 
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Quantitative Bestimmung. 

Titrimetrische Bestimm ung des Azetaldehydes nach 
Stepp und Fricke l . 

Prinzip. Die Methode beruht auf der Tollensschen Probe. Zu 
dem azetaldehydhaltigen Harndestillate wird eine titrierte am
moniakalische Silberlosung gegeben, die zum Teil reduziert wird. 
Der Silbergehalt der Losung wird nach Abfiltration des abgeschie
denen Silbers mit AmmoniumrhodanidlOsung zuriicktitriert. 

Reagentien. 1. Silbernitratlosung 0,1 n. 2. Natronlauge 0,1 n. 
3 . .Ammoniak 15 % ig. 4. Salpetersiiure (nitritfrei, evtl. aufzukochen). 
5. Eisenammonalaunlosung 10 % ig. 6. Ammoniumrhodanidlosung 0,1 n. 

Ausfiihrung. Vorbereitung des Harnes. Der Harn muB 
moglichst frisch verarbeitet werden. Bei Verarbeitung der Tages
menge sind die einzelnen Portionen im Eisschrank aufzubewahren, 
wobei alkalischer Harn mit verdiinnter Essigsaure anzusauern ist. 
Zur Analyse wird der Azetaldehyd aus dem Harn mittels Wasser
dampfdestillation abdestilliert. 

Die zu untersuchende Harnmenge (z. B. 500 ccm) wird mit 
einigen ccm 50 % ig. Essigsaure angesauert und in einen Destil
lationskolben gebracht. Dieser ist einerseits durch ein langes 
Einleitungsrohr mit einem DampfentwicklungsgefaB verbunden, 
andererseits mittels eines Ableitungsrohres mit einer Vor
lage, die aus 2 hintereinander geschalteten, hohen, schlanken 
MeBzylinderchen besteht. Diese, mit doppelt durchbohrten 
Gummistopfen versehen, tragen nach Art von Waschflaschen 
tief eintauchende Einleitungsrohre EOwie Ableitungsrohre, ent
halten aqua dest. (der mit dem DestillationsgefaB verbundene 
Zylinder reichlich, der zweite weniger) und miissen mitsamt 
ihrem Inhalt 10-15 Min. vor der Destillation ebenso wie bei 
der Destillation selbst in Eis gepackt stehen. Die Stopfen 
miissen sehr fest schlieBen, da der Druck der Apparatur stark 
ansteigen kann. Die Fliissigkeitssa ulen in den Vorlagen sollen 
mindestens 15 cm hoch sein. 

Nach Verbindung des DestiIlationskoibens mit der Vorlage 
wird der Harn Ieicht erwarmt. Dann wird die Flamme kleiner 
gestellt, der Kolben mit dem kochenden Dampfentwicklungs
apparat verbunden und vorsichtig mit dem Dampfdurchleiten 
begonnen. Man destilliert etwa 1/10 des Harnvolumens ab, wozu 
etwa 25-30 Min. notig sind. 

1 Z. physiol. Chem. 116, 293 (1921); ebenda 118, 241 (1922). Siehe 
auch Stepp: 1. c. (S. 468 dieses Praktikums) S.269. 
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Sollte bei starkem Schaumen des Harnes Schaum mit iiber
gehen, so konnen die Destillate verlustlos nochmals destilliert 
werden. 

Bestimmung. Zu dem Harndestillate gibt man in einem 
gut verschlieBbaren GefaBe eine vorher fertiggestellte Mischung aus 
genau 10 ccm 0,1 n SilbernitratlOsung (meist fiir Harn ausreichend) 
etwas weniger als der gleichen Menge 0,1 n NaOH CUberschuB un
bedingt vermeiden) und so viel15%ig. Ammoniak, daB das aus
gefallene Silberoxyd sich gerade eben lOst. Die Volumina der 
Mischung und des GefaBes sollen so gewahlt sein, daB die Losung 
mindestens 3-4 cm iiber dem GefaBboden steht, evtl. kann man 
etwas aqua dest. zugeben. Nach Stehen iiber Nacht im Dunkeln 
wird am nachsten Tage vori!lichtig am RiickfluBkiihler erhitzt, bis 
die ersten Gasblaschen aufsteigen, dann die Flamme fUr 5 Min. hin
weggenommen, wahrend derer man haufig die Bildung eines Silber
spiegels oder eine Abscheidung von schwarz em Silber beobachtet. 
Man erhitzt von neuem, kocht 1 Min., kiihlt unter Leitungs
wasser ab und gibt so lange konz. Ammoniak unter dauerndem 
Umschiitteln hinzu, bis die Fliissigkeit stark danach riecht. Der 
Niederschlag wird durch ein Asbestfilter, dessen Asbest mit Salz
saure ausgekocht und gut ausgewaschen ist, abgenutscht und der 
Niederschlag mit stark ammoniakalischem Wasser, mit dem man 
auch das Destillationskolbchen ausgespiilt hat, dreimal gut nach
gewaschen. Die vereinigten Filtrate werden mit nitritfreier Sal
petersaure deutlich angesauert. Nach Zugabe von etwa 5 ccm 
einer 10% ig. EisenammonalaunlOsung wird die in den Filtraten 
noch vorhandene Silbernitratmenge durch Titration mit 0,1 n Am
moniumrhodanidlOsung bestimmt. Die Differenz zwischen der 
Menge der urspriinglich zugesetzten und der wiedergefundenen 
Silberlosung entspricht dem durch Reduktion mit dem Azetal
dehyd abgeschiedenen Silber. 

Berechnung. Da nach der Formel CHaCHO + Ag20 
= CH3COOH + 2Ag 1 Mol Azetaldehyd 1 Mol Silberoxyd ver
braucht, entspricht 1 Mol Aldehyd 2 Mol Silbernitrat, also 1 ccm 
verbrauchter 0,1 n SilbernitratlOsung 0,5 ccm 0,1 n Aldehydlosung, 
d. h. 2,2 mg Azetaldehyd. 

Die Differenz der ccm 0,1 n SilbernitratlOsung vor und nach 
der Silberabscheidung, multipliziert mit 2,2, ergibt die mg Azet
aldehyd in der untersuchten Harnmenge. 

Die Bestimmung ist auf Bruchteile eines mg genau. Die 
Gegenwart von Azeton stort nicht. 

Zur Bestimmung des Azetons, das neben dem Azetaldehyd im 
Harndestillat vorhanden ist, wird in einem Teil desselben, bzw. in 



472 Bestimmung aliphatischer Verbindungen. 

einem gleichartig bereiteten, der Azetaldehyd durch Kochen mi1i 
Silberoxyd entfernt. Hierzu wird das Destillat mit einem tJber. 
schuB 0,1 n Silberlo3ung und soviel 0,1 n Natronlauge versetzt, 
daB das Silber nicht vollig gefiiJIt wird. Das Reaktionsgemisch 
bleibt 1%-2 Stunden bei Zimmertemperatur im Dunkein stehen 
und wird dann 8-10 Min. am RiickfluBkiihler gekocht. Das 
unverandert zuruckgebliebene Azeton wird abdestilliert und 
nach der Methode von Messinger-Huppert bestimmt. 

Bestimmung der Kohlenhydrate. 
Normaler Harn enthalt kleine Mengen von "Kohienhydtaten". 

Nach Hawk und Bergeim1 wird 1,5 gals das Maximum del 
normalen taglichen "Zuckerausscheidung" angenommen. Vor· 
ziiglich bestehen dieselben aus Traubenzucker, doch kann aucn 
Pentose vorkommen. AuBerdem sind Harndextrin und wahr· 
scheinlich Isomaltose vorhanden. Daneben bestehen Verbin. 
dungen von EiweiBkorpern mit Kohienhydtaten (Glukoproteide; 
wie Muzin, Mukoide u. a., die beim Behandeln mit Sauren ge· 
spalten werden. . 

Bestimmung der Pentosen. 
Pentosen im normalen Harn konnen aus der N ahrung stam

men. Es handelt sich dann meist urn die rechts drehende I-Ara
binose. 

Qualitativer Nachweis. 

1. Pentosenhaltiger Harn gart nicht, ist entweder optisch in
aktiv oder rechtsdtehend und gibt die Reduktionsproben (Trom
mersche, Fehlingsche, NylanderBche Probe, siehe S. 475--478). Die 
Reduktion von Kupferlosung erfolgt erst nach dem Kochen bzw. 
nachdemErkalten (Nachreduktion). Phenylhydtazinprobe (s.S.478) 
zeigt sich beim Abkiihlen positiv. Pentosen geben nicht die fUr 
Glukuronsaure charakteristische Farbreaktion mit Naphtho
Resorzin (s. S. 443). 

2. Bialsche 2 Probe nach Kraft3. 1 g Oriin (Merck) wird 
in 500 ccm Salzsaure vom spez. Gewicht 1,151 unter Zusatz von 

1 1. c. (S. 317 dieses Praktikums) S.621. 
2 Dtach. med. Wschr. 28, 253 (1902); 29, 477 (1903). 
3 Apot,heker-Ztg. 21, 611 (1906). 
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25 Tropfen offizineller EisenehloridlOsung gelOst. Das Reagens ist 
haltbar. 5 cern Reagens werden kriiftig aufgekoeht und, naehdem 
man die Lasung von der Flamme entfernt hat, 5 Tropfen Harn zu
gesetzt. Bei Pentosegehalt entsteht ein tiefgriiner Ring. Dureh 
Amylalkohol kann der griine Farbstoff ausgesehiittelt werden. 
1m Spektrum gibt die Lasung einen Absorptionsstreifen zwischen 
C und D. Man kann aueh so verfahren, daB man 5 cern Bialsehe 
Li:isung mit 2 cern Harn im Wasserbad bis fast zum Sieden er
hitzt: Griinblau- bis Smaragdgriin-Farbung. 

3. Pro be naeh J oIles! (aueh bei Glukosegehalt des Harnes an
wendbar). Von Harnen mit einem Glukosegehalt bis zu 5% werden 
100 cern mit 4 g salzsaurem Phenylhydrazin und 8 g Natriumazetat 
1 Stunde im siedenden Wasserbad erwarmt. Von Harnen mit 
einem Glukosegehalt iiber 5 % werden pro 100 cern die doppelten 
Mengen Reagentien angewandt. Naeh dem Abkiihlen wird dureh 
ein Asbest- oder Glassiebfilterehen filtriert, naehgewasehen, 
das Filter in einem GefaB mit 15 cern heiBem Wasser bedeekt 
und 5 Min. in ein siedend heiBes Wasserbad gestellt. Hierbei 
wird nur das Osazon der Pentose gelast. Dann wird raseh filtriert. 
Das Filtrat wird mit 6 cern Salzsaure 1,19 versetzt und destilliert. 
3 cern des furfurolhaltigen Destillates geben mit 5 cern Bialsehem 
Reagens (s.Nr.2) versetzt noeh bei Gegenwart von 0,05% Pentose 
deutlieh Griinfarbung. 

4. Phenylhydrazinprobe 2• Der Beweis fUr Anwesenheit 
der Pentosen ist immer dureh Darstellung des Osazons und Be
stimmung seines Sehmelzpunktes zu erbringen. 

200 - 500 cern Harn werden in einem Beeherglase pro 100 cern 
mit 2,5 g Phenylhydrazin, das in einem UbersehuB von Essig
saure gelast ist, oder mit einer Lasung von 3,5 g salzsaurem Phenyl
hydrazin und 1,5faeher Menge essigsaurem Natrium versetzt. Die 
Fliissigkeit wird bis zum beginnenden Sieden erhitzt und das 
Beeherglas dann l-lY4 Stunde im siedenden Wasserbad ge
lassen. Naeh dem Erkalten werden die bei positiver Reaktion vor
handenen Kristalle abfiltriert, auf Filterpapier getroeknet und aus 
heiBem, stark verdiinntem Alkohol mehrmals umkristallisiert. 
SehlieBlieh wird das Praparat in wenig Pyridin gelast und die Lasung 
mit Wasser verdiinnt; dann laBt man auskristallisieren. Das Um
kristallisieren wird so lange wiederholt, bis der Sehmelzpunkt 
konstant bleibt. Er betragt bei dem aus dem Harn gewonnenen 
Osazon 157-160°, in reinstem Zustande 166-168°. 

1 Biochem.Z. 2,243 (1907). Zbl.inn.Med. 28, H.17, 417 (1907); Z.anal. 
Cbem. 52, 104 (1913). 

2 Spaeth: 1. c. (S.355 dieses Praktikums) S.263. 
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Quantitative Bestimmung. 

Gravimetrische Bestimmung der Arabinose nach 
Neuberg und Wohlgemuth 1 • 

CH20H . (CHOH)a' COH. 

Prinzip. Die Bestimmung beruht auf der Abscheidung der. 
Arabinose mit Diphenylhydrazin. 

Reagentien. 1. Essigsaure 30%ig. 2. Alkoho196%ig., 50%ig. und 
30 % ig. 3. Diphenylhydrazin. 

Ausfiihrung. 100 ccm Harn (hei einem Gehalt von etwa 1 g 
Arabinose, sonst entsprechend gr6Bere Mengen, die zu konzen
trieren sind) werden mit 2 Tropfen 30% ig. Essigsaure angesauer1, 
auf dem Wasserbadauf 40ccmeingedampft und mit 40ccm heiBem, 
96 % ig. Alkohol versetzt. Man laBt erkalten und 2 Stunden stehen, 
dann filtriert man von den ausgeschiedenen Uraten und anorga
nischen Salzen ab und wascht sorgfaltig mit 40 ccm 50% ig. 
Alkohol nacho Zu dem Filtrat setzt man 1,4 g reines Diphenyl
hydrazin und erwarmt in einem nicht zu kleinen Becherglas::l 
% Stunde im siedenden Wasserbad, wobei man durch Ersatz des 
verdampfenden Alkohols einer Entmischung der Fliissigkeit vor
beugt. Nach 24 Stunden filtriert man die ausgeschiedenen Kristall
massen in einem Goochtiegel, indem man zunachst die Mutter
lauge zum Nachspiilen verwendet, und wascht schlieBlich mit 
30 ccm 30% ig. Alkohol aus, der die (Hydrazon-)Verbindung 
blendendweiB zuriicklaBt. Der Goochtiegel wird sodann bei 80 0 

im Trockenschrank zur Gewichtskonstanz getrocknet, wobei das 
Hydrazon nur einen schwach violetten Schimmer annehmen 
dar£. 

Berechnung. Durch Multiplikation mit 0,4747 erhalt man 
aus dem Hydrazon die entsprechende Menge Arabinose. 

Bestimmung des Traubenzuckers. 
C6H 120 6 + H 20. 

Traubenzucker ist im normalen Harn stets in geringer Menge 
bis zu etwa 0,02% vorhanden.Vermehrt findet er sich bei Ein
nahme groBer Traubenzuckermengen sowie unter bestimmten 
pathologischen Bedingungen. 

1 Z. physiol. Chern. 35, 31 (1902). 
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Qualitativer Nachweis!. 

Vorbereitung des Harnes zum qualitativen 
Zuckernachweis. 
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Man muB stets eine Durchschnittsprobe eines 24stiin
digen Harnes untersuchen. EiweiB ist aus dem Harn durch 
Aufkochen evtl. unter vorsichtiger Essigsaurezugabe zu entfernen. 

ZweckmaBig fUr genaue Untersuchungen ist es stets, den Harn 
vor dem Zuckernachweis zu klaren. Hierzu werden 50 ccm Harn 
deutlich essigsauer gemacht, mit 2-3 g neutralem Bleiazetat 
geschiittelt und filtriert. (Durch Zusatz einiger cern gesattigter 
Natriumphosphatlosung kann das iiberschiissige Blei entfernt 
werden.) Das Filtrat, das ebenso wie der Harn bei der ganzen Be
handlung essigsauer bleiben muB, ist zu allen qualitativen Proben 
verwendbar. 

Nach Bang 2 kann man 18 ccm Harn mit 2 ccm 90%ig. AI
kohol und einer Messerspitze BIutkohle (Merck) schiitteln und 
das Filtrat zu den Zuckerproben verwenden. (Vgl. hierzu aber 
S. 297 und S. 487.) 

Stark konzentrierter Harn ist auf das 3-4fache zu ver
diinnen, da die-Reduktionsproben oft nicht mit dem urspriing
lichen konzentrierten Harn, wohl aber mit dem verdiinnten ge
lingen. 

Reduktionsproben. 

AuBer Traubenzucker enthalt normaler Harn stets eine 
Anzahl reduzierbarer Substanzen wie Harnsaure, Kreatinin, 
Glukuronsaureverbindungen, Harnfarbstoffe und andere (vgl. 
"Reduktionsvermogen des Harnes" S. 315). AIle Reduktions
proben sind daher nicht vollig beweisend und ihre Ergebnisse 
nur im Zusammenhang mit allen andern Zuckernachweisen zu 
benutzen. 

1. Kupfer-Proben. 

Trommersche Pro be. 
Traubenzucker gibt mit Kupferoxydsalzen und Alkali eine blaue 

Losung von Traubenzuckerkupferhydrat, 06H120a' 50u(OH)2' die 
beim Erwarmen gelbes Ou(OH) oder rotes Ou20 abscheidet. Zur 

1 VgI. Spaeth: 1. c. (S.355 dieses Praktikums) S. 274 und Hoppe
Seyler-Thierfelder: 1. c. (S.350 dieses Praktikums) S. 118. 

2 Bang: Lehrbuch der Harnanalyse, 1. c. (S.298 dieses Praktikums) 
S.93. 
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Anstellung der Reaktion versetzt man 5 ccm Harn mit der gleichen 
Menge 10% ig. NaOH - eine Triibung riihrt von ausfallenden 
Phosphaten her - und gibt tropfenweise unter Umschiitteln 5 % ig. 
Kupfersulfatlosung hinzu, bis det entstehende Niederschlag von 
CU(OH)2 nicht mehr vollig in Losung geht und die Fliissigkeit triibe 
zu werden beginnt. Dann erwarmt man unter vorsichtigem Facheln 
die Fliissigkeit von der Oberflache her, bis sie gerade zu sieden 
beginnt (nicht langer! I). Zuckerhaltige Harne zeigen, von der 
erwarmten Stelle beginnend und sich durch die ganze Fliissig
keit verbreitend, eine gelbe oder orangerote wolkige Abscheidung, 
die sich langsam als rotliches Kupferoxydul absetzt. 

Eine empfehlenswerte Ausfiihrungsform der Trommerschen 
Probe ist die Anwendung der Hainesschen1 Losung. (5g Kupfer
sulfat, warm in 250 ccm Glyzerin und 250 ccm aqua dest. gelast, 
werden mit einer Lasung von 20 g Kaliumhydroxyd oder 14,3 g 
Natriumhydroxyd in 250 ccm aqua dest. gemischt und ad 1000 ccm 
aufgefiillt.) 5 ccm dieser Lasung werden gekocht und mit 10 bis 
20 Tropfen Harn iiberschichtet, dessen Phosphate durch Zusatz 
einiger Tropfen einer 5-10% ig. Natronlauge ausgefallt und ab
filtriert sind. Von einem Gehalt von 0,03 % Traubenzucker an 
bildet sich nach kurzer Zeit, bei einem Gehalt von mehr als 
0,1 % Zucker sogleich ein roter oder gelber Ring an der tJber
schichtungsstelle. 

Bei der Anstellung der Trommerschen Probe ist eine Ge1b
farbung der Fliissigkeit, oder ein erst beim Erkalten oder erst nach 
dem Sieden auftretender Niederschlag nicht beweisend, sondern 
nur allein ein vor dem Kochen auftretender Niederschlag. 

Enthalt die Mischung zu wenig Kupferlasung, so kann 
die Lasung durch Alkaliwirkung auf den nicht oxydierten Zucker 
gelb-braunrot werden. Enthalt sie zu viel Kupfersulfat, so scheidet 
sich beim Kochen schwarzes Kuprioxyd ab, das das gleichzeitig 
ausgeschiedene ratliche Kuprooxyd verdeckt. 

Normale Harnbestandteile wie auch Medikamente kannen 
unter Umstanden sowohl eine Reduktion des Kupfers veranlassen 
als auch die Kupferoxydulabscheidung des Traubenzuckers ver
hindern. 

Probe von Worm-Miiller oder Fehling2. 
Reagentien. 1. Losung I: Kupfersulfat2,5 %ig. 2. LosungII: 10 Teile 

Kaliumnatriumtartrat (Seignettesalz) werden in 100 Gewichtsteilen 4 % ig. 
Natronlauge gelost. 

1 J. amer. med. Assoc. 74,301 (1920). 
2 Nach Spaeth: 1. C. (S. 355 dieses Praktikums) S.277. 
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Ausfiihrung. In einem Reagenzglase erhitzt man 1,5 ccm 
Lasung I + 2,5 ccm Lasung II bis fast zum Kochen, in einem 
zweiten Glase ebenso 5 ccm des zu untersuchenden Harnes und 
gibt dann diesen in kleinen Teilen ohne zu schiitteln zum Reagens. 

Ein positiver Ausfall gibt sich je nach der Zuckermenge als 
gelbe bis ratliche Triibung innerhalb ca. 10 Min. zu erkennen. 
Bei negativem Ausfall wird die Reaktion mit steigenden Mengen 
Kupfersulfat, 2,5, 3,0 ccm Kupferlasung usw. (die Mengen Sei
gnettesalzlOsung und Harn bleiben dieselben) wiederholt, bis die 
Reaktion eintritt oder bis die Fliissigkeit nicht mehr entfiirbt 
wird und griin bleibt. Man kann die Probe auch gut mit der 
eigentlichen Fehlingschen Lasung ausfiihren. 

Fehlingsche Losung. I. Kupfersulfat, puriss. (evt1. umzukristal
lisieren) 34,639 g ad 500 ccm in aqua dest. gelost. ~I. Kalium
natriumtartrat (Seignettesalz) krist. puriss. 173 g und 53 g Atznatron ad 
500 ccm in aqua dest. gelOst. 

Gleiche Mengen Fehlingscher Lasung I und II werden ge
mischt und erhitzt. In ein zweites Reagens wird dann das gleiche 
Volumen Harn (bei konzentrierten Harnen eine 3-4fache Ver
diinnung des Harnes), der ebenfalls erhitzt worden ist, gegossen 
und die Mischung bis zum Sieden erhitzt (aber nicht gekocht). Die 
Anwesenheit von Zucker gibt sich durch gelb- bis gelblichrote 
Farbung zu erkennen. Fiir die Starung der Reaktion durch andere 
Harnbestandteile oder Medikamente gilt das gleiche wie bei der 
Trommerschen Probe. 

Probe nach Benedict!. 
Reagens: Kupfersulfat 17,3g, Natriumzitrat 173,Og, Natriumkarbonat, 

wasserfrei 100,0 g, aqua dest. ad 1000 ccm. 
Natriumzitrat und Natriumkarbonat werden in ca. 600 ccm Wasser 

heiB gelOst, durch ein Faltenfilter filtriert und auf ca. 850 ccm gebracht. 
Zu der Liisung wird unter standigem Riihren langsam das in ca. 100 ccm 
Wasser geliiste Kupfersulfat hinzugegeben, worauf ad 1000 ccm aufgefiillt 
wird. 

Ausfiihrung. Zu 5 ccm Reagens werden 8 Tropfen Harn 
(nicht mehr) zugesetzt. Die Fliissigkeit wird kriiftig 1-2 Min. 
gekocht; man laJ3t abkiihlen. Das Abkiihlen darf nicht durch 
Einstellen in kaItes Wasser beschleunigt werden. Traubenzucker 
bedingt einen kolloidalen rot, gelb oder griin gefiirbten, die Lasung 
vallig durchsetzenden Niederschlag. Dieser setzt sich bei An
wesenheit von mehr als 0,2--0,3 % Traubenzucker schnell ab. 1st 

1 J. of bioI. Chern. 5, 485 (1908/09); J. amer. med. Assoc. 57, 1193 (1911). 
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Traubenzucker nicht vorhanden, so bleibt die Losung entweder 
vollig klar, oder es bildet sich eine schwache aus Uraten be
stehende Triibung. Die Reaktion ist bis zu 0,1 % Traubenzucker 
empfindlich. 

Chloroform stort den Nachweis nicht, Harnsaure und Kreatinin 
weniger als bei der Fehlingschen Probe. 

2. Wismut-Proben. 

Die Proben beruhen auf der Reduktion von basischem Wismut
nitrat durch Traubenzucker in alkalischer Losung. 

Reagens naeh Nylander. 2 g Bismutum subnit. werden mit 4 g 
Seignettesalz verrieben und in 100 g 10 % ig. Natronlauge (spez. Gew. 
1,115 bei 19°) unter leiehtem Erwarmen gelOst und filtriert. Das Reagens 
ist in brauner Flasehe im Dunkeln aufzubewahren. 

Reagens naeh Loewe. 15 g Wismutnitrat werden in einer Misehung 
von 30 g Glyzerin, 70 cem 30 % ig. Natronlauge (spez. Gew. 1,34) und 
150 eem Wasser gelost. 

5-10 ccm eines, wie S.475 angegeben, vorbereiteten Harnes 
werden mit 1 ccm Reagens versetzt und 3 Min. gekocht. Trauben
zucker bewirkt je nach der Konzentration Gelb-, Braun- bis Schwarz
farbung der Fliissigkeit und des weiBen Phosphatniederschlages. 
GroBere Zuckermengen bewirken einen schwarzen Niederschlag. 
Eine Vergleichsprobe mit der gleichen Menge Reagens und Wasser 
statt Harn ist stets anzustellen. Harne, die die Probe nicht 
geben, enthalten sicher weniger als 0,05% Zucker. Eine positive 
Reaktion kann unter Umstanden durch normale Harnbestandteile 
wie auch durch Arzneimittel bedingt sein. 

Phenylhydrazinprobe nach Fischer in der Ausfiihrung 
von v. Jaksch 1 . 

50 ccm eiweiBfreien, sauren (evtl. mit Essigsaure anzusauern
den) Harnes werden mit einer Losung von 1-2 g reinem, salzsaurem 
Phenylhydrazin und 2-4 g essigsaurem Natron Yz Stunde lang im 
Becherglase auf dem Wasserbade unter Umschiitteln erwarmt; sehr 
konzentrierter Harn ist zuvor mit dem gleichen Volumen Wasser zu 
verdiinnen. Nach Einstellen des Glases in kaltes Wasser scheidet 
sich nach einigen Stunden Phenylglukosazon kristallinisch oder 
amorph abo 1st der Niederschlag amorph, so filtriert man ihn ab, 
lost ihn auf dem Filter mit heiBem 96 % ig. Alkohol, versetzt das 

1 Z. klin. Med. 11, 20 (1886). 
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Filtrat mit wenig Wasser, vertreibt den Alkohol durch vorsich
tiges Erhitzen und erhalt hierbei das Phenylglukosazon kristal
linisch. Zur Reinigung ist das Praparat aus einer Mischung gleicher 
Volumina Wasser und Alkohol so oft umzukristallisieren, bis 
sein Schmelzpunkt konstant bleibt. Mikroskopisch betrachtet, 
zeigt es gelbe, biischel- oder garbenformig vereinigte Nadeln oder 
Sterne. Der Schmelzpunkt des Glukosazons in ganz reinem Zu
stande ist 204-205 0, sonst niedriger; es ist bei 60 0 nahezu wasser
unloslich (Unterschied gegen Pentosazon). 

0,2 g Glukosazon, in einer Mischung von 4 ccm reinem Pyridin 
und 6 ccm absolutem Alkohol im 100 mm-Rohr polarisiert, drehen 
-1 0 30'. 

Empfindlichkeitsgrenze der Reaktion ist etwa 0,05% Zucker. 

Garungs pro be. 

Der Nachweis von Traubenzucker mittels Garungsprobe beruht 
auf der Kohlensaureentwicklung nach Hefezusatz. Der Vorgang 
verlauft, abgesehen von Nebenreaktionen, gemaB der Gleichung 
CSH120S = 2C02 + 2 C2H 50H. 

Der zur Untersuchung dienende Harn muB frei von Blut, 
EiweiB und Albumosen sein und dad keine Konservierungs
mittel enthalten. Vor Anstellung der Probe ist der Harn zur 
Abtotung von Keimen aufzukochen. Der Harn muB sauer rea
gieren. Neutraler oder alkalischer Harn ist mit Weinsaure schwach 
anzusauern und zur Entfernung der Kohlensaure aufzukochen. 

Man verreibt pro 10 ccm Harn etwa 1 g frischer Bierhefe, die 
man durch mehrfachesDurchreiben mit Wasser,Abdekantieren des
selben, Filtrieren, Waschen und Abpressen mit FlieBpapier von 
garungsfahigen Stoffen befreit hat, in 
einem kleinen Morser mit 1-2 ccm 
Wasser. An Stelle von frischer Bierhefe 
kann man auch die haltbare Trockenhefe 
benutzen, doch ist sie auf ihre Garfahig
keit und auf Selbstgarung durch die weiter 
unten angegebenen Kontrollversuche zu 
priifen. Den Hefebrei gibt man zu ca. 
25 ccm des abgekiihlten sauren Harnes 
und fiiIlt mit der Mischung ein Gar
glaschen nltch Art des Einhornschen 
(Abb. 128a) oder ein selbstbereitetes 

a b 
Abb. 128 a und b. 

(Abb.128b), das in ein Becherglas gesetzt wird, so an, daB der 
lange Schenkel keine Spur mehr von Luft enthi1lt. Der horizontale 
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Schenkel wird mit etwas Quecksilber verschlossen. Mit der gleichen 
Hefemenge und in gleicher Art beschickt man ein zweitesRohrchen, 
das an Stelle des Hames mit Weinsaure angesauertes Wasser ent
halt, und ein drittesRohrchen, das eine leicht weinsaureO,5-1 % ig. 
Traubenzuckerlosung enthalt. Man setzt die Rohrchen in einen 
Brutschrank von 34-36°. War die Hefe garfahig (Kontrolle 
durch Ansatz der Traubenzuckerlosung), so gibt sich ein Zucker
gehalt des Hames dadurch zu erkennen, daB die Gasmenge in dem 
Rohrchen mit Ham groBer ist als die in dem Ansatz mit reinem 
Wasser entstehende. Nach etwa 6 Stunden ist die Vergarung bei 
der genannten Temperatur meist vollendet. Nunmehr priift man 
die Reaktion der Fliissigkeit. 1st die Reaktion alkalisch ge
worden, ist der Versuch unbrauchbar. Ein positiver Befund ist 
vollig beweisend und die Reaktion bis zu 0,05 % empfindlich. 
AuBer Traubenzucker kann nur die selten vorkommende Lavulose 
als vergarbare Substanz im Ham vorhanden sein, die sich aber 
durch ihre Linksdrehung unterscheidet (vgl. S. 490). 

Bestimmung durch Polarisation vgl. Quantitative Be
stimmung. 

Quantitative Bestimmung. 

Bestimmung des Zuckers durch Polarisation. 

Pr inzi p. Die wichtigste Methode zur Bestimmung des Trauben
zuckers ist die polarimetrische. 

Sie beruht auf der Ermittlung der Drehung, die die Ebene 
eines polarisierten Lichtstrahles durch eine Harnlosung bekannter 
Lange erfahrt. Die spezifische Drehung des Traubenzuckers, d. h. 
die Drehung, die 100 g.Zucker, in 100 ccm Fliissigkeit gelOst, bei 
einer Lange der Fliissigkeitssaule von 100 mm bewirken, betragt 
fUr die Natriumlinie D und 20° [0(]1.?0 = + 52,74°. Traubenzucker 
ist rechtsdrehend. Aus dem Drehungswinkel, den eine Trauben
zuckerlosung bewirkt, und der Lange der Flussigkeitssaule laBt 
sich somit ihr Zuckergehalt berechnen. Die Bestimmung des 
Traubenzuckers durch die Ermittlung des Drehungsvermogens 
des Hames erfahrt dadurch eine geringe Einschrankung, daB 
Traubenzucker zwar die hervorstechendste, aber nicht die einzige 
Substanz ist, die dem Ham optische Aktivitat verleiht. Es wird 
zur Beurteilung der Traubenzuckerbestimmung durch Polarisa
tion auf das verwiesen, was im Abschnitt Drehungsvermogen 
gesagt ist (vgl. S. 313). 
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Fiir die Praxis ist darauf zu achten, ob der Harn EiweiB, 
Glukuronsaureverbindungen oder ,B-Oxybuttersaure enthalt. Ei
weiB ist, wie weiter unten angegeben, zu entfernen. Glukuron
saure und ,B-Oxybuttersaure drehen links, vergaren aber nicht, 
so daB schon eine Differenz der polarimetrischen Zuckerbestim
mung vor und nach dem Vergaren auf sie hinweist. Wenn ein mit 
Hefe vergorener Harn noch linksdrehend ist, so ist das Vorhanden
sein von ,B-Oxybuttersaure wahrscheinlich. Hierbei ist zu be
riicksichtigen, daB nach N eu berg 1 Zuckerlosungen nach Ver
garung eine geringe optiscbe Aktivitat (Rechts- oder Links
drehung) zeigen. Wenn auch die ,B-Oxybuttersaure keine ein
fache Identifikationsreaktion aufweist, so kann man aus der Ab
wesenheit von Azeton und Azetessigsaure folgern, daB auch 
,B-Oxybuttersaure nicht vorhanden ist. Sind dagegen Azeton
korper vorhanden, so polarisiert man den Harn am besten nach 
Entfernung der ,B-Oxybuttersaure nach Extraktion mit Essigester. 

Linksdrehende Zucker werden nachgewiesen, wenn die titri
metrische Bestimmung des Zuckers hohere Werte gibt als die 
polarimetrische. 

Daher ist fiir jede exakte Zuckerbestimmung die polari
metrische Zuckerbestimmung durch eine Zuckerbestimmung nach 
der Reduktionsmethode oder durch Vergaren zu erganzen. Man 
polarisiere den Harn vor und nach dem Vergaren. 

Reagen tien. 1. Bleizucker (normalesBleiazetat Pb(C2Ha0 2 )2 + 3H20). 
2. Essigsaure verdiinnt. 

Apparate. Fiir die Bestimmung der Harndrehung dienen Polari
sationsapparate. Es kommen zwei Apparattypen zur Anwendung. 

1. Polarisationsapparate mit Kreisteilung. Von diesen sei be
sonders der Halbschattenapparat nach Lippich genannt. Die Apparate 
mit Kreisteilung liefern bei der Ablesung unmittelbar den Drehungswinkel. 
Sie konnen daher auBer zu Zuckerbestimmungen zu allen optisch-polari
metrischen Arbeiten benutzt werden. Dagegen erfordern sie eine Beleuch
tung mit optisch homogenem Licht (fiir die Zuckerbestimmung Natrium-, 
d. h. D-Licht) und bedingen die Errechnung der Zuckerkonzentration aus 
dem beobachteten Drehungswinkel. Geeignet fiir alle physiologischen 
Untersuchungen ist der dreiteilige Lippichsche Apparat mit fest anmon
tiertem Monochromator und Gliihkorper (Schmidt & Haensch). Die 
Handhabung der Kreisteilungs-Apparate ist im 1. Bande des Praktikums 
beschrie ben. 

a) Als Rohren verwendet man bei der Traubenzuckerbestimmung 
bei Apparaten mit Kreisteilung gewohnlich Rohren von 189,4 mm bzw. 
94,7 mm Lange (s. Berechnung S.483). 

b) Als Lichtquelle dient - wenn ein Monochromator nicht vor
handen ist - am einfachsten und zweckmaBigsten ein Natriumbrenner. 
Dies ist ein Bunsenbrenner, der ein einschiebbares Platinringchen tragt, 

1 Biochem. Z. 24, 423 (1910). 
Rona-Kleinmann, Blut u. Harn. 31 
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auf das man geschmolzenes und fein zerriebenes Natriumchlorid oder eine 
Mischung von gleichen Teilen Natriumchlorid- und -bromid, fiir helles Licht 
von kiirzerer Dauer Natriumnitrit gibt. Gut bewahrt hat sich ein Natrium
brenner, der darauf beruht, daB ein in eine NatriumsalzlOsung ein· 
tauchender Asbestdocht in die Bunsenflamme hineinragt. (Nach Airila u. 
Komppa 1 , vgl. Prakt. I, S.17.) Die Natriumlampe ist stets so aufzu
stellen, daB ein scharfes Flammenbild durch die Beleuchtungslinse auf das 
Fernrohrobjektiv geworfen wird. Dies wird erreicht, indem der den Appa
raten beigegebene, mit Zentrierkreisen versehene Karton unmittelbar vor 
die Analysatorblende eingesetzt und die Lichtquelle verschoben wird, bis 
ein zentriertes, scharfes Flammenbild auf dem Karton eingestellt ist. Die 
Entfernung der Lichtquelle beim Lippichschen Halbschattenapparat von 
Schmidt & Haensch vom Apparatende betragt 22 cm. 

2. Apparate mit Quarzkeilkompensation. Wiirde man bei den 
im vorangehenden beschriebenen Apparaten weiBes Licht zur Beleuchtung 
benutzen,so wiirde Licht verschiedener Wellenlangen eine verschieden starke 
Drehung erfahren, und man wiirde ein farbiges Gesichtsfeld erhalten. 
Es sind daher Apparate konstruiert, die bei Parallelstellung der Nikols die 
durch die zu untersuchende Substanz hervorgebrachte Drehung durch 
Verschiebung eines Quarzkeiles aufheben. Diese Apparate mit Quarzkeil
kompensation konnen mit weiBem Licht beleuchtet werden. Sie dienen zur 
Bestimmung des Traubenzuokers und tragen eine empirische Skala, die un
mittelbar die Ablesung des Prozentgehaltes Traubenzucker der unter
suchten Losung gestattet. Die Ablesung geschieht bis auf 0,1 %. Als Licht
quellen dienen Gas- oder elektrische Lampen. Bei den Apparaten mit Keil
kompensation werden ausschlieBlich Beobachtungsrohren von· 200, 100 
oder 50 mm Lange verwendet. . 

Zur Untersuchung kleiner Harnmengen (0,1-0,2 ccm) dient der Quarz
keilapparat nach Neuberg 2 (Schmidt & Haensch). Dieser Apparat ge
stattet durch Einfiihrung von Blenden auBer der iiblichen Polarisation 
eine Mikropolarisation in entsprechend engen Rohren. Die Einstellung 
erlaubt, 0,05 % Traubenzucker exakt zu messen und 0,025 % zu schatzen. 

Beobachtungsrohren. Die Patentbeobachtungsrohren (Schmidt 
& Haensch) sind zu empfehlen, die eine Erweiterung zur Aufnahme von 
Luftblasen tragen. Die Fiillung geschieht vom engeren Ende, das dann 
verschraubt wird. Nach Umkippen tritt die im Rohre noch vorhandene 
Luftmenge in Form einer Blase in das andere erweiterte Rohrenende, ohne 
die freie Durchsicht zu hindern. Die Deckglaser diirfen nicht zu fest auf 
die Rohren geschraubt werden (Doppelbrechung). 

Ausfiihrung. a) Vorbehandlung des Harnes. 1st der Harn 
ganz klar und nur schwach gefarbt, so kann er direkt polarisiert 
werden. 1st er schwach getriibt, so ist er rasch durch ein weiches 
Filter zu filtrieren und bei geringer Schichtdicke zu untersuchen. 
Dunkle oder stark triibe Harne sind zu klaren. Hierzu muB der 
Harn stets durch Essigsaure angesauert werden. Man gibt pro 
10 ccm Harn 2 Messerspitzen normales Bleiazetat (Bleizucker) 
hinzu, schiittelt gut durch und filtriert. Hat man nur geringe 

1 Der Brenner wird von den Vereinigten Fabriken fiir Laboratoriums
hedarf, Berlin, in den Handel gebracht. 

2 Biochem. Z. 67, 102 (1914). 
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Harnmengen, so verreibt man 10 ccm Harn mit 2 g Bleiazetat 
in einem Porzellanmorser und filtriert. AIle Gerate mussen vorher 
mit aqua dest. gespult und dann gut getrocknet sein, da Blei
salze mit Leitungswasser Trubung geben (vgI. auch S. 475). 

Bezuglich anderer Verfahren zur Harnklarung vgl. den Ab
schnitt "Farbe, Klarung und EnteiweiBung des Harnes" S. 296. 

Enthalt der Harn EiweiB, so enteiweiBt man durch Auf
kochen unter vorsichtigem Essigsaurezusatz. Die Abscheidung 
muB grobflockig sein. Es wird filtriert, ausgewaschen und das 
Filtrat auf das Ausgangsvolumen des Harnes verdunnt. Gelingt 
die EnteiweiBung nicht, so kann man nach Rona und Michaelis 
enteiweiBen (vgI. EnteiweiBung S.297). 

Die nach der EnteiweiBung gefundene Rechtsdrehung wird 
gewohnlich auf Traubenzucker bezogen (vgl. den Abschnitt "Be
stimmung des Drehungsvermogens" S. 313). 

b} Ausfuhrung der Polarisation. Vor der Messung wird 
die NulI-SteIlung des Apparates, d. h. die Ablesung bei Fullung 
der Rohre mit aqua dest. ermittelt, indem man das Gesichts
feld durch Drehung des Analysators auf gleiche HeIligkeit ein
stellt. Die ermittelte Ablesung braucht nicht unbedingt einer 
NuIl-SteIlung der Skala zu entsprechen und ist zu vermerken. 
Dann gibt man die Rohre mit dem entsprechend vorbereiteten 
Harn in die Apparatur und stellt wieder auf homogene HeIlig
keit des Gesichtsfeldes ein. Man liest die Drehung ab und er
mittelt aus der Differenz des Ablesungswertes mit der Null
Ablesung die tatsachliche Drehung. Stets ist eine Anzahl Ein
stellungen vorzunehmen und der Durchschnittswert der Ablesungen 
zu verwenden. 

Berechnung. 1. Bei Apparaten mit Kreisteilung. Ent
sprechend der Definition der spez. Drehung ist 

[ ] 20 _ 100·0( _ 100·0( 
0( D - l.e - l.p.d ' 

wenn [O(]~O die spez. Drehung, 0( den beobachteten Drehungs
winkel, l die Schichtlange in dm, c die Grammzahl der aktiven 
Substanz in 100 ccm, p den Prozentgehalt der Li:isung, d. h. 
Grammzahl in 100 g Losung und d das spez. Gewicht bedeuten. 
Da [O(]~O = 52,8 0, so folgt bei Aufli:isung nach c 

100·0( 100· 0( 1 ,S94·0( 
C = [O(]Dl = 52,S.Z = --r-· 

Verwendet man, wie angegeben, Rohren von 189,4 mm bzw. 
94,7 mm Lange, so ergibt sich 

C = 0( bzw. c = 20(. 

31* 
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Es ist also der Gehalt an Traubenzucker, ausgedriickt in g in 
100 ccm Fliissigkeit, bei dem 189,4 mm-Rohre gleich dem abge
lesenen Drehungswinkel, bei dem 94,7 mm-Rohre doppelt so groB. 

Die in der Praxis mit "Prozente Traubenzucker" bezeichnete 
Zahl c gibt die g-Zahl bezogen auf 100 ccm. Zur Errechnung der 
g-Zahl, bezogen auf 100 g Losung, ist sie durch das spez. Gewicht 
zu dividieren. 

2. Bei Apparaten mit Keilkompensation. Diese Ap
parate geben bei Anwendung der 200 mm-Rohre unmittelbar an 
der Ablesungsskala die "Prozente Traubenzucker". Bei Be
nutzung der 100 mm-Rohre ist das abgelesene Resultat mit 2, 
bei der 50 mm-Rohre mit 4 zu multiplizieren. 

Bestimmung des Zuckers durch Reduktion nach Pavy, 
modifiziert nach Kumagawa-Suto1 . 

Prinzip. Die Methode beruht auf Reduktion einer alkalischen 
Kupferlosung durch den zuckerhaltigen Harn. Hierbei halt ein 

Abb. 129. 

Zusatz von Ammoniak das gebildete 
Kupferoxydul in Losung, so daB die 
Beurteilung der Endreaktion (Ver
schwinden blauer Farbe) nicht gestort 
wird. Durch die Anordnung der Ver
suchsapparatur wird ein Entweichen 
von Ammoniakdampfen, sowie eine 
Oxydation des Oxyduls verhindert. 

Reagentien. 1. Kupfersulfatlosung: 
4,278 g kristallisiertes Kupfersulfat werden 
in aqua dest. ad 1000 ccm ge16st. 2. Alka
lische Seignettesalzlosung. 21 g Seignette
salz, 21 g Atzkali, 300 ccm konzentrierte 
Ammoniaklosung, spez. Gew. 0,880 werden 
in Wasser ad 1000 ccm ge16st. 

Apparate. Die abgebildete Apparatur 
zeigt einen Rundkolben, welcher zum Redu
zieren dient, in den eine Burette mittels 
Gummistopfens eingesetzt ist. Eine weiBe 
Porzellanplatte hinter dem Kolben erleichtert 
die Farbbeurteilung. Der Kolben ist durch 

seitliches Ansatzrohr, dickwandigen Schlauch und rechtwinklig gebogenes 
Glasrohr mit einem 500 eem-Erlenmeyerkolben verbunden, der 50 cem 
konzentrierte Schwefelsaure, 100 ccm Wasser und 1-2 ccm 10 % ig. Kupfer-

1 Salkowski: Festschrift, S. 211. Berlin: August Hirschwald 1904.
Schulz, Neubauer-Huppert: Analyse des Harns I, S. 3991. c. (S.303 
dieses Praktikums) und Kinoshita: Biochem. Z. 9, 208 (1908). 
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sulfat16sung enthalt. Die Schwefelsaure solI das aus dem Titrationskolben 
entweichende Ammoniak binden, das Kupfersulfat solI anzeigen, wann 
die Schwefelsaure neutralisiert ist. Die Menge Schwefelsaure reicht fiir 
etwa 30 Bestimmungen aus. Das in die Schwefelsaure tauchende Rohr tragt 
an seinem unteren Ende ein Glasventil, das ein Zuriicktreten von Fliissig
keit und Luft in den Reduktionskolben verhindert. Ais Brenner dient 
ein Mikrobrenner mit einer Kappe aus grobmaschigem Drahtnetz, die ein 
Zuriickschlagen der Flamme verhindert. 

A usfuhrung. Der zu untersuchende Harn wird, nachdem sein 
Zuckergehalt durch eine Voruntersuchung ungefahr ermittelt ist, 
so verdunnt, daB er etwa 0,2 % Zucker enthalt. 

Die Verdunnung ist zu vermerken. Der Harn (wenn notig 
verdunnt), wird in die Burette eingefUllt. In den Kolben werden 
je 20 ccm Kupfersulfat- und alkalische Seignettesalzlosung exakt 
einpipettiert. Man erhitzt, kocht einige Sekunden mit voller 
Flamme, bis in der Schwefelsaure keine Blasen mehr aufsteigen, 
und reguliert dann die Flamme so, daB die Losung nur 
schwach siedet. Ein ubermaBiges Entweichen von Ammoniak und 
ein hierdurch bedingtes Ausscheiden von Kupferoxydul solI ver
mieden werden. Zu der siedenden Losung laBt man aus der 
Burette 2-3 ccm Harn pro Minute hinzuflieBen, bis die blaue 
Farbe fast, jedoch nicht ganz, verschwunden ist, wartet dann 
etwa 2 Min., setzt weiter 0,05-0,1 ccm hinzu, wartet wieder 
2 Min. und fahrt so fort, bis ein grunlicher Farbton eben ver
schwindet. 

Die Entfarbung zeigt das Ende der Reaktion an. Gelbfarbung 
laBt erkennen, daB zu viel Harn eingebracht ist. Eine Ausschei
dung von Kupferoxydul (rotlichgelbe Farbe) wird durch fehler
haftes zu starkes Kochen, wobei zu viel Ammoniak vertrieben 
wird, bedingt. Bei kleiner Flamme kann das Kochen ohne Kupfer
oxydulausscheidung bis zu 30 Min. fortgesetzt werden. 

Berechnung. 40 ccm der ammoniakalischen Losung (20 ccm 
KupferlOsung) entsprechen 0,01 g Zucker. Die Verdunnung des 
Harnes ist zu berucksichtigen. 

Kolorimetrische Bestimmung von Zucker im normalen 
Harn nach Folin und Berglund1 -Benedict 2• 

Prinzip. Die blaue Farbe, die nach Reduktion einer alkali
schen Kupferlosung durch Zucker bei Zusatz eines Wolfram
saure-Arsenreagenses entsteht, wird kolorimetrisch gegen die Farbe 
einer in gleicher Weise behandelten StandardlOsung verglichen. 

1 J. ofbiol. Chem. 51, 209 (1922). 2 J. of bioI. Chem. 68, 759 (1926). 
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Reagentien. 1. Lloyds Reagens (Walker-Tonerde = Al.-Silikat 
J. U. Lloyd, Cincinnati, Ohio). 2. Schwefelsaure 0,1 n. 3. Salzsaure 10 % ig. 
4. Standardtraubenzuckerlasung: a) Stammlasung: 1 % ig. Traubenzucker
lasung in 0,3% ig. Benzoesaure. b) Verdiinnung: je 5 ccm Lasung a) wer
den mit 0,3 % ig. Benzoesaurelasung auf 250 und 500 ccm verdiinnt. Die 
Lasungen enthalten 0,1 mg bzw. 0,2 mg Traubenzucker in 1 ccm. 5. Alka
lische Kupferlasung: Reines kristaIlisiertes Kupfersulfat 6,5 g, Natriumzitrat 
200,0 g, Natriumkarbonat (wasserfrei) 60,0 g, Ammoniumchlorid 9,0 g, aqua 
dest. ad 1000 ccm. Man lOst das Zitrat und Karbonat mit ca. 800 ccm 
Wasser; das Kupfersulfat wird gesondert in ca. 100 ccm Wasser gelOst 
und der anderen Lasung unter Riihren hinzugesetzt. Nunmehr wird 
Ammoniumchlorid zugefiigt, zu I Liter verdiinnt und gemischt. Nicht eher 
als einen Monat vor Gebrauch gibt man zu je 100 ccm Reagens 2,5-3 g 
reinen, wasserfreien Natriumsulfits. 6. Wolframsaure-Arsenreagens: 100 g 
reines Natriumwolframat werden in einem l-Liter-Kolben in ca. 600 ccm 
aqua dest. gelOst und 50 g reines Arsenpentoxyd, 25 ccm 85 % ig. Phos
phorsaure und 20 cem konzentrierte Salzsaure hinzugefiigt. Man laBt die 
Mischung 20 Min. sieden, gibt nach dem Abkiihlen 60 ccm Formalin, 
45 ccm konz. Salzsaure, sowie 40 g Natriumchlorid hinzu, verdiinnt auf 
1000 ccm und mischt durch. 

Apparate. Folin-Zuckerreagenzglas (s. Abb. 82, S. 199). 

Ausfiihrung. 5 ccm Harn werden mit 5 ccm 0,1 n Schwefel
saure und 10 ccm Wasser, sowie 1,5 g Lloyds Reagens versetzt 
und 2 Min. (nicht langer) geschiittelt. Hierbei werden die meisten 
farbenden Substanzen, sowie Harnsaure, Kreatin und Kreatinin, 
jedoch nicht Zucker adsorbiert und entfernt. Nach Filtration 
werden bei konzentrierten Harnen 2 ccm, bei verdiinnten Harnen 
10-15 ccm, die auf dem Wasserbade eingeengt werden, zur 
Zuckerbestimmung verwandt. 

Fiir die Bestimmung des Gesamtzuckers wird das Filtrat vor 
der Bestimmung noch hydrolysiert. 

10 ccm des Filtrates werden mit 1 ccm 10% ig. Salzsaure 
75 Min. im siedenden Wasserbade in Reagenzglasern, die eine 
Marke fUr 20 ccm Volumen tragen, erhitzt. Sodann wird sorg
faltig abgekiihlt und mit n NaOH genau neutralisiert. Man 
kann als Indikator hierzu Phenolphthalein benutzen, doch geniigt 
es, so lange Alkali zuzusetzen, bis die Triibung, die sich bei dem 
Zusatz aus ge16sten Teilen von Lloyds Reagens bildet, beim 
Schiitteln nicht mehr verschwindet. Die neutralisierte Lasung wird 
ad 20 ccm verdiinnt. Dann gibt man eine kleine Menge Lloyds 
Reagens hinzu und schiittelt 6mal. Dies dient zur Entfernung 
der farbenden Substanzen, die sich bei der Hydrolyse bilden. 

Nach Filtration verwendet man eine entsprechende Menge, 
meist 2 ccm des Filtrates, zur Bestimmung. 

2 ccm des Harnfiltrates, das evtl. auf dieses Volumen einzu
engen ist, werden in das Zuckerbestimmungsrahrchen gebracht 
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und mit 2 cern des Kupferreagenses versetzt. Man mischt vor
sichtig durch und setzt die Mischung 5 Min. in ein siedendes Wasser
bad; dann kiihlt man durch Einstellen in kaltes Wasser ab, gibt 
2 cern W olframsaurereagens hinzu, verdiinnt nach 1-2 Min. ad 
25 cern mit aqua dest., mischt sorgfaltig durch und kolorimetriert 
die Lasungen gegen eine gleich behandelte und gleichzeitig an
gesetzte Standardlasung, die in 2 cern 0,2 mg bzw. 0,4 mg Zucker 
enthiilt. 

Berechnung: 

Ablesung der Standardlosung. 0,2 (bzw. 0,4) Z k . d 
--~~-~~-~~--"''--~ .. --'-- = mg uc er III er unter

Ablesung der unbekannten Losung 
suchten Lasung. 

Bei Umrechnung auf Harn sind die VerdiinnungsverhiHtnisse 
zu beriicksichtigen. 

Kolorimetrische Bestimmung von Zucker im normalen 
Harn nach Benedict und Osterberg!. 

Prinzip. Die Methode beruht auf Erzielung einer Braun
farbung zuckerhaltiger Lasung durch Pikrinsaure und Alkali 
und kolorimetrischem Vergleich dieser Farbung gegen eine Stand
ardlOsung. 

Reagentien. 1. Pikrinsaure O,fiO/Oig (aus Pikrinsaure, krist. puriss.). 
2. Natriumhydroxyd16sung 5 % ig. 3. Azeton 50 % ig. (taglich frisch herzu
stellen durch Verdiinnen reinen Azetons mit dem gleichen Volumen aqua 
dest). 4. Knochenkohle; 250 g kauflicher Knochenkohle werden in 1500 cern 
Salzsaure(1 Vol. konz. Saureverdiinnt mit 4 Vol. Wasser) aufgeschwemmt 
und ca. 30 Min. lang gekocht. Dann wird auf einer groBen Porzellannutsche 
abgenutscht und die Knochenkohle so lange mit heiBem Wasser gewaschen, 
bis das Waschwasser neutral gegen Lackmus reagiert. Die Kohle wird 
nunmehr getrocknet und gepulvert. Vor Gebrauch wird das Praparat 
dadurch gepriift, daB 1 g desselben in 15 cern Glukoselosung, die 0,5 mg 
Glukose pro cern enthalt, geschiittelt und hierauf im Filtrat der Zucker
gehalt bestimmt wird. Es darf keine bemerkbare Adsorption von Zucker 
durch die Knochenkohle stattgefunden haben. Stark adsorbierende Tier
kohlen sind ungeeignet. 5. Standard-Glukose-Losung. Die Losung soIl 
1 mg Glukose pro 3 cern enthalten; sie ist bei Zusatz von etwas Toluol 
haltbar. 

Ausfiihrung. Ist das spez. Gewicht des Harnes hOher als 1,025 
bis 1,030, so wird er so verdiinnt, daB sein spez. Gewicht 1,030 nicht 
iiberschreitet; das Verdiinnungsverhaltnis wird vermerkt. 15 cern 
des Originalharnes oder der Verdiinnung werden mit ca. 1 g 

1 J. of bioI. Chern. 48, 51 (1921). 
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Knochenkohle mehrere Male 5-10 Min. lang tiichtig durchgeschiit
telt, worauf die Mischung durch ein kleines, trocknes Filter in ein 
trocknes Becherglas filtriert wird. Vom Filtrat gibt man 1-3 eem, 
und zwar magliehst so viel, daB insgesamt ca. 1 mg Zucker 
angewandt wird - was dureh einen Vorversuch ausgeprobt 
werden kann - in ein Reagenzglas, das eine Markierung fUr 
25 cem tragt. Wenn weniger als 3 ccm Filtrat angewandt werden, 
gibt man aqua dest. ad 3 eem hinzu und pipettiert 1 ecm Pikrin
saurelOsung (0,6% ig.) und 0,5 eem 5% ig. NaOH-Lasung hinzu. 
Die PikrinsaurelOsung mull exakt pipettiert werden, wahrend es 
bei Zusatz der Natronlauge geniigt, die verschiedenen Lasungen 
mit genau der gleiehen Tropfenzahl (ca. 10) aus der gleichen Pi
pette zu versetzen. Nunmehr werden 5 Tropfen frisch bereiteter 
Azetonlasung hinzugegeben, wobei ebenso wie beim Zusatz der 
anderen Lasungen darauf zu aehten ist, daB die Fliissigkeit un
mittelbar auf den Boden oder den Inhalt des Glases, nieht aber 
an seine Wandungen gelangt. Der Inhalt des Reagenzglases wird 
durehgemischt und dieses, naehdem es dureh einen Wattestopfen 
versehlossen ist, 12-15 Min. in ein siedendes Wasserbad gestellt. 
Gleiehzeitig mit der zu untersuchenden Lasung setzt man eine 
StandardlOsung an, die 1 mg Zucker in 3 eem Lasung enthalt. 
Nach dem Erhitzen werden die Glaser auf Zimmertemperatur 
abgekiihlt, mit aqua dest. ad 25 cern aufgefiillt und kolorimetrisch 
verglichen. Enthalt die StandardlOsung 1 mg Zucker in 3 cern, 
so solI der Zuckergehalt der zu untersuchenden Losung nieht 
weiter abweichen als einem Gehalt von 0,75-1,75 mg entspricht. 
Gegebenenfalls ist die Harnverdiinnung zu variieren. Sind weniger 
als 0,7 mg Zucker in 3 ccm der unbekannten Lasung enthalten, 
so gebraueht man als StandardlOsung eine Lasung von 0,5 mg 
pro 3 eem Gehalt und verdiinnt die zu untersuchende wie die 
Standardlasung auf 12,5 ccm anstatt auf 25 cem. 

Berechnung: 

Die Ablesung der StandardlOsung Z k . d dt 
Ablesung der unbekannten Losung = mg uc er III em angewanen 

Volumen des verdiinnten Harnes. 

Eine evtl. Harnverdiinnung ist zu beriicksichtigen. 

Nachweis des Milchzuckers (Laktose). 
CI2H 220 11 + 2 H 20. 

Milchzucker kommt nur im Harn von graviden Frauen kurz 
vor der Niederkunft oder von Wachnerinnen beim Aufharen der 
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Laktation oder bei Milchstauungen vor. In geringer Menge 
kann er auch alimentar bedingt sein. Die Identifizierung des 
Zuckers ist wegen Erkennung oder AusschluB eines Diabetes von 
Bedeutung. 

QualitativeI' Nachweis. 

Ein giiltiger Beweis fiir die Anwesenheit von Milchzucker ist 
allein durch praparative Gewinnung aus dem Ham zu erbringen1 . 

Praktisch geniigt jedoch der Nachweis eines reduzierenden 
Zuckers bei AusschluB von Glukose und Pentose sowie der posi
tive Ausfall der Schleimsaurereaktion, die auBer von Milchzucker 
nur noch durch Galaktose gegeben wird. Bei Gegenwart von 
Glukose neben Laktose kann die Glukose zunachst vergoren 
werden (s. S. 479). 

1. Reduktionsproben: Milchzuckerhaltiger Harn reduziert 
alkalische Kupfer- oder Wismut16sung. 

2. Polarisationsprobe: Milchzuckerhaltiger Harn dreht die 
Ebene des polarisierten Lichtes ebenso stark nach rechts wie 
ein traubenzuckerhaltiger. 

3. Phenylhydrazinprobe (s. S. 478): Fallt (im Harn an
gestellt) meist negativ aus (Unterschied gegen Glukose). 

4. Garprobe: Milchzuckerhaltiger Harn wird, wenn steril 
(abgekocht) mit reiner Hefekultur angesetzt, nicht vergoren. 
Unterschied gegen Glukose. 

5. Milchzuckerhaltiger Harn gibt nicht die Bialsche Orcin
Salzsaure Probe (s. S.472). Unterschied gegen Pentose. 

6. Schleimsaureprobe. 100 cern Ham werden mit 20 cern 
konz. Salpetersaure (ist das spez. Gew. des Harnes haher als 
1020 mit 25-35 cern) in einem Becherglase auf dem Wasser
bade bis zu einem Volumen von 20 cern eingedampft. Hierbei 
entweichen nitrose Dampfe, worauf die Fliissigkeit klar und 
hell wird. 

Beim Abkiihlen (bei kleinen Milchzuckermengen oft erst nach 
dem Stehen iiber Nacht) entsteht eine feine weiBe Fallung. Der 
Niederschlag zeigt nach Abfiltration, Auswaschen mit Wasser 
und Trocknung, einen Schmelzpunkt von 215°. Von allen redu
zierenden Zuckern wird diese Reaktion nur noch von Galaktose 
gegeben. 

1 Vgl. Hofmeister: Z. physiol. Chern. 1, 104 (1877/78). - Spaeth: 
1. c. (S. 355 dieses Praktikums) S.340. 



490 Bestimmung aliphatischer Verbindungen. 

Nachweis der Galaktose. 
CSH120 S• 

Galaktose wird nach Aufnahme mit der Nahrung ausge
schieden. Sie findet sich zuweilen im Harn von Sauglingen bei 
Ernahrungsstorungen. 

Qualitativer Nachweis. 

1. Galaktose reduziert alkalische Kupfer- und Wismutlosung, 
ist rechtsdrehend und gibt ein Osazon. Die Garprobe zeigt nach 
6 Stunden nur unbedeutende Kohlensaureentwicklung. 

2. Galaktose gibt die Schleimsaurereaktion (s. Laktose S.489). 
3. Galaktose gibt die Tollenssche Phlorogluzin-Salzsaureprobe. 

Gleiche Volumteile Harn und Salzsaure (sp. G. 1,09) werden 
gemischt, mit etwas Phlorogluzin versetzt und auf dem Wasser
bade zum Sieden erhitzt: Rotfarbung. Diese Reaktion wird auch 
von Pentose und Glukuronsaure gegeben, doch unterscheidet 
sich Galaktose von diesen heiden dadurch, daB die rotgefarbte 
Reaktions16sung bei der spektroskopischen Untersuchung keine 
Absorptionsbanden zeigtl. 

Nachweis des Fruchtzuckers (Fruktose). 
CH20H(CHOH)3CO· CH20H. 

Fruchtzucker wird selten an sich allein ausgeschieden (reine 
Fruktosurie). Haufiger finden sich kleine Fruktosemengen neben 
viel Glukose beim Diabetes. Fruktosurie kann auch alimentar 
bedingt sein. 

Qualitativer Nachweis. 

Auf die Anwesenheit der linksdrehenden Fruktose deutet eine 
Differenz zwischen titrimetrischer und polarimetrischer Zucker
bestimmung. Diese Erscheinung kann aber auch durch die An
wesenheit anderer linksdrehender Korper wie fJ-Oxybuttersaure 
oder gepaarter Glukuronsauren bedingt sein. Man priift daher 
frischen, sauren Harn: 

1. Nach Vergaren: Fruchtzucker ist ebenso wie Trauben
zucker vollstandig vergarbar. Verschwindet nach Vergaren eine 
Linksdrehung nicht (bzw. nimmt eine Rechtsdrehung nicht zu), 

1 Vg1. Hawk und Bergeim: 1. c. (S. 59 dieses Praktikums) S.666. 
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so ist auf ,B-Oxybuttersaure und gepaarte Glukuronsauren zu 
priifen. 

2. Reduktionsproben. Fruktose reduziert ebenso wie Glukose, 
doch etwas weniger stark. 

3. Phenylhydrazinprobe. Entspricht dem Traubenzucker. Einen 
sicheren Nachweis erbringt die Darstellung des Methylphenyl
osazons nach Neuberg und Strauss!. Der frische und sauer 
entleerte Harn wird evtl. nach Zusatz von ein wenig Essigsaure 
(und Entfernung von vorhandenem EiweiB durch Aufkochen) im 
Vakuum bei unter 40 0 zum diinnen Sirup eingeengt und mit 
halb so viel Alkohol von 98 %, als das urspriingliche Volumen 
betrug, auf dem Wasserbade etwa 5 Min. aufgekocht. Das alko
holische, durch Knochenkohle entfarbte Filtrat wird (nachdem 
man in einer Probe durch Titration den Gehalt an reduzierender 
Substanz - als Fruchtzucker betrachtet - festgestellt hat) auf 
etwa 30 ccm eingedampft. Man fiigt die berechnete Menge Methyl
phenylhydrazin (auf 1 Mol Zucker 3 Mol) hinzu, und nach mehr
stiindigem Stehen in der Kalte und Filtration, falls sich ein Nieder
schlag gebildet hat, die dem angewendeten Phenylhydrazin gleiche 
Gewichtsmenge 50%ig. Essigsaure und evtl. noch so viel Alkohol, 
daB eine klare Losung entsteht. Diese wird 3 Min. auf kochendem 
Wasserbade erhitzt. Bei groBeren Mengen von Fruchtzucker 
scheidet sich das Osazon direkt kristallinisch aus, evtl. nach Zu
satz einiger Tropfen Wasser; bei geringeren Mengen entsteht zu
erst ein en, das bei ofterem Reiben oder nach Impfung fest wird. 
Am besten ist starke Abkiihlung durch ein Gemisch fester Kohlen
saure und Ather. 

4. Probe nach Seliwanoff in der Ausfiihrung von Adler2: 
Zwei Teile Harn werden mit einem Teil 36%ig. Salzsaure ver
setzt, worauf die Mischung zum Sieden erhitzt und 20 Sek. lang 
im Kochen erhalten wird. Hierdurch werden beim Stehen des 
Harnes evtl. gebildete Nitrite, die die Reaktion storen, entfernt. 
Die Losung wird geteilt und ein Anteil mit einer Messerspitze 
Resorzin versetzt und nur ganz kurz aufgekocht. Bei Gegenwart 
von Fruchtzucker farbt sich die Losung rot oder es entsteht ein 
roter Niederschlag, der in Alkohol loslich ist. Die Losung wird 
gegen den zweiten Harnteil ohne Resorzin verglichen, der an sich 
leicht rot gefarbt sein kann. Die Reaktion kann auch durch Glu
kose angezeigt werden, wenn der Harn zu lange mit Salzsaure 
erhitzt wird. 

1 Z. physiol. Chern. 36,227 (1902). Neuberg: Ebenda 45,500 (1905). 
2 Arch. f. Physiol. 139, 116 (1911); Ber. dtsch. chern. Ges. Jg. 42, 2, 

1742 (1909). 
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5. Probe nach Bang!: 1-2 Tropfen Rindergalle (nach Zu
satz von Toluol haltbar) oder ein Karnchen kristallisierte Rinder
galle werden zu 1-2 Tropfen Harn (nicht mehr als 0,2--0,3 ccm) 
gesetzt und nach ZufUgen von 3 ccm rauchender Salzsaure Yz bis 
1 Min. gekocht. Fruktose bedingt eine Violettfarbung, die sich 
beim Abkiihlen verstarkt. Spektroskopisch gibt die Lasung das
selbe Spektrum wie bei der Pettenkoferschen Reaktion (s. S. 593). 
Die Probe ist noch fUr 0,02 mg Fruktose empfindlich. Trauben
zucker gibt erst bei langerem Kochen eine Reaktion. 

Nachweis der Harndextrine. 
Normaler Harn enthalt in geringer Menge zusammengesetzte 

Kohlenhydrate unbekannter Natur, die beim Kochen reduzierende 
Substanzen liefern und durch Diastase nicht verzuckert werden. 

Pathologisch kann ihre Menge vermehrt sein, worauf die sog. 
"Cammidge-Reaktion" zuriickgefiihrt werden diirfte. Diese ist als 
charakteristisch fUr Pankreaserkrankung angegeben und beruht 
auf Bildung eines Osazons durch Zusatz von Phenylhydrazin zu 
dem durch Salzsaure zum Sieden erhitzten Harn. 

Cammidge-Reaktion2 in der AusfiihrungnachEichler 3• 

Der zu untersuchende Harn mu13 eiwei13- und zuckerfrei sein, 
evtl. durch Ansauern mit Essigsaure und Aufkochen bzw. Ver
garung eiweiB- und zuckerfrei gemacht werden. Der gebildete 
Alkohol ist durch Kochen zu entfernen. Der Harn wird filtriert. 
20 ccm des klaren Filtrates werden mit 1 ccm Salzsaure (spez. 
Gew. 1,16) versetzt, langsam auf dem Sandbade erhitzt (Trichter 
als Kondensor aufsetzen) und 10 Min. gekocht. 

Nach Abkiihlung wird die Lasung ad 20 ccm mit aqua dest. 
aufgefiillt; man neutralisiert durch langsames ZufUgen von 4 g 
Bleikarbonat, filtriert, fiigt nach mehreren Min. langem Stehen 
4 g Bleiessig hinzu, schiittelt durch und filtriert nochmals; nach 
einiger Zeit fallt man das Blei durch Zugabe von 2 g pulv. 
Natriumsulfat, erhitzt zum Sieden, kiihlt unter flieBendem Wasser 
und filtriert. 

1 Lehrb. d. Harnanalyse, 1. c. (S. 298 dieses Praktikums) S. 106. 
2 Lancet 1, 782 (1904); 2,14 (1905); Brit. med. J. 1, 776 (1904); 594, 

622, 1150 (1906); Med. chir. Transact. 89, 239 (1906). 
3 Berl. klin. Wschr. 44,769 (1907). Pharm. Centralhalle 48, 644 (1907).

Vgl. auch weitere Methoden zum Nachweis von Dextrinen im Harn bei 
Pankreaserkrankungen. Cammidge, Forsyth and Howard: Lancet 199, 
393 (1920). 
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10 cern des klaren Filtrates werden mit aqua dest. ad 18 cern, 
0,8 g salzsaurem Phenylhydrazin, 2 g Natriumazetat und I cern 
50% ig. Essigsaure versetzt. Das Gemisch wird wie oben 10 Min. 
auf dem Sandbade gekocht, durch ein mit heiBem Wasser an
gefeuchtetes Filter filtriert und ad 15 cern aufgefiillt. Nach 
einigen Stunden, spatestens nach 24 Stunden hat sich bei posi
tiver Reaktion ein flockiger Niederschlag von hellgelben, bei 
mikroskopischer Betrachtung biischelweise angeordnetenKristallen 
abgeschieden. Diese losen sich in 33 % ig. Schwefelsaure. Gelb
liche Haute bzw. auf der Oberflache schwimmende Schollen an 
Stelle des Niederschlages sind ohne Bedeutung. 

Bestimmung des Harnstoffes. 
/NH2 

CO~ 
NH2 

Die im Ham vorhandene Hamstoffmenge hangt von der Art 
der Nahrung abo Durchschnittlich sind im normalen, 24stiindigen 
Ham des Mannes 25-35 g, im Ham der Frau 24-30 g Hamstoff 
enthalten. Der Ham ist also ungefahr 2 % ig an Harnstoff. Nach 
Folin! solI der Prozentgehalt des Hamstoffstickstoffes nicht 
weniger als 87 % des Gesamt-N betragen, wenn dieser mehr als 
12 g im 24stiindigen Ham betragt. 1st die Gesamt-N-Menge 
noch groBer, so kann der Prozentgehalt an Harnstoff-N noch 
hoher werden, wahrend bei niedrigen Gesamt-N-Werten (4-7 g) 
der Harnstoffstickstoff bis auf 60% oder weniger sinken kann. 

QuaIitativer Nachweis. 

Unmittelbar im Harn. (Erkennung einer Fliissigkeit als 
Ham.) 

I. Einige Tropfen des eingeengten Hames werden mit Ibis 
2 Tropfen verdiinnter Salpetersaure auf einem Objekttrager 
erwarmt und dann zum Auskristallisieren gebracht. Man erkennt 
unter dem Mikroskop rhombische oder sechsseitige Kristalltafeln 
von salpetersaurem Hamstoff, die zum Unterschied von Cystin 
in Wasser I03lich sind. 

2. Stark verdiinnter Ham gibt mit einigen Tropfen einer 
salzsauren Losung von p-Dimethylamidobenzaldehyd eine zeisig-

1 Amer. J. Physiol. 13. 66 (1905). Vgl. Folin in Abderhaldens Arbeits
methoden VII, 287 (1911). 
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griine Farbe. Diese Reaktion gibt von normalen Harnbestand
teilen auBer Harnstoff nur noch Allantoin. 

Nach Darstellung des Harnstoffes. Zum sicheren Nach
weis des Harnstoffes ist derselbe zu isolieren. 

Darstellung des Harnstoffes nach 
Ho ppe- Sey ler-Thierfelder 1. 

Der Harn (Hundeharn 200-300 cern, von Menschenharn das 
doppelte) wird zur Sirupdicke auf dem Wasserbade eingeengt, mit 
Alkohol ausgezogen und das alkoholische Filtrat auf dem Wasser
bade zum Sirup eingeengt. Aus Hundeharn scheidet sich alsbald 
Harnstoff in Kristallen ab, die durch Abpressen und Waschen 
mit wenig Alkohol gereinigt werden konnen. Bei Menschenharn 
gibt man zu dem erkalteten Sirup in miiBigem "OberschuB eine 
Mischung aus gleichen Teilen konz. Salpetersaure und Wasser 
unter Abkiihlung hinzu, saugt den Niederschlag auf der Nutsche 
ab, wascht mit verdiinnter Salpetersaure, zerteilt ihn in etwas 
Wasser und fiigt so lange Bariumkarbonat hinzu, wie Aufbrausen 
erfolgt. Hierdurch wirdder salpetersaure Harnstoff zerlegt. Man 
dampft nun die Losung auf dem Wasserbade zur Trockne, zieht 
den Harnstoff aus dem Riickstand durch absol. Alkohol aus, fil
triert und engt das Filtrat zur Sirupdicke ein. Der beim Stehen 
auskristallisierende Harnstoff wird durch Umkristallisieren aus 
Wasser unter Zugabe von Tierkohle weiter gereinigt. 

Reaktionen des Harnstoffes. 

a) Beim Erhitzen einiger Kristallchen Harnstoff in einem 
trockenen Reagenzglas bis zum . Schmelzen und Aufhoren des 
entstehenden Ammoniakgeruches bildet sich neben anderen Pro
dukten Biuret: 

/NH2 
CO" 

'-NH2 
+ 
/NH2 

CO 
/NH2 

Dasselbe laBt sich nachweisen, indem man nach dem Erkalten 
den Riickstand in wenig Wasser lOst, verdiinnte Natronlauge 

1 Hoppe- Sey ler- Thierfelder: 1. c. (S. 350 dieses Praktikums) S. 150. 
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und 1-2 Tropfen einer stark verdunnten KupfersulfatlOsung 
zufUgt. Es entsteht eine rosa Farbung, die uber rotviolett in 
blauviolett ubergeht. 

b) Einige Kristalle werden in einem Porzellanschalchen mit 
1 Tropfen einer frisch bereiteten, nahezu konzentrierten Fur
furollosung ubergossen. Nach sofortiger Zugabe von 1 Tropfen 
20% ig. Salzsaure (spez. Gew. 1,10) tritt eine Gelbfarbung ein, 
die uber grun, blau, violett in purpurviolett ubergeht. 

c) Eine konz. Harnstoffli::isung (oder konzentrierter Harn) gibt 
mit ges. Oxalsaure16sung Kristalle von oxalsaurem Harnstoff 
(prismatisch). Auch in alkoholischer Lasung gibt Harnstoff mit 
einer atherischen Oxalsaurelasung eine Fallung von kristal
linischem Harnstoffoxala t. 

Quantitative Bestimmung. 

Gravimetrische Bestimmung des Harnstoffes 
nach Fosse l , modifiziert nach FrenkeJ2. 

Prinzip. Harnstoff wird mittels Xanthydrols als Dixanthyl. 
harnstoff gefallt und als solcher gewogen. 

/ C6H,,, /NH2 
20",-~ )CH-OH + CO" =2H20+ 

'CJ6H4 "'-NH2 
Xanthydrol Harnstoff 

/C6H 4" /C6H 1" 
O~ /CH.NH-CO-NH.CH" )0. 

C6H4 CsH4 
Dixan thy Ihamstoff 

Reagen tien. 1. Xanthydroliosung;Xanthydrolistkauflich zu erhalten 
(Kahlbaum). Man kann es selbst herstellen, indem man zu einer Losung von 
15 g Xanthon und 50 g NaOH in 400 ccm Alkohol 15 g Zinkstaub portions
weise hinzufiigt, so daB stets etwas Zink ungelOst bleibt. Nach mehrstiin
digem Stehen wird in viel Wasser hineinfiltriert. Der erhaltene Nieder
schlag wird abfiltriert, mit Wasser gewaschen und kurze Zeit iiber Schwefel
saure getrocknet. Ausbeute 13 g, Schmelzpunkt 122-124°. Xanthydrol 
solI sich in warmem, absolut. MethylalkohoI klar lOsen. Von gelb ge
farbten Verunreinigungen, die sich schwerer IOsen, filtriert man abo Man 
verwendet eine 10 % ig. Liisung in Methylalkohol. Die Liisung bleibt etwa 
1 Woche haltbar. Das XanthydroI IaBt sich in nachstehender Weise zuriick-

1 C. r. Acad. des sciences 108, 1076, 1432, 1588 (1914); Ann. Inst. 
Pasteur 30, 525 (1916). Liter. vgl. in Hoppe-Seyler-Thierfelder: 1. c. 
(S. 350 dieses Praktikums) S. 701. 

2 Ann. de Chim. analyt. appl. (2) 2, 234 (1920). Vgl. Kikuchi: 
Biochem. Z. 106, 35 (1925). 
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gewinnen. Die Filtrate der Dixanthylharnstoff-Niederschlage werden auf 
dem Wasserbade von Alkohol und Methylalkohol befreit, mit Soda neu
tralisiert und mit Chloroform ausgeschiittelt. Die Chloroformausziige werden 
verdampft; der Riickstand wird in der 10fachen Menge Methylalkohol ge
lost und die LOBung filtriert. Diese kann wieder als Reagens benutzt 
werden. 2. Eisessig. 3. Alkohol 95%ig. 

-~ Ausfiihrung. 10ccm Harn, verdiinnt auf 100ccm, werden mit 
35 ccm Eisessig versetzt. In die Mischung tragt man in Abstanden 
von je 10 Min. je 1 ccm 10%ig. methylalkoholischer Xanthy
drollosung ein, bis 5 ccm Reagens verbraucht sind. Man schiittelt 
nach jeder Zugabe gut durch und laBt nach der letzten Zugabe die 
Mischung 1 Stunde stehen. Der Niederschlag wird durch ein 
quantitatives Filter oder durch einen Goochtiegel abfiltriert, 
mit 20 ccm 95%ig. Alkohol nachgewaschen, im Trockenschrank 
bei 100-105 0 getrocknet und gewogen (sehr geeignet zu dieser 
Bestimmung sind Goochtiegel aus Glas (Schott u. Gen., Jena) mit 
eingeschmolzener Siebplatte [I G (3 < 7)]. 

Berechnung. Da die Gewichte Dixanthylharnstoff zu Harn
stoff sich wie 420: 60 verhalten, so gibt die abgewogene Menge 
des Dixanthylharnstoffes, multipliziert mit 14,28 den Gehalt an 
Harnstoff in 1000 cem Harn. 

Titrimetrisehe Makro-Harnstoffbestimmung naeh 
Zerlegung des Harnstoffes dureh 
Magnesiumehlorid nach Folin 1. 

Prinzi p. Der Harnstoff wird durch eine Losung von Magnesium
chlorid in seinem Kristallwasser, die bei ca. 160 0 siedet, gespalten. 
Andere Harnsubstanzen (Kreatinin, Hippursaure) erfahren hierbei 
noch keine merkliehe Zersetzung. Das gebildete Ammoniak wird 
abdestilliert und azidimetrisch bestimmt. 

Reagentien. 1. Magnesiumchlorid krist. (MgClz·6HzO). 2. Salzsaure 
konz. 3. Natronlauge 10 %ig. 4. Paraffin fest. 5. AlizarinrotlOsung (0,1 %ig. 
wii.Brige Losung). 6. Schwefelsaure 0,1 n und Lauge 0,1 n. 

Appa.rate. 1. Kjeldahlkolben von 500ccm Inhalt mit aufgesetztem 
RiickfluBkiihler. 2. Temperaturindikator aus Chlorjodquecksilber. Chlorjod
quecksilber HgCIJ ist ein hellrotes Pulver, welches bei 125 0 gelb wird und 
bei 153 0 schmilzt. Es wird hergestellt, indem man in einem geschlossenen 
Rohre molekulare Mengen reinen Chlorquecksilbers und Jodquecksilbers 
6-8 Std. auf ungefahr 160 0 erhitzt. Das pulverisierte Produkt wird dann 
in kleinen Jenaer Glaskolben von ungefahr 0,5 ccm Inhalt verschlossen 

1 Z. physiol. Chem. 32, 504 (1901); 36, 333 (1902); 37, 548 (1902/3). 
VgI. auch Rona in Abderhaldens Arbeitsmethoden IDj2, 778 (1910) und 
Folin: Ebenda VII, 286 (1911). 
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aufbewahrt. Solche GefiiBe lassen sich nahezu unbegrenzt lange benutzen, 
um die Temperatur von 153 0 anzuzeigen. 3. Destillationsapparatur 
nach Kjeldahl (Abb. 121, S. 419). 

Ausfiihrung. In den Kjeldahlkolben (siehe Apparate 1.) 
werden 5 ccm Harn einpipettiert, 20 g Magnesiumchlorid, 
2-5 ccm konz. Salzsaure, ein kleines Stiick Paraffin (kaffee
bohnengroB) und einige Tropfen AlizarinrotlOsung zugesetzt. 
Der Mischung wird das oben beschriebene Glaskolbchen (siehe 
Apparate 2.), das als Temperaturanzeiger dient, zugefiigt. Der 
Kolben wird in aufrechter Stellung iiber eine Flamme gebracht, 
das iiberschiissige Wasser abgedampft und die Mischung weiter 
erhitzt, bis der Indikator im Glaskolbchen gelb wird und dann 
schmilzt. Dieses Stadium solI in ungefahr 15 Min. erreicht sein, 
wobei darauf zu achten ist, daB die Mischung noch sauer reagiert. 
Man erhitzt weiter, bis das Wasser, das sich evtl. im oberen 
Teile des Kjeldahlkolbens kondensiert hat, entweicht, fiigt 2 bis 
3 Tropfen konz. Salzsaure zum Kolbeninhalt und verbindet den 
Kolben mit dem RiickfluBkiihler. Jetzt erhitzt man 1Y2 Stunden 
bei 153 0 (Temperaturindikator I). Sollte trotz des RiickfluB
kiihlers Salzsaure entweichen und die Lasung im Kolben rot 
werden, so muB tropfenweise Salzsaure zugegeben werden, bis 
sie wieder gelb ist. 

Nach Verlauf von 1 Y2 Stunden wird das Erhitzen unterbrochen 
und der Kolben etwas abgekiihlt. 350-400 ccm heiBes Wasser, 
15-20 ccm 10% ig. Natronlauge und eine Messerspitze Talkum 
werden zugefiigt. Man verbindet den Kolben sofort mit der 
Destillationsapparatur, gibt in den Vorlagekolben 60-80 ccm 
0,1 n Schwefelsaure und destilliert mindestens 1 Stunde. Das 
Ammoniak ist selten friiher vollstandig iibergetrieben, da die An
wesenheit des Magnesiumchlorids die Destillation verzagert. Das 
Destillat wird mit einem Indikator (Alizarinrot, Methylrot, Lack
mus) versetztund wie beieinerKjeldahlbestimmungmitO,l nNaOH 
(s. S.421) titriert. 

Berechnung. 1 ccm gebundener 0,1 n Saure entspricht 
1,401 mg N, d. h. 3,0 mg Harnstoff. Da das Magnesiumchlorid 
des Handels fast stets Ammoniak enthalt, ist mit den ange
wandten Reagentien eine Blindbestimmung durchzufiihren und 
die erhaltene N-Menge von den Analysenwerten in Abzug zu 
bringen. 

Das praformiert im Harn vorhandene Ammoniak ist in einer 
besonderen Harnanalyse (s. Ammoniakbestimmung) zu bestimmen 
und von dem erhaltenen Ammoniakwert in Abzug zu bring en. 

Rona-Kleinmann, Blut u. Ham. 32 
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Tit,rimetrische Mikro-Harnstoffbestimmung nach 
Zerlegung des Harnstoffes durch 

Magnesi umchlorid nach Laubenderl. 

Prinzi p. Das Prinzip der Harnstoffspaltung mittelsMagnesium
chlorids nach F olin wird zu einer Mikrobestimmung ausgearbeitet. 
Die Methode kommt besonders da in Frage, wo die Anwesenheit 
von Fermentgiften (wie Hg u. a.) die Durchfiihrung der Urease
methode unmoglich macht. 

Reagentien. 1. AlkohoI95%ig. 2.Salzsaure 38%ig. 3. Magnesium
chlorid (MgCI2 ·6 H 20). Das Praparat, das sehr hygroskopisch ist, muB 
dauernd im Exsikkator in einer flachen Schale iiber Phosphorpentoxyd 
aufbewahrt werden. 4. Kalilauge 40 % ig. 5. Schwefelsaure und Natron
lauge 0,02 n. 6. Methylrot. (100 mg in 60 ccm Alkohol gelOst und mit 
Wasser auf 100 ccm verdiinnt.) 

Apparate. Zur Vakuumtrocknung der Analysenfliissigkeit und zum 
AufscWuB ist eine Apparatur gemaB nebenstehender Abbildung anzu
wenden. 

Ausfiihrung. 2 ccm des passend verdiinntenHarnes (bei nor
malem Harn eine Verdiinnung 1: 10, bei sehr verdiinntem Harn 

Abb. 130. 

1 : 5, bei stark konzen
triertem, insbesondere 
bei Carnivorenharnen, 
1: 20 bis 1: 40) wer
den in einen 100 ccm-
Mikrokjeldahlkolben 

pipettiert. Man gibt 
dann 2-3 Tropfen 
95%ig. Alkohol und 
1 Tropfen 38%ig. HCI 
hinzu. 1st der Harn 
zuckerhaltig, so ent
stehen bei der folgen

den Harnstoffspaltung leicht Harnstoffverluste. Der Harn ist 
daher vorher zuckerfrei zu machen. Hierzu wird 1 ccm Harn mit 
0,4 g gepulvertem Ba(OH)2 versetzt, einige Minuten stehen ge
lassen und mit einer Mischung von Alkohol und Ather (2 Teile 
95%ig. Alkohol und 1 Teil Ather) ad 20 ccm aufgefiillt. Die 
Losung bleibt 15.-20 Min. gut verschlossen unter haufigem 
Umschiitteln stehen, worauf ein aliquoter Teil des klaren 
Filtrates (z. B. 4 ccm entsprechend 0,2 ccm des unverdiinnten 
Harnes) nach Zllsatz von 2 Tropfen konzentrierter HCI ebenso 
wie die Originalharnverdiinnung weiter verarbeitet wird. Die 
Analyse erfolgt in 3 Stufen: Verdampfung der zur Analyse 

1 Biochem. Z. 186, 158 (1927). 
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kommenden Fliissigkeit zur Trockne im Vakuum, AufschlieBung 
des Harnstoffes und Destillation und Bestimmung des gebildeten 
Ammoniaks. 

Die Trocknung geschieht (ohne Siedekapillare) unter Zugabe 
von je 1 Tropfen 38%ig. HCI und 95%ig. AIkohoI im Vakuum bei 
12-20 mm Druck unter Anwendung der oben geschilderten 
Apparatur in etwa 15-20 Min., indem man den Kolben in ein 
vorher bis nahe zum Sieden erhitztes Wasserbad stellt und die 
angeschaltete Vorlage mit der Wasserstrahlpumpe evakuiert. Zu 
dem aus dem Wasserbad genommenen Trockenriickstand fiigt 
man 0,3 cern 38 % ig. HCI und 5,0 g MgCl2 ·6H20. Man wagt 
das im Exsikkator iiber P 20 5 aufbewahrte Praparat moglichst 
rasch und bringt den Vorrat sogleich wieder in den Exsikkator 
zuriick. Der Kolben wird sofort mit einem RiickfluBkiihIer 
(s. Abb. 130) verschlossen und iiber einem Asbestdrahtnetz 
mit kleiner Flamme, die eben das Asbestdrahtnetz beriihren 
solI, zum Sieden erhitzt. Nach Ablauf von 30 Min., vom Be
ginn des Erhitzens gerechnet, gibt man zu der noch heiBen 
Schmelze 20 cern aqua dest. von Zimmertemperatur. Nach dem 
Erkalten wird der Kolben in die fUr die Ammoniakdestillation 
beim Mikrokjeldahlverfahren iibliche Apparatur gefUgt. Man gibt 
10 cern 40% ig. KOH und 10 ccm Wasser hinzu und fiihrt eine 
N-Bestimmung aus, indem man als Vorlage- und Titrations
fliissigkeiten 0,02 n H 2S04 , 0,02 n NaOH und MethyIrot als In
dikator verwendet. 

Berechnung. 1 cern gebundener 0,02 n H 2S04 entspricht 
0,2802 mg N oder 0,6 mg Harnstoff. Der nach Abzug des Blind
wertes, der fiir jedes neue Magnesiumpraparat zu bestimmen ist, 
verbleibende Ammoniakwert ergibt die Summe des aus Harnstoff 
stammenden und des priiformierten Ammoniaks. Die Menge des 
dem praformierten Ammoniak entsprechenden N muB gesondert 
durch eine Ammoniakbestimmung ermittelt werden. 

Titrimetrische Harnstoffbestimmung nach Zerlegung 
des Harnstoffes durch Urease nach 

van SIyke und Cullen 1 • 

Prinzip. Der Harnstoff wird durch das Ferment Urease in 
Ammoniumkarbonat iiberfiihrt. Durch Alkalizusatz wird dann das 
Ammoniak in Freiheit gesetzt, mittels Luftstromes in eine Saure
vorlage iibergetrieben und azidimetrisch bestimmt. 

1 J. of biol. Chern. 19, 211 (1914). 
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Reagentien. 1. Salzsaure oder Schwefelsaure 0,02 n. 2. Natronlauge 
0,02 n. 3. Kaliumkarbonat, pulv. pur. 4. Primare Kaliumphosphatliisung 
(KH2P04 ) 0,6 % ig. 5. Oktylalkohol. 6. Urease: 1 Teil Sojabohnenmehl wird 
mit 5 Teilen Wasser 1 Std. lang unter Umriihren digeriert, abzentrifu
giert oder filtriert und das Filtrat in mindestens das 10fache Volumen 
Azeton eingegossen. Lasung und Fallung sind zu wiederholen. Der im 
Vakuum getrocknete und pulverisierte Niederschlag kann beliebig lange 
aufgehoben werden. Vor Gebrauch wird eine 10 % ig. Lasung des Enzyms 
bereitet, indem zuerst das Pulver angefeuchtet, zu einer Paste gerieben und 
dann unter portionsweiser Zugabe von Wasser in Lasung gebracht wird. 
Die Lasung, die leicht opaleszent ist, halt sich einige W <lchen, wenn sie mit 
Toluol und einer Spur KH2P04 (5 % des Trockenpulvers) versetzt im 
Eisschrank aufbewahrt wird. Priifung des Enzymgehaltes. 0,5 ccm einer 
genau 3%ig. Harnstofflasung (Harnstoff "Kahlbaum" puriss.) werden mit 
5 ccm 0,6%ig. KH2P04-Losung und 1 ccm 1O%ig. Enzymliisung in das 
GefaB A (s. w. u.) gebracht. Nach Durchfiihrung einer Harnstoffbestim
mung, unter denselben Bedingungen wie bei der Harnanalyse angegeben, soIl 
die entwickelte Ammoniakmenge 25ccm 0,02 n-Saure neutralisieren. 1st dies 
nicht der Fall, so ist eine entsprechend haher konzentrierte Enzymliisung an
zuwenden. (V gl. auch S. 181). 7. Alizarinsulfosaures Natrium 1 %ig. Lasung. 

Apparate. 1. Durchliiftungsapparatur nach van Slyke und Cullen. 
Die Konstruktion ergibt sich unmittelbar aus der Abbildung. Die Wasch
flasche enthalt etwas konz. Schwefelsaure. 2. Ostwaldpipette von 1 mm 
kapillarer Bohrung auf Ausblasen kalibriert, von 20 Sek. Auslaufzeit. Ge

zur 
Pumpe 

Wttsch
flasche , ; 

Abb.131. 

nauigkeit 0,001 ccm. 

Ausfuhrung. 0,5 cern Harn werden in 
das GefiiB A gegeben. (Nach Young burg 1 

soIl man 5 cern einer Harnverdunnung 1: 5 
bis 1: lO anwenden.) Hierzu werden aus 
einer Burette genau 5 cern der Phosphat
losung, 1 cern der lO % ig. Enzym16sung und 
2 Tropfen Oktylalkohol gesetzt und durch
mischt. 

Das GefaB A wird in die Apparatur ent
sprechend der Abbildung eingesetzt. Es 
bleibt 20 Min. bei einer Zimmertemperatur 
von 15 0 oder 15 Min. bei einer Temperatur 
von 20 0 stehen. Ein langeres Stehen ist 
belanglos, doch ist die mindestens an
gegebene Zeit zur Spaltung des Harnstoffes 

notwendig. Wahrend das Ferment einwirkt, gibt man 25 cern 
0,02 n Salzsaure oder Schwefelsaure in das GefaB B und verbindet 
die Glaser. Nach Beendigung der Fermentwirkung liiBt man einen 
Luftstrom eine halbe Minute hindurchgehen, urn alles Ammoniak, 
das sich im Luftraum von A befindet, nach B hinuberzusaugen. 
Dann fiigt man zu A 4-5 g (nur annahernd abgewogenes) Ka-

1 1. c. (S. 501 dieses Praktikums). 
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liumkarbonat, schlieBt rasch und saugt mit einer starken Wasser
strahlpumpe das Ammoniak nach B. Bei Anwendung einer guten 
Pumpe geniigt ein nur 5 Min. langes Saugen. Die notwendige 
Zeit ist unter Gebrauch der gleichen Pumpe durch einen Vor
versuch mit Harnstoff zu ermitteln. Nach Beendigung des Durch
saugens wird die Sauremenge in B mit 0,02 n Lauge unter Zu
gabe eines Tropfens 1 % ig. AlizarinrotlOsung riicktitriert. 

Berechnung. Da 1 ccm 0,02 n Saure 0,2802 mg N ent
spricht, so geben die verbrauchten ccm 0,02 n Saure, multipli
ziert mit 0,056, die Menge N in g auf 100 ccm Harn, die aus dem 
Harnstoff sowie aus dem im Harn vorhandenen praformierten 
Ammoniak stammt (vgl. auch Berechnung in der Harnstoff
bestimmung nach Laubender S.499). Der Ammoniak-N muB 
zur Harnstoffbestimmung noch ermittelt und von der analysierten 
N-Menge abgezogen werden. Hierzu werden in A 5 ccm Harn mit 
der gleichen Menge Kaliumkarbonat wie oben vermischt und wie 
beschrieben durchliiftet. Die Vorlagesaure wird titriert. Die ge
bundene Sauremenge in ccm, multipliziert mit 0,0056, ergibt die 
Menge des aus dem praformierten Ammoniak stammenden N 
in Prozenten. 

Die Methode ist fUr Harn geeignet, der nicht mehr als 
3 % Harnstoff enthalt. Harn von Tieren (Hunden, Katzen) muB 
so verdiinnt werden, daB sein Harnstoffgehalt unter 3 % liegt. 

Modifikation der titrimetrischenHarnstoffbestimmung 
nach van Slyke und Cullen von Youngburg 1 . 

Prinzip. Die Bestimmung von van Slyke und Cullen wird 
dadurch modifiziert, daB das praformierte Ammoniak durch Be
handlung mit Permutit entfernt wird (vgl. Ammoniakbestimmung 
S.364) und daB an Stelle der Ureaselosung von van Slyke 
und Cullen diejenige von Young burg tritt. 

Reagentien. 1. Alle Reagentien zur Harnstoffbestimmung nach 
van Slyke und Cullen (s. vorangehende Methode). 2. Natriumpermutit 
nach Folin (Deutsche Permutit-Gesellschaft). 3. AlkohoI. UreaselOsung 
nach Folin und Youngburg 2 • 4. Pufferlasung: 142 g Na2HPO, und 
120g NaH2PO, als wasserfreie Salze (entsprechend 358gNa2HPO, +12 H20 
und 138 g NaH2PO, + 1 H 20), werden in einem Liter gelOst und mit 
1-2 ccm Toluol versetzt. 

Entfernung des Ammoniaks. 5 ccm Harn werden auf 
50 ccm verdiinnt (ist der Harn sehr verdiinnt 10: 50 ccm) und 

1 J. of bioI. Chem. 45, 391 (1920/21). 
2 J. of bioI. Chem. 38, 111 (1919). Die Lasung entspricht der Urease

lOsung nach Folin (S. 181, FuBnote 2) mit dem Unterschied, daJl an Stelle 
der 100 ccm 15%ig. Alkohols solche von 30% angewendet wird. 
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gut durchmischt. 20-25 ccm des verdiinnten Hames werden in 
einer 200-250 ccm Flasche mit weitem Halse mit 3-4 g trocknem 
Permutit 5 Min. durchgeschiittelt. Man liWt 15-30 Sek. absetzen 
und filtriert durch ein diinnes Filter. (Man priife das Filterpapier, 
ob es Ammoniak abgibt). Wenn die iiberstehende Fliissigkeit klar 
ist, wird der Ham abdekantiert. 

Bestimm ung des Harnstoffes. 5 ccm des Filtrates werden 
mit 2 ccm alkoholischer UreaselOsung nach Folin und Young
burg (s. Reagentien 3.), sowie mit 2 Tropfen der Pufferlosung (4.) 
versetzt. Man la13t 15 Min. stehen und bestimmt das gebildete 
Ammoniak nach der Methode von van Slyke und Cullen 
(s. S. 499). 

Kolorimetrische Modifikation der van Slyke und 
Cullenschen1 Titrationsmethode nach Rose 

und Coleman 2 • 

Pr inzi p. Der Hamstoff wird wie in der Originalmethode durch 
Urease in Ammoniumkarbonat iibergefiihrt, das Ammoniak in 
Freiheit gesetzt und mittels Luftstromes in eine Saurevorlage 
iibergetrieben. In dieser wird es nach Zusatz von Ne13lerreagens 
gegen eine Standardlosung kolorimetrisch bestimmt. 

Reagentien. 1. Salzsaure oder Schwefelsaure 0,02 n. 2. Ges. Lasung 
von Kaliumkarbonat. 3. EnzymlOsung: 2 g eines guten Ureasepulvers 
(nach van Slyke und Cullen S. 500) werden mit 0,6 g K 2HPO, und 
0,4 g KH2PO, in 10 ccm Wasser gelast. Die leicht getriibte Lasung wird 
mit Toluol versetzt und ist etwa 2 Wochen haltbar. 4. Oktylalkoho1. 
5. Ammoniumsulfat-StandardlOsung (s. N-Bestimmung nach Folin-Far
mer S.426, Reag. 7.). 6. NeBlerreagens nach Folin-Wu (s. N-Bestimmung 
nach Folin-Farmer S. 425, Reag. 6.). 

Apparate. Apparatur nach van Slyke und Cullen (s. S.500). 

Ausfiihrung. 5 ccm Ham werden zu 50 ccm mit ammoniak
freiem Wasser verdiinnt (s. S. 425). In das Reagenzglas A der Appa
ratur werden 5 ccm der Hamverdiinnung, 1 Tropfen Oktylalkohol 
zur Verhinderung des Schaumens und 1 ccm des Enzymreagenses 
gegeben, worauf weiter genau so verfahren wird, wie bei der 
Hamstoffbestimmung nach van Slyke und Cullen beschrieben 
worden ist. 

Wenn die "Uberfiihrung des Ammoniaks beendet ist, wird der 
N-Gehalt der Vorlage anstatt durch Titration kolorimetrisch 
gema13 der N-Bestimmungrrach Folin-Farmer (S_ 425) bestimmt. 

1 1. c. S. 501. 
2 Biochem. Bull. 3, 411 (1913/14). Vg1. auch Hawk und Bergeim: 

I.e. (S. 317 dieses Praktikums) S. 722 und Yoe: I.c. (S.406 dieses Praktikums) 
S.511. 
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Kolorimetrische Harnstoffbestimmung durch 
unmittelbare Bestimmung des NHa ohne Destillation 

nach Folin und Youngburg 1• 

Prinzi p. Nach Entfernung des Ammoniaks mittels Schiittelns 
des Harnes mit Permutit wird der Harnstoff durch Zugabe einer 
Phosphatpufferlosung und einer Ureaselosung in Ammonium
karbonat iibergefiihrt. Die Ammoniakmenge wird ohne Abdestilla
tion unmittelbar durch Zugabe von NeBlerreagens kolorimetrisch 
bestimmt. 

Reagentien. 1. Natriumpermutit. 2. Alkoholische Ureaselosung 
(s. S. 501). 3. Puffer-Losung (s. Harnstoffbestimmung nach Youngburg 
S. 501). 4. Ammoniumsulfat-Standardlosung (s. N-Bestimmung nach FoHn
Farme r S. 425). 5. NeBlerreagens (s. N-Bestimmung nach FoHn-Farmer, 
NeBlerreagens nach Folin- Wu S. 425, Reag. 6.). 

A usfiihrung. 5 ccm Harn (bei sehr gering konzentrierten Har
nen 10 ccm) werden ad 50 ccm mit aqua dest. verdiinnt. 20-25 ccm 
der Harnverdiinnung werden abpipettiert, in einem Kolbchen 
mit 3-4 g Permutit versetzt und 5 Min. geschiittelt. Man laBt 
etwa % Minute absetzen und dekantiert den Harn, wenn derselbe 
klar ist, vollkommen abo Sonst filtriert man ihn durch ein quanti
tatives Filter. (Das Filter ist auf Ammoniakabgabe zu priifen.) 
Zu 1 ccm des ammoniakfreien Harnfiltrates gibt man .1 ccm 
alkoholischer Ureaselosung und 1-2 Tropfen des J.>hosphatpuffers 
(s. Reagentien 3.) und laBt die Mischung in einem groBen Reagenz
glase 5 Min. in einem Wasserbad von 40-55° oder 15 Min. bei 
Zimmertemperatur stehen. Dann gieBt man den Inhalt in ein 
200 ccm-MeBkolbchen, spiilt mit ammoniakfreiem Wasser nach 
und flillt zu etwa 150 ccm auf. In einen zweiten 200 ccm-MeBkolben 
gibt man 1 mg N als Ammoniumsulfat-Standardlosung, sowie 
1 ccm Ureaselosung und fliIlt ebenfalls mit ammoniakfreiem 
Wasser zu ca. 150 ccm auf. Dann gibt man zu jedem Kolbchen 
20 ccm NeBlerreagens, fiiIlt zur Marke auf, mischt durch und ver
gleicht die Losungen im Kolorimeter. 

Berechnung: 
Ablesung der Standardlosung 

Ablesung der unbekannten Losung 
mg Harnstoff-N in 1,0 ccm des 

verdiinnten Harnes. 

Bei der Umrechnung auf Harn ist die Harnverdiinnung zu 
beriicksichtigen. 

1 J. of bioI. Chem. 38, 111 (1919); 40, 391 (1920/21). 
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Modifikation der Harnstoffbestimmung von Folin und 
Youngburg 1 nach Ellinghaus 2 • 

Prinzip. Das priiJormierte Harnammoniak wird nach der 
Permutitmethode von Folin und Youngburg entfernt. 

Der Harnstoff wird dann durch Urease gespalten und das ge
bildeteAmmoniak ebenfalls mittels der Permutitmethode bestimmt. 

Reagentien. AIle Reagentien zur Harnstoffbestimmung nach Folin 
und Youngburg (s. S. 503). 

A usfiihrung. Man bestimmt zunachst das praformierte Harn
ammoniak nach Folin und Youngburg (s. S. 503; vgl. auch 
Folin und Bell S.364). Sodann verdunnt man 10 ccm Harn auf 
100 cem und entnimmt der verdiinnten Losung fUr die Analyse je 
nach der Konzentration des Harnes 2, 5 oder 10 ccm. Diese bringt 
man in einen MeBkolben von 200 ccm, gibt 10 ccm Wasser, 5 bis 
6 Tropfen Pufferlosung und 1 ccm Urease16sung hinzu. Der Kolben 
wird fUr eine Viertelstunde in einen Brutschrank bei 40 0 gestellt, 
dann mit 2-3 g Permutitpulver versetzt; weiter wird wie bei der 
Ammoniakbestimmung mittels der Permutitmethode verfahren 
(s. S. 364 und 503). 

Berechnung. Zieht man von dem erhaltenen Wert den vor
her bestimmten Ammoniakwert ab, so erhalt man den Wert des 
Harnstoff-N. 

Bestimmung des Kreatinins. 
Kreatinin = Methylguanidinoessigsaureanhydrid 

/NH-CO 

C=NH I 
"'N(CHa)· C:H2 

wird im 24 stiindigen Harne in Mengen von 1-1,25 g ausgeschieden. 
Die ausgeschiedene Menge ist beim gleichen Individuum ziemlich 
konstant und von der Gesamtstickstoffausscheidung unabhangig. 
Die Menge der 24stiindigen Kreatininausscheidung pro kg Korper
gewicht betragt beim normalen Erwachsenen ziemlich gleichmaBig 
20-30 mg (7-11 mg N). 

Qualitativer Nachweis. 

1. Weylsche Reaktion. Eine Probe des zu untersuchenden 
Harnes wird gekocht, um evtl. vorhandenes Azeton oder Azet-

1 1. c. S.503. 2 Z. physiol. Chem. 150, 211 (1925). 
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essigsaure zu entfernen, abgekiihlt, mit einigen Tropfen frisch 
bereiteter waBriger NitroprussidnatriumlOsung und dann tropfen
weise mit verdunnter Natronlauge versetzt. 

Es entsteht eine rubinrote Farbung, die allmahlich in strohgelb 
iibergeht. Neutralisiert man genau mit Eisessig und kuhlt ab, so 
scheidet sich ein weiBer kristallinischer Niederschlag von Nitro
sokreatinin abo Sauert man aber die gelbgewordene Flussigkeit 
mit Eisessig stark an und erhitzt, so entsteht eine Grunfarbung, 
die in Blau ubergeht. Die Reaktion wird noch durch 0,66%0 
Kreatinin gegeben. 

2. J affesche Reaktion. Eine Harnprobe wird aufgekocht, ab
gekuhlt und mit einigen Tropfen waBriger PikrinsaurelOsung und 
Natronlauge versetzt. Intensive Rotfarbung. Die Reaktion zeigt 
noch 0,2%0 Kreatinin1 . 

Herstellung von Kreatinin und Standard
Krea tininl6sungen. 

Fallung des Kreatinins aus dem Harn nach Folin 2. Der 
Niederschlag, den man erhalt, wenn Pikrinsaure zu Harn gefiigt 
wird, besteht zu einem sehr groBen Teil aus einem Doppelpikrat 
C,H7N30.CsH2(N02)aOH.CsH2(N02)30H mit 18,55 % Kreatinin. Bei 
einem zu groBen VberschuB von Pikrinsaure werden K und Na auch ge
fallt; die Verbindung ist daher weniger rein in bezug auf Kreatinin. Zur 
Darstellung aus menschlichem Harn empfiehlt sich folgende Vorschrift: 
Zu 8 Liter Harn gibt man unter Umriihren 60--80 g Pikrinsaure (8-10 g 
pro Liter), die in 400 cern heiBem Alkohol gelost sind, und laBt iiber Nacht 
stehen. Man hebert die dariiberstehende Fliissigkeit ab und wascht den 
Niederschlag in einem Buchner-Trichter mit kaltem Wasser. Alkalisch ge
wordene Harne sind infolge ammoniakalischer Zersetzung nicht zu ge
brauchen. 

Darstellung von Kreatinin-Zinkchlorid (C,H7NaO)2·ZnCI2 aus 
dem unreinen Pikrat nach Folin 2. Zu 500 g des trockenen Pikrin
saureniederschlages fiigt man 100 g wasserfreies Kaliumkarbonat und 
750 ccm Leitungswasser, riihrt etwa 10 Minuten und laBt unter zeit
weiligem Umriihren 1-2 Stunden stehen. Man filtriert durch einen Buchner
Trichter und wascht den Riickstand 2-3mal mit geringen Mengen kalten 
Wassers. Man iiberfiihrt das Kreatinin enthaltende Filtrat in ein sehr gr oBes 
GefaB und gibt vorsichtig 100 ccm 99 % ig. Essigsaure hinzu (1 ccm fiir jedes 
g Karbonat, das man angewendet hat). (Wenn der Zusatz in richtiger Form 
geschieht, indem man auf die Kuppe des Schaumes tropft, so wird der 
Schaum gebrochen.) Zu der angesauerten weinroten Losung gibt man etwa 
1/, Volumen von konz. alkoholischer Zinkchloridliisung. Sofort entsteht ein 
reichlicher Niederschlag von Kreatinin-Zinkchlorid. Sollte der Niederschlag 
nicht entstehen, so beruht dies fast stets darauf, daB man nicht die geniigende 

1 Vber den Chemismus der Jaf£eschen Reaktion vgl. Greenwald: 
J. of bioI. Chern. 77, 539 (1928). 

2 J. of bioI. Chern. 17, 463 (1914). 
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Menge Zinkchloridlosung zugegeben hat. Zinkchlorid lost sich in etwa 1 Tell 
Alkohol. 

Darstellung von Kreatinin·Zinkchlorid nach Edgarl. Ineinem 
Morser wird Handelskreatinin mit einer gleichen Gewichtsmenge wasser· 
freien Zinkchlorids verrieben. Die Mischung wird in einem geeigneten 
GefaB iiber einer kleinen Flamme oder einem Sandbad unter standigem 
Umriihren erhitzt. Hierbei beginnt die Mischung zu schmelzen; bei un
gefahr 120-130° entsteht eine viskose Masse, die Wasserdampf in Blasen 
abgibt. Nach wenigen Minuten erstarrt dann die Masse plotzlich, indem 
sich vollkommen trockenes Kreatinin-Zinkchlorid biIdet, das noch einen 
UberschuB von Zinkchlorid eingeschlossen enthalt. Die Reaktion erfordert 
etwa 5 Min. Zur Herstellung eines rohen Kreatinin-Zinkchlorids ist es 
nur notwendig, die ¥asse mit etwas Wasser oder wallrigem Alkohol zu 
behandeln, urn den Uberschull von Chlorzink zu entfernen. 

Zur Herstellung eines gereinigten Produktes lost man den Riickstand 
in ungefahr dem 10fachen seines Gewichtes 25%ig. Essigsaure und gibt 
zu der Mischung das zweifache Volumen an Alkohol. Beim Abkiihlen 
scheidet sich Kreatinin-Zinkchlorid nahezu quantitativ sehr rein abo 

Zersetzung des Kreatinin·Zinkchlorids mit Bleihydroxyd 
nach Folin. Man mull frisch gefalltes Bleihydroxyd benutzen. Man nimmt 
4-5 g Bleinitrat fUr jedes Gramm zu zersetzendes Kreatininzinksalz. Das 
Nitrat wird in 7-8 Teilen kaltem Wasser aufge16st und durch Zusatz von 
je 2 ccm von konzentriertem Ammoniak fUr jedes Gramm Nitrat gefallt. Das so 
gewonnene Bleihydroxyd setzt sich sehr schnell ab; die dariiberstehende 
Fliissigkeitwirdabgehebert, der Riickstand dreimalmit groBen Mengen Wasser 
gewaschen. Das Kreatininchlorzink wird in 30 Teile Wasser, das vorher 
fast zum Sieden gebracht wurde, in eine Flasche, die von dem Wasser nur 
zu 2/3 gefiillt ist, eingetragen. Nach Zusatz des Zinksalzes kocht man auf, so 
dall ein groller Teil in Liisung geht. Das Bleihydroxyd, in wenig Wasser sus
pendiert, wird in kleinen Mengen (etwa je 1/5) zugefUgt und die Mischung 
nach jedem Zusatz einige Minuten gekocht. Nachdem das ganze Blei zu· 
gefiigt worden ist, wird eine halbe Stunde oder mehr weiter gekocht, 
damit der un16sbare Riickstand kiirniger wird. Die Mischung wird ab
gekiihlt und filtriert. Das Filtrat muB absolut klar sein. Wenn dies nicht 
der Fall ist, filtriert man zu Ende, leitet Schwefelwasserstoff fUr 1-2 Min. 
durch das Filtrat und filtriert noch einmal. Das so gewonnene klare FiItrat 
wird mittels Schwefelwasserstoffs ganz von Blei befreit. Die weitere Be· 
handlung dieser Kreatin-Kreatinin16sung ist abhangig davon, ob man 
Kreatin oder Kreatinin herstellen wird. 

Dar stellung von Kreatinin a us dem Krea tinin-Zinkchlorid 
nach Benedict 2. 

Zur Herstellung von Kreatinin wird das Kreatinin-Zinkchlorid urn
kristallisiert. 10 g Kreatinin-Zhlkchlorid werden in lOP ccm Wasser gegeben 
und 60 ccm 1 n H2S0~ zugesetzt.Die Mischung wird bis zur klaren Losung 
zum Sieden erhitzt und nach Zugabe von 4 g gereinigter Tierkohle das 
Kochen noch ca. 1 Min. fortgesetzt, die Mischung abgenutscht und das Fil. 

1 J. of bioI. Chern. 56, 1 (1923). 
2 1. c.: J. of bioI. Chern. 18, 183 (1914). 
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trat durch dasselbe Filter 3-4mal wieder zuriickgegossen, bis es voll
kommen farblos ablauft. Der Riickstand wird mit heiBem Wasser ge
waschen, das Gesamtfiltrat in ein Becherglas gebracht, noch heiB mit 
3 ccm 30%ig. Zinkchlorid-Losung und ca. 7 g Kaliumazetat (in etwas 
Wasser gelost) versetzt. Nach ungefahr 10 Min. wird die Mischung mit 
einem gleichen Volumen Alkohol gemischt, einige Stunden kiihl stehen 
gelassen und dann von den ausgeschiedenen Kristallen abfiItriert. Das 
Kreatinin-Zinkchlorid wird zur Entfernung geringer Mengen von Kalium
sulfat zweimal mit einem ihm gleichen Gewicht an Wasser durchgeriihrt, 
abfiItriert und mit etwas Wasser und Alkohol gewaschen. Pro 10 g Original
salz erhalt man 8,5-9 g eines reinen schneeweiBen Praparates. 

Das umkristallisierte Kreatinin-Zinkchlorid wird fein gepulvert, in eine 
trockene Flasche gefiillt und mit dem siebenfachen Volumen seines Ge
wichtes mit konzentriertem, waBrigem Ammoniak versetzt. Die Mischung 
wird leicht erwarmt und vorsichtig geschiittelt, bis eine klare Losung ent
steht. Man treibe nicht mehr Ammoniak durch das Erwarmen fort, als 
zur Erzielung einer klaren Lasung notwendig ist. Die Flasche wird zu
gestopft, abkiihlen gelassen und 1 Stunde lang oder mehr in einen Eisschrank 
gestellt. Es kristallisiert reines Kreatinin aus. Die Ausbeute betragt 60-80%. 
1st das Produkt gelb gefarbt, so kann es entweder aus siedendem Alkohol 
umkristallisiert werden, oder es wird mit dem fiinffachen seines Gewichtes 
(an Volumen) in konzentriertem Ammoniak, der so warm ist, daB er lost, 
behandelt und mehrere Stunden kalt gestellt. 

Darstellung von reinem Kreatinin nachFolin1. ReinesKreatinin 
kann aus Kreatin oder einem Gemisch von Kreatin und Kreatinin dargestellt 
werden durch 3stiindiges Erhitzen im Autoklaven bei 136--140°. Es istnot
wendig, vor der Umwandlung die Kreatin-Kreatininmischung aus der Aus
gangslosung, bzw. inetwassiedendem Wasser gelost, durchAlkohol auszufallen. 

Standard-Kreatinin-Zinkchloridlosung. Rohes Kreatininchlor
zink, aus dem rohen Pikrat gewonnen, ist zu 5-8% unrein. Nach drei
maligem Umkristallisieren ist es gut brauchbar. Man kristallisiert wie 
folgt um: Das Salz lOst man in 10 Teilen siedender 25 % ig. Essigsaure 
auf; zu der heiBen Losung gibt man 1/10 Volumen konz. alkohoI. Zink
chloridlosung und 11/2 Volumen AlkohoI. Man laBt iiber Nacht stehen, 
filtriert von den ausgeschiedenen Kreatinin-Chlorzinkkristallen ab und 
wascht mit wenig AlkohoI. Nach weiterem zweimaligem Umkristallisieren 
ist das Produkt rein. Die Verbindung lost sich leicht in 0,1 n HCI; diese 
Losung ist unbegrenzt haltbar. 1,603 g, in 1 Liter 0,1 n HCI gelost, 
enthalt 1 mg Kreatinin im ccm. 

QuantitatIve Bestimmung. 
Kolorimetrische Bestimmung des Kreatinins 

nach Folin 2. 

Prinzip. Kreatinin gibt mit Pikrinsaure in alkalischer Lo
sung eine rote Farbe, die auf· der Bildung eines Kreatinin
pikrates beruht. Diese Farbung wird gegen eine gleichbehandelte 

1 I. C. (S.505 dieses Praktikums) S.466. Vgl. auch FoHn und Denis: 
J. of bioI. Chem. 8, 399 (1910/11). 

2 J. of bioI. Chem. 17, 469 (1914). 
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Kreatininstandardlosung kolorimetrisch bestimmt. (Der Ge
brauch einer BichromatlOsung als StandardlOsung ist aufgegeben.) 

Reagentien. 1. Gesattigte Lasung reiner Pikrinsaure. Die Pikrinsaure 
ist nach einer der folgenden Methoden zu reinigen. a) Methode von Hal
verson und Bergeim 1• Zu 700 ccm dest. Wassers werden 50 g Pikrin
saure gegeben, worauf die Fliissigkeit gekocht wird, bis sie klar ist. Wahrend 
des weiteren Kochens gibt man 10 ccm konz. HCI zur Lasung, laBt ab
kiihlen, wascht die abgeschiedenen Kristalle durch Dekantieren mit 100 ccm 
aqua dest. und wiederholt die Umkristallisation. Man sammelt die Kristalle 
auf einem Buchnerschen Trichter, wascht sie mit 150 ccm Wasser und 
trocknet im Exsikkator oder zwischen Filtrierpapier. 

b ) MethodevonFolin undDoisy2. 500gtrockne oder600 gfeuchtePikrin
saure gibt man in ein Becherglas von ca. 4000 ccm Volumen und fiiIlt es 
annahernd mit siedendem Wasser, setzt 20ccm gesattigter (50 % ig.) Natrium
hydroxydlOsung hinzu, riihrt sorgfaltig die Mischung durch, erhitzt wenn 
notwendig, bis die Pikrinsaure sich geWst hat, und fiigt zu der heiBen roten 
Lasung von Natriumpikrat 200 g Natriumchlorid langsam unter Riihren 
hinzu. Nach Abkiihlen unter flieBendem Wasser auf etwa 30° filtriert man 
durch einen groBen Buchner-Trichter und wascht das Pikrat mehrmals 
mit 5 % ig. NatriumchloridlOsung. Dann wird das Pikrat wieder in das groBe 
Becherglas gebracht und unter Auffiillen mit siedendem Wasser aufgeWst. 
Unter standigem Riihren fiigt man 50 ccm 10 % ig. Natriumhydroxyd
lasung und dann 100 g Natriumchlorid hinzu, kiihlt auf 30° ab, filtriert, 
wascht mit Natriumchloridlasung und wiederholt Lasung und Fallung noch 
zweimaI. Zuletzt wascht man anstatt mit NaCI-Lasung mit aqua dest. aus. 
Das gereinigte Pikrat wird in mehreren Litern siedenden Wassers ge16st 
und durch ein groBes Faltenfilter in eine Flasche abfiltriert. Zu der noch 
heiBen Lasung werden 100 ccm konz. Schwefelsaure, die zuvor mit 200 ccm 
Wasser verdiinnt ist, gegeben, worauf Abscheidung von Pikrinsaure erfolgt. 
Nach Bedecken der Flaschenmiindung mit einem Becherglas bringt man 
die Mischung unter flieBendem Wasser auf etwa 30°, nutscht die Kristalle 
ab, wascht sie mit aqua dest. schwefelsaurefrei und trocknet im Exsikkator 
oder zwischen Filtrierpapier. 

c) Methode von Benedicta. 1. Umkristallisation aus Eisessig. Die 
kaufliche Pikrinsaure muB vorher sorgfaltig getrocknet werden. Man lOst 
100 g trockene Pikrinsaure unter Erwarmen in 150 ccm Eisessig und er
hitzt auf der elektrischen Heizplatte weiter bis zum Sieden. Man filtriert 
durch ein Faltenfilter in einem trockenen, vorher erwarmten Trichter in 
in ein trockenes Becherglas. Man laBt das Filtrat, mit einem Uhrglas be
deckt, einige Stunden oder iiber Nacht stehen; soUte in dieser Zeit keine 
Kristallisation erfolgen, so riihrt man energisch, oder man impft mit einigen 
Kristallenreine~Pikrinsaure. Nach zwei Stun den saugt man die Kristalle durch 
ein gehartetes Filter und wascht sie mit etwa 35 ccm kaltem Eisessig. Man 
saugt dann den Eisessig moglichst vollstandig ab und trocknet bei 80-90°. 
Ausbeute etwa 60 g reine Pikrinsaure. 2. Als Natriumpikrat. 6 Liter 
Wasser werden in einer groBen, gut emaillierten Porzellanschale aufgekocht 
und darin 250 g wasserfreies Natriumkarbonat aufgelost. Zu dieser Losung 

1 In Hawk und Bergeim: I. C. (S. 317 dieses Praktikums) S.890. 
2 J. of bioI. Chem. 28, 349 (1916/17). 
a J. of bioI. Chem. 82, 1 (1929). Das Umkristallisieren aus Benzol 

(J. of bioI. Chem. 1)4, 239 (1922) ist neuerdings von Benedict aufgegeben 
worden. 
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fiigt man 500 g feuchte kaufliche Pikrinsaure. Man laBt iiber Nacht stehen 
und saugt die Natriumpikratkristalle in einem Buchner-Trichter durch ein 
gehartetes Filter abo Das trockene Pikrat wird mit zwei Litern 10% ig. 
Natriumchloridlosung gewaschen, dann wieder trocken gesaugt. Dann gieBt 
man 500 ccm verdiinnte Salzsaure (1 Teil konz. Saure und 4 Teile Wasser) 
auf das Filter und vermischt sorgfaltig mit einem Porzellanspate1. Man saugt 
die Saure ab und wiederholt die Prozedur nach dreimal, indem man im 
ganzen 2 Liter Saure verwendet. Nachdem die letzten Portionen der Saure 
abgesaugt worden sind, wascht man die Pikrinsaure mit 2 Litern kalten 
destillierten Wassers und saugt trocken. Die Kristalle werden bei 90 0 ge
trocknet und gepulvert. 

Aushihrung. 1 ccm der Standard-KreatininlOsung (= 1 mg 
Kreatinin) wird in ein 100 ccm-Kolbchen gegeben. In ein zweites 
gleichartiges Kolbchenkommt 1 ccm Harn. Zu jedemKolben werden 
20 ccm der gesattigten Pikrinsaurelosung und genau 1,5 ccm der 
10% ig. NaOH-Losung gefUgt. Nach 10 Min. fiiUt man mit Wasser 
auf und kolorimetriert. SoUte die Konzentration der unbekannten 
Losung (Harn) weniger als zwei Drittel oder mehr als das 1 ~ fache 
der VergleichslOsung betragen, so ist die Bestimmung mit einer Harn
menge zu wiederholen, die der Konzentration der Standardlosung 
besser entspricht. 

Berechnung: 
Ablesung der Standardlosung .. . 

Abl d b k t L"" = mg Kreatmm m der angewen-esung er un e ann en osung 
deten Harnmenge. 

Bestimmung des Kreatins. 
Die Anwesenheit von Kreatin- (Methylguanidinoessigsaure) 

/NH2 
C=NH 
"'N(CHa)·CH2 ·COOH 

im Harn normaler Saugetiere ist noch strittig. Bei iiberreicher 
Fleischkost, beim Hungern, in der Schwangerschaft und patho
logisch kann Kreatin im Harn auftreten. 

Qualitativer Nachweis von Kreatin 

entspricht der quantitativen Bestimmung. 

Darstellung des Kreatins. 

1. Darstellung aus dem Harn nach Benedict 1 . Zur Herstellung 
von Kreatin wird Kreatinin-Zinkchlorid nach der Methode von Benedict 
hergestellt (s. S.506). 100 g Kreatinin-Zinkchlorid werden mit ca. 700 ccm 

1 1. c. (S.5oo dieses Praktikums). 



510 Bestimmung aliphatischer Verbindungen. 

Wasser in einer groBen Kasserolle zum Sieden erhitzt und nach Zusatz 
von 150 g reinem feingepulvertem Kalziumhydroxyd unter Riihren vor
sichtig 20 Min. gekocht. Die heiBe Mischung wird abgenutscht, der Riick
stand mit heiBem Wasser gewaschen und das Filtrat nach Einleiten von 
Schwefelwasserstoff fiir einige Minuten durch ein Faltenfilter zur Ent
fernung des Zinks filtriert. Das Filtrat wird durch Zugabe von 5 ccm Eis
essig angesauert und rasch zu einem Volumen von 200 ccm eingedampft 
und iiber Nacht kiihl aufbewahrt. Das auskristallisierte Kreatin wird ab
genutscht, mit sehr wenig kaltem Wasser und hierauf sorgfaltig mit 
Alkohol gewaschen und getrocknet. (Man kann aus dem Filtrat durch 
Verdiinnen mit Alkohol und Zugabe von 50 ccm 30%ig. Zinkchlorid das 
nicht umgewandelte Kreatinin wieder gewinnen.) Das Kreatin wird. urn
kristallisiert, indem man es in der 7fachen Gewichtsmenge siedenden Wassers 
lOst, die Losung langsam abkiihlen und dann mehrere Stunden stehen laBt. 
Das so erhaltene Praparat solI vollig rein sein, kann aber, wenn notwendig, 
mit wenig Verlust umkristallisiert werden. 

Das auskristallisierte Praparat wird abfiltriert, mit Alkoholather ge
waschen und 1/2 Stunde an der Luft trocknen gelassen. Das Praparat ent
halt kristallinisch gebundenes Wasser, welches es an der Luft verliert. 
Zur Wagung wird ein kristallwasserfreies Produkt durch mehrere Stunden 
langes Erhitzen bei 95° erhalten. Als Ausbeute erhalt man 18 g umkristalli
siertes Kreatin und 55 g wiedergewonnenes Kreatinin-Zinkchlorid. 

2. Darstellung des Kreatins nach Folin1• Die groBte Ausbeute an 
Kreatin erhalt man durch Umwandlung eines groBen Uberschusses von 
Kreatinin in einer Kreatin-Kreatinin-Mischung bei nicdriger Temperatur 
(80-90 0). 

Die Kreatin-KreatininlOsung wird auf dem Wasserbad zur Trockne 
verdampft und der Riickstand in 15-20 Teilen siedendem Wasser gelOst. Zu 
der heiBen Losung gibt man 2mal so viel Alkohol (95 % ig.) wie man Wasser 
benutzt hat. Fast alles Kreatin scheidet sich in wenigen Stunden ab, ohne 
Beimischung von Kreatinin. Nach 24stiindigem Stehen in der KaIte wird das 
Kreatin abfiltriert und mit wenig verd. Alkohol (1 Wasser, 2 Alkohol) ge
waschen. Filtrat und Waschwasser werden mit dest. Wasser versetzt und 
etwa eine Woche lang in ein Wasserbad von 80-90° gestellt. Dann 
wird die Losung auf dem Wasserbade zur Trockne verdampft, der Riick
stand in siedendem Wasser gelOst und das Kreatin wie oben mit zwei 
Volumen Alkohol gefallt. 

Quantitative Bestimmung. 

Kolorimetrische Bestimmung des Kreatins in 
zuckerfreien Harnen nach Folin 2 -Benedict8. 

Prinzip. Kreatin wird beim Kochen mit Saure durch Wasser-
abspaltung in Kreatinin umgewandelt. Durch Bestimmung des 

1 I. c. (S.505 dieses Praktikums). 
2 J. of bioI. Chern. 17, 469 (1914). 
3 J. of bioI. Chern. 18, 191 (1914). 
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Kreatinins vor und nach der Saurebehandlung erhalt man die 
Menge des urspriinglich vorhandenen Kreatins in Form von Krea
tinin. 

Reagentien. 1. AIle Reagentien zur Kreatininbestimmung nach 
Folin (s. d.). 2. Seignettesalz. 3. Blei (gepulvertes oder granuliertes 
MetaIl). 4. Salzsaure 1 n. 

Ausfiihrung. Man bestimmt den Kreatiningehalt des Harnes 
nach derMethode vonFolin (s. S. 507). Dann miBt man ein Volu
men zuckerfreien Harnes, welches 7 -12 mg Gesamtkreatinin ent
halt, in eine kleine Flasche oder ein Becherglas und gibt 10-20 ccm 
n HOI und eine Messerspitze gepulvertm oder granuliertes Blei (um 
Farbstoffbildung zu verhindern) hinzu, erhitzt die Mischung iiber 
freier Flamme nahezu bis zur Trockne und bringt sie schlieBlich 
zur volligen Trockne, indem man entweder auf einem Wasser
bade eindampft oder mit freier Flamme einige Augenblicke fachelt. 
Den Riickstand laBt man einige Minuten auf dem Wasserbade 
stehen, bis der HauptiiberschuB an Salzsaure verraucht ist, lost 
in ungefahr 10 ccm heWen Wassers und filtriert die Losung in 
einen 500 ccm-MeBkolben quantitativ durch Glaswolle (zur Ent
fernung allen metallischen Bleis). 20-25 ccm gesattigte Pikrin
saure16sung und ungefahr 7-8 ccm 1O%ig. Natriumhydroxyd-
16sung, die 5 % Seignettesalz enthalt, werden hinzugegeben. Das 
Seignettesalz solI eine Triibungsbildung verhiiten, die durch 
Gegenwart von Spuren Blei entstehen kann. Das Salz hat keinen 
EinfluB auf die Kreatininfarbung. 

Man flillt bis zur Marke mit Wasser auf, mischt sorgfaltig 
durch, kolorimetriert nach 5 Min. gegen eine maglichst farben
gleiche, entsprechend behandelte Kreatinin-Standardlosung, be
stimmt den Kreatiningehalt der Lasung und subtrahiert von 
ihm den, wie oben angegeben, bestimmten Gehalt an prafor
miertem Kreatinin. Die Differenz gibt den Kreatingehalt, aus
gedriickt in Kreatinin. 1 g Kreatinin entspricht 1,159 g Kreatin. 

Kolorimetrische Bestimmung des Kreatins in zucker
haltigen Harnen nach Folin 1. Da der Zucker bei der in 
der vorangehenden Methode beschriebenen Art der Wasser
abspaltung Verbindungen eingeht, die die Bestimmung storen, ist 
flir Diabetikerharn die Originalmethode nach Folin anzuwenden. 

10 ccm Harn werden mit 5 ccm 1 n HOI gemischt und 3 Stunden 
auf dem Wasserbad erhitzt. Die Mischung wird auf ein ge
messenes Volumen (z. B. 500 ccm) verdiinnt und durchgemischt. 
Ein aliquoter Teil (z. B. 250 ccm) wird neutralisiert und zur Ge-

1 Z. physiol. Chern. 41, 223 (1904). 
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samtkreatininbestimmung verwandt entsprechend der Kreatinin
bestimmung nach Folin (s. S. 507). Hinsichtlich der Berechnung 
vgl. die vorangehende Methode . 

. Bestimmung der Aminosauren. 
Freie Aminosauren kommen im normalen Harne in kleinen 

Mengen vor. Der Aminosaurestickstoff in Form von freien und 
gebundenen Aminosauren betragt nach van Slyke 1,5-2,5% 
des Gesamtstickstoffes. Von Aminosauren ist mit Sicherheit 
Glykokoll isoliert worden. Pathologisch konnen in groBeren 
Mengen Leuzin und Tyrosin, evtl. Cystin auftreten. 

Bestimmung einzelner Aminosauren. 

Bestimmnng des Glykokolls. 
CHz . NHz . COOH. 

Siehe praparative Darstellung der Gesamtaminosauren (S. 519). 

Bestimmnng des Cystins. 
CHz-S-S-CHz 
I I 

CH (NHz) CH (NHz) 
I I 

COOH COOH 

Die Cystinmenge im normalen Harn schwankt zwischen 0 und 
10 mg pro lOO ccm und betragt im Durchschnitt 4 mg. 

Praparative Herstellung: Neben der Gewinnung als 
Harnsediment kann gelostes Cystin, entsprechend der V orschrift 
zur quantitativen Bestimmung nach Gaskell, Magnus-Levy 
(s. S.513) gewonnen werden. 

QuaIitativer Nachweis. 

Nachweis nach Baumann und Goldmann1. lOOO ccm 
Harn werden mit lO ccm Benzoylchlorid und 120 ccm 10 %ig. 
Natronlauge geschuttelt, bis der Geruch von Benzoylchlorid 
verschwunden ist. Die Losung wird filtriert, mit 25 % ig. Schwefel
saure deutlich angesauert und 3mal mit Ather ausgeschuttelt. 

1 Z. physiol. Chern. 12, 254 (1888). 
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Nach Verdunsten des Athers wird der Riickstand von Benzoyl
cystin (Schmelzpunkt 180-181 0) mehrere Stunden mit Natron
lauge auf dem Wasserbade erwarmt. Das sich hierbei bildende 
Schwefelnatrium wird durch Zusatz von etwas Bleiazetat durch 
Bildung von schwarzem Bleisulfid nachgewiesen. 

Probe nach Miiller. Beim Losen von Cystin in schwacher 
Kalilauge, Erkalten, Verdiinnen mit Wasser und Zusatz von Nitro
prussidnatrium erhalt man eine violette Farbung. 

Mikroskopischer Nachweis im Harnsediment. Cystin 
findet sich in Form farbloser regular sechseitiger Tafeln, die un
loslich in Wasser (selbst bei Siedehitze) und in Alkohol und Ather 
sind. Sie sind lOslich sowohl in Salzsaure als auch in der Kalte 
in Ammoniak (Unterschied gegen Harnsaure) und fallen nach 
Verdampfen des Ammoniaks oder nach Neutralisation mit Essig
saure als sechsseitige Tafeln wieder aus. Sie sind unloslich in Essig
saure. (Unterschied gegen Phosphate.) 

Quantitative Bestimmung. 

Polarimetrische Bestimmung des Cystins nach 
GaskelP, Magnus-Levy2. 

Prinzi p. Die Methode beruht auf der Abscheidung des Cystine 
durch Alkohol in geklartem Ham und polarimetrischer Bestim
mung des abgeschiedenen und dann in HCI gelosten Cystins. 

Reagentien. 1. Ammoniaklosung 10 % ig. 2. Essigsaure verdiinnt. 
3. Alkohol 96 % ig und 50 % ig. 4. ChlorkalziumlOsung 10 % ig. 5. Eisen
chloridlosung offio. 

A usfiihrung. Zur Untersuchung solI nur frischer Ham ver
wandt werden. Das Volumen des Hames wird gemessen, wobei 
er von einem evtl. vorhandenen Cystinsediment abgegossen wird. 
Das Cystinsediment wird mit etwas Salzsaure gelOst und auf ein 
bestimmtes Volumen gebracht. Aliquote Teile des Hames und der 
salzsauren SedimentlOsung werden vereinigt und dienen zur Ana
lyse. Etwa 300 ccm derartiger Mischung werden stark ammonia
kalisch gemacht und so lange mit verdiinnter Chlorkalziumlosung 
versetzt, bis alle Oxalate und Phosphate ausgefallen sind. Man 
filtriert, gibt zu einem aliquoten Teil des Filtrates (z. B. 200 ccm) 
die gleiche Menge Alkohol, sauert mit Essigsaure leicht an und 
laBt die Mischung drei Tage lang im Eisschrank stehen. Der 
ausgefallene Niederschlag von Cystin wird durchein kleines 

1 J. of Physiol. 36, 142 (1907/8). 2 Bioohem. Z. 156, 150 (1925). 
Rona-Kieinmann, Blut u. Harn. 33 
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quantitat. Filter abfiltriert, wobei das Sediment mittels Gummi
wischers vollstandig auf das Filter zu bringen ist. Dann wird 
der Niederschlag mit hOchstens 50 ccm 50% ig. leicht mit Essig
saure angesauertem Alkohol gewaschen. Der Niederschlag wird 
durch Auftropfen von heiBer n-Salzsaure auf das Filter gelOst 
und das Filtrat mit der gleichen Saure auf ein bestimmtes 
Volumen (bei kleineren Cystinmengen auf 10 ccm hochstens auf 
15 ccm) gebracht. 1st die Losung getriibt oder dunkel, so filtriert 
man sie durch ein kleines Filterchen mit Kieselgur, oder man gibt 
einige Tropfen FeCla-Losung hinzu, iibersattigt mit Ammoniak 
und filtriert quantitativ. Das nunmehr klare Filtrat laBt man 
verdampfen, behandelt den Riickstand mit wenigen Tropfen Wasser, 
gieBt diese ab und lost den Cystinriickstand in n-Salzsaure ad 
10 bzw. 15 ccm. Diese Losung wird in einem 2 dm-Rohre polarisiert. 

Berechnung. 1 GradLinksdrehungentsprichtO,223% Cystin 
in dieser Losung (spez. Drehung [IXJn-224 0). Lewis und Wilson 1 
haben es fUr ein von ihnen verwandtes Cystinpraparat rich
tiger gefunden, 1 0 Linksdrehung gleich 0,244 % zu setzen. 

Kolorimetrische Bestimmung des Cystins nach 
>Looneyl. 

Prinzip. Cystingibtmit Phosphorwolframsaure und Natrium
sulfit eine blaue Farbung. Bringt man von einer solchen 
durch einen cystinhaltigen Harn erzielten Farbung diejenige 
Farbung in Abzug, die der Harn mit Phosphorwolframsaure 
allein ohne Natriumsulfit liefert (durch Harnsaure bewirkt), so 
erhalt man den durch das Cystin bedingten Farbzuwachs, der 
gegen eine Standard-CystinlOsung kolorimetrisch gemessen werden 
kann. Diese Methode der direkten kolorimetrischen Cystin
bestimmung solI nach Lewis und Wilson 2 der vorangehenden 
Methode, die eine Abscheidung des Cystins voraussetzt, iiberlegen 
sein, da diese bei kleinen Cystinmengen betrachtIich zu kleine 
Werte zeigen kann. 

Rea g e n tie n. 1. Standardlosung: 0,2 % ig. Losung reinen Cystins 
in 5 % ig. H2S04, entsprechend 2 mg Cystin pro ccm. Die Losung ist 
unbegrenzt haltbar. 2. SodalOsung ges. 3. LithiumsulfatlOsung 20 % ig. 
4. Natriumsulfitlosung 20 % ig. 5. Harnsaurereagens nach FoHn und 
Denis: S. Harnsaurebestimmung S. 535. 

Ausfiihrung. Der zu untersuchendeHarnmuBeiweiBfreisein. 
Enthiilt er EiweiB, so gibt man 50 ccm Harn in ein 100 ccm-

1 J. of bioI. Chem. 54, 171 (1922). VgI. auch S. 171. 
2 J. of bioI. Chern. 69, 125 (1926). 
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MeBkolbchen und fiigt 5 ccm 20% ig. Trichloressigsaure hinzu, fiillt 
bis zur Marke mit aqua dest. auf, schuttelt kraftig und filtriert in 
ein trockenes GefaB. Das Ergebnis der Bestimmung ist wegen der 
Verdunnung mit 2 zu multiplizieren. Enthalt der Harn festes 
Cystin, so ist der einer bestimmten Harnmenge entsprechende 
Niederschlag abzuzentrifugieren oder zu filtrieren. Der Nieder
schlag wird in moglichst wenig 5 % ig. Schwefelsaure gelOst, auf 
ein bestimmtes Volumen verdunnt und dann ebenso analysiert 
wie der Harn. Dieser Cystinwert ist dem Gehalt an gelOsteni Cystin 
in der dem Niederschlag entsprechenden Harnmenge hinzu
zufiigen. 

Zur Analyse gibt man in ein 100 ccm-MeBkolbchen 1 ccm 
StandardlOsung, entsprechend 2 mg Cystin, 20 ccm Natrium
karbonatlOsung, 10 ccm 20% ig. NatriumsulfitlOsung und 1 ccm 
20% ig. Lithiumsulfatlosung (Kolben I). 

In ein zweites Kolbchen gibt man anstatt der StandardlOsung 
je nach der vorhandenen Cystinmenge 1-10 ccm (gewohnlich 
2 ccm) Harn und dann die gleichen ReagenzlOsungen wie in Kol
ben I (Kolben II). 

In einen dritten Kolben gibt man die gleiche Harnmenge und 
die ReagenzlOsungen wie in II mit dem Unterschiede, daB kein 
Sulfit zugefiigt wird. Jetzt setzt man zu jedem Kolben 3 ccm des 
Harnsaurereagenses von Folin und Denis (S. 535), schuttelt gut 
durch und laBt die Losungen stehen. Nach 5 Min. verdunnt man bis 
zur Marke, mischt durch und kolorimetriert die Losungen II und III 
gegen die Losung I. Die kolorimetrische Ablesung solI nicht spater 
als 8 Min. nach Zugabe des Harnsaurereagenses erfolgen. Daher 
ist fiir jede Bestimmung eine neue StandardlOsung mit zu bereiten. 
Die Harnmenge ist so zu wahlen, daB die Ablesung der unbekannten 
Losung die Kolorimeterskalen 13,0 und 27,0 mm nicht uber
schreitet, wenn die StandardlOsung auf 20 mm eingestellt ist. 

Berechnung: Die Cystinmenge wird ermittelt, indem man 
die Menge reduzierender Substanzen im Kolben III, ausgedruckt 
in mg Cystin, von der Gesamtmenge farbunggebender Substanzen 
im Kolben II abzieht. Die Berechnung erfolgt nach dem ublichen 
kolorimetrischen Prinzip. 

Beispiel. Standard 2 mg Cystin, eingestellt auf 20 mm. 
Ablesung Berechnung 

20·2 
5 ccm Harn mit Natriumsulfit .• 14 14" = 2,86 mg Cystin 

5 ccm Harn ohne Natriumsulfit. 18,2 

Cystingehalt in 5 cem Harn 

20·2 
182 = 2,20 mg Cystin 

, 0,66 mg Cystin 
33* 
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Bestimmung des Leuzins, Tyrosins und Valins. 

CR3" /CR. CR2 • CR (NR2) COOl:( . 
CR3 

Leu z in: IX-Aminoisobutylessigsaure 

/OR 
C6R 4" 

"CR2 • CR (NR2) • COOR . 
Tyrosin: Oxyphenylaianin 

CR3" 

CR3 

)CR. CR (NR2) • COOR . 

Va i in: IX-Aminoisovaieriansaure 

Praparative Darstellung1• 

Zum Nachweis ist es notwendig, die Aminosauren annahernd 
aus dem Harn zu isolieren. Triiber Harn wird filtriert und der 
Filterriickstand auf Aminosauren untersucht. 1st der Harn nicht 
frisch oder von vornherein reich an Ammoniak, so ist er im 
Vakuum bis zur Trockne einzudampfen, der Riickstand mit 
Wasser aufzunehmen und wie folgt zu behandeln. 

Etwa 500 cern Harn werden, wenn notwendig, enteiweiBt. 
Das eiweiBfreie Filtrat wird erst mit neutralem, dann mit basi
schem Bleiazetat gefallt, bis kein Niederschlag mehr ent
steht. Der Niederschlag wird abfiltriert, gut ausgewaschen, das 
Filtrat mitsamt den Waschwassern durch Einleiten von H 2S 
entbleit, durch Durchleiten von Luft vom Schwefelwasserstoff 
befreit, das Filtrat moglichst stark konzentriert, und der Riick
stand zur Entfernung des Harnstoffes mit kleinen Mengen a b
sol ute n Alkohols a usgezogen. Der ungelost ge blie bene R iickstand 
wird mit ammoniakalischem schwacherem Alkohol ausgezogen, 
die Fliissigkeit eingedampft und der Kristallisation iiberlassen. 
Man kann auch zur Entfernung des Harnstoffes, der Oxysauren 
und Phenole das auf etwa 50 cern eingeengte Filtrat vom 
Schwefelbleiniederschlag mit etwas Salzsaure aufkochen und ein
bis zweimal mit alkoholhaltigem Ather ausschiitteln. Die waBrige 
Losung wird auf dem Wasserbade zum Syrup eingedampft, der 
Riickstand mit 10-20 cern Wasser aufgenommen und der Kri
stallisation iiberlassen. 

Tyrosin, Leuzin und Valin kristallisieren aus und lassen sich 

1 Nach der Darstellung von Spaeth: l. c. (S. 355 dieses Praktikums) 
S. 159 und Hoppe-Seyler-Thierfelder: l. c. (S. 350 dieses Praktikums) 
S.750. 
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z. T. durch fraktionierte Kristallisation trennen, da sich IZU

nachst das Tyrosin ausscheidet. Zur Trennung kann man auch 
ein Gemisch der auskristallisierten Korper mit einer Mischung 
von gleichen Teilen Alkohol und Eisessig am RiickfluBkiihler 
kochen1 ; hierbei geht Leuzin in Losung, wahrend Tyrosin am 
Boden des GefaBes als pulvrige Masse zuriickbeibt. Valin laBt 
sich vom Leuzin durch fraktionierte Kristallisation nicht trennen. 
1st das Tyrosin stark gefarbt, so lOst man es in heiBem, mit 
Ammoniak versetztem Alkohol. Beim Konzentrieren der Losung 
im Wasserbade scheidet sich das Tyrosin in fast reinen Kri
stallen aus. 

Qualitativer Nachweis des Tyrosins 2• 

1. Eine Probe der Untersuchungssubstanz wird im Reagenz
glas mit Wasser zum Sieden erhitzt. Man laBt ohne unmittelbares 
Abkiihlen erkalten und untersucht den erhaltenen Kristallbrei 
mikroskopisch. Tyrosin zeigt Nadelbiischel in regelmaBiger Form 
(s. Abb. 132), die sich bei Zusatz von Salzsaure leicht lOsen und 
die bei gelindem Erwarmen des Objekttragers nicht schmelzen. 
(Unterschied von Fettsaurenadeln.) 
Tyrosin ist unlOslich in Essigsaure. 

Sedimente, die auf Tyrosin zu unter
suchen sind, werden mit Wasser ge
waschen und in Ammoniak unter Zu
satz von kohlensaurem Ammonium ge
lost. Aus dem verdunstenden Filtrat 
kristallisiert Tyrosin als Ammonium
verbindung in Biischeln von deutlichen 
Prismen. 

2. Eine Probe der Untersuchungs
substanz wird in Wasser suspendiert, 

Abb. 132. 

mit einigen Tropfen Millonschen Reagenses (1 Teil Quecksilber 
wird in 2 Teilen Salpetersaure, spez. Gew. 1,42, zunachst in der 
Kli.lte, dann unter Erwarmen gelost, mit dem doppelten Volumen 
Wasser verdiinnt und nach einigen Stunden von einem gebilde
ten Niederschlag abgegossen) versetzt und bis zum Beginn des 
Siedens erhitzt: Rosarotfarbung, die beim Stehen tiefrot wird. Bei 
groBeren Tyrosinmengen entsteht Triibung und Niederschlag. 

3. Probe nach Piria (auf Bildung von Tyrosinschwefelsaure be
ruhend). Man iibergieBt eine Probe trocknen Tyrosins in einem 

1 Vgl. Habermann und Ehrenfeld: Z. physiol. Chem. 37, 18 (1902/3). 
2 Nach Salkowski: Praktikum 1. c. (S. 435 dieses Praktikums) S. 151. 
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trocknen Reagenzglase mit konzentrierter Schwefelsaure, stellt 
das Reagenzglas etwa eine halbe Stunde in ein stark kochendes 
Wasserbad, laBt erkalten, gieBt in das mehrfache Volumen Wasser 
ein, spiilt mit Wasser nach und verreibt die Losung, evtl. unter 
Verdiinnen, mit portionsweise zugesetztem Bariumkarbonat, bis 
die Mischung nicht mehr sauer reagiert, filtriert, dampft auf ein 
Volumen von wenigen Kubikzentimetern ein und setzt vorsichtig 
stark verdiinnte EisenchloridlOsung hinzu: Violettfarbung. 

4. Probe nach Deniges. Man erwarmt ein kleines Quantum 
Tyrosin mit 2-3 ccm konzentrierter Schwefelsaure, die mit einigen 
Tropfen Formalin versetzt ist: Rote Farbung. Setzt man jetzt 
sofort Eisessig hinzu, so tritt Griinfarbung ein. 

QualitativeI' Nachweis des Leuzinsl. 

1. LfJuzin erscheint - am besten nach dem Umkristallisieren 
aus Alkohol - unter dem Mikroskop in Form von oft gelblich 
verfarbten Kugeln oder Drusen mit konzentrischer Streifung 
(s. Abb. 132). Leuzin lost sich nicht in Ather (Unterschied gegen 
Fett) und unterscheidet sich vom Ammoniumurat durch seine 
zirkulare und radiare Streifung sowie durch das Fehlen von 
Stacheln an der Peripherie. Ammoniumurat gibt auch bei Zusatz 
von Salzsaure Harnsaurekristalle. 

2. Man erhitzt eine Substanzprobe vorsichtig in einem beider
seits offenen, schrag gehaltenen Glasrohr: es bildet sich ein 
wolkiges Sublimat von Leuzin. Gleichzeitig entwickelt sich unter 
Zerstorung eines Teiles des Leuzins Geruch nach Amylamin. 

3. In ein Reagenzglas bringt man ein etwa 1 cm langes 
Stiickchen Atzkali (in Stangenform), etwas Leuzin und 1-2 Trop
fen Wasser. Man erhitzt bis zum Schmelzen des Kalis, wobei 
starke Ammoniakentwicklung stattfindet, lant erkalten, lost die 
Schmelze in wenig Wasser und sauert mit verdiinnter Schwefel
saure an. Leuzin spaltet sich unter Sauerstoffaufnahme in Valerian
saure, Ammoniak und Kohlensaure: Geruch nach Valeriansaure. 

4. Man lOst eine nicht zu kleine Probe in Wasser, entfarbt, 
wenn notwendig,durch Knochenkohle, filtriert, alkalisiert mit 
Natronlauge und setzt 1-2 Tropfen KupfersulfatlOsung hinzu: 
das zuerst ausfallende Kupferhydroxyd lOst sich unter Bildung 
von Leuzinkupfer zu einer blauen Losung, welche beim Erhitzen 
nicht reduziert wird. Nach Abkiihlen fant Leuzinkupfer aus 
neutraler Losung in Form blaBblauer Blattchen aus. 

1 Nach Salkowski: 1. C. (S. 517 dieses Praktikums) S. 154. 
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Qualitativer Nachweis des Valins. 

Zur Unterscheidung, ob Leuzin oder Valin, die sich auch als 
Kupfersalze nicht durch fraktionierte Kristallisation trennen 
lassen, vorliegt, dient das optische Verhalten der isolierten Sub
stanz. Leuzin zeigt, in 20 % Salzsaure gelOst, eine spez. Drehung 
von + 15,6 0, Valin von + 28,8 01 • 

Bestimmung der Gesamtaminosauren. 
Praparative DarsteUung der Aminosauren als 

Naphthalinsulfoaminosauren. Nach Fischer 
und BergelI-A bder halden- Ignatowski 2. 

Prinzi p. Die Darstellung der Aminosauren griindet sich auf 
ihre Umsetzung in aIkalischer Losung mit fJ-Naphthalinsulfochlorid 
zu Naphthalinsulfoaminosaure. 

Reagentien. 1. Atherische Liisung von p-Naphthalinsulfochlorid 
10 %ig. 2. Bleizucker. 3. Ather. 

A usfiihrung. 500 ccm Harn werden mit Bleizucker gefallt. 
Das Filtrat wird im Vakuum unterhalb 45 0 zur Halfte einge
dampft. Das iiberschiissige Bleisalz wird durch Einleiten von 
Schwefelwasserstoff zerlegt und der Schwefelwasserstoff durch 
leichtes Erwarmen vertrieben. Die mit Salzsaure angesauerte 
Losung wird 3 Stunden lang mit dem halben Volumen Ather 
auf einer Schiittelmaschine ausgeschiittelt und der Ather ab
gegossen, wodurch Hippursaure, Phenole und Oxysauren ent
fernt werden. Zu der waBrigen RestlOsung gibt man pro 
500 ccm Ausgangsharn 2 g fJ-Naphthalinsulfochlorid in 10 %ig. 
atherischer Losung, macht die Losung durch Zusatz von 
ca. n-Natronlauge alkalisch, schiittelt sie 9 Stunden, gibt in 
Abstanden von 3 Stunden 2mal je 1 g des Reagenses, in moglichst 
wenig Ather gelOst, hinzu und halt die Reaktion der Mischung 

.durchZusatz von InNatronlauge aIkalisch. Nach 9 Stunden wird 
der Ather abgegossen, die waBrige Losung filtriert und das Filtrat 
stark salzsauer gemacht. Sind Aminosauren vorhanden, so ent
steht hierbei eine deutliche Triibung bzw. Abscheidung fester 
Substanzen. Eine schwache Triibung kann auch bei Abwesenheit 

1 Hinsichtlich der praparativen Trennung des Valins von Leuzin sowie 
von anderen Aminosauren vgl. Hoppe-Seyler-Thierfelder: c.l. (S. 350 
dieses Praktikums) S.570. 

2 Ausfiihrliche Literatur siehe bei Rona in Abderhaldens, Handh. d. 
biochem. Arbeitsmeth. nIj2, 812 (1910). 
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von Aminosauren auftreten. Zur Gewinnung von Kristallen gibt 
man zu der Fliissigkeit das gleiche Volumen Ather, schiittelt 
3 Stunden und wiederholt das Ausschiitteln 2 mal mit neuen 
Athermengen. Die Atherlosungen werden mit etwas Wasser ge
waschen und abdestilliert. Der Riickstand wird in kleinen Por
tionen mit 15-20% ig. Alkohol aufgenommen, die triibe Losung 
erwarmt, bis sie klar ist, und heiB filtriert. Aus dem Filtrat scheiden 
sich in der Kalte Kristalle abo Das so erhaltene Rohprodukt ist 
durchaus unrein. Es enthalt fast immer tJ-Naphthalinsulfamid. 
Es wird durch Losen in verdiinntem Alkali oder Alkohol, Kochen 
mit Tierkohle, Abdunsten des Alkohols vorgereinigt. Dann wird 
durch Losen des Riickstandes in verdiinntem Ammoniak, in dem 
die Aminosaureverbindung Mslich, das genannte Amid aber unMs
lich ist, die Trennung vollzogen. Eine Trennung der einzelnen 
Aminosaureverbindungen ist schwierig. 

Nach Embden und Reese l ist "es besser, den Harn starker 
alkalisch zu machen (auf 100 ccm neutralisierten Harnes noch 
2 bis 4 ccm n·Natronlauge) und zwei Tage unter vier- bis 
sechsmal taglichem Alkali- und Reagenszusatz bei etwa 30 0 zu 
schiitteln. Sie erhalten dabei aus normal em Harne, der nach 
dem obigen Verfahren keine Aminosaureverbindungen liefert, 
reichliche Mengen Reaktionsprodukte. 

Schiittelt man nach Embden und Marx 2 nur 1-4 Stun
den, so erhalt man, da Glykokoll schneller reagiert als andere 
Aminosauren, nahezu reines tJ-Naphthalinsulfoglykokoll, das 
zur Analyse nur aus Wasser umkristallisiert zu werden braucht. 

Quantitative Bestimmung. 

Formoltitrati on des "Aminosaure- Stickstoffes" nach 
Henriques und Sorensen3• 

Prinzip. Die Bestimmung der Aminosauren mittels der For
moltitration beruht auf der azidimetrischen Titration der Kar~ 
boxylgruppe, nachdem die zugehOrige alkalisch wirkende NH2-

Gruppe durch Zusatz' von Formaldehyd in eine Methylen-

1 Hofmeisters Beitr. 7, 411 (1906). 
2 Hofmeisters Beitr. 11, 308 (1908). VgI. auch Plaut und Reese: 

Hofmeister8 Beitr. 7, 425 (1906) und Bingel: Z. physiol. Chemie 67, 382 
(1908). 

8 Z. physiol. Chem. 60, 1 (1909); 64, 120 (1910). Vgl. auch Soren
sen: Biochem. Z.7, 64 (1908) und Jessen-Hansen in Abderhaldens 
Arbeitsmethoden Abt. 1/7, 245 (1922). 
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verbindung iibergefiihrt und hierdurch unwirksam gemacht 
worden ist. Ais Beispiel diene die Einwirkung von Formaldehyd 
auf Alanin 

OHa OHa 
I I 

OH·NH2 + HOOH = OH·N:OH2 + H 20 
I I 

COOH OOOH. 

Unter dem abgekiirzten Ausdruck "Aminosaure-Stickstoff" ist die 
gesamte vorhandene formoltitrierbare Stickstoffmenge zu ver
stehen. Wendet man das Titrationsverfahren auf Harn an, so 
werden durch den Formaldehydzusatz nicht nur COOH-Gruppen 
der Aminosauren titrierbar, sondern auch die an Ammoniak 
gebundenen Saurereste. Ammoniumsalze reagieren mit Formal
dehyd bei neutraler Reaktion unter Bildung von Hexamethyl
entetramin :und freier Saure 

4!NH401 + 6HCOH = N4(OH2)6 + 6H20 + 4 HOI. 

Es ist daher gleichzeitig mit der Formoltitration eine Ammoniak
bestimmung vorzunehmen und der Ammoniakstickstoff von dem 
durch die Formoltitration erfaBten Ammoniak- und Aminosaure
stickstoff abzuziehen, urn den Aminosaurestickstoff allein zu er
hal ten. 

1. Altere Methode. 

Diese urspriingliche Methode ist zur Bestimmung des Amino
saurestickstoffsgut brauchbar. Nur bei Gegenwart besonders 
groBer Ammoniakmengen, sowie bei der Bestimmung des peptid
gebundenen Stickstoffes, bei der der Harn mit Salzsaure gekocht 
wird und durch Harnstoffzersetzung reichliche Mengen von Am
moniak entstehen, ist es notwendig, die modifizierte Methode 
(S. 524) anzuwenden. 

Reagentien. 1. Phenolphthalein16sung: 0,5 %ig. Losung in 50 %ig. 
Alkohol. 2. Empfindliches Lackmuspapier: 0,5 g feingepulvertes Azo
lithmin wird in 200 ccm Wasser unter Zusatz von 22,5 ccm 0,1 n Natron
lauge gelost und nach dem Filtrieren mit 50 ccm Alkohol versetzt. Durch 
die Losung werden Streifen guten, aschenarmen Filtrierpapiers gezogen 
und getrocknet. Das Papier muG sich den Sorensenschen Phosphatlosungen 
(1/15 mol KH2PO, und 1/15 mol Na2HPO, + 2 H 20) gegeniiber in folgender 
Weise verhalten 

3 sek + 7 prim (PH =6,47) schwachsaure Reaktion, 
5 sek + 5 prim (PH = 6,81) neutrale Reaktion, 
7 sek + 3 prim (PH =7,17) schwach alkalische Reaktion. 
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Der Neutralpunkt ist der Ammoniumsalze und der Aminosauren wegen 
ein wenig saurer als der wirkliche Neutralpunkt. Reagiert eine Probe Lack. 
muspapier den Phosphatlosungen gegenuber nicht nach Wunsch, so mull 
die der Azolithmin16sung zugesetzte Natronmenge in entsprechender Weise 
geandert werden. 3. Formolmischung. 50 ccm kaufliches Formol (30-40 %ig) 
werden mit 1 ccm Phenolphthaleinlosung und danach mit 0,2 n-Lauge bis 
zum ganz schwach rosa Farbton versetzt. 4. Natronlauge 0,2 n. 5. Salz· 
saure 0,2 n. 6. Festes Bariumchlorid. 7. Barytlosung, gesattigt. 8. Alkohol 
95%ig. 9. Blutkohle (Merck). 10. Evt. Farbmittel: Bismarckbraun - Tro· 
paolin 0- und Tropaolin OO-Losungen 0,2 g in 1000 ccm. Methylviolett. 
osung 0,02 g in 1000 ccm. 

A usfiihrung. In einem 100 ccm-MeBkolben werden 50 cern 
Ham (evt. mehr) abgemessen und mit 1 ccm Phenolphthalein. 
lOsung und 2 g festem Bariumchlorid versetzt. Nach Umschiitteln 
bis zurLasung des Bariumchlorides wird eine gesattigte Lasung 
von Bariumhydroxyd bis zur roten Farbe und dann noch weiter 
eine Menge von 5 ccm hinzugesetzt. Hierdurch werden Karbonate 
undPhosphate ausgefallt, die die endgiiltigeFormoltitration staren. 
Man fiillt bis zur Marke mit Wasser auf, laBt 15 Min. stehen und 
filtriert durch ein trocknes Filter. 

Da das Filtrat, mit dem die weiter unten beschriebene Titra· 
tion ausgefiihrt wird, gefarbt ist, ist die Erkennung des Urn· 
schlagspunktes schwierig. Man verfahrt daher entweder nach 
Bang 1, indem man die Lasung mit Blutkohle unter Zusatz von 
Alkohol'entfarbt, wobei die Farbstoffe, nicht aber die Amino
sauren absorbiert werden sollen. Hierzu gibt man zu der Lasung 
vor Auffiillen ad 100 cern 20 ccm Alkohol, fiillt auf, laBt 15 Min. 
stehen, fiigt ca. 2 g Blutkohle (Merck) hinzu, schiittelt einige 
Augenblicke kraftig durch und filtriert durch ein trocknes Filter. 

Oder man setzt bei der Titration der VergleichslOsung (s.diese) 
Farbstoffe (s. Reagentien 10.) derart zu, daB sie einen der zu ti. 
trierenden Fliissigkeit ahnlichen Farbton erhalt. 

80 ccm des klaren Filtrates (40 ccm Harn entsprechend) wer· 
den in einen 100 ccm-MeBkolben gebracht, worauf die Fliissigkeit 
durch Zusatz von 0,2 n Salzsaure gegen Lackmuspapier (siehe 
Reagentien 2.) neutralisiert und darauf mit ausgekochtem (kohlen. 
saurefreiem) Wasser ad 100 ccm verdiinnt wird. In 40 cern dieser 
Lasung (16 ccm Ham entsprechend) wird die formoltitrierbare 
Stickstoffmenge bestimmt. 

Man stellt zunachst eine Vergleichslasung her, indem man 
40ccm ausgekochtes, destilliertes Wasser mit 20 ccm Formol· 
mischung und etwa halb so viel Natronlauge, wie man fiir die 
eigentliche Bestimmung zu verbrauchen schatzt, versetzt. (Aus. 

1 Biochem. Z. 72, 101 (1916). 
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gleich des Volumens und Salzgehaltes der verglichenen Losungen). 
Dann titriert man mit 0,2 n Salzsaure zuruck, bis die Flussigkeit 
nach gutem Schutteln einen eben schwach rosa Farbton zeigt 
(PH = 8,3, erstes Stadium der Titration) und setzt vorsichtig 
0,2 n Lauge hinzu, bis die Losung eine deutlich rote Farbe an
nimmt (PH = 8,8, zweites Stadium). 

Hat man nicht nach Bang gearbeitet, so ist der Kontroll
lOsung zweckmaBig vor der Titration durch Zusatz von Farb
losungen der gleiche Farbton zu verleihen wie der Untersuchungs
losung. 

Nun setzt man zu den 40 ccm Untersuchungslosung 20 ccm 
Formolmischung und titriert mit 0,2 n Lauge, bis die Farbung 
starker als die der Kontrollosung erscheint; dann setzt man 
0,2 n Salzsaure hinzu, bis die Farbung schwacher als die der 
Kontrollosung geworden ist, und nun wieder Lauge, bis die Farb
starke der Kontrollosung genau erreicht ist. Sind somit alle Lo
sungen auf das zweite Stadium gebracht, so wird" die Kontroll
losung mit etwa 2 Tropfen Lauge versetzt, bis sie einen stark 
roten Farbton annimmt (PH = 9,1, drittes Stadium). Dann titriert 
man die UntersuchungslOsung bis zur Farbgleichheit mit der 
Kontrollosung. 

Berechnung. Man bestimmt den Gesamtverbrauch der unter
suchten Losung an Lauge, indem man von der gesamten an
gewandten Laugemenge die zugesetzte Sauremenge in Abzug 
bringt. Ebenso verfahrt man mit der Kontrollosung. Die geringe 
Laugemenge, die die Kontrollosung verbraucht, bringt man 
dann von der fUr die UntersuchungslOsung verbrauchten Lauge
menge in Abzug. 

1 ccm 0,2 n Lauge entspricht 154 = 2,8 mg N. 

Ammoniakbestimmung. In weiteren 40 ccm des Ham
filtrates fUhrt man eine Ammoniakbestimmung durch. Es kann 
jede gute Methode zur Ammoniakbestimmung verwandt werden. 
Henriq ues und Sorensen empfehlen die Abdestillation des 
Ammoniaks im Vakuum. 

Zur Freimachung des Ammoniaks wird zu der zu destillierenden 
Losung eine ca. 0,5 n Lasung von Bariumhydroxyd in Methyl
alkohol zugesetzt. Es sind mindestens 10 ccm zu benutzen, doch 
richtet sich diese Zahl nach der Ammoniakmenge. Nach Abdestilla
tion des Ammoniaks soIl die Flussigkeit einen deutlichen Uber
schuB an Bariumoxyd enthalten. Gewohnlich ist eine Destillation 
hinreichend, liegen aber, wie bei der Methode S. 524, groBe Am
moniummengen bei dem mit Salzsaure gekochtem Ham vor, so 



524 Bestimmung aliphatischer Verbindungen. 

ist der Destillationsriickstand in ein wenig Salzsaure zu Wsen und 
nach Zusatz eines "Uberschusses an methylalkoholischer Baryt
Wsung noch einmal beinahe bis zur Trockne zu destillieren. Man 
bestimmt die dem Ammoniak entsprechende N-Menge, die in den 
16 ccm untersuchten Harnes vorhanden ist. Durch Abzug des 
Ammoniak-N von der durch die Formoltitration erhaltenen N
Menge erhalt man den Aminosaurestickstoff in 16 ccm Harn. 

Beispiel. Eine Harnprobe von 1 % Gesamt-N wird durch 
Behandlung mit Bariumchlorid und Bariumhydroxyd usw. auf 
das 2,5fache verdiinnt. 40 ccm der Fliissigkeit - entsprechend 
16 ccm Harn - verbrauchen bei der Formoltitration 4,00 ccm 
0,2 n Natronlauge, enthalten demnach 11,2 mg formoltitrierbaren 
Stickstoff. 40 weitere ccm enthalten 8,43 mg N in Form von Am
moniak. Somit betragt der Aminosaurestickstoff in 16 ccm Harn 
11,2- 8,43 = 2,77 mg = 1,7% des Gesamt-N. 

2. Neue Methode! 

(zur Bestimmung von Ammoniak, Hippursaure, Aminosauren und 
peptidgebundenen Stickstoffmengen). 

Reagentien. 1. ~lle Reagentien wie S. 521 angegeben. 2. Salzsaure 
ca. 1 n. 3. Essigester (Athylazetat). 4. Salzsaure 30 % ig. 5. Silbernitrat
losung ca. 0,33 n. 

a) Bestimmung von Ammoniak und Aminosauren. 
Wie S.522 beschrieben, werden in einem 100 ccm-MeBkolben 
50 ccm Harn mit Phenolphthalein, Bariumchlorid und Barium
hydroxyd behandelt und zu 100 ccm verdiinnt. Aus 80 ccm des 
klaren, roten Filtrates (40 ccm Harn entsprechend) wird das 
Ammoniak im Vakuum wie in der vorangehenden Methode unter 
Ammoniakbestimmung beschrieben, abdestilliert und bestimmt. 
Der Destillationsriickstand wird in dem Kolben in einigen Kubik
zentimetern ca. n- Salzsaure gelost, worauf unter Evakuierung 
kohlensaurefreie Luft hindurchgeleitet wird, um jede Spur von 
Kohlensaure auszutreiben. Hierauf wird die salzsaure Losung 
quantitativ mittels kohlensaurefreien (ausgekochten) Wassers in 
einen 100 ccm-MeBkolben iibergefiihrt, mit empfindlichem Lack
muspapier als Indikator durch Zutropfeln ron kohlensaurefreier, 
ca. 1 n-Natronlauge bis zu schwach roter Fa -be neutralisiert und 
durch darauffolgenden Zusatz von 0,2 n-SalzsL ure bis zur neutralen 
Reaktion auf Lackmuspapier gebracht; schlieBlich wird mit 
kohlensaurefreiem Wasser bis zur Marke nachgefiillt. In einer 
passenden Menge, z. B. 40 cern der neutralen Losung (16 ccm 

1 s. Literatur S. 520 dieses Praktikums. 
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Harn entsprechend) wird die Formoltitration, WIe S. 522, 
ausgefiihrt. 

b) Bestimmung von Hippursaure und peptidgebun
denem Stickstoff. 50 ccm Harn werden mit ca. 5 ccm ca. 5 n 
Salzsaure versetzt und darauf 6mal mit Athylazetat geschiittelt, 
um Hippursaure zu extrahieren. Der zum Ausschiitteln benutzte 
Essigester wird einmal mit Wasser gewaschen und darauf zur 
Hippursaurebestimmung verwendet, wahrend das Waschwasser 
mit dem extrahierten Harn gemischt zur Bestimmung des peptid
gebundenen Stickstoffes dient. 

Der Essigester wird abdestilliert und der Riickstand 2 bis 
3 Stunden mit 50 ccm ca. 30%ig. Salzsaure in einem langhalsigen 
Kjeldahlkolben auf dem Drahtnetze gelinde gekocht. Hierdurch 
wird die gesamte Hippursaure in Benzoesaure und Glykokoll ge
spalten; die Stickstoffmenge des letzten laBt sich nach Ein
dampfen der Losung auf dem Wasserbade und Neutralisation 
mit 0,2 n Natronlauge (Lackmuspapier als Indikator) durch die 
iibliche Formoltitration bestimmen. 

Der hippursaurefreie Harn wird mit 50 ccm konzentrierter 
Salzsaure versetzt, in einem langhalsigen Kjeldahlkolben auf 
dem Drahtnetze 3 Stunden gelinde gekocht und darauf auf 
dem Wasserbade eingeengt. Der Riickstand wird mit normaler 
Natronlauge undwenig Wasser in einen 50 ccm-MeBkolben iiber
gefiihrt, mit 1 ccm Phenolphthaleinlosung und 2 g festem Barium
chlorid versetzt und mit Wasser oder mit gesattigter BarytlOsung 
bis zur Marke aufgefiillt. 

Nach Umschiitteln und 15 Minuten langem Stehenlassen wird 
durch ein trocknes Filter filtriert; aus dem Filtrat werden 
40 ccm (40 ccm Harn entsprechend) in einen 100 ccm-MeBkolben 
gebracht. Die Losung wird mit Salzsaure schwach angesauert; 
dann mit weiteren 5 ccm 1 n Salzsaure versetzt, worauf die Fliissig. 
keit durch Zutropfen von 20 ccm ca. n/3 SilbernitratlOsung ent
farbt wird. Nach Auffiillen mit kohlensaurefreiem Wasser wird 
filtriert und aus 80 ccm des Filtrates das Ammoniak, wie oben 
angegeben, ausgetrieben. Der Destillationsriickstand wird in Salz
saure gelost, die Losung in einen 100 ccm-MeBkolben iiber
gefiihrt, neutralisiert und auf dieselbe Weise behandelt, wie S. 522 
angegeben worden ist. Zur Formoltitration werden 50 ccm der 
neutralisierten Losung (16 ccm Harn entsprechend) verwandt. Die 
Differenz zwischen dem Aminosaurestickstoff nach und vor der 
Salzsaurebehandlung gibt die in 16 ccm Harn vorhandene, peptid
gebundene Stickstoffmenge an. 

Wenn die Hippursauremenge klein ist oder bedeutungslos er-
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scheint, kann man das Ausschiitteln mit Essigester unterlassen 
und den Ham direkt mit Salzsaure behandeln; der Hippursaure
stickstoff wird dann als peptidgebundener Stickstoff mit in Rech
nung gezogen. 

Gasanalytische Bestimmung des Aminosaure
Stickstoffes nach van Slyke1 • 

Prinzip. Das gasanalytische Verfahren der Bestimmung von 
Aminosauren nach van Slyke beruht auf der Umsetzung von 
Aminosauren mit Natriumnitrit 

RNH2 + HN02 = ROH + H20 + N2 • 

Hinsichtlich der Technik der gasanalytischen Bestimmung 
des N2 in der Anordnung von van Slyke muB auf die Beschrei
bung in Band I des Praktikums S.246 verwiesen werden. 

1. Bestimmung des Gesamtaminostickstoffes. 

Die Methode beruht darauf, daB Ham mit Schwefelsaure unter 
Druck erhitzt wird, wodurch Harnstoff zu Ammoniak zersetzt 
wird und die Aminosauren aus EiweiB, Pepton, Hippursaure usw. 
frei gemacht werden. Das Ammoniak wird abdestilliert. Somit 
werden Ammoniak und Hamstoff, die sonst teilweise mit den 
Aminosauren mitbestimmt werden, entfernt. Der Aminosaure
Stickstoff wird gasanalytisch ermittelt. 

Reagentien. 1. Schwefelsaure konz. 2. Festes Kalziumhydroxyd. 
3. Festes Natriumhydroxyd. 4. Essigsaure. 5. AIle Reagentien zur Amino
saurebestimmung nach van Slyke (s. Bd. I dieses Praktikums). 

Apparate. Apparatur zur Aminosaurebestimmung nach van Slyke 
(s. Bd. I dieses Praktikums S. 247 und 248). 

Zu 75 cern Ham, in einem Becherglas von etwas mehr als 
100 cern Inhalt fiigt man 25 cern konzentrierte Schwefelsaure 
und erhitzt 1 Yz Stund~n im Autoklaven auf 175°. Darauf wird 
die Losung in einen J enaer Erlenmeyerkolben von 300 cern 
Inhalt gespiilt, mit Ca(OH)2 alkalisch gemacht und bis zum Ver
schwinden allen Ammoniaks gekocht. (Dampfe mittels Lackmus
papiers priifen!) Urn Schaumen wahrend des Kochens zu ver
meiden, fiigt man ein Stiickchen Paraffin von BohnengroBe 
hinzu. Wenn die Losung ammoniakfrei ist, filtriert man durch ein 
Faltenfilter in eine Abdampfschale, wascht den Kalziumhydrat
und -sulfatniederschlag lOmal mit heiBemWasser und dampft das 

1 Abderhaldens Arbeitsmethoden I/7, 285 (1923). 
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Filtrat auf dem Wasserbad fast, aber nicht ganz, zur Trockne. 
Das Eindampfen ist in ungeHihr zwei Stunden beendet. Die 
Losung wird dann von den abgeschiedenen Kalziumsalzen durch 
ein kleines Filter in einen 25 ccm-Kolben filtriert, der Riickstand 
mit dem Filter mehrere Male mit je 3-5 ccm aqua dest. aus
gewaschen und der Kolben zur Marke aufgefiillt. Dann werden je 
10 ccm fUr zwei Aminostickstoffbestimmungen entnommen, von 
denen jede in 5-6 Min. ausgefUhrt wird. 

2. Bestimmung des freien Aminostickstoffes. 

Zur Bestimmung des freien Aminostickstoffes (d. h. der freien 
NH2-Gruppen) im Harn miiBten Ammoniak und Harnstoff, die die 
gasanalyti:;;che Bestimmung storen, entfernt werden. Es geniigt 
jedoch praktisch, nur Ammoniak zu entfernen, da Harnstoff so 
langsam mit salpetriger Saure reagiert, daB nur ungefahr 3 % 
desselben in 5 Min. bei 20 0 zersetzt werden. Die Resultate sind 
nicht so genau wie bei der vorangehenden Methode mit Ent
fernung des Harnstoffes. (Zuverlassig bis 0,3% des Gesamt-N.) 

Hierzu werden 100 ccm Harn mit 4 g Natriumhydroxyd ver
setzt und durch mehrstiindiges Durchleiten eines kraftigen Luft
stromes vom Ammoniak befreit. Es ist schwierig, das Ammoniak 
auf diese Weise vollstandig zu verjagen. Die zuriickbleibenden 
Spuren beeinflussen jedoch die Resultate nicht merklich, denn das 
Ammoniak reagiert nur langsam mit salpetriger Saure und wird 
fast vollstandig mit dem Harnstoff bestimmt. 

Nach Entfernung des Ammoniaks wird der Harn mit Essig
saure angesauert und auf dem Wasserbade auf ein Volumen von 
50 ccm gebracht. Mit je 10 ccm fiihrt man zwei Aminosaure
bestimmungen aus. Die eine genau im Verlauf von 6 Min., die 
andere wahrend 12 Min., gerechnet von dem Zeitpunkte, zu dem 
der Harn mit der salpetrigen Saure gemischt wird. Zur Bestim
mung laBt man die Losungen 5 und 11 Min. ruhig stehen und 
schiittelt erst wahrend der letzten Minute. Der Unterschied 
zwischen den beiden Resulta ten stellt die Menge Stickstoff dar, die 
vom Harnstoff wahrend 6 Min. abgegeben worden ist. Durch 
Subtraktion dieser Differenz von dem Ergebnis, das man bei der 
Bestimmung in 6 Min. erhalten hat, wird die Stickstoffmenge, die 
aus den Aminosauren stammt, ermittelt. 

Es ist notwendig, genau die gleichen Volumina aller ange
wandten Losungen bei beiden Aminosaurebestimmungen zu be
nutzen und die Bestimmungen bei gleicher Temperatur auszu
fUhren. Besonders ist darauf zu achten, daB nach Vertreibung der 
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Luft im Apparat durch Stickoxyd wahrend des ersten Stadiums 
der Bestimmung das gleiche Volumen salpetriger Saurelasung in 
der Zersetzungsflasche zuriickbleibt. Dies wird erreicht, indem 
man die Lasung D in dem Zylinder A genau bis zur Marke von 
25 ccm zuriicktreibt, ehe der Harn in D eingelassenwird (s. Band I 
des Praktikums S. 248, Abb. 66). 

Liegt die Temperatur unter 19 0, so muB die Zeit der Reaktion 
auf 7 und 14 Min. ausgedehnt werden, bei einer Temperatur 
unter 15 0 auf 8 und 16 Min. 

Beispiel: Analyse normalen menschlichen Harnes: 
Der Gesamtstickstoff fUr 100 cern betragt 1,127 g. Die Bestimmung 

des gesamten Aminostickstoffes in 300 cern Harn nach der Hydrolyse im 
Autoklaven ergibt 9,10 und 9,20 cern, im Durchschnitt 9,15 cern Stickstoff
gas bei 21 0 und 768 mm Druck, d. h. 0,0175 g pro 100 cern oder 1,53% 
der gesamten Stickstoffmenge. 

Die Bestimmung des freien Aminostickstoffes in 20 ccm Harn 
gibt die folgenden Resultate bei einer Temperatur von 24 0 und 
einem Druck von 768 mm. 

12-Minutenbestimmung . . . . . . . 6,87 cern Stickstoff 
6- . . . . . . . . . 5,11 " 

~~~--~~~~~ Aus dem Harnstoff in 6 Min. geliefert 1,76 cern Stickstoff 
Aus den Aminosauren geliefert ••. 3,35 cern Stickstoff 

Diese Menge entspricht einem Gehalt freien Aminostickstoffes 
von 0,0095 g fUr lOO ccm oder 0,8 % des Gesamtstickstoffes. 

Die Differenz der beiden Bestimmungen ergibt die durch 
Hydrolyse abgespaltene N-Menge zu 0,73%. 

Kolori:m:etrische Bestimmung des Aminosaure
Stickstoffes nach Folin 1. 

Prinzip. Durch Behandlung mit Permutit (s. Ammoniak
bestimmung S. 364) wird das Ammoniak im Harn entfernt. In der 
ammoniakfreien Lasung wird der Aminostickstoff durch Zusatz 
eines Naphthochinonreagenses, das eine rote Farbung hervorruft, 
kolorimetrisch gegen eine Aminosaure-StandardlOsung bestimmt. 

Reagentien.l.Natriumkarbonatlosung. Voneinernahezu gesattigten 
Losung werden 50 cern auf 500 cern verdiinnt. 20 ccm der Verdiinnung 
werden unter Zugabe von Methylrot (bis zum Beginn der Farbanderung) 
mit 0,1 n HOI titriert. Die Ausgangsli:isung solI so verdiinnt werden, daB 
8,5 cern von ihr 20 cern 0,1 n HOI entsprechen. Sie ist dann etwa 1 % ig. 
2. Essigsaure-Azetatmischung. 100 ccm 50 %ig. Essigsaure werden mit 

1 J. of bioI. Ohern. 51, 393 (1922) und Laborat. Manual 1. c. (S. 328 
dieses Praktikums) S. 221. 
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100 cern 5 % ig. Natriumazetatlosung gemischt. 3. Natriumthiosulfatlasung 
(Na2S20 a · 5 H 20) 4 %ig. 4. Permutit (nach Folin), Deutsche Permutit
Gesellschaft. 5. Standardaminosaurelasung. Glykokoll-, Leuzin-, Tyrosin
oder Pl:Jenylalaninlasung, enthaltend 0,1 mg N pro cern in 0,1 n HCl unter 
Zugabe von 0,2% Natr. benzoic. 6. Eine frisch bereitete Lasung von 
0,5 % ig. fJ-naphthochinonsulfosaurem Natrium (s. Band I dieses Praktikums 
S.276). 

Ausfuhrung. Eine abgemessene Hammenge (etwa 5-25 ccm) 
wird in einem 50 ccm Erlenmeyerkolben auf genau 25 ccm mit 
aqua dest. aufgeflillt und mit 2-3 g Permutit 5 Min. lang geschut
telt. Der Ham wird abgegossen, nochmals 5 Min. mit der gleichen 
Menge Permutit geschuttelt und nunmehr ammoniakfrei wieder 
abgegossen. Eine geringe Trubung stort die Bestimmung nicht. 

Jetzt stellt man eine Reihe von Vergleichslosungen her, indem 
man z. B. 1, 2 und 3 ccm der Standardli:isung in einen 25 ccm 
MeBzylinder flillt und so viel ccm 1 % ig. Natriumkarbonatlosung 
hinzugibt, wie ccm der Standardlosung angewandt worden sind. 
Die Losungen werden ad 10 cem mit aqua dest. aufgeflillt. 

Ebenso gibt man in einen 25 ecm-MeBzylinder 5 eem des 
ammoniakfreien Hames, fligt 1 eem 0,1 n HCl und leem 1 % ig. 
Natriumkarbonatlosung hinzu und flillt auf 10 cem auf. 

Naeh Schmitz und Seholtyssek 1 kann statt des Permutits 
nach Folin aueh das bedeutend preiswertere, teehnisehe Permutit 
angewandt werden. In diesem FaIle sind zu der Harnlosung und 
den Standardli:isungen je 0,1 ccm 1 % ig. alkoholische Phenol
phthaleinli:isung und zu den Testlosungen I ccm der 1 % ig. Natrium
karbonatlosung hinzuzugeben. Zu den Hamlosungen wird dann 
so viel Sodali:isung zugesetzt, wie hinreiehend ist, ihnen die Farbe 
der Testlosungen zu verleihen. 

Dann gibt man 5 ccm einer Losung von 250 mg des Amino
saurereagenses in 50 ccm Wasser zu jedem MeBzylinder. Naeh 
Durchmisehung laBt man die Losungen lichtgesehutzt uber Naeht 
st9hen. ZweekmaBig ist es, sieh naeh etwa 10 Min. zu uberzeugen, 
ob die Farbung der zu untersuchenden Hamlosung von der Farbung 
der Standardlosungen sehr abweicht. 1st dies der Fall, so setzt man 
einen neuen Versueh mit einer entspreehend geanderten Harn
menge an. Das Endvolumen von 15 eem ist aber innezuhalten. 
Am naehsten Tage fligt man zu jedem GefaB 1 cem der Essigsaure
Azetatmischung, hiemaeh 5 eem 4% ig. Thiosulfatlosung und flint 
auf 25 ccm mit aqua dest. auf. Naeh Durehmisehung kolori
metriert man die zu untersuchende Losung gegen den ihr am 
ahnlichsten Standard. 

1 Z. phys. Chern. 176, 89 (1928). 
Rona-Kleinmann. Blut u. Ham. 34 
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Berechnung. Die Berechnung ist die bei der Kolorimetrie 
iibliehe. Die angewendete Harnmenge sowie der Gehalt der ge
wahl ten Standardlosung ist zu beriieksichtigen. 

1st eine Aufteilung des Harn-N beabsiehtigt, so ist eine 
Vereinigt:ng der Ammoniak- und Amino-N-Bestimmung zu emp
fehlen. Hierzu werden 25 eem Harn mit aqua dest. auf 60-70 eem 
verdiinnt, 2 g Magnesia usta und 3-4 Tropfen Oktylalkohol (zum 
Verhindern des Sehaumens) zugesetzt. Dann wird im Vakuum 
bei ca. 12 mm und 40 0 Heizwasser das NH3 abdestilliert, in O,ln 
H 2S04 aufgefangen und durch Titration mit 0,1 n NaOH gegen 
Methylrot bestimmt. Die Destillation des NH3 ist in 20 Min. be
endet. Die im Destillationskolben zuriiekbleibende Losung wird 
zur Amino-N-Bestimmung von der Magnesia usta abfiltriert, mit 
O,ln HOI genau neutralisiert, auf das Ausgangsvolumen aufgefiillt 
und dann genau wie nach der Permutitbehandlung weiter ver
arbeitet. 

Bestimmung del' Purinkorper. 
Von den Purinkorpern finden sich im Harn vorziiglich: Harn

saure, freie Purinbasen, Methylpurine sowie Allantoin. 

Bestimmung del' Harnsaure. 
HN-CO 

I I 
OC C·NH, 

I II "CO 
HN-C.NH/ 

Harnsaure, 2, 6, 8-Trioxypurin, ist im Harn zum groBten 
Teil als saures Natriumurat, in geringer Menge als freie Harn
saure vorhanden. Vom gesunden Mensehen wird innerhalb 
24 Stunden als "endogene" Harnsaure 0,2-0,6 g, bei gemischter 
Kost (als Summe endogener und exogener) etwa 0,5--0,8 g aus
gesehieden, von Frauen etwas weniger. Der Harnsaure-N be
tragt etwa 1-2% des Gesamt-N. Die Menge weehselt mit der 
Kostart. 

Qualitativer Nachweis. 

Zur Untersuehung dient die naeh den folgenden quantitativen 
Methoden gewonnene Harnsaure oder ein Niedersehlag, den man 
erhalt, wenn man eiweiBfreien Harn, mit 1/)0 Volumen 25 %ig. 
Salzsaure angesauert, 24 Stunden im Eissehrank stehen laBt. 
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1. Mikroskopische Priifung. Aus saurem - besonders aus 
stark konzentriertem - Harne konnen beim Stehen saure, harn
saure Salze ausfallen. Diese konnen durch Harnfarbstoffe gelb bis 
ziegelrot gefarbt sein (sedimentum latiritium, meist eine Mischung 
von saurem Urat mit freier Harnsaure). Sie treten in moosartig 
gruppierten Massen oder kleinen Kornchen auf, lOs en sich bei 
schwachem Erwarmen leicht und fallen beim Erkalten wieder 
aus. Harnsaures Ammonium findet sich als Sediment alkalischen 
Harnes in Form gelb gefarbter, kugeliger, auch mit Stacheln 
besetzter Massen. Die Urate lOsen sich auf Zusatz konzentrierter 
Essigsaure, Salzsaure und Kalilauge. Aus der sauren Losung kri
stallisiert nach einiger Zeit die Harnsaure aus. 

Aus stark saurem Harne kann sich auch Harnsaure abscheiden, 
und zwar meist in groBen, gelb bis rotbraun gefarbten Kristallen, 
deren Grundform aus rhombischen Tafeln oder sechsseitigen 
Prismen besteht Durch Zuspitzung oder Abstumpfung der Ecken 
entstehen die charakteristischen "Wetzstein - oder Tonnenformen" . 
Auch Rosetten, Stab chen oder Nadeln und bei stark saurem 
Harn spieBige, balkenartige Formen konnen beobachtet werden. 

Harnsaure lOst sich nicht nach Saurezusatz, auch nicht in 
Ammoniak (Gegensatz zu Cystin), dagegen in Kalilauge oder 
10% ig. PiperazinlOsung. Bei Zusatz von Salzsaure scheidet sich 
Harnsaure aus der Losung in charakteristischen, spindelformigen 
Kristallen aus. 

Urate und Harnsaure geben die Murexidprobe. 
2. Murexidprobe. Eine Kristallprobe in einem Schalchen, 

mit einigen Tropfen Salpetersaure oder Chlorwasser befeuchtet 
und auf dem Wasserbade zur volligen Trockne gebracht, ergibt 
einen rotgefarbten Riickstand. Dieser nimmt bei Zusatz von 
wenig Ammoniak (in Ammoniakdampfe halten!) eine purpurrote 
Farbung an (Murexid). Bei Zusatz eines Tropfens Natronlauge ent
steht Violett- bis BIaufarbung, die beim Erwarmen verschwindet. 
Benetzt man den heiBen, purpurroten oder blauen Riickstand 
mit einigen Tropfen Wasser, so entsteht eine fast farblose Fliissig
keit, die eingedampft keine Reaktion mehr zeigt. (Unterschied 
gegen Xanthinbasen, namentlich Guanin). 

3. Reaktion nach .Folin-Denis1. Zu 1-2 cern Harnsaure
!Osung gibt man das gleiche Volumen des Harnsaurereagenses 
nach Folin-Denis (s. S. 535). Nach Zugabe einiger cern ge
sattigter Sodalosung entsteht Blaufarbung. Empfindlichkeit bifl 
zu 0,002 mg Harnsaure pro cern Harn!Osung. 

1 J. of bioI. Chern. 12, 239 (1912). 
:34* 
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4. Pro be mit Fehlingscher Lasung. In einer alkalischen 
HarnsaurelOsung entsteht bei Zusatz von wenig Fehlingscher 
Lasung und Erwarmen ein Niederschlag von weiBem, harn
saurem Kupferoxydul, bei einem UberschuB von Fehlingscher 
Lasung ein Niederschlag von rotem Kupferoxydul. 

Quantitative Bestimmung. 

Titrimetrische Bestimmung der Harnsaure nach 
Kupferfallung nach Kriiger und Schmidt!. 

Prinzip. Die Harnsaure wird zusammen mit den anderen 
Purinbasen durch Kupfersulfat und Bisulfit als Kupferoxydul
verbindung gefallt. Diese wird durch Umsetzung mit Natrium
sulfid zerlegt und die Harnsaure durch Ansauern mit HOI aus
gefallt. Die ausgefallene Harnsaure wird dann durch N-Analyse 
nach Kj eldahl bestimmt. 

Reagentien. 1. Natriumbisulfit16sung ca.40%ig (Kahlbaum). 
2. Kupfersulfatliisung 10 % ig. 3. Natriumsulfidliisung; 500 ccm reine 1 %ig. 
Natronlauge werden mit H 2S gesattigt und mit dem gleichen Volumen 
reiner 1 %ig. Lauge gemischt. 4. Natriumazetat krist. 5. Eisessig. 6. Salz
saure 10 % ig. 7. Essigsaure 10 %ig. 8. Alle Reagentien zur N-Bestimmung 
nach Kjeldahl. 

Ausfiihrung. Die gesamte Tagesharnmenge wird, soweit 
sie ein Sediment von Uraten enthalt, mit Natronlauge bis zu 
deren Lasung versetzt und mit Wasser auf ein Volumen von 1600 
oder 2000 ccm gebracht. 1st der Harn eiweiBhaltig, so wird er 
vorher durch Zusatz von Essigsaure und Erhitzen enteiweiBt und 
filtriert. 400 ccm des verdiinnten Harnes werden in einen Liter
rundkolben gebracht. Nach Schittenhelm empfiehlt es sich, 
bei triiben, schlecht filtrierenden Harnen (namentlich bei Kanin
chen- oder Schweineharn) den erhaltenen Harn auf 500 bis 
1000 ccm aufzufiillen, hiervon 200-400 ccm abzunehmen und so 
viel Schwefelsaure hinzuzusetzen, daB das Gemisch 3-5% von ihr 
enthalt, am RiickfluBkiihler 2-3 Stunden zu koch en, mit Natron
lauge alkalisch und mit Essigsaure wieder sauer zu machen, zum 
Sieden zu erhitzen und zu filtrieren, wobei das Filter mehrmals 
mit heiBem Wasser gewaschen wird. Filtrat und Waschwasser 
werden vereinigt und zur Bestimmung verwandt. 

1 Ber. dtsch. chem. Ges. 32, 2677 (1899); Z. physiol. Chem. 18, 351 
(1894); 45, 1 (1905). - Vgl. auch Brugsch- Schittenhelm: Klin. Labora
toriumstechnik II, 891, Berlin: Urban u. Schwarzenberg 1924. 
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Zu der Harnverdunnung setzt man naeh Benedict und 
Saiki! pro 300 ccm Harn 20 ccm Eisessig, 24 g Natriumazetat 
und 40 ccm NatriumbisulfitlOsung, erhitzt zum Kochen, gibt 
40-80 ccm Kupfersulfatlasung (je nachdem der Harn wenig 
oder viel Purinkarper enthalt) hinzu und halt die Lasung 
mindestens 3 Min. im Sieden. Der entstandene flockige Nieder
schlag wird sofort oder naeh dem Abkuhlen der Flussigkeit 
durch ein Faltenfilter filtriert, mit heiBem Wasser so lange ge
wasclwn, bis das Filtrat far bios ist, und noch feucht mit heiBem 
Wasser yom Filter in den Kolben, in welchem die Fallung vor
genommen wurde, zuruckgebracht. (Enthalt der Harn wenig Purin
karper, so benutzt man zur Fallung nur 20-30 ccm Kupfersulfat
lasung; laBt sieh das in diesem Falle oft mit ausfallende Kupfer
oxydul nicht abspritzen, so wirft man das ganze Filter in hei13es 
Wasser und zerkleinert es mit einem Glasstab. Man behandelt die 
Aufschlammung des Filters dann ebenso wie die klare Lasung.) 
Nunmehr bringt man das Flussigkeitsvolumen mit Wasser auf 
rund 200 cem, erhitzt zum Sieden und zersetzt den Kupfer
oxydulniederschlag durch Hinzufugen von 30 cem Natriumsulfid
lasung. Man uberzeugt sieh von der Vollstandigkeit der Fallung, 
indem man einen Tropfen der Flussigkeit auf ein mit Bleiazetat 
befeuehtetes Filtrierpa pierstuck bringt: der notwendige Uber
sehuB von Natriumsulfid gibt sieh dureh Braunfarbung zu er
kennen. Eventuell gibt man etwas Natriumsulfidlasung naeh, ver
meidet aber einen graBeren UberschuB und ein lange res Er
warmen. Naeh vollstandiger Zersetzung sauert man mit Essigsaure 
an, erhitzt so lange, bis der ausgeschiedene Schwefel sich zusammen
geballt hat, und filtriert heiB. (Eventuell sauert man mit 10 ccm 
verdunnter HCl an und sehuttelt die Lasung kraftig. 1st das 
Filtrat trotzdem einmal dunkel gefarbt, so wird es eingedampft, 
der Ruekstand in ca. 200 cern Wasser und etwas Natronlauge auf
genommen, zum Sieden erhitzt, essigsauer gemacht, filtriert und 
im Filtrat die Fallung wiederholt.) Man nutscht die siedend 
heiBe Lasung ab, wascht mit heiBem H"O mehrmals naeh und 
dampft das Filtrat unter Zugabe von 10 cern 10% ig. Hel in einer 
Porzellanschale bis auf ca. 10 eem ein. Dann liWt man es 2 Stunden 
stehen, filtriert die ausgefallene Harnsaure ab und wascht so 
lange mit schwefelsaurehaltigem Wasser naeh, bis Wasehwasser 
und Filtrat zusammen 75 cem betragen. Das Filtrat dient zur Bc
stimmung der Purinbasen (s. S.537). (Enthalt das Salzsaurefiltrat 
mehr Purinbasen als Harnsaure, wie es eventuell bei Tierexperi-

1 J. of bioI. Chem. 7, 27 (1909/10). 



534 Bestimmung aliphatischer Verbindungen. 

menten vorkommen kann, so konnen der ausgefallenen Harn
saure Purinbasen, besonders Xanthin, beigemengt sein. Man 
dampft dann die Losung zur Trockne, lost den Riickstand nach 
Hor baczewski 1, evtl. unter vorsichtigem Erwarmen, in 2-3 ccm 
konzentrierter Schwefelsaure, versetzt die Losung mit der vier
fachen Menge Wasser, riihrt so lange, bis sich die Harnsaure 
abscheidet und laBt sie 3-6 Stunden stehen.) 

Die Harnsaure wird mitsamt dem Filter nach Kj eldahl 
verascht und ihr N-Gehalt bestimmt. . 

Berechnung. Zu der Harnsauremenge - die sich durch 
Multiplikation der N-Menge mit 3 ergibt - sind noch 3,5 mg fUr 
die in dem 75 ccm-Filtrat geloste Harnsaure hinzuzuaddieren. 

Ti trimetrische Bestimm ung der Harnsa ure nach Fall ung 
als Ammonurat nach Folin- Shaffer 2 • 

Prinzip. Der Harn 'wird nach Behandlung mit Urimylazetat, 
wodurch Substanzen, die die Bestimmung der Harnsaure storen, 
gefallt werden, mit Ammoniak versetzt. Das ausfallende Am
monurat wird mittels Permanganats titriert, wobei die Ammon
urate zu Alloxan oxydiert werden. 

Reagentien. 1. Ammonsul£atreagens: 500gAmmonsulfat, 5gUranyl
azetat und 60 ccm 10%ig. Essigsaure werden durch Zusatz von 650 ccm 
Wasser gelost. 2. Ammonsul£atlOsung lO%ig. (die LOsung darf nicht sauer 
reagieren und ist gegebenenfalls mit Ammoniak zu neutralisieren). 3. Per
manganatlosung 0,05 n, frisch aus einer 0,1 n LOsung zu bereiten, Titer 
gegen 0,05 n Oxalsaure einstellen. 4. Ammoniaklosung konz. 5. Schwefel
saure konz. 

Ausfiihrung. Von einemHarn, derEiweiB nur in Spurenent
halten darf, werden 300 ccm mit 75 ccm des Ammonsulfatreagenses 
vermischt; man laBt nach 5 Min. absetzen und filtriert durch 
ein Faltenfilter. Vom Filtrat gibt man zweimal (Parallelbestim
mung) 125 ccm in ein Becherglas, gibt 5 ccm konz. Ammoniak
losung hinzu, riihrt durch und laBt 24 Stunden stehen. Von dem 
gut abgesetzten Niederschlag filtriert man die iiberstehende 
Fliissigkeit durch ein kleines Filter (Schleicher-Schiill, Nr. 597) 
ab, spiilt den Niederschlag mit einer 10% ig. Ammonsulfatlosung 
auf das Filter und wascht ihn mehrere Male mit der gleichen 
Losung. Dann spritzt man den Niederschlag mit ca. 100 ccm aqua 
dest. in ein Becherglas, gibt 15 ccm konz. Schwefelsaure zu und 

1 Z. physiol. Chem. 18, 341 (1894). 
2 Z. physiol. Chem. 32, 552 (1901); s. auch FoHn: Z. physiol. Chem. 

24, 224 (1898). 
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titriert die hierdurch heiBe Losung ZUlli SchluB tropfenweise mit 
0,05 n Permanganat, bis eine schwache Rosafarbung mehrere 
Sekunden bestehen bleibt. Die Temperatur solI bei der Titra
tion nicht unter 50 0 sinken. 

Berechnung: Da 1 ccm der verbrauchten Permanganatlosung 
3,75 mg Harnsaure entspricht, erhalt man die Harnsauremenge 
in mg in 125 ccm des angewandten Filtrates, entsprechend 100 ccm 
Harn, durch Multiplikation der verbrauchten ccm Permanganat
losung mit 3,75. Hierzu addiert man pro 100 ccm Harn 3 mg 
fUr die Loslichkeit des Ammonurates. 

Kolorimetrische Bestimmung der Harnsaure nach 
Isolierung nach Folin und Wu 1. 

Prinzi p. Die Methode beruht auf der kolorimetrischenMessung 
der blauen Farbung, welche Harnsaure mit Phosphorwolfram
saure liefert. Die Harnsaure wird als Silberlaktat vor der Be
stimmung isoliert. 

Reagentien. 1. Natriumkarbonatlosung 20%ig. 2. Natriumzyanid
Wsung 15%ig (Vorsicht, Gift!). Herstellung s. S. 188. Nach 2 Monaten 
frisch herzustellen. 3. Silberlaktatreagens: 5 g Silberlaktat, 5 ccm Milch
saure und 5 ccm lO%ig. Natriumhydroxydlosung werden zu 100 ccm in 
Wasser gelost. 4. Harnsaurereagens nach FoHn und Denis. 100 g Natrium
wolframat werden mit 80 ccm 85%ig. Phosphorsaure in ungefahr 700 ccm 
Wasser mindestens 2 Stunden gekocht. 1st die entstehende Losung sehr 
dunkel gefarbt, so gibt man einige Tropfen Brom hinzu, kocht 15 Min. 
lang, um den t!berschuB von Brom zu entfernen, ktihlt ab und verdiinnt 
zu 1 Liter. 5. Harnsaurevergleichslosung s. S. 189. Vor der Harnsaure
bestimmung werden 25 ccm der Stammlosung, enthaltend 25 mg Harnsaure, 
zu 250 ccm entsprechend der Vorschrift (S. 189) verdiinnt. Die Losung ent
halt nunmehr 0,1 mg Harnsaure pro ccm und ist etwa 2 Wochen haltbar. 

Ausfuhrung. 2-5 ccm Harn werden in ein Zentrifugenglas 
gegeben, in dem sich 3 ccm Wasser befinden, worauf 3 ccm 
klare Silberlaktatlosung hinzugefUgt werden. Die Mischung wird 
mit einem dunnen Glasstabe umgeruhrt, der mit einigen Tropfen 
Wasser abzuspulen ist, und zentrifugiert. 1st genug Silberlaktat 
zugegeben, so setzt sich der Niederschlag sehr schnell abo Man gibt 
nun einen Tropfen des Silberlaktatreagenses hinzu, um sicher zu 
sein, daB dieses im UberschuB vorhanden ist. Entsteht hierbei ein 
Niederschlag, so ist weniger Harn zu verwenden. Dann gieBt man 
die klare, uberstehende Flussigkeit so vorsichtig wie moglich ab, 
indem man darauf achtet, keinen Niederschlag mit abzugieBen. 

1 J. of bioI. Chem. 38, 459 (1919). - Folin: Labor. Manuall. c. (S. 328 
dieses Praktikums) S. 141. 
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Zu dem zuriickbleibenden Niederschlag gibt man 2 cern 15 % ig. 
NatriumzyanidlOsung (Gift!) aus einer Biirette hinzu, riihrt urn, 
bis eine klare Losung entsteht, gieBt diese in einen 100 eem
MeBkolben, indem man Glasstab und Zentrifugenglas mit 
20 cern 20% ig. Sodalosung naehwaseht und 5 cern Wasser 
hinzu£iigt. 

In einen zweiten 100 eem-MeBkolben werden 5 cern Standard
Harnsaure16sung (entspreehend 0,5 mg Harnsaure), 2 cern der 
Zyanidlosung und 20 cern der Natriumkarbonat16sung gegeben. 
Dann gibt man unter Umsehiitteln 5 cern des Harnsaurereagenses 
zu jedem MeBkolben. Die Losungen bleiben 5 Min. stehen, werden 
dann umgesehiittelt, bis zur Marke aufgefiillt und wieder sorgfaltig 
durehgemiseht; man laBt absetzen. Die klaren, iiberstehenden 
Losungen werden in die KolorimetergefaBe abgegossen und kolori
metriseh gemessen. 

Bereehnung: 
Ablesung der Standardli:isung·0,5 _ 

Ablesung der unbekannten Losung - mg Harnsaure in der ange
wandten Harnmenge. 

Kolorimetrisehe Bestimmung der Harnsaure ohne 
Isolierung naeh Benedict und Frankel. 

Prinzip. Die Methode beruht auf der kolorimetrisehen Mes
sung der blauen Farbe, die entsteht, wenn Harnsaure auf ein 
Arsenphosphorwolframsaurereagens in Gegenwart von Natrium
zyanid einwirkt. Die Bestimmung erfolgt ohne Isolierung der Harn
saure unmittelbar im Harn. 

Reagentien. 1. Natriurnzyanidlosung 5%ig (s. Harnsaurebestirn
rnung nach Benedict S. 191). 2. Arsenphosphorwolframsaurereagens 
(s. S. 191). 3. Standardharnsaure!Osung. a) Herstellung der Starnrnlosung 
(S.191). b) Herstellung der verdiinnten Standardlosung. 50 ccrn der Starnrn
!Osung werden in ein 500 ccrn -MeBkolbchen, das ungefahr 200-300 ccrn 
aqua dest. enthalt, gegeben, 25 ccrn verdiinnte HCI (1: 10) hinzugefiigt 
und bis zur Marke aufgefiillt. Di€se Mischung enthalt 0,02 rng Harnsaure 
pro ccrn. Die Verdiinnung ist alIe 2 Wochen frisch herzusteJlen. 

Ausfiihrung. Der Harn wird derart verdiinnt, daB 10 cern 
etwa 0,15-0,30 mg Harnsaure enthalten. Eine Verdiinnung von 
1 : 20 diirfte gewohnlieh riehtig sein. 10 cern der Verdiinnung pipet
tiert man in ein 50 eem-MeBkolbehen, £iigt mittels einer Biirette 
5 cern 5%ig. NatriumzyanidlOsung hinzu, gibt 1 cern des Arsen
phosphorwolframsaurereagenses hinzu, miseht dureh vorsiehtiges 

1 J. of bioI. Chern. 52, 387 (1922). 
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Schiitteln, liiBt 5 Minuten stehen und verdiinnt bis zur Marke mit 
aqua dest. In gleicher Weise wird in einem 50 ccm-Me13kolbchen 
gleichzeitig eine Standardlosung angesetzt, die 10 ccm der ver
diinnten Harnsaure-StandardlOsung (entsprechend 0,2 mg Harn
saure) enthalt. Die beiden Losungen werden kolorimetrisch ver
glichen. 

Berechnung: 
Ablesung der Standardlasung. 0,2 H··· 10 d 

Ablesung der unbekannten Lasung = mg d.~rntsaurHe In ccm es ver
unn en arnes. 

Bestimmung der Purinbasen. 

1m Harn kommen an Purinbasen vor: Xanthin = 2,6-Dioxy
purin; 1-Methylxanthin = 1-Methyl-2,6-dioxypurin; Heteroxan
thin = 7-Methyl-2,6-dioxypurin; Paraxanthin=1,7-Dimethyl-2,6-
dioxypurin; Hypoxanthin = 6-0xypurin; Adenin = 6-Amino
purin; Guanin = 2-Amino-6-0xypurin; Epiguanin = 7 -Methyl-
2-Amino-6-0xypurin u. a. 

Die Mengen der einzelnen Basen schwanken zwischen rund 
3-32 g pro 10000 Liter Menschenharn. Insgesamt wurden 16 
bis 45 mg pro 24stundige Harnmenge gefunden. 

Qualitativer Nachweis. 

AIle Purinbasen werden in saurer Losung durch Phosphor
wolframsaure gefallt; ebenso durch Quecksilberchlorid, am
moniakalische Silberlosung und - mit Ausnahme von Epi
guanin - durch Bleiessig und Ammoniak sowie Kupfersulfat 
und Natriumbisulfit. 

1. Beim Abrauchen mit einigen Tropfen Salpetersaure in 
einer Porzellanschale gibt Xanthin Gelbfiirbung, die bei Zusatz 
von einigen Tropfen Natronlauge in rot, bei Erwarmung in pur
purrot iiberschlagt. Die gleiche Reaktion geben 1-Methylxanthin 
und Epiguanin. Guanin liefert eine braunrote Farbung, Hypo
xanthin und Adenin zeigen die Reaktion nicht. 

2. Weidelsche Reaktion. Xanthin, 1-Methylxanthin, Hetero. 
xanthin, Para xanthin und Epiguanin geben die Weidelsche Reak. 
tion. Beim vorsichtigen Trocknen der zu untersuchenden Substanz 
mit etwas Chlorwasser im Porzellanschalchen entsteht bei Ein. 
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wirkung von Ammoniakdampfen auf den Ruckstand eine purpur
rote Farbe (Murexid). 

3. Reaktion von Capranica. Guanin gibt in verdunnter 
Lasung mit konzentrierter FerrizyankaliumlOsung gelbbraune, pris
matische Kristalle, die in warmem Wasser 16slich sind. (Xanthin 
und Hypoxanthin geben keinen Niederschlag.) 

Titrimetrische Bestimmung der Purinbasen im Harn 
nach Kruger und Schmidt l • 

Zur Bestimmung der Purinbasen im Harn dient das Filtrat 
der Harnsaurebestimmung nach Kruger und Schmid t (s. S. 532). 
In diesem werden die Purinbasen entweder durch Kupferfallung 
oder durch Silberfallung niedergeschlagen und durch Analyse des 
N-Gehaltes nach Kj eldahl bestimmt. 

L Bestimmung durch Kupferfallung. 

Reagentien. 1. Natronlauge verdunnt. 2. Essigsaure 10 % ig. 3. Braun
steinaufschwemmung; eine heiBe, 0,5 % ig. Lasung von Kaliumpermanganat 
wird mit Alkohol bis zur Entfarbung versetzt. Vor jedesmaligem Gebrauch 
umschutteln. 4. Natriumbisulfitlasung ca. 40%ig (Kahlbaum). 5. Kupfer
sulfatlasung lO%ig. 6. Natriumsulfid16sung (s. Harnsaurebestimmung 
S. 532). 7. Magnesia usta. 8. Alle Reagentien zur N-Bestimmung nach 
Kjeldahl. 

Ausfuhrung. Das Filtrat der Harnsaurebestimmung wird 
mitsamt dem Waschwasser durch Zusatz von Natronlauge alka
lisch gemacht, mit Essigsaure schwach angesauert und nach Er
warmen auf ca. 70-80° mit 0,5-1 ccm 10%ig. Essigsaure und 
10 cem Braunsteinaufschwemmung (um die im Filtrat noch vor
handene Harnsaure zu oxydieren) versetzt und 1 Minute lang ge
sehuttelt. Nunmehr fiigt man 10 ccm Natriumbisulfitlosung hinzu, 
wodureh der uberschussige Braunstein ge16st wird, und falIt die 
Purinbasen dureh Zusatz von 5-10 ccm 10% ig. Kupfersulfat
losung. Man erhalt die Flussigkeit 3 Min. im Sieden, filtriert den 
Niederschlag sofort dureh ein kleines Filter und spritzt ihn mit 
heiBem Wasser in den Kolben, in dem die Fallung vorgenommen 
wurde. Dann zersetzt man den Kupferniederschlag der Purin
basen naeh Steudel und Sung- Sheng Chou 2 genau so wie den 
Kupferniedersehlag der Harnsaure (s: S. 532) mit Natrium
sulfid und Essigsaure, filtriert, wascht nach und koeht Filtrat 

1 l. c. S. 532 dieses Praktikums. 
2 Z. physio1. Chern. 116, 223 (1921). Vgl. Hoppe-Seyler-Thier

felder: 1. c. (S. 350 dieses Praktikums) S. 715. 
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mit Waschwiissern nach Zugabe von Magnesiumoxyd im Uber
schuB so lange, bis kein Ammoniak mehr entweicht (Dampfe 
mit Lackmuspapier priifen). Der Kupferoxydulniederschlag ent
halt zunachst immer etwas Ammoniak, der auf die angegebene 
Weise entfernt werden muB, um fehlerhafte N-Werte bei der 
Endbestimmung zu vermeiden. Die ammoniakfreie Fliissigkeit 
wird nach Uberfiihrung in einen Kjeldahlkolben nach Zugabe 
von Schwefelsaure verascht und ihr N-Gehalt nach Kj eldahl 
bestimmt. Eine Umrechnung des Stickstoffgehaltes auf Purin
basen ist nicht angangig, da die Art des Basengemisches unbe
kannt ist. 

2. Bestimmung durch Silberfallung. 

Reagen tien. 1. Ammoniakalische SilberlOsung: 26 g Silbernitrat wer
den in iiberschiissigem Ammoniak gelOst und mit aqua dest. ad 1000 ccm 
aufgefiillt. 2. Magnesiamischung: 100 g kristallisiertes Magnesiumchlorid 
und 200 g Ammoniumchlorid werden in aqua dest. gelost, bis zum starken 
Geruch mit Ammoniak versetzt und mit aqua dest. ad 1000 cern aufgefiillt. 
3. Dinatriumphosphatlosung 6 % ig. 

Ausfiihrung. Das Filtrat der Harnsaurebestimmung wird 
genau so behandelt, wie in cler vorangehenden Methode angegeben 
ist. Die essigsaure Losung, die den iiberschiissigen Braunstein ent
halt, wird ammoniakalisch gemacht. Zu ihr werden nach dem 
Erkalten 10 ccm der ammoniakalischen Silberlosung und bis zur 
volligen Losung des ausfallenden Chlorsilbers Ammoniak und hier
auf 10 ccm DinatriumphosphatlOsung und 5 ccm Magnesiamischung 
zugesetzt. Man laBt die Mischung 2 Stunden stehen, filtriert durch 
ein Faltenfilter, wascht den Niederschlag mit aqua dest. moglichst 
ammoniakfrei, spritzt ihn mit heiBem Wasser in einen Rundkolben 
und vertreibt das Ammoniak nach Zusatz von Magnesia usta 
zum Filtrate durch Kochen. Die ammoniakfreie Losung wird ver
ascht und ihr N-Gehalt nach Kj eldahl bestimmt. 

Bestimmung des Allantoills. 

Allantoin, das Diureid der Glyoxylsaure, 

/NH-CH.NH.CO.NH2 

co I 

"'-NH. co 
wird im normalen, mensch lichen, 24stiindigen Harn zu etwa 5 bis 
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15 mg ausgeschieden. Es findet sich mit Ausnahme der anthro
poiden Affen reichlicher (zu etwa 90% des Gesamtpurins) bei allen 
andern Saugetieren. 

QualitativeI' Nachweis. 

Fiir den qualitativen Nachweis ist das Allantoin zu isolieren 
und sein Schmelzpunkt festzustellen. Es braunt sich oberhalb 
220 0 und schmilzt unter Zersetzung bei 234 0• 

1. Gewinnung aus Harn. (Aus Hundeharn nach Thymus-, 
Pankreas- oder Harnsaurefiitterung.) Man fallt den Harn mit 
Barytwasser, neutralisiert das Filtrat genau mit verdiinnter 
Schwefelsaure und engt bis zur beginnenden Kristallisation ein. 
Die warme Fliissigkeit versetzt man mit 95% ig. Alkohol, dekan
tiert oder filtriert und versetzt die Lasung mit Ather. Die Ather
und Alkoholniederschlage werden vereinigt und mit kaltem Wasser 
odeI' heiBem Alkohol extrahiert. Das Allantoin, das ungelOst 
zuriickbleibt, wird aus heiBem Wasser umkristallisiert. 

2. Darstellung aus Harnsaure. 4 g Harnsaure werden in 
100 cern Wasser unter Zugabe von etwas Kaliumhydroxyd gelOst. 
Man kiihlt ab, gibt 3 g Kaliumpermanganat hinzu, filtriert, 
sauert das Filtrat sofort mit Essigsaure an und laBt es kiihl iiber 
Nacht stehen. Von den ausgeschiedenen Kristallen wird abfiltriert 
und nachgewaschen. Filtrat und Waschwasser werden vereinigt, 
auf ein kleines Volumen eingeengt; man laBt auskristallisieren. 
AIle gewonnenen Kristalle werden vereinigt und aus heiBem 
Wasser umkristallisiert. 

3. Reaktion von Schiff. Allantoinkristalle geben mit 
einem Tropfen frisch bereiteter, nahezu konzentrierter Furfurol
lasung und mit einem Tropfen Salzsaure (spez. Gew. 1,1) eine von 
gelb iiber griin, blau, violett bis purpur gehende Farbung. Die 
Reaktion wird auch von Harnstoff gegeben. 

4. Reaktion von Adamkiewicz. Allantoinlasung gibt, mit 
etwas Pepton und dann mit konzentrierter Schwefelsaure versetzt, 
eine violette Farbung. Harnsaure und Kreatinin geben die gleiche 
Reaktion. 

5. Murexidprobe (s. S. 531) wird von Allantoin nicht 
gegeben. 

6. Ammoniakalische Silberlasung gibt mit Allantoin 
einen in Ammoniak laslichen Niederschlag von Allantoinsilber, 
der ausgewaschen und getrocknet 40,73% Ag enthalt. 
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Quantitative Bestimlllung. 

Titrimetrische Bestimmung des Allantoins nach 
Wiechowsky I-Handovsk y 2. 

541 

Prinzip. Nach Fallung des Harnes mit Phosphorwolfram
saure und basischem Bleiazetat und nach Entfernung evtl. vor
handenen Chlor& mit Silberazetat wird im FiItrat das Allantoin 
aIs Allantoinquecksilberniederschlag gefallt. Hierbei bindet 1 Mol 
Allantoin 3,62 Aquivalente Quecksilber. Der UberschuB des zur 
Fallung benutzten gemessenen Quecksilberreagenses wird durch 
titrimetrische Bestimmung des Quecksilbers mittels Ammonium
rhodanids ermittelt3 • 

Reagen tien. 1. Schwefelsaure 1 % ig. 2. Eisessig. 3. Phosphorwolfram
saure krist. 4. Kieselgur. 5. Bleioxyd. 6. Basisches Bleiazetat. 7. Silber
azetat oder -nitrat. 8. Schwefelwasserstoff. 9. Kalziumkarbonat. 10. Allan
toinreagens: Lasung von 5 % oig. Quecksilberazetat und 20%ig. Natrium
azetat. Ofter zu filtrieren. Der Titer der Lasung (ausgedriickt in 0,1 n Hg) 
wird durch Titration einer abgemessenen Menge mit 0,1 n Ammonium
rhodanid (s. Ausfiihrung) ermittelt. 11. Eisenammoniakalaun. 12. Ammo 
niumrhodanid 0,1 n. 13. Salpetersaure, verdiinnt. 

A usfuhrung. Der Harn wird so weit verdunnt, daB sein 
Harnstoffgehalt 1 % betragt und, falls er alkalisch ist, neutrali
siert. Kaninchenharn wird hierzu etwa auf das drei- bis vierfache 
verdiinnt. Der Harn wird dann mit 1 % H 2S04 und pro Tages
menge mit 3 ccm Eisessig versetzt und auf ein. gemessenes Volumen 
gebracht. Mit einer Harnprobe von 2 ccm wird die gerade zur 
Ausfallung notige Menge von Phosphorwolframsaure ausgetastet. 
Riera us berechnet man diej enige Menge an fester Phosphorwolfram
saure, die zur Ausfallung des gesamten, zur Verarbeitung vorliegen
den Harnquantums notwendig ist. Zwei Drittel des verdiinnten, 
angesauerten Harnes werden mit der vorher ausgeprobten Menge 
Phosphorwolframsaure in Substanz ausgefiillt. Der Niederschlag 
muE bei volliger Ausfiillung weiE sein, evtl. muE man die Mischung 
mehrere Stunden ruhig stehen lassen. Man verreibt einen Teil der 
klaren abgenutschten Fliissigkeit mit Kieselgur, bringt den diinnen 
Brei auf eine Nutsche und saugt scharf abo Durch das so bereitete 
Kieselgurfilter fiItriert man die gesamte Fliissigkeit klar. Von dem 

1 Hofmeisters Beitrage 11, 109 (1908); Biochem. Z. 25, 431 (1910). -
Neubauer-Huppert: 1. c. (S. 303 dieses Praktikums) S. 1076. 

2 Z. physio1. Chern. 90, 211 (1914). - Siehe auch Pohl: Biochem. Z. 78, 
200 (1917). 

3 Bei der Bestimmung des Allantoins im Menschenharn ist wegen der 
geringen vorhandenen Allantoinmenge eine Anreicherung des Allantoins vor 
der Bestimmungnotwendig. Vg1. Wiechowsky in Neubauer-Huppert 
1. c. (S. 303 dieses Praktikums) S. 1079. 
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Filtrat gibt man ein wenig zu etwas Bleimcyd und bringt durch 
Riihren die Bildung von Bleiazetat in Gang, was man daran er
kennt, daB sich die Fliissigkeit erwarmt. Dann erst gibt man den 
Rest des Filtrates nacho Der ProzeB ist vollendet, wenn die Fliissig
keit infolge des basischen Bleiazetates alkalisch reagiert. Die 
Fliissigkeit wird abgenutscht; das Filtrat darf mit basischem Blei
azetat keinen Niederschlag geben. Nun werden Chlorionen, falls 
vorhanden, entfernt. Sie losen den Allantoinquecksilbernieder
schlag und staren schon in Spuren die Titration mit Rhodan. Hierzu 
wird das Filtrat nach Ansauern mit Salpetersaure mit Silbernitrat 
auf Chlor gepriift. Bei Anwesenheit von Chlor wird ein gemessenes 
Volumen des Bleifiltrates mit einer gemessenen Menge Eisessig und 
Silberazetat oder -nitrat bis zur vollstandigen Ausfallung versetzt 
und der Chlorsilberniederschlag durch Kieselgur abgesaugt. Das 
iiberschiissige Blei bzw. Silber wird mit Schwefelwasserstoff 
quantitativ gefallt, der Sulfidniederschlag abgenutscht und durch 
Einleiten von Luft der SchwefelwasserstoffiiberschuB vollstandig 
entfernt. Das essigsaure Endfiltrat wird mit Kalziumkarbonat 
neutralisiert und die geloste Kohlensaure durch Einleiten von 
Luft entfernt. Zu einem gemessenen Anteil des nunmehr neu
tralen Filtrates wird eine vorher ausgeprobte Menge Allantoin
reagens im UberschuB, jedoch genau abgemessen, zugesetzt. (Das 
Filtrat darf nicht mit dem Reagens, wohl aber mit Allantoin 
einen Niederschlag geben.) Nach etwa einer halben Stunde wird 
die Fliissigkeit filtriert, ein abgemessener Anteil des Filtrates 
mit 10 ccm Eisenammoniakalaun versetzt und die rote Losung 
mit verdiinnter Schwefelsaure entfarbt, wobei die Fliissigkeit nie 
ganz farblos wird, sondern einen schwach griinlichen Schimmer 
behalt; hierbei meist ausfallendes Kalziumsulfat start nicht. Mit 
einer 0,1 n NH 4SCN-Losung wird bis zum Auftreten einer gelben, 
durch HinzufUgen von 1-2 Tropfen immer intensiver werdenden 
Farbung titriert. Die genaue Erkennung des Umschlagpunktes 
erfordert einige Ubung, auch ist es nicht zu empfehlen, bei kiinst
lichem Licht zu titrieren. 

Berechnung. DieverbrauchtenccmO,lnAmmoniumrhodanid-
16sung ergeben die ccm-Zahl freier 0,1 n Hg-Losung. Durch Sub
traktion dieser von der vorgelegten Menge 0,1 n Hg-Losung erhalt 
man die durch das Allantoin gebundene Hg-Menge. Da empirisch 
3,62 Aquivalente Quecksilber 1 Mol Allantoin binden und dessen 
Molekulargewicht 158 betragt, so entspricht 1 ccm gebundener 

0,1 n Hg-Losung °3~~;8 = 0,00436 g Allantoin. Der Titrations

fehler betragt fUr 0,1 ccm 0,1 n NH4SCN -Losung 0,0004 g 
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Allantoin; da sieh dieser Fehler bei Umreehnung auf die Tages
menge Ham vervielfaeht, fallen beim physiologisehen Experiment 
Untersehiede im Allantoingehalt von 5 mg in die Fehlergrenze. 

Beispiel. 50 cern Ham werden naeh Zugabe von H 2SO, 
und Eisessig auf 150 cern aufgefiillt. Zur Entfemung des Ohlors 
werden zu 120 cern Bleifiltrat 10 cern Eisessig und 40 cern Silber
azetat gesetzt und 100 cern des Endfiltrates mit 100 cern Rea
gens behandelt. Diese 200 cern werden filtriert und vom Filtrat 
je 50 cern zu einer Titration verwendet. 

50 cern Filtrat binden 4,8 cern 0,1 n NH4SON. Das ganze 
Filtrat = 200 cern bindet also 19,2 cern 0,1 n NH4SON. Da 100 cern 
Reagens = 34,6 cern 0,1 n Hg zugesetzt waren, werden von den 
100 cern des Endfiltrates gebunden 

34,6 cern 
-- 19,2 cern 

15,4 cern 0,1 n Hg. 

Die 100 cern Endfiltrat enthalten von den urspriingliehen 
50 cern Ham 

120 100 50·S 
50·-·---ecrn =---ecrn 

150 170 17' 

50 cern Ham binden also 

15.4·!s7 = 32,7 cern 0,1 n Hg, 

S18 enthalten daher 
32,7 ·0,00436 = 0,142 g Allantoin. 

Da hier die Menge der zur Titration verwendeten Fliissigkeit ca. 
ein Aehtel der gesamten Menge Hames betragt, ist der Titrations
fehler in diesem Beispiel 8·0,000436 g = 0,0034 g Allantoin. 

Ti trimettisehe Bestimm ung des Allantoins im 
Kaninehenharn naeh Ohristman 1. 

Prinzip. Allantoin wird naeh Fallung als Queeksilber-Allan
toinverbindung dureh Sehwefelwasserstoff in Freiheit gesetzt und 
dureh Alkalihydrolyse iiber Allantoinsauro in Parabansaure uml 
Hydantoin iibergefiihrt. Die so entstehende Parabansaure wird 
in Oxalsaure und Hamstoff umgewandelt. Die Oxalsaure wird 
als Kalziumoxalat niedergesehlagen und dieses dureh Perman
ganattitration quantitativ bestimmt. 2 Mole Allantoin liefem 
I Mol Oxalsaure. 

1 J. of biol. Chern. 70, 173 (1926). 
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HN-CO HN2 HN-CO NH2 
I 

Of I ~o -~ Of I + CO 
I 

HN-CH-NH HN-CHOH NH2 
Harnstoff Allantoin Allantoinsaure 

./ '\. 
HN-CO HN-CO 

01 I o~ I 
HN-CO HN-CH2 

Parabansaure Hydantoin. 

Reagentien. 1. Sauregemisch. Gleiche Volumenteile Eisessig und 4 n 
Schwefelsaure. 2. Phosphorwolframsaure,krist. 3. WaBrige Losung vonPhos
phorwolframsaure 10 % ig. 4. Festes Bleioxyd (PbO). 5. MercuriazetatlOsung 
1 % igin 30 % ig. NatriumazetatlOsung. 6. Salzsaure konz. 7. Schwefelwasser
stoff. 8. Natronlauge. 500 g Natriumhydroxyd werden in Wasser gelOst und 
nachAbkuhlung zu 1000 ccm aufgefullt. 9. Methylrot. 10. Ammoniumhydroxyd 
konz. 11. Essigsaure verd. 12. Kalziumchloridlosung 20%ig. 13. Kalt ge
sattigte Kalziumsulfatlosung, so viel Ammoniumhydroxyd enthaltend, daB 
sie gegen Phenolphthalein schwach alkalisch reagiert. 14. 1 n Schwefelsaure. 
15. Kaliumpermanganat 0,01 n (gegen Oxalsaurelosung 0,01 n einzustellen). 

Ausfiihrung. Der Harn wird so weit verdiinnt, daB die 
Harnstoffkonzentration 0,5 % nicht iibersteigt. Gewohnlich wird 
ein 24 stiindiger Kaninchenharn auf 300-350 ccm verdiinnt. Zur 
Entfernung basischer Verbindungen und der meisten Farbstoffe 
werden 100 ccm des verdiinnten Harnes in einen Erlenmeyerkolben 
von 150ccm Inhalt gefiillt und lOccm eines Sauregemisches (s. Rea
gent.I.) hinzugegeben. An kleinen Proben des angesauerten Harnes 
wird ·durch Zusatz von 10 %ig. waBriger Losung von Phosphor
wolframsii ure diej enige Menge von Phosphorwolframsii ure ermittelt, 
die zur vollstiindigen Ausfallung der angewandten 100 ccm Harn 
erforderlich ist. Hierzu werden eine Reihe von Harnproben von je 
2 ccm in Reagenzgliiser pipettiert und mit 0,2 cern Sauremischung 
sowie verschiedenen, gernessenen Mengen 10 % ig. Phosphorwolfram
saurelosung versetzt und nach 5 Min. langern Stehen filtriert. 
Die Filtrate werden mit 0,2 cern 10% ig. Phosphorwolframsaure 
versetzt. Diejenige Probe, die nach 3 Min. noch keine Triibung 
zeigt, hat die zur Fiillung geeignete Phosphorwolframsiiurernenge. 
Hieraus berechnet sich die zur Fiillung des gesarnten Harnes not
wendige Phosphorwolfrarnsiiuremenge. Sie wird in Substanz zum 
Kolben zugefiigt und der Kolbeninhalt kriiftig geschiittelt. Nach 
einer Stunde wird der Niederschlag abfiltriert und festes PbO 
(16-19 g) hinzugefiigt, bis die Losung schwach alkalisch reagiert. 
Ein t}berschuB ist zu vermeiden. Der Kolben wird vorsichtig ge-
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schiittelt, bis das gelbe PbO in weiBe Bleisalze umgesetzt ist und 
eine Menge von 2 ccm in ein Reagenzglas abfiltriert; im Filtrat wird 
eine pH-Bestimmung (mit Phenolrot und Bromkresolpurpur als 
Indikatoren) ausgefiihrt. Es solI so viel PbO zu del' Hauptmenge 
hinzugefiigt werden, daB del' pH 7,2 betragt. Del' Kolbeninhalt wird 
zentrifugiert und die iiberstehende, klare Fliissigkeit durch ein 
kleines Filter gegeben. Es werden zweimal je 40 cern des Fil
trates (pH 7,2-7,4) in 50 ccm-Zentrifugierrahrchen abgemessen, 
10 ccm einer 1 % ig. Lasung von Merkuriazetat in 30% ig. Natrium
azetatlOsung hinzugefiigt und gut durchgemisc;ht. Nach Y:! Stunde 
wird del' Niederschlag abzentrifugiert, die iiberstehende Fliissig
keit abgegossen, del' Niederschlag mit 15 ccm aqua dest. aus
gewaschen, zentrifugiert, die iiberstehende Fliissigkeit abgegossen 
und del' Niederschlag in 15 ccm aqua dest. aufgeriihrt. 0,2 ccm 
konzentrierte Salzsaure werden zu dem Inhalte eines jeden 
Z:mtrifugierrahrchens gegeben. Nach Aufwirbeln des Nieder
schlages geht del' graBere Teil in Lasung, del' zuriickbleibende 
Niederschlag besteht aus Bleichlorid. H 2S wird eingeleitet, urn 
die Schwermetalle vollstandig als Sulfide auszufallen, del' Nieder
schlag abgeschleudert und die iiberstehende Fliissigkeit, die das 
Allantoin enthalt, in ein 150 ecm-Erlenmeyerkalbchen iiber
gefiihrt. Del' abzentrifugierte Niedersehlag wird mitteh Zentrifuge 
mit 10 ccm aqua dest. gewaschen, das Waschwasser zu dem Inhalte 
des Erlenmeyerkolbens gegeben und ein UberschuB von Sch wefel
wasserstoff durch Luftdurehsaugen entfernt. Die Lasungen werden 
durchHinzufiigen von 1 ccmNatronlauge (s. Reagentien 8.) schwach 
alkalisch gemacht und dureh Eindampfen auf etwa 12 ccm ge
bracht. J e 9,25 ecm del' gleiehen Lauge werden hinzugesetzt und 
die Volumina mit aqua dest. auf 25 ccm gebracht. Unter RiickfluB
kiihlung wird 1 Stunde iiber dem Mikrobrenner gekoeht und ab
gekiihlt; man laBt unter Zugabe von Methylrot konzentrierte Salz
saure aus einer Biirette unter standigem Sehiitteln einlaufen, bis 
die Lasung rosafarben ist. Jetzt wird 0,5 cern konzentriertes 
Ammoniumhydroxyd zugesetzt, del' Inhalt des GefaBes quantitativ 
in ein 50 ccm-MeBkalbchen iiberfiihrt, bei 20 0 mit aqua dest. auf
gefiillt, in ein 50 ccm -Zentrifugenglaschen gegossen und del' 
Niederschlag von Silikaten abzentrifugiert. Ein aliquoter Teil del' 
iiberstehenden Fliissigkeit (40-45 ccm) wird in ein 50 ccm-Zentri
fugenrahrchen abgemessen und durch Hinzufiigen von Essigsaure 
auf pH 5,8-6,0 gebracht; 2 ccm einer 20% ig. Lasung von Kalzium
chlorid werden hinzugesetzt und die Innenflachen des Rahrchens 
so lange mit einem Glasstab gerieben, bis sich ein feiner kristal
linischer Niederschlag von Kalziumoxalat bildet, del' nach 1 Stun de 

Rona-Kleinmann, Blnt n. Harn. 35 
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abzentrifugiert wird. Der Niederschlag wird einmal mit 
15 ccm kalt gesattigter Losung von Kalziumsulfat gewaschen 
(s. Reagent. 13.), in 20 ccm In Schwefelsaure gelost, auf 80 0 im 
Wasserbad erwarmt (die Temperatur solI wahrend der Titration 
nicht unter 65 0 fallen) und mit 0,01 n Kaliumpermanganatlosung 
aus einer Mikrobiirette bis zur 2-3 Min. lang anhaltenden Rosa
farbung titriert. Diejenige Menge Permanganatlosung, die 20 ccm 
I n Schwefelsaure auf den gleichen Farbton bringt, ist stets von 
jeder Titration abzuziehen. 

Berechnung. Da 2 Mol Allantoin (Mol-Gew. 158,08) bei 
der Hydrolyse I Mol Oxalsaure liefern, entspricht I ccm 0,01 n 
Kaliumpermanganat16sung 1,581 mg Allantoin. 

Bestimmung der Oxyproteinsauren. 

Die sog. Oxyproteinsauren stellen Derivate des EiweiBes dar, 
die saure Eigenschaften besitzen und einen Stickstoffgehalt von 13 
bis 28%, sowie organisch gebundenen Schwefel (ca. 0,6-3,5%) 
aufweisen. 

1m normalen Harn betragt die Menge des Proteinsaurenstick
stoffes 3-6,8% des Gesamtstickstoffes. Pathologisch (Typhus, 
Leberkrankheiten, Phosphorvergiftungen) kann seine Menge stark 
vermehrt sein. 

Den Oxyproteinsauren zugehorig scheint auch das Urochro
mogen zu sein, das das Substrat der Ehrlichschen Diazoreaktion 
darstellt (s. Urochromogen S. 573). 

Quantitative Bestimmung. 

Titrimetrische Bestimmung des 
Oxyproteinsaurestickstoffes im Harne nach Fiirth!. 

Prinzip. Nach Zersetzung des Harnstoffes mit Urease, "Ober
fiihrung des Ammoniumkarbonates in Ammoniumsulfat und Aus
fallung desselben durch Alkohol und Bariumhydroxyd werden aIle 
alkoholloslichen Substanzen durch Alkoholextraktion aus dem 
Harn entfernt. Aus der waBrigen Losung des Riickstandes werden 
die Proteinsauren mittels Quecksilberazetates ausgefallt; die Menge 
Oxyproteinsaure-N wird im Niederschlag nach Kj eldahl er
mittelt. 

1 In Abderhaldens Arbeitsmethoden IV/5, 433 (1925). 



Bestimmung der Oxyproteinsauren. 547 

Reagentien. 1. Sojabohnen. 2. Salzsaure 0,2n. 3. AlkohoI95%ig. 
4. Schwefelsaure 10 % ig. 5. Gesattigtes Barytwasser. 6. Merkuriazetat
lOsung. 20 % ig. 7. SodalOsung 10 % ig. 

Ausfiihrung. Es werden 200-1000 cern Harn verarbeitet. 

Bereitung der Sojafermentlosung vgl. S. 500. Es sind 
etwa 100 cern Losung aus 100 g Sojabohnen-Ausgangsmaterial her
zustellen. 

Zersetzung des Harnstoffes. Je 100 cern Harn werden mit 
10 cern der frisch bereiteten Fermentlosung versetzt, auf 200 ccm 
aufgefiillt und nach Zugabe von etwas Toluol iiber Nacht im 
Brutschrank stehen gelassen; dann werden 10 ccm der Fliissig
keit (= 5 cern des Harnes) mit einer Pipette in ein Kolbchen 
iibertragen, mit 100 cern Wasser versetzt und nach Hinzufiigen 
von etwas Methylorange titriert. 

Die Titration muB, wenn die Zersetzung des Harnstoffs eine 
vollstandige war, fiir normalen menschlichen Mischharn einen 
Verbrauch von mindestens 33 cern 0,1 n Saure ergeben. 

Man iiberzeugt sich dann, indem man eine mehrfach ver
diinnte Harnprobe mit neuem Ferment versetzt und noch einige 
Stunden im Brutschrank stehen laBt, ob die Alkaleszenz keine 
weitere Zunahme erfahren hat, die Zersetzung also eine volI
standige war; evtl. wird dieselbe durch Wasser- und Ferment
zusatz zu Ende gefiihrt. 

Zur Dberfiihrung des Ammoniumkarbonats in Ammoniumsulfat 
wird der zersetzte Harn durch Zusatz von 10% ig. Schwefel
saure gegen Lackmuspapier neutral gemacht und in einer Schale 
zum dicken Sirup eingedampft. 

Der Harnsirup wird mit etwas 95% ig. Alkohol verdiinnt und 
mit so viel Schwefelsaure versetzt, daB Kongopapier sich blau 
farbt; jetzt wird mehr Alkohol hinzugefiigt, die Salzmasse gut 
durchgeriihrt, die braune Fliissigkeit durch ein Filter abgegossen, 
dann neuer Alkohol aufgegossen und der Vorgang so lange wieder
holt, bis der Alkohol farblos abflieBt und nur eine schwach ge
farbte Salzmasse auf dem Filter zuriickbleibt. Das alkoholische 
Filtrat wird dann mit Ammoniak alkalisch gemacht und auf 
dem Wasserbade in einer Schale eingedampft. 

Urn den Ammoniak zu vertreiben, werden nunmehr 100 cern 
heiB gesattigten Barytwassers (fiir je 100 cern Harn) hinzugefiigt 
und evtl. nach Zusatz von Wasser so lange gekocht, wie ein Ent
weichen alkalischer Dampfe mit Lackmuspapier nachweisbar ist. 
Man iiberzeugt sich, daB ein BarytiiberschuB vorhanden ist, indem 
man sieht, ob ein mit dem Glasstabe herausgenommener Tropfen 
mit Phenolphthalein getranktes Papier noch rot farbt. 

3ii* 
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Der BarytiiberschuB wird entfernt, indem man Kohlensaure 
in die Schale einleitet, aufkocht, heiB filtriert, mit heiBem Wasser 
nachwascht und das Filtrat mit Kieselgur vollstandig zur Trockne 
bringt. 

Dann wird zur Beseitigungalkoholloslicher Substanzen der 
Riickstand zusammengekratzt, in einen Kolben iibertragen, zwei 
Stunden mit 95 % ig. Alkohol am RiickfluBkiihler ausgekocht, 
der Alkohol abgegossen und die Substanz gut mit Alkohol nach
gewaschen. Der ungelOste Riickstand wird mit Wasser ausgekocht 
und filtriert. Das Filtrat wird in einem MeBkolben auf ein be
stimmtes Volumen gebracht. In einem aliquoten Teile der Losung 
wird der Stickstoff bestimmt ("Baryt-N"). 

Ein anderer aliquoter Teil wird mit waBriger 20% ig. Merkuri
azetatlOsung und 10% ig. SodalOsung abwechselnd so lange ver
setzt, bis ein dauernd gelb oder rotlichgelb gefarbter Niederschlag 
auszufallen beginnt. Dieser wird abfiltriert, ausgewaschen, mit
samt dem Filter nach Kj eldahl verascht und sein N-Gehalt be
stimmt ("Oxyproteinsaure-N"). 

Die einzelnen Fraktionen fUr Bestimmung des Baryt-N und 
Oxyproteinsaure-N werden am besten so gewahlt, daB jede 
Fraktion 50-100ccm Harn entspricht. Es sind Doppelbestim
mungen durchzufiihren. 

Bestimmung aromatischer Verbindungen. 

1m normalen Harn werden eine Reihe aromatischer Sub
stanzen ausgeschieden, denen gemeinsam ist, daB sie sich von 
heterozyklischen EiweiBgruppen, Tyrosin, Phenylalanin und 
Tryptophan ableiten. 

Von einwertigen Phenolen kommen Phenol und p-Kresol, 
von zweiwertigen Brenzkatechin und Hydrochinon zur Aus
scheidung. 

An die Phenole schlieBen sich hinsichtlich Ursprung und Be
deutung Indoxyl und Skatoxyl an. 

Diese Substanzen werden nicht frei, sondern in esterartiger 
Verbindung mit Schwefelsaure oder Glukuronsaure ausgeschieden. 

Aus Tyrosin entstehen auBer Phenolen aromatische Oxysauren, 
die als Paraoxyphenylessigsaure, Paraoxyphenylpropionsaure 
(Hydro-p-Kumarsaure) und Paraoxybenzoesaure zum groBten 
Teil ungepaart ausgeschieden werden. 
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Pathologisch, vor allem bei Zustanden erhohter Darmgarung, 
konnen diese Substanzen stark vermehrt im Harn auftreten. 

Die Ausscheidung der aromatischen Verbindungen geht der 
Menge gepaarter Schwefelsaure und Glukuronsaure parallel. 

Bestimmung der Phenole. 

Bestimmung del' einwertigen Phenole. 
Die Angaben iiber die Menge der im normalen menschlichen 

Tagesharn ausgeschiedenen Phenole schwanken je nach der an
gewandten Untersuchungsmethode. Nach Bang! werden im 
menschlichen Tagesharn durchschnittlich 45 mg einwertige Phe
nole ausgeschieden, und zwar an p-Kresol (OH3 ·06H40H) ca. 
26 mg, an Phenol (06HSOH) ca. 19 mg. 

Qualitativer Nachweis 2• 

Die einwertigen Phenole lassen sich von den zweiwertigen da
durch trennen, daB sie mit Wasserdampf fliichtig sind. Zum 
Nachweis der einwertigen Phenole miissen die gepaarten Verbin
dungen durch Kochen mit Saure gespalten, die Phenole mit 
Wasserdampf abdestilliert, die mit iibergegangenen aromatischen 
Sauren neutralisiert und nunmehr die Phenole nochmals ab
destilliert werden. 

Zu 200 ccm Harn gibt man 50 ccm rauchender, roher Salz
saure und destilliert in einem 500 ccm-Destillationskolben, bis eine 
Probe des Destillates mit Millonschem Reagens (s. Quantitative 
Bestimmung, Reagentien 2.) keine Reaktion mehr zeigt (meist 
nach Abdestillation von 50-70 ccm). Handelt es sich urn Nach
weis sehr kleiner Mengen (im normalen Harn) , so engt man 
zuvor nach Salkowski3 500 ccm Harn ein, wobei die Reaktion 
durch Zusatz von Natriumkarbonat alkalisch gehalten wird. 
Das Destillat wird stark alkalisch gemacht und aufs neue destilliert, 
wodurch Ammoniak und Indol entfernt werden. In den Ruck
stand leitet man Kohlensaure ein, die die schwach sauren Phenole 
in Freiheit setzt, wahrend die starker sauren Karbonsauren als 
Alkalisalze gebunden bleiben. Man destilliert nochmals am ab
steigenden Kuhler und untersucht das Destillat. 

1 Lehrbuch der Hamanalyse, I. c. (S. 298 dieses Praktikums) S. 48. 
2 VgI. Hoppe-Seyler-Thierfelder: I. c. (S.350 dieses Praktikums) 

S. 281 und Brigl in Abderhaldens Arbeitsmethoden IV/5, 499 (1925). 
" Prakt. d. phys. u. path. Chemie (I. c. dieses Praktikum S. 435) S. 178. 
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1. Neutrale EisenchloridlOsung vorsichtig CUberschuB ver
meiden!) zugesetzt, gibt eine blauviolette Farbung (Phenol) bzw. 
Blaufarbung (Kresol). Die Reaktion ist nicht empfindlich und 
wird durch Gegenwart von Sauren sowie durch Eisenchlorid
uberschuB gehindert. 

2. Beim Zusatz von Bromwasser entsteht Trubung bzw. 
Niederschlag von gelblich-weiBem Tribromphenol bzw. -kresol. 

3. Einige Tropfen Millonsches Reagens geben beim Kochen 
mit 5-10 ccm des Destillates Rotfarbung oder roten Nieder
schlag. Empfindlichkeit 1: 60000. 

4. Nachweis der Phenole unmittelbar im Harn nach 
Salkowskil (nur bei erhohtem Phenolgehalt). Man erhitzt 
den zu prufenden Ham mit etwas Salpetersaure zum Sieden: 
bittermandelartiger Geruch durch Bildung von Orthonitrophenol. 
Nach volligem Erkalten setzt man Bromwasser hinzu: mehr 
oder weniger starke Trubung oder Niederschlag von Tribrom
nitrophenol. Normaler Ham, ebenso behandelt, bleibt entweder 
klar oder gibt nur eine leichte Trubung. Eine zweite Probe alkali
siert man nach dem Erhitzen mit Salpetersaure mit Natronlauge: 
orangerote Farbung durch Nitrophenolnatriurn. 

Quantitative Bestimmung. 

Titrirnetrische Bestimmung der Phenole nach Kossler 
und Penny2-Mooser3-HenseI4. 

P r i n zip. Die isolierten, von storenden Stoffen befreiten Phenole 
werdendurch unterjodigsauresNatrium in Trijodkresol und Trijod
phenol ubergefUhrt. Die verbrauchte J odmenge wird titrimetrisch 
bestimrnt und hierauf die Phenol- bzw. Kresolrnenge errechnet. 

Reagentien. 1. Phosphorsaure spez. Gew. 1,7, entsprechend 84,7% 
H 3PO 4. 2. Millons Reagens; 1 Teil Quecksilber wird in 2 Teilen Sal
petersaure, spez. Gew. 1,42, zunachst in der Kalte, dann unter Erwarmen 
ge16st, mit dem doppelten Volumen Wasser verdiinnt; die Lasung wird 
nach einigen Stunden von einem gebildeten Niederschlag abgegossen. 
3. Gereinigter Ather. Der Ather wird zur Entfernung jodbindender Sub
stanzen fiinfmal mit Natronlauge gut durchgeschiittelt. 4. Natriumbikar
bonat16sung 4 % ig. 5. Natronlauge 1 n, Schwefelsaure 1 n. 6. Jodliisung 0,1 n. 
7. Thiosulfatlasung 0,1 n. 8. Natronlauge nitritfrei 0,1 n. 

Ausfuhrung. 500 ccrn Ham werden schwach alkalisch ge-
macht, auf dem Wasserbade auf ca. 100 cern eingedampft, in 

1 Praktikum 1. c. (S. 435 dieses Praktikums) S. 179. 
2 Z. physio1. Chern. 17, 117 (1893). 
3 Z. physiol. Chern. 63, 155 (1909). 
4 Z. physiol. Chern. 78, 378 (1912). 
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einen Destillationskolben mit eingesetztem Tropftrichter gespult 
(mit Spulwasser ungefahr 150-200 ccm), mit 25 ccm siruposer 
Phosphorsaure versetzt und am absteigenden Kuhler bis auf 
100 ccm abdestilliert. Es werden 50 ccm H 20 nachgefullt und 
Destillation und Nachfiillen so oft wiederholt, bis die Millonsche 
Probe im Destillat negativ ausfallt; die Zahl der notwendigen 
Destillationen ist verschieden (6-20). Das Destillat wird viermal 
mit 1/5 bis 74 seines Volumens an gereinigtem Ather ausgeschuttelt, 
wobei die Phenole in den Ather gehen. Die atherische Losung 
wird dann zuerst viermal mit 4 % ig. NatriumbikarbonatlOsung aus
geschuttelt, wobei die Phenole im Ather bleiben, und danach vier
mal mit 1 n NaOH-Losung, wobei dem Ather die Phenole entzogen 
werden. Die phenolhaltige, alkalische Losung wird so weit neutra
lisiert, daB ihre Alkaleszenz 20 ccm 0,1 n NaOH entspricht; 
werden z. B. 250 ccm 1 n NaOH angewandt, so werden 248 ccm 
1 n H 2S04 zugesetzt. Die Losung wird durch Eintauchen in 
heiBes Wasser auf 60 0 erwarmt. Zur warmen Flussigkeit laBt man 
rasch eine gemessene Menge (etwa 35-45 ccm) 0,1 n JodlOsung 
zuflieBen (die Flussigkeit muB nach dem Jodzusatz stark braun 
gefarbt sein). Dann verschlieBt m'1n den Kolben, schutte It durch, 
sauert nach dem volligen Erkalten mit Schwefelsaure an und 
titriert das freigewordene Jod mit 0,1 n ThiosulfatlOsung zuruck. 

Berechnung: 1 ccm der gebundenen 0,1 n JodlOsung ent
spricht 1,567 mg Phenol oder 1,8018 mg Kresol. 

Kolorimetrische Bestimmung der Gesamtphenole nach 
Folin und Denis 1 -Tisda1l2 • 

Prinzi p. Diese ursprunglich von F olin und Denis angegebene 
Methode beruht auf der kolorimetrischen Messung der blauen 
Farbe, die entsteht, wenn Phenollosung mit einem Phosphor
wolfram-Phosphormolybdansaure-Reagens und Alkali versetzt 
wird. Die Farbung wird gegen eine Phenol-StandardlOsung 
verglichen. Die Autoren erhielten mit dieser Methode die hohen 
Werte von 170-290 mg freier Phenole und 290-480 mg gebunde
ner Phenole im menschlichen Tagesharn. Tisdall hat diese Er
gebnisse darauf zuruckgefuhrt, daB andere Harnsubstanzen eben
falls eine blaue Farbung mit dem Reagens geben und durch Ein
schaltung einer Atherextraktion der Phenole die Methode modi-

1 J. of bioI. Chern. 22, 305 und 309 (1915). 
2 J. of bioI. Chern. 44, 409 (1920); vgI. auch Darstellung von Brig! in 

Abderhalden, l. c. (S. 549 dieses Praktikurns) S.505. 
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fiziert. Die mit der modifizierten Methode erhaltenen Werte ent
sprechen den mit der vorangehenden Methode erhaltlichen. 

Reagentien. 1. Salzsaure, spez. Gew. 1,19. 2. Gesattigte Losung 
von Natriumchlorid, enthaltend 10 ccm konzentrierte HCl pro Liter. 
3. Gesattigte Losung von Natriumkarbonat. 4. Losung von kolloidalem 
Eisenhydroxyd (ferrum oxyd. dialysat.). 5. Silberlaktat16sung 3 % ig in 
3 % ig. Milchsaure. 6. Phosphorwolframsaure-Phosphormolybdansaure
Reagens: 100 g Natriumwolframat werden mit 20 g Phosphormolybdan
saure, 50 ccm 85 % ig. Phosphorsaure und geniigend Wasser gemischt. Man 
kocht die Losung 2 Std., kiihlt ab, verdiinnt mit aqua dest. ad 1000 ccm 
und filtriert, wenn notwendig. 7. Standard-Phenollosung. Man stellt eine 
Losung von reinem Phenol in 0,1 n HCl her, die etwas mehr als 1 mg 
kristallisiertes Phenol pro ccm enthalt. 25 ccm dieser Losung werden in 
einem 250 ccm-Kolbchen mit 50 ccm 0,1 n Natriumhydroxyd16sung ver
setzt, auf 65° erhitzt, worauf 25 ccm O,ln Jodlosung zugegeben werden. 
Man verstopft die Flasche und laBt 30-40 Min. bei Zimmertemperatur 
stehen. Jetzt gibt man 5 ccm konz. Salzsaure hinzu und titriert die freie 
Jodmenge mit 0,1 n Thiosulfatlosung zuriick, indem man etwas Starke
losung als Indikator zusetzt. Man gibt die Starke16sung erst in der Nahe 
des Titrationsendes hinzu. Jeder ccm verbrauchter Jod16sung entspricht 
1,567 mg; Phenol. Man verdiinnt nach dem Titrationsergebnis die Phenol
losung derart, daB 10 ccm 1 mg Phenol enthalten. 

Ausfiihrung. 10 ccm Harn (bei sehr schwach konzentrierten 
Harnen 20 ccm) werden in einem 50 ccm-MeBkolbchen mit 
SilberlaktatlOsung (etwa 2-20 ccm) versetzt, bis sich bei weiterem 
Zusatz kein Niederschlag mehr bildet. Nun gibt man einige 
Tropfen EisenhydroxydlOsung (s. Reagentien 4.) hinzu, schiittelt 
um, fliIlt bis zur Marke auf, schiittelt wieder durch und filtriert 
durch ein kleines trocknes Filter. Hierdurch werden Harnsaure 
und EiweiBspuren entfernt. 25 ccm des Filtrates werden in ein 
50 ccm-MeBkolbchen gegeben und mit so viel der sauren ges. 
Natriumchloridlosung versetzt, daB alles Silber ausgefallt wird. 
Man flillt mit aqua dest. zur Marke auf, schiittelt durch und 
filtriertdurch ein kleines, trocknesFilter. ImFiltrat bestimmt man: 

Die gesamten Phenole (freie und gebundene): 20 ccm 
des Filtrates werden in einem groBen Reagenzglas mit 10 Tropfen 
Salzsaure (spez. Gew. 1,19) versetzt; das Glas wird mit einem 
kleinen Trichter bedeckt und schnell iiber einer kleinen Flamme 
zum Sieden gebracht. Dann stellt man das Glas flir 10 Min. 
in ein hohes Becherglas mit siedendem Wasser. Nach dem Ah
kiihlen schiittelt man die Losung einmal mit 100 ccm, dann zwei
mal mit je 50 ccm Ather aus. Die vereinigten Atherausziige, die 
aIle phenolartigen Substanzen enthalten, schiittelt man zur Ent
fernung von Oxysauren mit 20% ig. NatriumkarbonatlOsung, dann 
5 Min. mit 20 ccm 10% ig. Natronlauge aus. {Will man zur Er
fassung aller phenolartigen Korper die fliichtigen und nicht-
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fhiehtigen Phenole nicht von den aromatischen Oxysauren trennen, 
so schuttelt man die Atherauszuge unmittelbar mit der 10 % ig. 
Natronlauge aus.) Dieser zweite Auszug, der die Phenole enthalt, 
wird in einem 100 ccm-Kolben mit Salzsaure schwach ange
sauert, mit 10 cern des Phenolreagenses und 25 cern gesattigter 
Natriumkarbonatli:isung versetzt, zur Marke aufgefUllt und nach 
20 Min. gegen eine gleichzeitig angesetzte Phenolstandardli:isung 
kolorimetriert. 

Als Vergleichslosung verwandten Folin und Denis eine 
Losung von 5 cern der StandardlOsung, die 0,5 mg Phenol ent
halt, zu der in ein 100 ccm-Me13kolbchen 10 cern gesattigter Na
triumkarbonatlosung und 5 cern Reagens gesetzt werden. Dann 
wird mit Wasser von 30° ad 100 cern aufgefUllt und gut durch
mischt1 • 

Freie Phenole. Folin und Denis verwendenzur Bestimmung 
der freien Phenole ebenfalls 20 cern des Filtrates, die unmittel
bar, ohne mit Salzsaure gekocht zu werden, mit Ather extrahiert 
werden mussen. Zur kolorimetrischen Bestimmung geben sie 
5 cern Reagens und 15 cern gesattigte SodalOsung hinzu, fUllen 
ad 50 cern auf und fUhren die Bestimmung wie angegeben durch. 
Da aber naeh Anderung des Verfahrens durch Tisdall in dieser 
Menge kaum freie Phenole zu finden sind (2,6-1,2 mg im 24stiin
digen Harn), so sind nach Tisdall 250 cern Harn (saurer als 
pH 6) 4 Stunden lang vorsiehtig zu destillieren. In einem Teil 
des Destillates werden die freien abdestillierten Phenole unmittel
bar nach Soda- und Reagenszugabe kolorimetrisch, wie voran
gehend beschrieben, bestimmt. 

Berechnung. Gema13 dem kolorimetriEch~n Prinzip ergibt 

AblesungderStandardlasung·a.O,l Ph I' d t ht 
Ablesung der unbekannten LaSTIng = mg- enG e III er un ersue en 

Probe, wo a die cern gebrauchter Standardlosung bedeutet. Die 
Harnverdunnung (bzw. Konzentrierung bei der Destillation der 
freien Phenole) ist zu berueksiehtigen. 

Die Menge der gebundenen Phenole ergibt sich aus der Diffe
renz der freien von den gesamten Phenolen. Hierbei werden alle 
vorhandenen Phenolderivate als "Phenol" ausgedriickt. 

1 Es erscheint ratsam, die Phenolmenge der Vergleichsli:isung so zu 
wahlen, daB die Farbtiefen der zu vergleichenden Losungen moglichst 
gleich sind, und hinsichtlich der Menge alIer andern Reagentien beide 
Losungen valIig gIeichartig zu behandeln. 
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Titrimetrische Bestimmung von Phenol und Kresol 
nebeneinander nach Siegfried und Zimmermann 1. 

Prinzip. Die Methode beruht: 
1. Auf Bestimmung der Brommenge, die erforderlich ist, 

Phenol und Kresol zusammen in Tribromphenol und Tri
bromkresol iiberzufUhren (B1). 

C6H60 + 3Br2 = C6HaBraO + 3 HBr. 

2. Auf der Bestimmung derjenigen Brommenge, die notwendig 
ist, Phenol in Tribromphenol und Kresol in Dibromkresol 
iiberzufUhren, was durch Zusatz von Jodkalium zum Reaktions
gemisch gelingt (B2). 

Durch Kombination der zwei Gleichungen mit zwei Unbekann
ten litBt sich die Menge Phenol und Kresol berechnen. Die Be
stimmung von Phenol und Kresol wird nach der Isolierung des 
Phenolgemisches aus dem Harn mit dem Harndestillat ausgefUhrt. 

Reagentien zur Isolierung der Phenole. a) Isolierung der 
Phenole naeh Kossler und Penny-Moser-Hensel. AIle Reagentien 
zur Isolierung eines Phenolgemisehes entspreehend S. 550 (1.-5.). b) Iso
lierung der Phenole naeh Siegfried und Zimmermann. 1. Natron
lauge verdiinnt. 2. Sehwefelsaure 1: 1. 3. Natriumbikarbonat krist. 4. Koh
lensaure (aus Bombe oder Kippsehem Apparat). 5. Natriumhydroxyd in 
Stiicken. 6. Bleiazetat. 

Reagentien zur Bestimmung von Phenolen. 1. l'hiosulfat-
16sung 0,1 n. 2. Kaliumbromid-Bromat, 0,834g Kaliumbromat, 2,97 g Kalium
bromid ad 1000 eem gelost .. Den Titer der Bromid-Bromatlosung bestimmt 
man aus der Menge Jod, die sie in Freiheit set zen kann. In einem mit 
Glasstopfen versehenen Erlenmeyerkolben von etwa 250 eem Inhalt werden 
100 eem Bromid-Bromatlosung mit 10 eem 25 % ig. Salzsaure und mit 
15 cem 5 % ig. Jodkalium16sung vermiseht. Das freie Jod wird mit 
0,1 n Thiosulfatlosung titriert, wobei die Starkelosung erst gegen Ende der 
Reaktion zugefiigt wird, d. h. wenn die Fliissigkeit nur noeh gelb gefarbt 
ist; 1 eem 0,1 n Thiosulfatlosung = 0,007992 g Brom. 3. Kaliumjodidlosung 
5 % ig. Sie darf nach dem Ansauern mit Schwefelsaure kein freies Jod 
enthalten, d. h. Starke16sung darf nieht geblaut werden. 4. Starkelosung 
0,5 % ig, aus 16slieher Starke bereitet. 5. Sehwefelsaure 1: 1. 6. Salz
saure etwa 25 % ig. 

Ausfiihrung. Isolierung des Phenolgemisches. Zur 
Herstellung einer waBrigen Lasung, die das aus dem Harn isolierte 
Phenolgemisch enthalt, diirfte man das auf S. 551 dargestellte 
Verfahren nach Hensel gut anwenden k6nnen. Man verwendet 
zur Bestimmung die alkalische, phenolhaltige Lasung, die man 
nach dem Ausschiitteln des Athers erhalten hat. Oder man ge
braucht das Verfahren nach Siegfried und Zimmermann. 

1 Biochem. Z. 29, 368 (1910); 34, 462 (1911); 70, 124 (1915). 
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Je 3 Liter des mit Natronlauge bis zur schwach alkalischen Reak
tion versetzten eiweiB- und zuckerfreien Harnes werden in einer 
Schale auf dem Wasserbade bis zu ca. I/o des urspriinglichen 
Volumens eingeengt und in einen Destillationskolben iibergefiihrt. 
Dieser ist durch einen 3fach durchbohrten Gummistopfen mit 
dem Destillationsrohre, dem den Wasserdampf zuleitenden Rohre 
und einem Hahntrichter versehen, durch den bei den folgenden 
Handhabungen sowohl die Schwefelsaure als auch das in Wasser 
aufgeschwemmte Natriumkarbonat eingefiihrt wird. Hierdurch 
wird ein Verlust an Phenolen durch Verdampfen oder MitreiBen 
durch KohlensaurebHischen vermieden. Durch den Hahntrichter 
wird eine abgekiihlte Mischung von 150 ccm konz. Schwefelsaure 
und 150 ccmWasser gegeben; dann wird mit Wasserdampfen 
unter gleichzeitiger Erhitzung des Destillationskolbens bis zum 
Sieden der Fliissigkeit so lange (bzw. etwas langer) destilliert, 
bis das Destillat die Millonsche Reaktion nicht mehr gibt. Man 
priift erst mit dem Millonschen Reagens, wenn das Volumen des 
Destillates ca. 1 Liter betragt. 

Das Destillat wird in den Kolben gebracht, mit 30-40 g in 
Wasser aufgeschlemmtem Natriumbikarbonat durch den Hahn
trichter vermischt und unter Durchleiten eines Kohlensaure
stromes, den man erst durch den Wasserdampf-Entwickler fiihrt, 
wieder bis zum Versagen der Millonschen (s. 0.) Reaktion und 
etwas langer destilliert. 

Nunmehr wird das Destillat mit der Misehung einer waBrigen 
Losung von 3 g Natriumhydroxyd und 18 g Bleiazetat im Kolben 
versetzt, auf dem siedenden Wasserbade 15 Min. stehen gelassen 
und dann abdestilliert, bis ammoniakalisehe SilbernitratlOsung 
nieht mehr reduziert wird. Hierauf wird mit Sehwefelsaure (1: 1) 
durch den Hahntriehter stark angesauert und mit Wasserdampfen 
bis zum Versagen der Millonsehen Reaktion destilliert. Das Destillat 
wird mit einem groBen UbersehuB von Natronlauge in einer 
Sehale auf dem Wasserbade eingeengt, im MeBkolben auf 200 cern 
aufgefiillt und nach folgender Methode zur Bestimmung von Bl 
'und B2 behandelt. 

Bestimmung der Phenole. I. Bestimmung von B 1• 

In einem ca. 500 cern fa s 3enden , mit Glasstopfen versehenen, 
diekwandigen Erlenmeyerkolben versetzt man die genau gemessene 
Menge der waBrigen Losung des Phenol-p-Kresolgemisches 
(sofern sie nieht wenigstens 100 ecm betragt, verdiinnt man sie 
mit Wasser auf dieses Volumen) mit 25 eem Schwefelsaure (1 : 1), 
sehiittelt um und laBt die Misehung mindestens Y2 Stunde bei 
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gewohnlicher Temperatur stehen. Dann kiihlt man sie in Eis
wasser bis auf 15 0 ab und setzt aus der Biirette unter standiger 
gelinder Bewegung der Fliissigkeit in langsamem Strahle so viel 
Kaliumbromid-Bromatlosung hinzu, bis eine eben bemetkbare Gelb
farbung der Fliissigkeit eintritt. Um diesen Punkt genau zu er
kennen, legt man unter die Flasche einen Bogen weiBen Papiers. 
Dann setzt man tropfenweise den 8. Teil der verbrauehten Menge 
Bromid-BromatlOsung unter gelinder Bewegung hinzu. Es kommt 
darauf an, daB der Niederschlag in der Fliissigkeit suspendiert 
verteilt bleibt und sieh nicht an der Oberflaehe zusammenballt. 
Man laBt die Mischung in der verschlossenen Flasche eine Stunde 
lang in Eiswasser stehen und filtriert zur Vermeidung von Brom
verlust dureh einen abgesehliffenen, mit Glasplatte zu bedeckenden 
Trichter durch langfaserige Glaswolle in 30 ccm 5% ig. Jodkalium
losung. Die Flasche wird mit Wasser gut nachgespiilt, zur Ab
sorption freier Bromdampfe gut durchgeschiittelt und mit diesem 
Wasser der Niederschlag ausgewaschen. 1m Filtrat wird das Jod 
mit 0,1 n ThiosulfatlOsung titriert. 

II. Bestimmung von B 2 • Die gleiche Menge der Losung des 
Phenol-p-Kresolgemisches, wie bei der Bestimmung von Bv ver
diinnt man in einer mit Glasstopfen versehenen Literflasche auf 
ca. 500 ccm und fiigt 30 cem 25%ig. Salzsaure hinzu. Man laBt 
die Misehung mindestens Y2 Stunde bei gewohnlicher Temperatur 
stehen und kiihlt dann in Eiswasser auf 50 ab. Dann fiigt man 
unter gleichmaBigem, langsamem Umschwenken die bei der Be
stimmung von Bl bis ZUlll, Eintritt der Gelbfarbung verbrauchten 
ccm Bromid-Bromatlosung und dann noch den hundertsten Teil 
hinzu und laBt die Misehung eine Viertelstunde in Eiswasser stehen. 
Nach 15 Min. versetzt man die Misehung mit 30 ccm 5 % ig. 
Jodkaliumlosung, schiittelt um, bis die Fliissigkeit gleiehmaBig 
gefarbt ist und laBt die Mischung 1 Stunde vor Licht geschiitzt 
bei gewohnlicher Temperatur stehen. Darauf schiittelt man kraftig 
durch und titriert das freie Jod mit 0,1 n ThiosulfatlOsung. 

Bereehnung. Zu 1. (Bestimmung von B l ). Durch Titra
tion mit 0,1 n ThiosulfatlOsung bestimmt man das in Freiheit 
gesetzte Jod in ccm 0,1 n Losung; hieraus ergibt sich die aqui
valente Menge Brom. 1 ccm 0,1 n Thiosulfatlosung = 7,992 mg Br. 

Die Differenz gegen den Titer der Bromid-Bromatlosung gibt 
die Brommenge (Bl ), die zur Umwandlung des Phenols und 
Kresols erforderlich war. 

Zu II. (Bestimmung von B 2). In gleicher Weise berechnet 
sich die bei der Bestimmung in B2 verbrauchte Brommenge. 
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Die Berechnung der vorhandenen Phenol- und Kresolmengen 
geschieht wie folgt: 

Die nach I gebundene Gewichtsmenge Brom. 
Die nach II gebuI).dene Gewichtsmenge Brom 
Die gesuchte Gewichtsmenge Kresol 
Die gesuchte Gewichtsmenge Phenol 
Molekulargewicht des Kresols 
Molekulargewicht des Phenols . . 
Atomgewicht des Br. . . . . . . 

· = Bl 
· = B2 
.=;:r 

·=Y 
· = 108,06 
· = 94,05 
· = 79,92. 

(B1-B2) ist diejenige Menge Brom, die von dem vorhandenen 
Kresol nach der Bestimmung II weniger verbraucht wird als 
von der Bestimmung 1. Da diese Menge pro Mol Kresol 2 Atome 
Brom betragt, 1St: 

x 
108,06 

oder 

= 108,06 (Bl - B 2 )' = 0 6760~ (B - B ) 
x 159,84 ,D 1 2 • 

Die Brommenge, die der. unbekannten Menge Phenol entspricht, 
wird durch die Differenz der in der ersten Bestimmung erhaltenen 
Brommenge Bl und der dem Kresol entsprechenden Menge Brom 
erhalten. Ferner verhalt sich die gesuchte Menge Phenol zu dieser 
Brommenge wie das Molekulargewicht des Phenols zu dem Mole
kulargewicht von 6 Atomen Brom. 

Y 94,05 
479.52 ' 

x s. o. 

y = B 1 • 0,19613 - (B1 - B 2) 0,5884 

y == B2 . 0,5884 - Bl . 0,3923 . 

Nachweis der zweiwertigen Phenole. 

Brenzkatechin C6H~(OH)2 (1,2) wird normalerweise in sehr 
geringen Mengen ausgeschieden, reichlicher nach Einnahme von 
Phenolen. 
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Hydrochinon C6H 4(OH)2 (1,4) ist im Harn nur nach der Ein
nahme von Phenol, Benzol sowie von Hydrochinon selbst nach
zuweisen. 

Qualitativer Nachweis. 

Zum Nachweis wird der mit Salzsaure angesauerte Harn, evtl. 
unter Wasserzusatz, so lange destilliert, bis alle fliichtigen Phe
nole iibergegangen sind. Den Riickstand, der die nicht fliichtigen 
zweiwertigen Phenole enthalt, schiittelt man mit Ather, den 
Ather wieder zur Entfernung von Oxysauren mit verdiinnter Soda
losung aus. Der Ather, der die mehrwertigen Phenole enthalt, wird 
verjagt, der Riickstand mit warmem Wasser aufgenommen und die 
filtrierte waBrige Losung zum Nachweis der Phenole verwandt . 

. 1. Brenzkatechin und Hydrochinon reduzieren in der Kalte 
Sil berni tratlosung. 

2. Verdiinnte EisenchloridlOsung gibt mit Brenzkatechin eine 
griine Farbung, die nach Zusatz von verdiinnter Ammonium
karbonatlOsung violett, nach Zusatz von Essigsaure wieder griin 
wird. 

Mit Hydrochinon gibt Eisenchlorid eine voriibergehende Blau
farbung. 

Nachweis der aro~atischen Oxysauren. 

Qualitativer Nachweis. 

Die bei der EiweiBfaulnis im Darm entstehenden Oxysauren 
(s. S. 548) werden zum Teil unverandert im Harn zu lO-20 mg pro 
Liter ausgeschieden. Pathologisch, parallel mit einer Vermehrung 
der Phenole, kann die Menge der Oxysauren stark vermehrt sein. 

Nachweis. Der Harn wird wie bei der Phenolbestimmung an
gesauert, auf dem Wasserbad erhitzt, wobei fliichtige Phenole ent
weichen, mit Ather ausgeschiittelt; die Oxysauren werden dem 
~i\.ther durch Schiitteln mit verdiinnter Sodalosung entzogen. Nach 
Ansauern der SodalOsung und Ausschiitteln mit Ather verdampft 
man den Ather, nimmt den Riickstand mit Wasser auf und er
warmt die waBrige Losung mit Millonschem Reagens (s. S. 550). 
Hierbei entsteht durch die Anwesenheit der Oxysauren Rot
farbung. 

Die Menge der Oxysauren kann man aus der Starke der Far
bung schatzen, wenn man sie mit der Farbung der Reaktion von 
Losungen bekannten Gehaltes vergleicht. 
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Bestimmung von Indoxyl (Harnindikan). 

Unter "Harnindikan" versteht man die esterartigen Verbin
dungen des Indoxyls 

CR 

/'" CR C-COR 
~ I ! II 

CR C CR 
/ ... 

CR NH 

mit Schwefelsaure (bzw. indoxylschwefelsaure3 Kalium) oder 
mit Glukuronsaure. 

1m normalen, mensch lichen Harn werden taglich 5-20 mg 
Indoxyl (berechnet als Indigo s. w. u.) ausgeschieden. Diese 
Menge ist alimentar beeinfluBbar. 

Bei Garungszustanden im Dickdarm, allgemein bei im Korper 
auftretender EiweiBfaulnis, kann die Menge des Indikans stark 
erhoht sein. In seltenen Fallen (gelegentlich im faulenden Harn) 
wird Indoxyl oxydiert als Indigo ausgeschieden, wodurch sich der 
Harn blau fiirbt. 

QualitativeI' Nachweis. 

Der Nachweis des Indoxyls beruht auf Spaltung der Indoxyl
verbindungen durch Saure und Oxydation des freigewordenen 
Indoxyls zu Indigo. 

1. Pro b e na c h J a ff e. 10 ccm eiweiBfreien Harnes werden 
mit dem gleichen Volumen konzentrierter Salzsaure, 2-3 ccm 
Chloroform und - unter fortwahrendem Umschiitteln - mit ver
diinnter ChlorkalklOsung (1 : 20) versetzt. Hierbei wird das Chloro
form mehroder weniger blau gefarbt. Die Quantitat der Chlor
kalklOsung muB vorsichtig bemessen werden, ein UberschuB kann 
das Indigoblau zu einem farblosen Korper (Isatin) oxydieren. 

Die Reaktion verlauft langsam und erfordert einiges Ab
warten. Eine violette Farbung, die vom Chloroform nicht auf
genommen wird, riihrt von Indigorot her. 

Normaler Harn farbt sich in der Regel violett bis rotviolett 
und gibt an Chloroform etwas Indigoblau abo 

Indikanreiche Harne fiirben schon die Harnschicht griin bis 
blau, indikanarme tun dies nicht. Stark gefarbte Harne, Z. B. 
ikterische, sind vor Anstellung der Reaktion durch Zusatz von 
wenig Bleiessig zu entfarben und zu filtrieren. J odidhaltiger Harn 
farbt ebenfalls Chloroform violett. Diese Farbung kann durch 
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Thiosulfatzusatz oder Schutteln mit Kalilauge beseitigt werden. 
Doch ist es zweckmal3iger, nach der folgenden Probe zu unter
suchen. 

2. Probe nach Obermayer. 20 ccm sauer reagierenden 
Harnes werden mit 5-10 ccm 10 % ig. Bleizuckerlosung (bei niedri
gem spez. Gew. mit weniger) unter Vermeidung eines Uberschusses 
versetzt und filtriert. Das Filtrat wird mit dem gleichen Volumen 
konzentrierter Salzsaure, die im Liter 2-4 g Eisenchlorid enthalt, 
(Reagens frisch herstellen) durchgeschuttelt. Nach Zugabe von 
5 ccm Chloroform schuttelt man wiederum durch. Farbung des 
Chloroforms wie bei 1. Fallt Bleichlorid aus, so wiederholt man 
die Probe mit geringerem Bleizuckerzusatz. 

Bei der Bewertung des Ergebnisses ist das spez. Gewicht des 
Harnes zu berucksichtigen. (So ist eine starke Verfarbung bei 
einem Harn vom spez. Gewicht 1040 normal, wahrend eine nur 
schwache Farbung bei einem spez. Gewicht von 1010 schon Hin
weis auf Indikanvermehrung sein kann.) 

3. Probe nach J olles l • 10 ccm Harn werden mit 2 ccm 
20 % ig. Bleizuckerlosung geschuttelt und filtriert. Zum Filtrat 
werden 1 ccm 5 % ig. alkoholische Thymollosung (oder 5 % ig. 
alkoholische IX-Naphthollosung) und 10 ccm rauchende Salzsaure, 
die 0,5 % Eisenchlorid enthalt, gegeben. Nach 15 Minuten gibt 
man 4 ccm Chloroform hinzu und schuttelt gleich durch: Blau
farbung des Chloroforms, die noch durch 0,0032 mg Indikan in 
10 ccm Harn gegeben werden solI. 

Quantitative Bestimmung. 

Titrimetrische Bestimmung des Indikans nach 
Obermayer 2 - Wang3-Bouma4-Ellinger5-Maillard 6_ 

Salkowski7. 

Prinzip. Die Methode beruht auf der Oxydation des Indikans 
zu Indigo und Titration des Indigos als Indigosulfosaure mit 
Kaliumpermangana t. 

1 Z. physiol. Chern. 87, 310 (1913); 94, 79 (1915); 95, 29 (1915). 
2 Wiener klin. Wschr. Jg.3, 176 (1890); Wien. klin. Rundschau Jg. 12, 

Nr.34, 537 (1898); Z. physiol. Chern. 26, 427 (1898/99). 
3 Z. physiol. Chern. 25, 406 (1898); 27, 135 (1899); 28, 576 (1899). 
4 Z. physiol. Chern. 27, 348 (1899); 30, 117 (1900); 39, 356 (1903). 
5 Z. physiol. Chern. 38, 178 (1903); 39, 144 (1903); 41, 20 (1904). 
6 Z. physiol. Chern. 41, 437 (1904); hier auch die friiheren Arbeiten 

zitiert. 
7 Z. physiol. Chern. 42, 236 (1904). 
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Reagentien. 1. Bleiessigliisung 20%ig. 2. Obermayers Reagens: 
reine rauchende Salzsaure, die in 1000 Teilen 2-4 Teile Eisenchlorid ent
halt. 3. Schwefelsaure konz. puriss. 4. Chloroform. 5. Natronlauge 0,1 %ig. 
6. Kaliumpermanganatliisung: zu ihrer Herstellung werden jedesmal 
zum Gebrauch 5 ccm einer Stammlosung (etwa 3 g in 1 Liter Wasser) 
auf 200 ccm mit Wasser verdiinnt. Der Titer dieser Losung (ca. 0,1 n) 
wird gegen eine bekannte Oxalsaureliisung eingestellt. Durch Multipli
kation des Oxalsaurewertes in g, welcher der Permanganatliisung pro ccm 
entspricht, mit 1,04 wird die entspreehende Indigomenge pro cem ge
funden. Besser ist es, die Permanganat16sung gegen eine Losung von reinem 
Indigo (in konz. H 2S04 gelost) entspreehend der Titration nach der unten 
angegebenen Methode einzustellen. 1 cem der Permanganat16sung entspricht 
ca. 0,00015 g Indigo. 

Ausfiihrung. Ein gemessenes Volumen von ca. 300 ccm 
sauer reagierenden oder mit Essigsaure schwach angesauerten 
Harnes (bei einem spez. Gewicht iiber 1040 nach Verdiinnung 
mit dem gleichen Volumen Wasser) wird mit 1/10 Volumen 20% ig. 
Bleiessiglasung gefallt. Eine abgemessene Menge des Filtrates 
(z. B. 100-250 ccm) wird mit dem gleichen Volumen Ober
mayerschen Reagenses im Scheidetrichter versetzt und sofort 
mit je ca. 30 ccm Ohloroform mehrmals ausgeschiittelt, bis 
eine neue Portion Ohloroform sich nicht mehr farbt. Die 
Filtratmenge ist so zu wahlen, daB 3 bis 4 Ausschiittelungen 
mit je etwa 30 ccm Ohloroform und von je etwa 2 Min. Dauer 
geniigen, um alles Indigo zu entfernen. Nach % Stunde wird 
noch eine weitere Ausschiittelung vorgenommen. Man schiittelt 
sodann die vereinigten OhloroformlOsungen in einem Scheide
trichter zuerst mit Wasser, hierauf mit 0,1 % ig. Natronlauge 
und wieder mit Wasser aus. Da salzsaurehaltiges Ohloroform 
mehr Indigo lOst als reines, so kann bei diesen Waschungen 
durch Entziehung der Salzsaure sich aus konzentrierten La
sungen etwas Indigo abscheiden. Man mgt deshalb zu stark ge
farbten Ohloroformlasungen vor dem Waschen noch reichlich 
Ohloroform hinzu. Die im Scheidetrichter abgetrennte Ohloro
form16sung wird durch ein trockenes Filter in einen sorgfaltig 
gereinigten Kolben filtriert, mit Ohloroform nachgewaschen und 
verdunstet. Zu dem Riickstand gibt man etwa 10 ccm kon
zentrierte Schwefelsaure, erwarmt 5-10 Min. bis zur vollstan
digen Lasung auf einem kochenden Wasserbad, gieBt die Lasung 
vorsichtig in einen sorgfaltig gereinigten Erlenmeyerkolben, in 
welchem sich etwa 100 ccm aqua dest. befinden, und spiilt mit 
aqua dest. nacho Eine etwaige flockige Ausscheidung der Lasung 
filtriert man ab, wascht das Filter mit heiBem Wasser aus und 
titriert das Filtrat. Die blaue Lasung wird heiB mit der ein
gestellten Kaliumpermanganat16sung (Reagentien 6.) titriert, bis 

Rona-Rleinmann, Blut u. Harn. 36 
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der rotliche Ton verschwunden und die Fliissigkeit hellgelb oder 
fast farblos geworden ist. 

Berechnung. 1st die Permanganatlosung gegen Indigo ein
gestellt, so ergibt die verbrauchte Kubikzentimeterzahl unmittel
bar die Indigomenge. Die Verwendung eines aIiquoten Anteils 
im Arbeitsgang ist zu beriicksichtigen. (Nach obiger Darstel
lung: 300 ccm Harn + 30 ccm Bleiessiglosung = 330 ccm, hiervon 
250 ccm Filtrat verarbeitet, ist die erhaltene Indigomenge mit 
330 It' Ii . ) 250 zu mu Ip Zieren. 

Hat man die Permanganatlosung gegen eine OxalsaurelOsung 
eingestellt, so multipliziert man den sich aus den verbrauchten 
ccm Permanganatlosung ergebenden Oxalsaurewert in g mit 1,04, 
um die titrierte Indigomenge in g zu erhalten. 

Mit der Titration findet man etwa 86 % der theoretischen 
Menge, so daB zu dem gefundenen Werte noch etwa 1/6 hinzu
zufiigen ist. 

Kolorimetrische Bestimmung des Indikans nach J oIlesl . 

Prinzip. Das Indoxyl wird durch Zugabe von Thymol 
mittels eisenchloridhaltiger Salzsaure zu 4-Cymol-2-indolindo
lignon oxydiert. Das violette Chlorhydrat wird mit Chloroform 
extrahiert, durch Wasser bzw. Alkali in das rotgefarbte Indo
lignon selbst iibergefiihrt, dessen Losung in Chloroform gegen 
eine Standardlosung aus einem synthetisch gewonnenen Pra
parat kolorimetrisch verglichen wird. 

Reagentien. 1. Bleiessig. 2. Alkoholische Thymollosung, 5 % ig. 3. Salz
saure, rauchend, 5 g Eisenchlorid im Liter enthaltend. 4. Chloroform, rein. 
5. Natronlauge, ca. 0,002-0,001 n. 6. Verg1eichslOsung aus 4·Cymol-2-indol
indolignon, 0,0l g in 100 ccm Chloroform enthaltend. Herstellung von 
4-Cymol-2-indolindolignon: 30 g Indoxylsaure werden mehrere Male mit 
Wasser ausgekocht, in we1chem sich das Indoxyl, nicht aber die harzigen 
Verunreinigungen der technischen Indoxy1saure 10sen. Die Losungen werden 
heiB filtriert. Zu den gesamme1ten Filtraten wird so vie1 Eisessig hinzugefiigt, 
daB das in der Ka1te aus der wiiBrigen Losung als gelbes 01 abgeschiedene 
Indoxyl wieder in Losunggeht. Hierzu wird eine Losung von 25 g Thymol 
in Eisessig gefiigt und das Gemisch unter gutem Riihren in iiberschiissige 
Eisenchloridsalzsaure (enthaltend lIO g Ferrichlorid) eingetragen. Das 
Ganze wird hierauf unter Riihren in konzentrierteSodalosung eingegossen, 
wobei sich eine rotbraune Masse abscheidet. Diese wird abgesaugt, mit 
Wasser gewaschen, getrocknet, hierauf zur Entfernung des iiberschiissigen, 
d. h. nicht in Reaktion getretenen Thymols mit Petro1ather ausgezogel!-. und 
schlieBlich zur Trennung des Farbstoffes vom Ferrihydroxyd mit Ather 

1 Z. physiol. Chem. 94, 79 (1915). 
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im Soxhlet extrahiert. Der aus der atherischen Losung durch Abdunsten 
gewonnene Farbstoff wird zweimal aus Nitrobenzol umkristallisiert und 
dabei in Form roter Prismen mit aufgesetzten Pyramiden erhalten. Die 
Substanz schmilzt bei 218-220°. 

Ausfiihrung. Der Harn wird mit 1/]0 seines Volumens an 
Bleiessig versetzt und filtriert. 5-10 cem Filtrat (je naeh dem 
Ausfall der qualitativen Vorprobe, s. S. 560, Nr. 3) werden mit 
I cem einer 5 % ig. alkoholischen Thymollosung dureh Schiitteln im 
Schiitteltrichter gut vermiseht. Hierauf wird das gleiehe Vol umen 
rauchender Salzsaure (s. Reagentien 3.) hinzugefiigt. Naeh griind
lichem Durehsehiitteln laBt man ea. 2 Stunden stehen; hierbei 
seheidet sieh das iibersehiissige Thymol und das gebildete Salz 
des Indolignons aus. Dann extrahiert man durch mehrmaliges 
leichtes Sehiitteln mit je 4 cem reinem Chloroform, bis die Aus
sehiittelung farblos erseheint. Die einzelnen Aussehiittelungen 
laBt man in einen zweiten Sehiitteltriehter ab, in dem sieh 
destilliertes Wasser befindet und sehiittelt den Chloroform
extrakt mit diesem gut dureh. Hierbei versehwindet die violette 
Farbe der Chloroformlosung, die einen rotbraunen Farbton an
nimmt. 

Zur weiteren Reinigung laBt man die ChloroformlOsung in 
den ersten Sehiitteltriehter abflieBen, der inzwischen gereinigt 
und mit verdiinnter Natronlauge (s. Reagentien 5.) besehiekt 
wurde. 

Das zuriiekbleibende Wasehwasser, welches einzelne Chloro
formtropfchen zuriickhalt, wird mit einigen Kubikzentimetern 
reinen Chloroforms geschiittelt und auch dieses in den Schiittel
trichter mit der Alkalilosung gebracht. Nach mehrfachem Um
schiitteln laBt man den Inhalt des Schiitteltrichters einige Zeit 
stehen, bis sich die Chloroformschicht abgesetzt hat, laBt dann 
die ChloroformlOsung in ein 25 oder 50 ccm fassendes Kolbchen 
abflieBen, flillt bis zur Marke mit reinem Chloroform auf, schiittelt 
um und laBt wieder einige Zeit stehen, wobei evtl. mitgerissene 
Wassertropfchen sich an den Glaswandungen absetzen. Die so 
erhaltene ChloroformlOsung wird gegen die VergleichslOsung (s. 
Reagentien 6.) kolorimetriert, die man aus der StammlOsung (6.) 
durch geeignetes Verdiinnen mit Chloroform (z. B. I: 10) er
halt. 

Berechnung. Die Berechnung entspricht dem iiblichen ko
lorimetrischen Prinzip und ergibt die mg Indolignon in dem 
untersuchten aliquoten Harnteil. Die Harnverdiinnung ist zu 
beriicksichtigen. I Gew.-T. Indolignon entspricht 0,9 Gew.-T. 
Indikan. 

36* 
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Bestimmung der Homogentisinsaure. 
CH 

Ho-AH 
I II 

HC C-OH 
V 
C-1Hz 

COOH 

Die Homogentisinsaure, 2,5-Dioxyphenylessigsaure, gelangt 
bei der seltenen Stoffwechselanomalie der "Alkaptonurie" zur 
Ausscheidung. Der Alkaptonharn enthalt gewohnlich in der Tages
menge 3-6 g Homogentisinsaure bzw. 0,2-0,4%. Doch sind 
auch Ausscheidungen von 16-18 g beobachtet worden. 

Qualitativer Nachweis. 

1. Bei Zusatz von Alkali farbt sich der blaBgelbe bis braun
liche Alkaptonharn von der Oberflache her braun bis schwarz. 

2. Alkaptonharn reduziert ammoniakalische Silberlosung in 
der Kalte, Fehlingsche Losung langsam in der Kalte, schnell beim 
Erwarmen, dagegen nicht alkalische WismutlOsung. Der Harn ist 
optisch inaktiv und nicht vergarbar. 

3. Zusatz von FerrichloridlOsung bewirkt noch in Verdiinnung 
der Homogentisinsaure 1 : 4000 eine Blaufarbung, die rasch ver
schwindet, bei erneutem Zusatz aber wieder hervorgerufen werden 
kann, wenn noch reaktionsfahige Substanz vorhanden ist. 

4. Alkapton-Zyanreaktion nach Lindt!. Der Harn wird mit 
einigen ccm Ather ausgeschuttelt und dieser auf ein Stuck un
gebrannten Kalk gegossen. Es entsteht fluchtige Blaufarbung, 
gefolgt von einem braunlichen Fleck. 0,10/00 Homogentisinsaure 
im Ather geben noch eine positive Reaktion. Gegen melanogen
haltige Harne lassen sich Alkaptonharne durch die Reduktions
proben, gegen phenolhaltige Harne (Brenzkatechin und Resorzin) 
durch die Farbreaktion abgrenzen. Hydrochinon gibt gleichartige 
Reaktionen. Zum exakten Nachweis ist Isolierung der Homogenti
sinsaure notwendig. 

Mit Millonschem Reagens erhalt man eine Gelbfarbung, 
spater einen gelben Niederschlag, der beim Erwarmen ziegelrot 
wird. 

1 Vgl. Katsch und N emet: Biochem. Z. 120, 212 (1921). 
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DarsteUung der Homogentisinsanre ans AlkaptQnharn. 

Darstellung der reinen Saure nach Garrod l . 

Zu je 100 ccm nahezu siedenden Harnes werden 5-6 g neutrales 
Bleiazetat gegeben, worauf sofort heiB filtriert wird. Nach 24stiin
digem Stehen in der Kalte hat sich im Filtrate homogentisinsaures 
Blei ausgeschieden, das abfiltriert, mit aqua dest. gewaschen und 
bei 100 ° getrocknet wird. Zur Herstellung der reinen Saure wird 
nach Marner2 das Bleisalz fein zerrieben, mit der berechneten 
Menge 2 n Schwefelsaure (175 ccm pro 100 g Bleisalz) bei Zimmer
temperatur unter haufigem Umschiitteln umgesetzt und das Filtrat 
bei Zimmertemperatur im Vakuum bis zur reichlichen Kristalli
sation eingeengt. Die Kristalle werden abgesaugt und in wenig 
Wasser ge16st. Die Lasung wird filtriert, im Vakuum eingeengt, 
bis nur eine ganz geringe Mutterlauge iibrig ist, ausgepreBt und 
bei Zimmertemperatur iiber Schwefelsaure getrocknet. 

Darstellung des Athylesters nach Schumm 3 • 

Man gibt zu 200 ccm Harn 30 cern 25 % ig. Salzsaure, dampft 
auf dem Wasserbade bis zu 25-30 cem ein, spiilt den Riiekstand 
mit ca. 100 cern Alkohol in ein Kalbehen, gibt 10 eem rauehender 
Salzsaure hinzu und erhitzt den bedeekten Kolben 1 Stunde auf 
dem Wasserbade. Hierauf fiigt man 300 cern Wasser und Soda-
16sung bis zur sehwaeh alkalisehen Reaktion hinzu und schiittelt 
unmittelbar hierauf dreimal mit je 80 cern Ather aus. Dann destil
liert man den Ather nahezu ab, erhitzt den Rest auf dem Wasser
bade bis zur Sirupkonsistenz, preBt die Kristallmasse auf einem 
Tonteller ab und kristallisiert aus siedendem Wasser unter Tier
kohlezugabe zweimal urn. Die farblosen Kristalle des Athylesters 
der Homogentisinsaure haben einen Sehmelzpunkt von 119-120 o. 

Quantitative Bestimmung. 

Kolorimetrisehe Bestimmung der Homogentisinsaure 
nach Briggs4. 

Prinzi p. Eine Phosphat-Molybdat16sung wird dureh die Homo
gentisinsaure reduziert und die entstehende Blaufarbung gegen eine 

1 J. of physiol. 23, 512 (1898/99). 
2 Z. physiol. Chern. 'i8, 307 (1912). 
3 Munch. rned. Wschr. Jg. 1904, Nr. 51, S. 1599. 
4 J. of bioI. Chern. 51, 453 (1922). 



566 Bestimmung aromatischer Verbindungen. 

gleichartige kolorimetrisch verglichen, die durch Reduktion einer 
Hydrochinonstandardlosung erzielt wird. 

Reagentien. 1. Molybdatlosung. 5% Ammoniummolybdat in 5n 
Schwefelsaure. 2. PhosphatlOsung. 1 %ig. KHzPO,-LOsung.· 3. Hydro
chinon-StandardlOsung, enthaltend 1 mg Hydrochinon pro ccm. 

Ausfiihrung. In einen 25 ccm-MeBkolben werden 1 oder 2 ccm 
Alkaptonharn gegeben. Enthalt der Harn Sulfide oder EiweiB, 
so sind diese zu entfernen. Hierzu gibt man zu dem Harn gleiche 
Volumina lO%ig. Trichloressigsaure und 0,5%ig. Silbersulfat
lOsung, mischt durch und fiigt zur Fliissigkeit 2 % festes Natrium
chlorid. Nach guter Durchmischung wird der Niederschlag ab
zentrifugiert. Von dem klaren Zentrifugate werden 3 ccm pro ccm 
angewandten Harnes verwandt. 

Dann gibt man in den MeBkolben 10-15 ccm Wasser, fiigt 
je 2 ccm Molybdat- und Phosphatlosung hinzu und fiillt zur Marke 
aut Gleichzeitig stellt man sich eine gleichartige Vergleichslosung 
her, indem man anstatt des Harnes so viel der Hydrochinon
Standardlosung anwendet, daB die Farbtiefen annahernd gleich 
sind. Man mischt gut durch, laBt 5 Min. stehen und vergleicht 
kolorimetrisch. 

Berechnung. Da 1 mg Hydrochinon in der kolorimetri
schen Wirkung 0,79 mg Homogentisinsaure entspricht, so er
gibt sich der Gehalt an Homogentisinsaure im Harn in Pro-

b . An d O,079.a.hz zenten eI wen ung von n ccm Harn x = h ' wo a ccm 
n· 1 

Hydrochinon-Standardlosung, hI SchichthOhe der untersuchten 
LOsung, hz die der StandardlOsung und n die ccm des angewandten 
Harnes bedeuten. 

Titrimetrische Bestimmung der Homogentisinsaure 
n ach Metz I-Lieb und Lanyar 2• 

Prinzip. Bei Zusatz von Jodlosung zu homogentisinsaure
haltigem Harn bei schwach alkalischer Reaktion wird Jod sowohl 
durch eine Reihe von Harnbestandteilen (Harnsaure, phenolartige 
Korper u. a.) gebunden wie auch von der Homogentisinsaure 
verbraucht, die zu Chinonessigsaure oxydiert wird. 

OH 0 
) II 
~~-CH2'COOH + Jz~('u-CHz·COOH+2HJ. 
. ~( 
o . 0 

-----
1 Biochem. Z. 190, 261 (1927). 2 Z. physiol. Chem. 181, 199 (1929). 
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Aus dieser Verbindung allein wird bei lnnehaltung bestimmter 
Bedingungen beim Ansauern das Jod wieder in Freiheit gesetzt, 
da die genannte Reaktion dann riickwarts verlauft. Aus der titri
metrischen Bestimmung des J odes mit Thiosul£at wird die Homo
gentisinsauremenge ermittelt. 

Reagentien. 1. Starkeli.isung, 2% ig. 2. Jodli.isung, 0,05 n. 3. Na
triumbikarbonat, pulv., karbonatfrei. 4. Schwefelsaure, 1: 5 verdiinnt. 
5. Kaliumjodidli.isung, 4%ig. 6. Thiosulfatli.isung, 0,05 n. 

A usfiihrun g. 10 cern Harn werden in einem %-Literkolben 
mit 90 cern Wasser, 2 cern einer 2%ig. Starke16sung und 1 g 
reinem Natriumbikarbonat versetzt und sofort mit 0,05 n Jod
Wsung titriert. Sobald eine Blaufarbung eintritt, setzt man eine 
Messerspitze voU Bikarbonat zu, schiittelt urn und wartet % Min. 
Verschwindet in dieser Zeit die Blaufarbung, so setzt man weiter 
tropfenweise Jod zu, bis nach der angegebenen Wartezeit und 
nochmaligem Bikarbonatzusatz die normale Jodstarkereaktion 
eben bestehen bleibt. Ein langeres Warten ist nachteilig. Da die 
Starke bei langsamem Titrieren so weit abgebaut werden kann, 
daB die J odstarkereaktion nicht mehr eintritt, muB man, wenn 
man bemerkt, daB beim Zutropfen der Jod16sung die Blaufarbung 
nicht mehr auf tritt, abermals 1 cern Starke16sung zusetzen. Dann 
werden 100 cern einer verdiinnten Schwefelsaure (1 :5) und 5 cern 
einer 4%ig. L6sung von reinem Kaliumjodid zugesetzt; die Mi
Bchung wird mehrmals umgeschiittelt, 15 Min. stehen gelassen und 
darauf das ausgeschiedene J od mit 0,05 n Thiosul£atl6sung titriert. 

Berechnung. Zu der Zl'thl der verbrauchten Kubikzenti
meter Thiosul£atl6sung werden 0,20 cern addiert (empirische Kor
rektur) und, da 1 Mol Homogentisinsaure (168,064) 2 Gramm 
Atomen Jod entspricht, wird die so erhaltene Zahl mit 0,0042 
multipliziert. Das Produkt gibt die in 10 cern Harn enthaltene 
Homogentisinsaure in Gramm an. Der maximale Fehler betragt 
weniger als 0,5 mg Homogentisinsaure in 10 cern Harn. 

Bestimmung der Hippursaure. 
CH 

HC/!"'CH 
He! I:CH 

"'/ c-co 
I 

HN-CH2 
I 

COOH 

lm menschlichen, normalen Tagesharn werden 0,1-0,2 g 
Hippursaure ausgeschieden. Diese. Menge kann bei vegetarischer 
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Ernahrung auf mehr als 2 g ansteigen, pathologisch kann die 
Hippursaureausscheidung vermehrt sein. Pflanzenfresser scheiden 
bedeutend mehr Hippursaure aus (Rinderharn enthalt bis zu 
ca. 27 g). 

Qualitativer Nachweis. 

1. Lactimidprobe nach Spirol. 1 Mol Hippursaure wird 
in 3 Molen Essigsaureanhydrid gelost, hierzu 1 Mol vollkommen 
wasserfreies, essigsaures Natrium gegeben und nach Zusatz von 
1 Mol Benzaldehyd eine halbe Stunde auf dem Wasserbade erwarmt. 

Die gelbgefarbte Fliissigkeit erstarrt beim Abkiihlen zu gelb
lichen Nadelchen des Lactimids der Benzoylaminozimtsaure, 
das durch Kristallisation aus hei13em Alkohol oder Benzol leicht 
gereinigt wird. Schmelzpunkt 165-166°. 

2. Nachweis der Hippursaure unmittelbar im Harn 
nach Dehn 2 • Einige ccm Ham werden mit Natriumhypobromit 
bis zur Zersetzung des Harnstoffes und bleibender Gelbfarbung 
versetzt. Beim Erhitzen zum Sieden entsteht ein orangefarbener 
oder braunroter Niederschlag; Spuren Hippursaure bedingen eine 
nur schwach rote Farbung. 

Darstellung der Hippursiiure aus menschlichem Harn 
nach Dakin3• 

300-500 ccm Harn werden auf dem Wasserbade zu 100 ccm 
eingeengt. Der eingeengte Ham wird stark mit Phosphorsaure 
angesauert und in einem Extraktionsapparat einen Tag lang 
mit Athylazetat extrahiert. Der Athylazetatextrakt, der minde
stens 200 ccm betragen soll, wird in einem Scheidetrichter vier
mal mit gesattigter Kochsalzlosung ausgeschiittelt, deren Volu
men im ganzen 75 ccm betragen soIl. Die Athylazetatlosung wird 
mit einigen ccm Wasser gewaschen; die vereinigten Waschwasser 
werden mit Athylazetat ausgeschiittelt, das sorgfaltig abgetrennt 
und zu der Hauptmenge des Extraktes gegeben wird. Dann wird 
die Athylazetatlosung in einem kleinen Rundkolben mit Wasser
dampf destilliert, bis 750 ccm abdestilliert sind, wobei fliichtige 
Sauren entfernt werden. Die riickbleibende hei13e, wa13rige Hippur
saurelosung wird mit etwas Tierkohle gekocht, filtriert und der 
Riickstand mit kochendem Wasser gewaschen. Wenn gro13ere 

1 Z. physioI. Chem. 28, 174 (1899). 
2 Cit. nach Spaeth: 1. c. (S. 355 dieses Praktikums) S. 387. 
a J. of bioI. Chem. 7, 103 (1909/10). 
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Mengen Hippursaure vorhanden sind, laBt man das Filtrat einige 
Stunden kalt stehen, damit ein Teil der Hippursaure auskristal
lisiert. Das Filtrat von den KristalIen wird in einem Scheide
trichter durch Mischung von 2 Volumteilen Benzol und 1 Volum
teil alkoholfreien Ather geschuttelt. Hierdurch werden aroma
tische Sauren ~tfernt. Die waBrige Hippursaurelosung wird 
zur Trockne verdampft, der Ruckstand mit wenig heiBem Wasser 
gelost und das Filtrat in ein gewogenes Glasschalchen gebracht, 
die Menge vorher gewonnener HippursaurekristalIe hinzugefUgt; 
die Mischung laBt man bei Zimmertemperatur eindunsten. Die 
Hippursaure kristallisiert aus. 

Die Saure gibt nach einmaliger Umkristallisation mit Wasser 
ein Produkt, das den richtigen Schmelzpunkt zeigt (187,5 0). 

Quantitative Bestimmung. 

Titrimetrische Bestimmung der Hippurllaure 
nach Snapper und Laqueur 1. 

Prinzip. Die Methode beruht auf Extraktion der Hippursaure 
im Harn mit Essigester, Zersetzung des in den Essigester ge
gangenen Harnstoffes mit Bromlauge und Bestimmung des 
Hippursaure-N im Essigesterextrakt. 

Reagentien. 1. Kochsalz krist. 2. Salzsaure 38%ig. 3. Essigester 
(mit Wasser zur Entfernung von Essigsaure gut ausgeschiittelt). 4. Brom
lauge. 5. AIle Reagentien zur N-Bestimmung nach Kjeldahl, Laugen 
und Sauren 0,02 n. 

Ausfuhrung. Zu 50 ccm Harn, der zur Konservierung mit 
einer Mischung von Chloroform und Toluol versetzt ist, setzt 
man 12,5·g Kochsalz zur Vermeidung der Emulsionsbildung 
beim Schutteln mit Essigester und 0,3 ccm 38 %ig. Salzsaure, 
urn aIle Hippurate in Hippursaure zu verwandeln. Dann schut
telt man den Harn kraftig 1 Minute lang mit 50 ccm Essigester 
in einem SchUtteltrichter. Nach Trennung der FlUssigkeit in 
2 Schichten dekantiert man den Essigester und schuttelt wie
der die waBrige Schicht mit 50 ccm frischem Essigester. Man 
wiederholt dies sechsmal! Dann vereint man aIle Portionen 
Essigester (etwa 300 ccm) und schuttelt sie 1 Minute lang mit 
75 ccm aqua dest. Nach. Trennung in 2 Flussigkeitsschichten 
schUttelt man die Spulfliissigkeit 1 Minute lang mit 75 ccm 
Essigester und fUgt diese zu den vorigen 300 ccm, verdampft 

1 Biochem. Z. 140, 32 (1924). 
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den gesamten Essigester (ca. 375 cern), lost den Riiekstand 
in 50 cern Alkohol (oder Essigester) und bringt von dieser 
Losung mittels Pipette je zweimal 20 cern und einmal 10 cern 
in die Kjeldahlkolben. Der Alkohol oder Essigester wird auf 
dem Wasserbade verdampft, worauf den Kolben, welehe 20 cern 
Fliissigkeit enthalten, 10 cern Bromlauge zugesetzt werden. Man 
schiittelt 1 Minute lang und bestimmt dann den N-Gehalt naeh 
Kj eldahl. In der Vorlage sind 10 cern 0,02 n H 2S04 • 

Bereehnung. Die Bereehnung erfolgt gemaB folgendem Bei
spiel: Es seien fiir die 2 Kolben, welehe 20 cern alkoholisehe La
sung und 10 cern Bromlauge enthalten, 4,40 und 4,30 cern 0,02 n 
Lauge, fiir den Kolben, welcher 10 cern Lasung enthalt, 5,30 Lauge 
verbraueht. Naeh Subtraktion von 0,5 cern als Blindwert fiir die 
Reagentien ergeben die mit Bromlauge gesehiittelten Kolben 
einen N-Gehalt entspreehend 10-4,40-0,5 = 5,10 bzw. 5,20 eem 
0,02 n Lasung, im Durchschnitt 5,15 cern. Der Stiekstoff der Unter
suehung von 10 cern Volumen Fliissigkeit ohne Bromlauge-Zusatz 
entsprieht 4,20 cern 0,02 n Lauge. 

In 50 cern Alkohol sind Harnstoff + Hippursaure 
5·4,20·0,28 = 5,88 mg Ns • 

Naeh Entfernung des Harnstoffes sind in 50 eem Alkohol 
2,5·5,15·0,28 = 3,61 mgN2 • 

Die in den Essigester gegangene Menge Harnstoff-N betragt 
somit fiir 50 cern 

5,88 - 3,61 = 2,27 mg N2 . 

7 % dieser Menge werden dureh das Brom nieht zersetzt, so daB 
pro 20 cern alkoholiseher Lasung 

2 7 
lr· 100· 2,27 mg Harnstoff-N , 

d. h. 
2 7 2,27 
5· 100 . 0,28 = 0,23 ecm 0,02 n Lauge 

bleiben. Diese Menge Harnstoff ist noeh von der Hippursaure
bestimmung in Abzug zu bringen, d. h. der Hippursaurestickstoff 
in 20 cern entsprieht 

5,15 - 0,23 = 4,92 ccm 0,02 n Lauge, 

d. h. in 50 cern Harn sind, da 1 ccm 0,02 n Lauge 0,28 mg Stiek
stoff und 1 mg Stickstoff 12,78 mg Hippursaure entsprechen, 
2,5·4,92·0,28· 12,78 mg Hippursaure enthalten. 
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Titrimetrische Bestimmung der Hippursaure nach 
Folin und Flanders 1• 

Prinzip. Die Hippursaure wird durch Natronlauge und dann 
durch Kochen mit Salpetersaure und etwas Kupfernitrat hydroly
siert, die gebildete Benzoesaure mit Chloroform ausgeschiittelt, 
die Chloroformlosung gewasehen und mit 0,1 n Natriumalkoholat 
und Phenolphthalein titriert. 

Reagen tien. 1. Natronlauge 5 % ig. 2. Salpetersaure konz. 3. Kupfer
nitrat krist. 4. Ammonsulfat krist. 5. Chloroform, gewaschen. 6. Gesattigte 
Losung von reinem Natriumchlorid, pro Liter 0,5 ccm konzentrierte Salz
saure enthaltend. 7. Natriumalkoholat 0,1 n. 2,3 g reines, metallisches 
Natrium werden in 1 Liter absolutem Alkohol gelOst. Die Losung solI 
eher etwas schwacher als 0,1 n als starker sein. Ihr Titer ist am besten 
gegen eine Benzoesaurelosung in Chloroform einzustellen. Er kann auch 
gegen 0,1 n Salzsaure eingestellt werden, wenn das Alkoholat kohlensaure
frei ist. Da in der Regel aber etwas Karbonat vorhanden ist, erscheint bei 
der Titration in waJ3riger Losung das Alkoholat starker als in Chloroform. 

Ausfiihrung. 100 eem Harn werden in einer Sehalemit 10 eem 
einer 5%ig. Natronlauge auf dem Dampfbade zur Troekne ein
geengt. 

Den Riiekstand spiilt man mit 25 eem Wasser und 25 eem kon
zentrierter Salpetersaure in einen Kjeldahlkolben von 500 eem 
und setzt 0,2 g Kupfernitrat zu. Den Kjeldahlkolben versehlieBt 
man mit Hopkinssehen Kondensatoren (groBe Reagenzglaser aus 
J enaer Glas mit einem doppelt durehbohrten Gummistopfen 
verschlossen; dureh eines der Locher fiihrt eine lange Glasrohre 
bis nahe an den Boden, dureh das andere eine kurze, die gleieh 
unter dem Stopfen endet;· mittels dieser Rohren laBt man kaltes 
Wasser dureh das Reagenzglas flieBen). Hierdureh wird ein Ver
lust an Benzoesaure und eine Veranderung der Konzentration der 
Salpetersaure vermieden. Nach Zusatz von Siedesteinen koeht 
man 4Y2 Stunden maBig iiber einem Mikrobrenner, spiilt naeh 
dem Kiihlen die Kondensatoren mit 25 cern Wasser ab, gieBt 
den Inhalt in einen Seheidetriehter von 500 eem und spiilt mit 
weiteren 25 cem Wasser naeh. Das Gesamtvolumen der Fliissigkeit 
betragt nun 100 eem. Naehdem die Lasung mit Ammoniumsulfat 
gerade gesattigt ist (ca. 55 g), extrahiert man viermal, mit je 
50, 35, 25 und 25 cern gewasehenen Chloroforms, indem man die 
ersten beiden Chloroformmengen zum Naehspiilen des Kjeldahl
kolbens benutzt. Die Chloroformextrakte werden in einem zweiten 
Scheidetriehter vereinigt und mit 100 eem einer gesattigten sauren 
Natriumehloridlosung (Reagentien 6.) versetzt. Nach Dureh-

1 J. of bioI. Chem. 11, 257 (1912). 
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schiitteIn gibt man das Chloroform in einen 500 ccm-Erlenmeyer
kolben und titriert mit 0,1 n NatriumaIkoholat unter Zusatz von 
Phenolphthalein. Der erste Umschlag wird als Endpunkt ge
nommen, wenngleich die Farbe nach kurzem Stehen wieder ab
blaBt. 

Berechnung. 1 ccm 0,1 n Lauge entspricht 12,205 mg Benzoe
saure oder 17,908 mg Hippursaure. 

Gasanalytische Bestimmung der Hippursaure nach von 
Beznak 1 • 

Prinzip. Die Hippursaure wird aus dem Harn mit At,her 
extrahiert, der Ather abdestilliert und der Riickstand in saurer 
Losung im Autoklaven erhitzt. Hierbei wird Harnstoff zerstort 
und aus Hippursaure Glykokoll abgespalten. Der N-Gehalt des 
Glykokolls wird nach van Slyke bestimmt. 

Reagentien. 1. Schwe~~lsaure, konz. 2. Natrium
wolframatlosung, 10 % ig. 3. Ather. 4. AIle Reagentien zur 

_- Amino-N-Bestimmung nach van Slyke (s. Bd. I des 
Praktikums). 

Apparate. 1. Extraktionsapparat (s. Abb. 133). Die 
Einrichtung des Apparates ergibt sich aus der Abbildung; 
er ist aus jedem Soxhletapparat herzusteIlen. In das Ge
faB a kommt die zu ex~rahierende Fliissig)!:eit, deren spez. 
Gew. groBer als das von Ather ist. b ist das4~herableitungs-

/' rohr. In das GefaB c kommen ca. 80 ccm Ather. Es wird 

Abb.133. 

auf dem Wasserbad bei 70 0 oder auf elektrischer Heiz
platte extrahiert. Der sich kondensierende Ather tritt in 
das Rohr b, gelangt am unteren Ende desselben durch die 
Offnungen der Kugel in kleinen Tropfen durch den Ham 
und sammelt sich oberhalb desselben an. Erreicht er die 
Hohe des GefaBes a, so flieBt er iiber und gelangt in das 
untere GefaB c zuriick. 2. Apparat zur Amino-N-Bestim
mung nach van Slyke (s. Bd. I d. Praktikums S. 247 
und 248). 

A usfiihrung. 10-20 ccm Harn werden in das 
GefaB a des Extraktionsapparates gegeben, dann 
wird das Rohr b eingebracht; durch dieses wer
den 1 ccm Schwefelsaure und 3 ccm lO % ig. 
Natriumwolframat16sung (zum Verhindern des 
Schaumens) zugefiigt. In das untere GefaB c bringt 

man 80 cern Ather und extrahiert 1-2 Stunden. Es ist bei 
jedem Apparat mit einer waBrigen Hippursaure16sung zu be
stimmen, wieviel mg Hippursaure er in der Stunde extrahieren kann. 

1 Biochem. Z. 206, 409 (1929). 
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Zum Atherextrakt gibt man 10 ccm dest. Wasser, destilliert 
den Ather ab, sauert den Riickstand mit 1 ccm konz. Schwefel
saure an und erhitzt 3 Stunden lang im Autoklaven bei einem 
Druck von 2% kg pro qcm. Die Losung wird dann in einem Mell
kolben auf 25 ccm aufgefiillt. In 2 ccm wird dann im van Slyke
Apparat der Amino-N bestimmt. 

Berechnung. Aus Bestimmungen an reinem Glykokoll wird 
ermittelt, welcher Glykokollmenge 1 mg N bei Benutzung der 
vorliegenden Apparatur entspricht. Hieraus ergibt sich die zu 
bestimmende Glykokollmenge in der untersuchten Harnver
diinnung. 1 Gewichtsteil Glykokoll entspricht 2,3868 Gewichts
teilen Hippursaure. 

Bestimmung der HarnfarbstoHe. 
Normaler, frischer Harn enthalt eine Reihe vorgebildeter, 

fertiger Farbstoffe, sowie eineAnzahl "Chromogene", d. h. "Farb
stoffbildner", aus denen durch Einwirkung von Licht und Luft 
durch Oxydation die eigentlichen Farbstoffe entstehen. 

Auller den im normalen Harn vorhandenen Farbstoffen, deren 
Menge durch pathologische Zustande erhOht werden kann, gibt 
es Farbstoffgruppen - wie Blutfarbstoffe und Gallenfarbstoffe -
die ausschlielllich in pathologischen Harnen auftreten. Schlielllich 
sind mitunter im Harn Farbstoffe zu beobachten, die auf Zufiih
rung bestimmter Chemikalien (Arzneien) zuriickzufiihren sind. 

Bestimmung der im Harn normal vorhandenen Farbstoffe. 
Neben dem Urochrom, dem eigentlichen Trager der Harnfarbe, 

treten im normalen Harne Urobilinogen (aus dem sich Urobilin 
bildet), Hamatoporphyrin in kleinen Mengen und haufig Uro
erythrin auf. Aullerdem sind als Chromogene Urorosein sowie 
die Chromogene von Indigoblau und Indigorot vorhanden. 

Durch Einwirkung von Mineralsauren konnen sich aus Uro
chrom braune und schwarze Farbstoffe bilden. Unter gleichen Be
dingungen konnen aus Kohlehydraten und stickstoffhaltigen Ver
bindungen braunschwarze Substanzen (Huminstoffe) entstehen. 

Bestimmung von Urochrom und Urochromogen. 
Das Urochrom bildet die Hauptmenge der Harnfarbstoffe und 

verleiht dem Harn seine gelbe Farbe. Es stellt vermutlich ein 
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unvollstandiges Oxydationsprodukt des EiweiBes dar. SeineZu
sammensetzung ist noch umstritten. 

Das Urochrom soIl aus 2 Urochromogenen (IX und fJ) hervor
gegangen sein, von denen das eine (fJ) der Trager der Ehrlichschen 
Diazoreaktion sein solI. Beide Chromogene konnen durch Oxy
dation in Urochrom ubergefiihrt werden. Durch Vberfiihrung des 
Chromogens fJ in Urochrom verschwindet die positiveDiazoreaktion 
in Diazoharnen. 

1m normalen Tagesharn sowie bei Krankheiten, die ohne 
Fieber und Stoffwechselveranderungen verlaufen, sind nach 
WeiB 700-1300 Echtgelbeinheiten Urochrom gemaB der MaB
einheit der folgenden Methode vorhanden. 

Quantitative Bestimmung des Urochroms. 

Kolorimetrische Bestimmung des Urochroms 
nach WeiBl. 

Prinzip. Nach Ausfallung andersartiger Harnfarbstoffe mit 
Bleizuckerlosung wird die Menge des Urochroms im Harn kolo
rimetrisch gegen eine Standardlosung aus Echtgelb bestimmt. 

Reagen tien. 1. Standardlosung: 1 g Eehtgelb (Miiller,Leipzig)wird in 
aqua dest. ad 500eem ge16st. Von dieserLosungwerden 10eemad 100ecm, 
von diesen wieder 20 ccm ad 800 cern mit aqua dest. verdiinnt. Diese Ver
gleiehslosung enthalt 0,1 g Echtgelb auf 20 Liter Wasser. Zu 1000 cem 
dieser wsung werden 5 ccm einer Losung von 0,1 g Bismarckbraun (Bor
rough und Welcome) in 5 Liter Wasser gesetzt. Die in 100 cern dieser 
Losung enthaltene Farbstofimenge wird gleich 100 Echtgelbeinheiten ge
setzt. 2. Bleizuckerlosung 20 % ig. 3. Ammoniak 5 % ig. 

A usfuhrung. 25 ccm sauren oder schwach angesauerten Harnes 
(sehr farbstoffarmer Harn ist vorher auf dem Wasserbade ein
zuengen), werden zur Fallung anderer Harnfarbstoffe mit 20% ig. 
Bleizuckerlosung genau ausgefallt (gewohnlich genugen 5 ccm) 
und nach Filtration aus einer Burette tropfenweise mit 5 % ig. 
Ammoniak versetzt, bis die Losung nur noch schwach sauer 
reagiert. Als Merkzeichen dient die Erscheinung, daB der beim 
Eintropfen des Ammoniaks entstehende Bleihydroxydniederschlag 
sich bei der zu erhaltenden Endreaktion nur noch schwer lost. 
Man filtriert und kolorimetriert gegen die Standardlosung. 

Berechnung. Die Berechnung erfolgt in Echtgelbeinheiten. 

1 Biochem. Z. 30, 333 (1911). - Sitzgsbr. Akad. Wiss. Wien., Math.
naturwiss. Kl. 122, Abt. III, S. 3 (1913). V gl. aueh Fii rth in Abderhaldens 
Arbeitsmethoden IV/5, 437 (1925). 
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Die Verdiinnung des Harnes bei der Bestimmung ist zu be
riicksichtigen und die Menge der Echtgelbeinheiten im Tages
harn zu berechnen. 

Beispiel. Tagesmenge eines Harnes = 900 ccm; 25 ccm des
selben werden mit 5 ccm Bleizuckerlosung ausgefallt und mit 
0,5 ccm Ammoniak versetzt. Die Verdiinnung des Harnes ist 
sonach 

25 + 5 + 0,5 30,5 
25 25 . 

Der kolorimetrische Vergleich ergibt die Beziehung 

Farbekraft des Harnes 15 
Farbekraft der Standardlasung = 20' 

Sonach enthiiJt die Tagesmenge Harn 

900. ~~. 3~~5 = 823 Echtgelbeinheiten Urochrom. 

Qnalitativer Nachweis des Urochromogens. 

1. Man flillt ein Reagenzglas zu einem Drittel mit Harn, verdiinnt 
auf das Dreifache mit Wasser, mischt durch, teilt die Probe und 
setzt zu der einen Halfte 3 Tropfen einer 1 °/ooig. Kaliumperman
ganatlosung. Bei positiver Reaktion tritt eine bleibende deutliche 
Gelbfarbung ein. 

2. Die Ehr lichsche Diazoreaktion. Bei Zusatz des Ehr
lichschen Diazoreagenses zu normalem, menschlichem Harn ent
steht eine schwach rotliche Farbung. Eine deutliche Rotfarbung, 
die sich beim Umschiitteln dem Schaum mitteilt, tritt u. a. bei 
Typhus abdominalis vom Ende der erst en Woche ab auf. 

Reagentien. 1. Diazoreagens: I. Lasung von 0,5g Sulfanilsaure in 
5 ccm 25 % ig. Hel und aqua dest. ad 100 ccm. II. 0,5 % ig. waBrige Lasung 
von Natriumnitrit. 2. Ammoniak 10 % ig. 

Ausfiihrung. lO cern frisehen Harnes werden mit lO cem des 
Diazoreagenses lund hierauf mit 2 Tropfen der Losung II versetzt 
und gut durchgeschiittelt. Hierbei kann eine Dunkel- (violette) 
oder eine Gelbfarbung des Harnes auftreten. Man setzt rasch etwa 
2 ccm einer lO % ig. AmmoniaklOsung auf einmal hinzu. Nur rein 
rote Farbung, die sich beim Umsehiitteln dem Schaum mitteilt, 
ist im Gegensatz zu gelbroten oder gelbbraunen Farbungen als 
positive Reaktion anzusehen. N aeh 12 stiindigem Stehen bildet 
sieh ein im oberen Teile dunkel gefarbter Niederschlag. Selten 
auftretende, tiefgelbe Farbung naeh Ammoniakzusatz ist ver
mutlich auf Derivate von Gallenfarbstoffen zuriickzuflihren. 
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Quantitative Bestimmung des Urochromogens. 

Kolorimetrische Bestimmung des Urochromogens 
nach WeiBl. 

Prinzi p. Das Urochromogen wird durch Oxydation mit Per
manganat zu Urochrom oxydiert und dieses wie oben bestimmt. 

Die Differenz der Urochrombestimmung vor und nach der 
Oxydation im Harn ergibt die Menge Urochromogen. 

Reagentien. 1. Alle Reagentien zur Urochrombestimmung (s. d.). 
2. Permanganatliisung ca. 10/ 00 ig. 

Au s f iih ru ng. 25 ccm urochromogenhaltigen Harnes werden 
unter Umschiitteln tropfenweise mit 1 Ofooig. PermanganatlOsung so 
lange versetzt, wie Zunahme der Gelbfarbung beim Eintropfen zu 
beobachtenist. Mangebraucht etwa 10-30 Tropfen. Ein UberschuB 
ist zu vermeiden, um der Losung keinen braunlichen Farbton 
zu erteilen. Man bestimmt das Urochrom wie beschrieben und 
fiihrt mit 25 ccm nicht oxydierten Harnes eine zweite Urochrom
bestimmung aus. Die Subtraktion beider Werte ergibt die Menge 
Urochromogen, ausgedriickt als Urochrom. 

Nachweis des Uroerythrins. 
Uroerythrin kommt im normalen Harne haufig in geringen 

Mengen vor. Pathologisch kann es vermehrt auftreten. Ein an 
diesem Farbstoff reicher Harn zeigt mattorangerote Farbung. 
Uroerythrin bedingt die ziegelrote Farbung vo:q Uratsedimenten 
(sedimentum lateritium). 

Darstellung des Uroerythrins. 

Nach Gewinnung eines reich lichen Uroerythrinsedimentes -
Uratsedimentes - (Harn stark kiihlen) wird dieses, evtl. unter 
Erwarmen, in etwas Wasser gelOst, durch Sattigung mit Chlor
ammonium ausgefallt und mit Chlorammoniumlosung gewaschen, 
bis das Filtrat nicht mehr gefarbt ist. Filter und Niederschlag 
werden im Dunkeln mit warmem Alkohol mehrere Stunden 
digeriert; das Filtrat wird mit dem doppelten Volumen Wasser 
verdiinnt und zur Entfernung des Hamatoporphyrins mehrere 
Male mit Chloroform ausgeschiittelt. Hierauf setzt man der Losung 

1 Biochem. Z. 30, 333 (1911); 81,342 (1917). Med. Klin. Jg.13. Nr.24, 
659 (1917). 
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einige Tropfen Essigsaure hinzu, schiittelt mit Chloroform, trennt 
dieses ab, wascht es mit Wasser und laBt im Dunkeln verdunsten. 
Der Riickstand zeigt: 

1. mit konzentrierter Schwefelsaure karminrote Farbung; 
2. mit Alkalien (nicht Ammoniak) purpurrote bis blaue, dann 

griine Farbung. 

Qualitativer Nachweis im Harn. 

Der Harn wird nach schwachem Ansauern mit Amylalkohol 
im Dunkeln extrl;thiert und der orangefarbige Extrakt spektro
skopisch gepriift. Die L6sung zeigt ein charakteristisches Spek
trum: Doppelband zwischen D undE bisF reichend durch Schatten 
verbunden. 

Die L6sung fluoresziert nach Zusatz von ammoniakalischer 
Zink16sung nicht (Unterschied gegen Urobilin). Charakteristisch 
ist, daB der Farbstoff und mit ihm der Absorptionsstreifen schnell 
verblaBt. 

Bestimmung von Urobilin und Urobilinogen. 

Frisch entleerter, normaler Harn enthalt, vor Licht geschiitzt, 
kein freies Urobilin; dieses entsteht erst durch Einwirkung von Luft 
und Licht aus dem Urobilinogen. Die Menge des Urobilinogens 
schwankt zwischen Spuren und etwa 130 mg im Tagesharn. Phy
siologisch sind beide K6rper gleich zu bewerten (Gesamt-Urobilin). 
Vermehrt kommt Urobilin bei allen Krankheiten vor, die von 
erh6htem Blutzerfall begleitet sind. Urobilinreicher Harn zeigt 
dunkle, rote bis braunrote Farbung. 

Qualitativer Nachweis des Urobilinogens 1• 

20 ccm frisch en Harnes werden mit ca. 20 Tropfen 20% ig. 
Weinsaure angesauert und mit 80 ccm Petrolather nicht allzu 
kraftig SOmal durchgeschiittelt. Nach der rasch erfolgenden 
Trennung der Schichten schiittelt man den Petrolatherextrakt mit 
20 ccm aqua dest., dem man 4 Tropfen 10% ig. Natronlauge zu
gesetzt hat, aus. Das Urobilinogen geht in das schwach alkalische 
Wasser iiber, und ist wie folgt nachzuweisen: 

1 Vgl. Terwen: Dtsch. Arch. f. kIin. Med. 149, 87 (1925). 
Rona-Kleinmann, Blut u. Harn. 37 
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I. Aldehydreaktion von Ehrlich1 -Bauer 2 : Zu 5ccm der 
Losung setzt man lO Tropfen folgenden Reagenses (p-Dimethyl
amidobenzaldehyd 0,4g, HOI 38%ig. lO ccm, aqua dest. lOccm), 
worauf eine rote Farbe auftritt. Absorptionsstreifen A 555-570 
neben dem Urobilinstreifen. 

2. Eigelbreaktion von Ehrlich-Thomas3 : Das Reagens 
ist das fUr die Diazoreaktion iibliehe (s. S. 575): 6 cem Ehrlich I 
und 2 Tropfen Ehrlich II. Man setzt es zu einem gleichen Volumen 
der UrobilinogenlOsung, worauf eine orangebraune Farbung ein
tritt. 

3. Umwandlung in Urobilin: Hierzu sauert man 5 ecm 
der Losung mit 4 Tropfen 6 % ig. Essigsaure an (auf saure Reak
tion priifen), setzt ein gleiches Volumen Schlesingers Reagens 
(siehe Urobilin) hinzu und filtriert. Der "Obergang von farbloser 
Fliissigkeit zu griiner Fluoreszens dureh Zusatz von einem Tropfen 
1 % ig. Jodtinktur zum Filtrat ist deutlich. 

Qualitativer Nachweis des Urobilins. 

Urobilinlosungen besitzen Fluoreszenz, die dureh Zugabe eines 
Zinksalzes besonders deutlieh hervortritt. Sie zeigen auch 
charakterist.ische Absorptionsstreifen. 

Fluoreszenzpro ben. 

I. Schlesinger4 -Hildebrandtsche 5 Probe. 10-15 cem 
Harn werden mit dem gleichen Volumen einer vor dem Gebraueh 
gut geschiittelten Aufsehwemmung von lO g Zinkazetat in lOO cem 
absolutem Alkohol vermischt, 12-24 Stunden stehen gelassen 
und nach Durchsehiitteln filtriert. Das Filtrat zeigt eine griine 
Fluoreszenz, die besonders bei Betrachtung gegen einen dunklen 
Hintergrund hervortritt. 1st die Fluoreszenz dureh zu saure 
Reaktion unterdriickt, so tritt sie nach Ammoniakzusatz und 
Filtration deutlich hervor. 1st das Filtrat farblos, so liegt kein 
Urobilin vor, ist es gelbrot bis rosa, so ist eine vermehrte Urobilin
ausseheidung vorhanden. 

2. Probe naeh Jaffe. Eine Harnprobe wird mit 5 Tropfen 
10% ig. OhlorzinklOsung versetzt, worau£ so viel Ammoniak hin-

1 Med. Woche Nr. 15, S. 151 (1901). 
2 Sitzgsber. Ges. Morph. u. Physiol. 19, H. 2, 32 (1903). Zbl. inn. Med. 

Jg. 26, H. 34, 833 (1905). 
3 Dissertation Freiburg (1907). 
4 Dtsch. med. Wschr. Jg. 29, H. 32, 561 (1903). 
5 Miinch. med. Wschr. Jg. 56, H. 15, 763 (1909). 
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zugegeben wird, daB der entstehende Niederschlag sich beim Um
schiitteln last: Griine Fluoreszenz. 

3. Probe nach Nencki und Rotschyl. 10-20 ccm Ham 
werden mit einigen Tropfen Salzsaure versetzt und mit 6-10 cern 
Amylalkohol ausgeschiittelt. Die amylalkoholische Lasung wird 
abpipettiert und mit einigen Tropfen einer klaren Lasung von I g 
Chlorzink in 100 ccm ammoniakalischem Alkohol versetzt: griine 
Fluoreszenz. 

Spektroskopischer Nachweis. 

Urobilinreiche Hame zeigen bei passender Schichtdicke oder 
Verdiinnung einen charakteristischen Absorptionsstreifen an der 
Grenze von Griin undBlau. Nach einem Beispiel von Schumm2 

zeigte ein urobilinreicher, mit der doppeltenMenge Wasser ver
diinnter Ham bei 2 em Schichtdicke einen unscharf begrenzten 
Absorptionsstreifen zwischen A 512-478 mit einem Maximum bei 
etwa 498. Zur unmittelbaren Beobachtung ist der Harn nach 
Spaeth3 mit verdiinnter Schwefelsaure anzusauern. 

Ein scharferes, aber durch Alkalisieren etwas nach der roten 
Seite hin versehobenes Spektrum zeigen die Lasungen der 
Urobilin-Zinkverbindung, wie sie fUr die Fluoreszenzproben er
halten wurden. 

Zu stark pigmentiertem oder Gallenfarbstoff-haltigem Ham 
gibt man vor der spektroskopischen Probe pro 10 cern Harn 5 eern 
einer Lasung von 5 g HgO, 20 cern Schwefelsaure und 100 cern 
Wasser (Reagens von Deniges), filtriert und benutzt das klare 
Filtrat zur spektroskopisehen Priifung. 

Quantitative Bestimmung. 

Kolorimetrische Bestimmung des Gesamt- Urobilins 
nach Terwen4• 

Prinzip. Da das Verhaltnis von Urobilin zu Urobilinogen 
klinisch nicht von Bedeutung ist, wird bei der quantitativen Be
stimmung das Gesamt-Urobilin erfaBt. Die Methode beruht auf 
Reduktion des Urobilins mittels eines Ferrosalzes zu Urobilinogen, 
Ausschiitteln des Urobilinogens mit Ather und tJberfiihrung des
selben mittels der Ehrlich-Bauerschen Aldehydreaktion (s. Qualita-

1 Monatsh. f. Chemie 10, 568 (1889). 
2 Schumm: Spektrochem. Analyse, II. Auf!., S.183. Jena: Fischer 1927. 
3 1. c. (S. 355 dieses Praktikums) S.490. 
4 Dtsch. Arch. klin. Med. 149, 72 (1925). 

37* 
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tiv'er .Nachweis von Urobilinogen) in einen roten Farbstoff. Die 
Menge des Farbstoffes wird gegen die Farbung einer bestimmten 
alkalischen PhenolphthaleinstandardlOsung verglichen und in Uro
bilineinheiten ausgedriickt. 

'. Reagentien. 1. Salizylsaurelosung, gesattigte Losung in Alkohol. 
2. Mohrsches Salz FeS04(NH4)2S04' 6 H20, 16 % ig. Losung, f~!sch bereitet 
(?hne iu erwarmen). 3. Natronlauge 12 %ig. 4. Gereinigter Ather: reiner 
Ather des Handels wird einmal mit 30 % ig. NaOH und dreimal mit Wasser 
ausgeschiittelt. Oft zu erneuern. 5. Weinsaure 20 % tg. 6. p-Dimethyl
amidobenzaldehyd (Merck), kaltgesattigte Losung in Ather. 7. Salzsaure 
38 % ig. 8. Natriumazetat, kaltgesattigte Losung. 9. Phenolphthalein 
(Merck), 0,05 % ig. LOsung in Alkohol. 10. NatriumkarbonatlOsung kalt
gesattigte Losung, 19% des wasserfreien Salzes. 11. Phenolphthalein-Ver
gleichslOsung (frisch bereiten): 5 ccm Natriumkarbonatlosung (s. 0.) werden 
.mit 94 cem aqua dest. und mit genau 1 ccm (geeichte Pipette) 0,05 % ig. 
PhenolphthaleinlOsung gemischt. Diese Losung entspricht einer Einheit Uro
bilin oder nach Messungen von Terwen 0,0004 g Urobilin in 100 ccm. 

Ausfiihrung. 1. 1m Harn: Der Ham wird 24 Stunden unter 
'lIinzufiigen von 10 ccm alkoholischer Salizylsaurelosung in einer 
dunkelbraunen Flasche gesammelt. 

Man gibt 80 ccm umgeschiittelten Hames (der Uratniederschlag 
enthalt Urobilin!) in ein weites Becherglas und fiigt 20 ccm 
Ferro-Ammoniumsulfat-Losung und unter standigem Umschwen
ken 20 ccm 12 % ig. Natronlauge hinzu. Die triibe Suspension gieBt 
man sofort in einen MeBzylinder, den man so voil fliilt, daB er ohne 
·Luftblase mit einem Stopfen verschlossen werden kann. Dann laBt 
'man das Gemischbis zum nachsten Tage im Dunkeln stehen. 
Nach dem Absetzen des Niederschlages iiberzeugt man sich, daB 
in der iiberstehenden klaren Fliissigkeit die Absorptionsbande des 
alkalischen Urobilins fehlt. In sehr urobilinreichen Hamen muB 
man die Mengen der FerrosalzlOsung und der Natronlauge zur voll
standigen Reduktion verdoppeln. 

Nun filtriert man die reduzierte Fliissigkeit durch ein trocknes, 
quantitatives Filter (Schleicher und Schiill, Nr. 589, 12,5 cm 
Durchm.) in eine braune Flasche und fiihrt die Bestimmung jetzt 
ohne Unterbrechung zu Ende (Vermeidung der Reoxydation!). 

Zur Extraktion sauert man 20 ccm des Filtrates mit 5 ccm 
Weinsaurelosung an (Aziditat nachpriifen!) und schiittelt mit 
.40ccmAther (ca. 60malkraftig) aus. Nach Trennung der Schichten 
wird die untere Schicht abgelassen und der Atherextrakt 4mal 
mit je etwa 3 ccm destilliertem Wasser ausgeschiittelt. Zu 30 ccm 
~es so gereinigten Extraktes werden 3 ccm Aldehydlosung und 
rasch 10 Tropfen konz. Salzsaure gegeben, wonach unmittelbar 
1 Y2 Min. kraftig geschiittelt wird. Hierbei kondensiert sich das 
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Urobilinogen mit dem Aldehyd, und der Farbstoff geht in die Salz~ 
saurelOsung iiber. Nach Zugabe einiger ccm Wasser schiittelt man 
kraftig durch, setzt 3 ccm der vor her bereiteten N atriumazeta tlOsung 
hinzu, schiittelt nochmals durch und laBt die untenstehende 
rote Losung in einen MeBzylinder abflieBen. Den Ather wascht 
man mit einigen cern Wasser nach, fiigt diese zur Hauptfraktion 
und bringt das Volumen auf 10 ccm. Bei groBen Urobilin
mengen muB der Ather nochmals mit 5 Tropfen Salzsaure 
1 liz Min. lang geschiittelt und der gebildete Farbstoff in wenig 
Wasser und 1,5 ccm Natriumazetatlosung aufgenommen und mit 
der Hauptmenge vereinigt werden. Bei sehr geringen Mengen 
Urobilinogen wird das Endvolumen auf ein geringes Volumen, 
Z. B. 5 ccm gebracht, wobei nur 5 Tropfen Salzsaure und 1,5 ccm 
Natriumazetat gebraucht werden. Hierbei kann durch die 
Beimischung von etwas Aldehyd im Harne die Endfarbe gestort 
werden, was man durch AusschiitteIn der Endfliissigkeit mit 
frischem Ather korrigieren kann. 

Die Endfliissigkeit hat eine rote Farbe mit blaulichem Neben
ton; man verdiinnt sie nahezu so weit, daB die Intensitat der 
Farbe noch unter der der Phenolphthalein-Standardli:isung bleibt. 

Dann vergleicht man die beiden Losungen kolorimetrisch. 
Berechnung. Da die Konzentration des 0,0005% ig., soda

alkalischen Phenolphthaleinstandards gleich einer Einheit gesetzt 
wird und die lOccm der zu messenden Fliissigkeit den Urobilinogenc 
gehaIt von 10 ccm Harn enthalten (entsprechend den Verdiinnungen 
wahrend der Bestimmung), so ist ihre durch den kolorimetrischen 
Vergleich ermittelte Urobilinogen-Konzentration, ausgedriickt in 
Einheiten, gleich der zu bestimmenden, unbekanntenKonzentration 
in 10 ccm Harn. Hat man das Endvolumen nicht auf 10 ccm 
aufgefiilIt, so ist diese Anderung zu beriicksichtigen. Eine Ein
heit an Urobilinogen entspricht 0,4 mg Urobilin in 100 ccm. 

II. In den Fazes. Der Stuhl wird 24 Stunden gesammeIt und 
im DunkeIn aufbewahrt. Nachdem die Masse gewogen worden ist, 
wird sie durch Kneten in einem groBen Morser homogen gemacht. 
5 g Stuhl werden nach und nach mit 50 ccm Wasser versetzt und 
griindlichst verrieben. Dann gibt man 50 ccm der frisch bereiteten 
16% ig. Losung Mohrschen Salzes und unter standigem Riihren 
50 ccm 12% ig. Natronlauge hinzu. Wie beim Harn gieBt 
man sofort in einen MeBzylinder iiber, den man ohne Luft
blase verschlieBt und bis zum folgenden Tage im DunkeIn stehen 
laBt. Nach Priifung der Reduktion (siehe oben) filtriert man in 
eine braune Flasche durch ein quantitatives Filter (s. oben). Mit einer 
geeichten Pipette werden nun 2 ccm . Filtrat in einen Scheide-
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trichter gebracht, mit dem hal ben Volumen an 20% ig. Weinsaure 
stark angesauert und mit 20 ccm gereinigtemAther ausgeschiittelt 
(siehe oben). 10 ccm des atherischen Auszuges werden in einen 
neuen Scheidetrichter gebracht, 3 ccm einer gesattigten Losung 
von Aldehyd in gereinigtem Ather (oder eine Messerspitze trocke
nes Aldehyd) hinzugesetzt und kurz durchgeschiittelt. Dann 
werden 10 Tropfen reiner konzentrierter Salzsaure (spez. Gew.l,19) 
zugegeben, worauf sofort 1 Yz Min. lang kraftig durchgeschiittelt 
wird. Nach Zngabe von etwas aqua dest. schiittelt man durch, 
setzt 3 cern konz. Natriumazetat16sung hinzu und schiittelt wieder. 
Nach dem Ablassen der roten Losung setzt man aufs neue 
5 Tropfen Salzsaure hinzu und wiederholt das Ausschiitteln in 
gleicher Weise, wobei anstatt 3 ccm dieses Mal nur 1,5 cern 
Natriumazetat verwandt werden. Eine nochmalige Wiederholung 
braucht man nur bei iiberaus groBen Urobilinogenmengen an
zustellen. 

Man fiillt die Losung auf ein bestimmtes Volumen, z. B. 25 ccm, 
auf und kolorimetriert sie gegen die Phenophthalein-Standard
losung, die 0,4 mg Urobilin in 100 cern entspricht. 

Berechnung: Betragt nach der Messung der Gehalt der 
25 cern Endlo3ung a mg Urobilin, so enthalten 100 g Fazes, da 

a mg Urobilin in l:~ ~ 2 = ~6 g Fazes gefunden wurden, a· 30 ·100 mg 

U b·l· a·30·100 750 E· h ·t ro 1 In = 0,4 = a . In eI en. 

Bestimmung von Porphyrin en. 
1m normalen Harne sind porphyrinartige Farbstoffe nur in 

Spuren vorhanden. Man unterscheidet UroporphyrinC40H36N4016' 
in Ather un16slich, und Koproporphyrin C36H36N40S' in essig
saurehaltigem Ather 16slich. Die Farbstoffe sind nicht identisch 
mit dem eigentlichen Hamatoporphyrin. 

Bei der sogen. "Hamatoporphyrinurie" konnen die genannten 
Farbstoffe vermehrt im Harn auftreten. Uroporphyrin findet sich 
hauptsachlich bei Vergiftungen mit Sulfonal, Trional u. a. Korpern, 
sowie bei der Porphyrinuria congenita, wahrend Koproporphyrin 
vorziiglich bei Bleivergiftungen beobachtet wird. 

Die Farbe porphyrinhaltiger Harne ist gelbbraun, braunrot, 
evtl. nahezu schwarz. Doch braucht die Farbe nicht notwendig 
verandert zu sein, da die Farbstoffe z. T. als Chroniogene aus
geschieden werden. Der Harn dunkelt dann nacho 
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Gibt ein Ham die Hellersche Blutprobe, nicht aber die Oxy
dationsproben auf Blut (s. Blutnachweis S. 585/6), so ist auf Por
phyrine zu priifen. 

Qnalitativer Nachweis. 

DerNachweisgeschiehtentwederunmittelbarimHamoderdurch 
Fallung oder Extraktion an Farbstoff angereicherten Losungen. 

1. Nachweis durch Fallung. Man sauert den Ham mit 
Eisessig (auf 100 ccm Ham 5 ccm Eisessig) an. Nach zweitagigem 
Stehen hat sich Hamatoporphyrin als roter Niederschlag aus
geschieden. 

2. Spektroskopischer Nachweis der Porphyrine. 

Unmittelbare Priifung im Harn bei hohem Farb
stoffgehaIt. Man mischt den Ham mit dem gleichen Volumen 
25 % ig. Salzsaure und spektroskopiert ihn bei wechselnder Schicht
dicke, je nach der Farbtiefe (evtl. bis zu 10cm). Bei stark erhOhtem 
Porphyringehalt zeigt sich das Porphyrin-Saurespektrum. 

Diese3 besteht aus einem schmalen Absorptionsstreifen 
zwischen C und D, dicht an D anliegend und einem breiteren 
dunklen Streifen zwischen D und E, der nach Rot hin eine schatten
hafte Fortsetzung hat und bei etwa A. 575 wieder als Streifen er
scheint. Unter Umstanden sieht man noch weitere Streifen im 
Violett, doch sind nur die zwei Streifen bei etwa 595 und 552 
scharf bestimmbar. 

Besteht das Porphyrin in der Hauptsache aus Uroporphyrin, 
so liegen die Hauptstreifen auf ungefahr 595,5-596 und 551,5 
bis 552,5. Handelt es sich vorwiegend um Koproporphyrin, so 
findet man sie ungefahr bei 592 und 549. 

Priifung bei geringeremFar bstoffgehal t nach Fall ung 
der Porphyrine nach SalkowskiI. 30-50 ccm porphyrin
haltigen Harnes, der, wenn er alkalisch geworden ist, zum Losen 
der Phosphate erst angesauert werden muB, werden mit alkalischer 
ChlorbariumlOsung (Gemisch gleicher Volumina kaltgesattigter 
BarythydratlOsung und 10% ig. ChlorbariumlOsung) vollstandig 
ausgefallt; man wa~cht den Niederschlag cinigc Male mit Wa,;ser, 
dann einmal mit absolutem Alkohol und laBt moglichst abtropfen. 
Den feuchten Niederschlag bringt man in eine kleine Reibschale, 
setzt etwa 6-8 Tropfen Salzsaure und noch so viel absoluten 
Alkohol hinzu, daB ein diinner Brei entsteht, verreibt gut, laBt 

1 Praktikum der physio1. u. patho1. Chemie, 1. c. (S. 435 dieses Praktikums) 
S.195. 
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einige Zeit stehen oder erwarmt gelinde auf dem Wasserbad 
und filtriert durch ein trockenes Filter. Liefert die Mischung 
zu wenig Filtrat, so wascht man mit etwas Alkohol nach, jedoch 
ist es zweckmaBig, im ganzen nicht mehr als 8-10 ccm Alkohol
auszug herzustellen. Man kann auch den Farbstoff aus dem mit 
Wasser und Alkohol gewaschenen Niederschlag durch wiederholtes 
AufgieBen eines erwarmten Gemisches von etwa 10 ccm absolutem 
Alkohol und 6-8 Tropfen Salzsaure ausziehen. 

Durch die Barytfallung wird das Hamatoporphyrin von 
Urobilin getrennt. 1st das Hamatoporphyrin aber trotzdem durch 
Urobilin verunreinigt (Urobilin-Spektrum), so laBt es sich da
durch reinigen, daB man die alkoholische Losung mit Chloroform 
mischt und nach reichlicher Wasserzugabe umschiittelt. In der 
Chloroformschicht bleibt reines Hamatoporphyrin, wahrend die 
obere Schicht das Urobilin neben wenig Hamatoporphyrin enthalt. 

Diesaure, alkoholischeLosung zeigt das Spektrum wie oben, doch 
ist in alkoholischer Losung das Spektrum der Porphyrindichlor
hydrate stark von dem Grade der Dissoziation der Salze abhangig. 

Macht man die Losung ammoniakalisch, so nimmt sie einen 
gelblichen Farbton an und zeigt die vier Absorptionsstreifen der 
Porphyrine in alkalischer Losung, von denen der erste zwischen 
C und D, naher an D, der zweite und dritte zwischen D und E, 
der vierte von B bis gegen F gelegen ist. 

Feststellung gesteigerten Koproporphyringehaltes 
im Harn. 50-100 ccm frischen Harnes werden mit einigen 
Kubikzentimetern Eisessig oder 10 ccm 30 % ig. Essigsaure an
gesauert und mit 100-150 ccm Ather geschiittelt. Der Ather wird 
abgetrennt. Tritt keine Schichtenbildung ein, so gibt man eine 
geniigende Menge Alkohol hinzu. Der Atherauszug wird mehr. 
mals mit Wasser gewaschen, danach mit 5 ccm 25 % ig. Salzsiiure 
geschiittelt und - nach erfolgter Schichtenbildung - die Salz
siiure abgetrennt, notigenfalls filtriert und bei 4 cm Schichtdicke 
spektroskopiert. Falls eine wesentliche pathologische ErhOhung des 
Koproporphyringehaltes besteht, so muB sich deutlich das Por
phyrin-Siiurespektrum zeigen. 

Bestimmnng der im Harne pathologischanftretenden 
Farbstoffe. 

Bestimmung von· BInt und Blutfarbstoffen. 
Unter pathologischen Bedingungen kann dem Harn unver

iindertes und unzerstorte Blutkorperchen-haltiges Blut beige~ 
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mischt sein (Hamaturie). Ein solcher Harn ist oft triibe, enthalt 
EiweiB und ist rotlich oder schmutzigbraun bzw. dunkel gefarbt 
(Methamoglobin) ; bei alkalischer Reaktion kann bluthaItiger Harn 
griinlichgrau erscheinen. 

1m meist rot gefarbten Sediment lassen sich mikroskopisch 
rote Blutkorperchen nachweisen. Sie schrumpfen infolge des 
osmotischen "Oberdrucks des Harnes; ausgelaugt stellen sie die 
sog. "Schatten" dar. Neben Blutkorperchen konnen auch Aus
giisse der Harnkanalchen "Blutzylinder" nachweisbar sein. 
AuBer nativem Blut kann der Harn gelostes Hamoglobin enthalten 
(Hamoglobinurie). Dieses wird von den Nieren nach Blutzerfall 
bei pathologischen Zustanden und Vergiftungen ausgeschieden. 
Der Harn kann rot bis nahe~u schwarz gefarbt sein (Methamo
globin), ist eiweiBhaltig und kann kristallinische Blutfarbstoffe 
enthalten. Ob Hamaturie oder Hamoglobinurie vorliegt, wird 
durch den Nachweis roter Blutkorperchen entschieden. 

Qualitativer Nachweis. 

Nachweis im Harn. 

Nachweis der Blutkorperchen erfolgt durch mikro
skopische Untersuchung. 

Nachweis des Blutfarbstoffes. 
1. Vorprobe. Hellersche Probe:Harn wird mitNatronlauge 

stark alkali~ch gemacht und ohne zu schutteln gekooht. Der bei 
normalem Harne weiBe bis graue Niederschlag ist bei bluthaltigem 
Harne blutrot (Hamochromogen); beim Stehen wird der Nieder
schlag braun. Kocht man den Harn unter Schiitteln, so erhalt man 
sofort diesen braunen Niederschlag. 1m auffallenden Licht er
scheint er griinlich. Der Niederschlag kann nach Losen der 
Phosphate mit Essigsaure zur Darstellung der Teichmannschen 
Kristalle (s. S.588) gebraucht werden. Alkalischer Harn wird vor 
dem Aufkochen mit einigen Tropfen Chlorkalziumlosung versetzt. 
Man beachte eine evtl. Rotfarbung durch Arzneistoffe. Die Probe 
hat nur orientierenden Wert. 

2. lsolierung des Blutfarbstoffes nach Schumm!. 
Zur Vornahme der folgenden Oxydationsproben, wie auch des 
spektroskopischen Naohweises ist es ratsam, den Blutfarbstoff 
aus dem Harn zu isolieren. Hierzu werden 50 ccm Harn mit 5 ccm 
Eisessig und 50 ccm Ather im Scheidetrichter geschiittelt. Nach 
erfoIgter Trennung, die durch Zusatz von einigen Tropfen Alkohol 

1 Munch. med. Wschr. 55. Jg., Nr. 28, S. 1488 (1908). 
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beschleunigt wird, laBt man die Harnschicht abflieBen, wascht 
die Atherlosung mit 5 ccm Wasser aus und trennt abo Mit diesem 
Atherextrakt werden unmittelbar die Oxydationsproben nach 3. 
angestellt oder die Reaktion nach 4. zur spektroskopischen 
Untersuchung. 

3. Oxydationsproben. Dieselben beruhendarauf, daB Blut
farbstoff und seine eisenhaltigen Derivate Sauerstoff aus Super
oxyden auf oxydable Verbindungen zu ubertragen vermogen. Da 
andere Harnbestandteile (Leukozyten, Fermente) gleiche Re
aktionen geben konnen, ist der Harn vor den Proben aufzukochen 
bzw. ist der nach 2. isolierte Blutfarbstoff zu benutzen. 

Bei allen Oxydationsproben ist auf peinlichste Sauberkeit 
der anzuwendenden Gerate (Reagenzglaser) zu achten. Die 
Benzidinprobe b) stellt die empfindlichste Probe fUr den Blut
nachweis dar. Dieser groBen Empfindlichkeit halber ist fur kli
nische Zwecke die Guajakprobe a) vorzuziehen. Nach Schumm 
und Westphal gibt defibriniertes, menschliches Blut in waB
riger Verdunnung die Benzidinprobe noch in einer Verdiinnung 
1:200000, die Guajakprobe in einer Verdiinnung 1:25000. 

a) Guajak-Terpentinprobe nach Almene-van Deen, 
in der Ausfiihrung von Schumm l . 

Reagentien. 1. Guajaktinktur: 0,5 g gepulvertes Guajakharz (im 
Dunkeln aufzubewahren) werden mit 3-5 ccm 90 % ig. Alkoholetwa 
1 Minute lang geschiittelt und nach kurzem Stehen filtriert. 2. Verharztes 
Terpentinol: rektifiziertes Terpentinol wird in flacher Schale bei Tages
licht mehrere Wochen stehen gelassen. Das sirupartig gewordene 01 (spez. 
Gew. 1,23) wird mit der fiinffachen Menge gewohnlichen Terpentinols (spez. 
Gew. 0,87) verdiinnt. Einige ccm dieser Olmischung (spez. Gew. 0,95) sollen 
im trocknen GefaB nach gutem Umschiitteln mit etwas Quecksilber bei 
Zusatz von 10 Tropfen frischer Guajaktinktur - 1 Teil Harz und 9 Teile 
90 % ig. Alkohols - bei kraftigem Durchschiitteln eine blaue Farbung geben. 

Ausfiihrung. 5 ccm neutralen oder schwach sauren aufge
kochten und abgekiihlten Harnes, bzw. 3-5 ccm der nach 2. erhal
tenen Atherlosung, versetzt man mit 3-10 Tropfen (bei geringen 
Blutmengen verwendet man nur 3-5 Tropfen) frisch hergestellter 
Guajaktinktur und 20 Tropfen Terpentinol. Man schuttelt, ohne 
das Glas mit dem Finger zu verschlieBen, und laBt 2-3 Min. 
stehen. Bei Gegenwart von Blut zeigt die Mischung eine blaue 
Farbung, die bei Zusatz einiger ccm Alkohol in der Alkohol
Terpentinolschicht noch dunkler wird. 

1 Z. physiol.Chem. 50, 374 (1906/07). 



Bestimmung von Blut und Blutfarbstoffen. 587 

An Stelle des Terpentinols kann man 3 % ig. Wasserstoff
superoxyd anwenden (weniger empfindlich). 

Man unterschichtet das Gemisch aus Harn und Guajaktinktur 
mit 3 % ig. Wasserstoffsuperoxyd: Blaufarbung im unteren Fliissig
keitsteil. 

Es ist stets ein Blindversuch mit den Reagentien allein amm
stellen. 

b) Benzidinprobe nach Adlerl-Schumm und West
phaP. Zu ca. 5 ccm Harn, besser 3-5 ccm des Atherextraktes, 
(s. 2.) gibt man 2 ccm alkoholischer Benzidinlosung (1 Teil 
Benzidin reinstes PraparatMerck in 15-20Teilen absolut. Alkohol 
ge16st), mehrere Tropfen Eisessig und unterschichtet mit 2 cern 3 % ig. 
Wasserstoffsuperoxyd; oder man versetzt die zu priifende Losung 
mit 10-20 Tropfen Benzidin-Eisessig16sung (frisch aus einer 
Messerspitze Benzidin und einigen ccm Eisessig zu bereiten) 
und 2 ccm 3% ig. Wasserstoffsuperoxyd und schiittelt durch. 
Es entsteht beim Vorhandensein geringster Blutmengen eine 
griine, bei starkerem Blutgehalt eine blaue Farbung. 

4. Spektroskopische Untersuchung. Zum Nachweis der 
einzelnen Blutfarbstoffe (Oxyhiimoglobin, Methiimoglobin, Hama
tin) ist nur die spektroskopische Untersuchung verwendbar. 
(Vgl. den Abschnitt Spektroskopie S. 105.) 

Der Harn wird in einem Reagenzglas, besser in einem vier
kantigen Troge, spektroskopiert, nachdem er, wenn stark gefiirbt, 
verdiinnt worden ist; man beobachtet, ob die beiden charakte
ristischen Oxyhamoglobinstreifen erscheinen. Neben dem Oxy
hamoglobinspektrum sieht man - bei saurer oder neutraler Re
aktion - mitunter die 4 Streifen des Methamoglobinspektrums, 
das besonders durch seine Absorptionsstreifen im Rot bei A 630 
charakterisiert wird. 

Methamoglobin kann sich im Harn bei langerem Stehen bilden 
oder wird bei manchen Vergiftungen ausgeschieden. 

Am besten gelingt der Blutnachweis, wenn der Blutfarbstoff 
nach Essigsaure-Atherextraktion in Hamatin und sodann durch 
gesattigte Schwefelammon16sung oder Hydrazinhydrat in Hamo
chromogen iibergefiihrt wird. Hierdurch erfaBt man auch den 
durch Zersetzung des Harnes bereits in Hamatin iibergegangenen 
Blutfarbstoff. Zur Ausfiihrung der Probe versetzt man den 
nach 2. erhaltenen Atherauszug unter Kiihlung mit flieBendem 
Wasser mit so viel Ammoniak16sung, daB nach etwa 30 Sek. 

1 Z. physiol. Chem. 41, 59 (1904). 
2Z. physiol. Chem. 46, 510 (1905). Vgl. auch Schumm: Miinch. med. 

Wschr. 55. Jg., Nr. 25, S. 1488 (1908); daselbst weitere Literatur. 
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Iangem Schiitteln die Lasung stark alkalisch bleibt (Lackmus
priifung). Man gibt die waBrige Schicht (mitsamt einer geringen 
Menge der Atherschicht) in das SpektroskopgefaB, gibt 5 -10 Trop
fen gesattigtes Schwefelammon hinzu und untersucht spektro
skopisch in maglichst dicker Schicht. Innerhalb einiger Minuten 
nach Zusatz des Reduktionsmittels entwickelt sich der nicht 
bestandige Absorptionsstreifen des Hamochromogens. (V gl. S. 133 
u. S. 136.) 

Die Extraktionsmethode erlaubt einen Blutnachweis durch 
das Hamochromogenspektrum noch in einer Verdiinnung 1 :20000 
wenn man 50 ccm Harn in Arbeit nimmt. 

5. Mikroskopischer chemischer Nachweis von Hamo
globin mittels der Teichmannschen Haminkristalle. 
Einige Tropfen bluthaltigen Harnes oder einer andern auf 
Blut zu untersuchenden Lasung bzw. eine kleine Menge des 
mit der Hellerschen Probe erhaltenen Hamatinniederschlages 
oder anderer fester Untersuchungssubstanzen bringt man auf einen 
Objekttrager. Man trocknet unter Zugabe einer Spur Kochsalz 
das Material auf dem Wasserbad, zerreibt den Riickstand mit 
wenigen Tropfen Eisessig und erhitzt iiber einem Mikrobrenner 
oder auf dem Wasserbad. Man laBt erkalten und beobachtet 
unter dem Mikroskop. Sind hierbei noch keine Kristalle auf
zufinden, so erwarmt man ein zweites und drittes Mal mit neuen 
Mengen von Eisessig, die man vom DeckgIasrande zulaufen 
laBt. Nach Erkalten und vollstandigem Eintrocknen entstehen bei 

Anwesenheit von Blut rote bis hellbraune 
rhombische Tiifelchen, die zum Teil gekreuzt 
liegen (Haminkristalle = salzsaures Hamatin) 
Abb. 134. Noch deutlicher treten sie bei Glyze
rinzusatz hervor. 

Gibt man bei Anstellung der Reaktion statt 
Chlornatrium Jodkalium hinzu, so sind die 
Kristalle tiefschwarz gefarbt und treten noch 

Abb. 134. deutlicher hervor. 

Nachweis in Fazes nach Schumm!. 

1. Isolierung des Blutfarbstoffes. Von dickerem Stuhl 
wird eine Menge von etwa 4 g mit ca. 30 ccm Ather-Alkohol 
(1: 1) in einer glasierten Porzellanschale verrieben. 

Von diinnerem Stuhl nimmt man etwas mehr und verreibt 
die Probe mit der vierfachen Menge Ather-Alkohol. . 

1 Schumm: Die Untersuchung der Fazes auf Blut. Jena: Fischer 1906. 
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Bei sauer reagierendem Stuhl verreibt man die Probe zunachst 
mit mehreren Tropfen konz. Sodalosung und dann erst mit Ather
Alkohol. Man filtriert durch ein anliegendes Filter von 12 cm 
Durchmesser, iibergieBt den Riickstand im Filter mit Alkohol
Ather, wobei man ihn umriihrt, laBt ablaufen und wiederholt dies, 
bis die ablaufende Fliissigkeit nur noch schwach gefarbt ist. 
Durch diese Extraktion werden Fette, storende Farbstoffe usw. 
entfernt. Den Filterriickstand iibergieBt man auf dem Filter mit 
4 ccm Eisessig, riihrt auf, laBt nahezu ablaufen, gibt weitere 4 ccm 
Eisessig hinzu und extrahiert mit dem Filtrat den Filterriick
stand nochmals unter Umriihren. 

2. Spektroskopische Priifung des Essigsaureextrak
tes. Man priift einen Teil des Essigsaureextraktes spektrosko
piseh, ob das Spektrum des sauren Hamatins zu erkennen ist 
(vgl. S. 132). 1st dies nieht der Fall, iibersattigt man die Fliissig
keit unter Kiihlen vorsichtig durch allmahlichen Zusatz mit 
Ammoniak, setzt einige Tropfen Hydrazinhydrat (oder Schwefel
ammonium) hinzu und beobaehtet ohne Beriieksichtigung einer 
Triibung spektroskopisch, indem man unmittelbar vor der Be
obachtung die Fliissigkeit durchschiittelt. Bei Anwesenheit von 
Blutfarbstoffen in den Fazes erscheint das Spektrum des Hamo
chromogens (vgl. S. 133). 

Das Spektrum ist nach Schumm bei einem Blutgehalt 
von 2 % in den Fazes unter Anwendung eines Handspektro
skopes noch gut erkennbar. 

3.0xydationsproben. a) Guajakprobe. Mehrere ccm 
des bei Anwesenheit von Blutfarbstoff meist stark gefarbten 
Essigsaureauszuges verdiinnt man mit dem doppelten bis drei
fa chen VolumenAther, setzt ein halbes Volumen aqua dest. hin
zu und schiittelt durch (bei schlechter Trennung der Schich
ten ist etwas Alkohol zuzusetzen). 

Die atherische Losung wird abgetrennt, mit etwas Wasser 
ausgeschiittelt, abgetrennt und in ein trockenes, vollig sauberes, 
mit Alkohol ausgespiiltes Reagenzglas gegeben. Man fiihrt mit 
dieser Probe die Guajak-Reaktion aus, wie bei Priifung des 
Harnes. (S. 586) beschrieben. 

Bei Anwesenheit von Hamatin entsteht allmahlich eine blaue 
bis violette, mitunter auch griinblaue Farbung. 

b) Benzidinprobe. Einige cem des wie bei a) gereinigten 
Essigsaureextraktes werden mit 2 cem einer warm gesattigten, 
erkalteten und filtrierten, alkoholischen Benzidinlosung gemischt 
und dann mit 2 ecm 3 % ig. Wasserstoffsuperoxyd unterschichtet. 

Es entsteht bei Gegenwart von Blut intensive Griinfarbung. 
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Bestimmung von Gallenbestandteilen. 

Bestimmung der ,Gallenfarbstoffe. 
Gallenfarbstoffe sind im normalen menschlichen Ham nicht 

oder nur mit den empfindlichsten Proben in Spuren nachweisbar. 
Ihr Auftreten ist stets ein Zeichen pathologischer Verhaltnisse. 
1m frischen Harne ist nur Bilirubin nachweisbar. Beim Stehen 
des Hames werden Biliverdin und andere Oxydationsprodukte ge
bildet. Frischer ikterischer Ham zeigt daher eine rotgelbe, alterer 
eine griine Farbe. 

Qualitativer Nachweis. 

Der Nachweis von Gallenfarbstoff beruht auf seiner charakte
ristischen Farbanderung durch Oxydation. Enthalt der Ham Blut, 
so fii.Ilt man ihn mit Bleiessig, filtriert, zersetzt den Niederschlag 
mit kohlensaurem Natron und priift das Filtrat. 

1. Gmelinsche Probe. 10 ccm Ham werden mit 25%ig. 
Salpetersaure (100 ccm konz. Salpetersaure + 1-2 Tropfen rau
chender Salpetersaure) mittels Pipette unterschichtet. An der 
Beriihrungsstelle beider Fliissigkeiten entstehen verschieden ge
fii,rbte Ringe. Ein zu oberst liegender, smaragdgriiner Ring ist 
charakteristisch fiir Gallenfarbstoff. Andersartige Ringe konnen 
auch durch Indikan bedingt werden. Man kann auch groBere 
Mengen Ham durch ein kleines, quantitatives Filter filtrieren 
und die innere Seite des Filters mit 1-2 Tropfen der angegebenen 
Saure betupfen: es bilden sich konzentrische Ringe verschiedener 
Farbe, deren auBerster griin gefarbt sein solI. EiweiB ist durch 
Koagulation zu entfernen. Formaldehyd, Antipyrin geben eben
falls griine Ringe. 

2. Probe nach Hammarsten1 . Reagens: Mischung von 
19 cern 25 % ig. Salzsaure und 1 ccm 25 % ig. Salpetersaure; die 
Mischung bleibt bei Zimmertemperatur stehen, bis sie gelblich 
geworden ist. 

Das Reagens wird vor Gebrauch mit Alkohol auf das 5 bis 
10fache Volumen verdiinnt. 

10 ccm Ham werden in einem Zentrifugenglase mit einigen 
Tropfen Chlorkalziumlosung versetzt und zentrifugiert, worauf 
die triibe Losung abgegossen wird. Zu dem Bodensatz gibt man 
1-2 ccm des Reagenses, in dem er sich lost. Gallenfarbstoff be
dingt hierbei eine Griinfarbung der Fliissigkeit, noch in einer 
Konzentration von 1 : 1000000. 

1 Skand. Arch. Physiol. 9, 313 (1899). 
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3. Probe nach Bouma 1• 8 cern frischen, sauer reagieren
den Harnes werden mit 2 cern 10% ig. ChlorkalziumlOsung und 
tropfenweise mit sehr schwa chern Ammoniak versetzt, so daB die 
Reaktion nicht alkalisch wird. Der Niederschlag wird abzentri
fugiert, einmal mit aqua dest. gewaschen und in einer Mischung 
von 1 cern Obermayers Reagens (2 g festes Eisenchlorid in 
1000 cern Salzsaure, spez. Gew. 1,19) und 4 cern Alkohol auf
genommen. Es tritt zunachst eine griine, dann eine griinblaue 
Farbe auf. Diese Reaktion ist die empfindlichste aller Gallen
farbstoffproben. 

Quantitative Bestimmung. 

Kolorimetrische Bestimmung des Bilirubins nach 
Sa ba tini 2. 

Prinzip. Das Verfahren beruht auf Oxydation des Bilirubins 
zu Biliverdin mittels salpetriger Saure, Ausschiitteln mit Amyl
alkohol und kolorimetrischem Vergleich der griingefarbten Losung 
gegen einen Standard aus Chromsalzen. 

Reagentien. 1. Oxydationsreagens: a) Salzsaure konz. puriss., 
12 cern, aqua dest. ad 100 cern. b) Natriumnitrit16sung 1 % ig: unmittel
bar vor Gebraueh werden 30 cern a) mit I cern b) versetzt, die Misehung ist 
nur wenige Stunden haltbar. 2. Amylalkohol. 3. Kaliumhydroxyd16sung 
10 % ig. 4. Standard16sung: 20 g Chromalaun in 200 ecm aqua dest. 
gelost, werden bis zum Sieden erhitzt (nieht koehen!) bis die Losung 
blaugriin ist; dannliif3t man abkiihlen. Ihr Volumen soll sieh hierbei nieht 
iindern (evtl. Kuhler anwenden). 100 cern dieser Losung werden mit 
8 cern 1 % ig. KaliumbiehromaUosung versetzt und 33,2 ccm dieses Ge
misches mit 66,8 cern aqua dest. verdiinnt. Dcr Farbton dieser Losung 
soll gleich der einer amylalkoholischen Bilirubin16sung I: 10000 sein. 
Da nach Schmitz 3 bei Naehprufung der erhaltene Farbton einer Biliru
bin16sung 1,1: 10000 entspricht, ist der Standard zu priifen. Eine hierzu 
geeignete Losung erhiilt man dureh Losen von genau 5 mg Bilirubin ad 
50 cern mit einer Losung, die in 100 ccm aqua dest. 0,8 ccm einer 10 % ig. 
KOH-Losung enthiilt. 10 cern dieser Losung, mit 1,5-2 cern Reagens 1. 
versetzt und nach einigen Sekunden mit 10 cern Amylalkohol im ge
sehlossenen Kolbehen ausgeschiittelt, ergeben eine amylalkoholisehe Bili
rubinlosung 1: 10000, gegen die der Standard im Kolorimeter ausge
wertet werden kann. 

Ausfiihrung. Zu 2 cern Harn gibt man in einem Zentrifugen
rohrchenO,2ccm 1O%ig.KaliumhydroxydlOsung, erwarmt 5Min. im 
Wasserbad auf 50-70°, kiihlt unter flieBendem Wasser ab, gibt aui'! 

1 Dtsch. med. Wschr. Jg. 28, 866 (1902). 
2 Klin. Wschr. 2, 2031 (1923). 
3 In Abderhaldens Arbeitsmeth. IV/5, 518 (1925). 
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einer Biirette 2 bis 3 ccm Reagens und nach einigen Sekunden 2 ccm 
Amylalkohol zu und mischt durch. 1st der Ham farbstoffreich 
und nicht gut entfarbt, so fiigt man weiter Reagens hinzu; im 
allgemeinen geniigen 6-7 ccm. 1st der Ham gut entfarbt (eine 
blaue Opaleszenz stort nicht), so zentrifugiert man zur Trennung der 
Schichten. Eine gelegentliche Triibung in der alkoholischen Schicht 
verschwindet beim Umriihren mit einer Platinose und noch
maligem Zentrifugieren. Man saugt den Alkohol mittels einer 
mit Gummikappe versehenen Pipette moglichst vollstandig ab 
und vergleicht die Farbung des Alkohols mit der Standardlosung. 
Es ist zweckmaBig, sich durch Messung verschiedener bekannter 
Bilirubinkonzentrationen gegen die Standardlosung eine kolori
metrische Eichkurve anzulegen, aus der man dann bei Messung 
der unbekannten Losung den Bilirubingehalt entnimmt. War der 
Ham sehr farbstoffreich, so ist er vor der Bestimmung ent
sprechend zu verdiinnen und die Verdiinnung mit in Rechnung 
zu' ziehen. 

Nachweis der Gallensauren. 
Die Gallensauren, amidartige Verbindungen von Glykokoll bzw. 

Taurin mit Cholsaure, Glykochol- und Taurocholsaure kommen 
im normalen Ham in der Regel nicht vor. Mitunter befinden 
sie sich im ikterischen Ham. 

Qualitativer Nachweis. 

Zum Nachweis sind die Gallensauren zu isolieren, da ihre Reak· 
tionen von Gallenfarbstoff bzw. Harnfarbstoff iiberdeckt werden. 

1. Isolierung der Gallensauren nach Laurin undBang l . 

20-50 ccm Ham werden mit 2-3 Tropfen Serum versetzt 
und mit Magnesiumsul£at gesattigt. Nach Ansauem mit 1-2 Trop
fen Salzsaure erhitzt man die Mischung bis zum Sieden und £iI
triert. Der Niederschlag wird, falls der Ham stark gefiirbt ist, 
mit gesattigter Magnesiumsul£atlosung ausgewaschen. 1m andem 
FaIle geniigt Trocknen zwischen FlieBpapier. Man kocht den 
Niederschlagmit 10-15 ccm Alkohol, gibt den Alkohol in ein 
anderes Probierrohrchen, setzt 2-3 Messerspitzen Baryt hinzu 
und erwarmt wiederzum Sieden. Nach dem Filtrieren dad die 
Fliissigkeit nur schwach gelblich gefarbt sein, sonst wiederholt 

1 Bang: Lehrbuch der Harnanalyse 1926 (I. c. S. 298 dieses Praktikums), 
S.123. 
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man die Barytfiillung. Das Filtrat wird eingedampft. Mit dem 
Riickstand stellt man folgende Proben an: 

2. Bangsche Probe. Dem Riickstand werden 1 Tropfen 
einer 1 %ig. Rohrzuckerlasung und 2 ccm konz. Salzsaure zu
gesetzt. Man erwarmt bis zum Sieden und kocht Y2 Min. lang: 
Violettfarbung (Furfurolbildung des Zuckers). Verdiinnt man 
die Fliissigkeit unter Spektroskopieren, so daB nur der violette 
Teil des Spektrums absorbiert wird, so sieht man 2 Streifen 
zwischen D und E und 1 Streifen vor F. 

3. Pettenkofersche Probe. Man versetzt den Riickstand 
mit einigen Tropfen Wasser und % des Volumens an konz. 
Schwefelsaure so vorsichtig, daB die Temperatur 60 0 nicht 
iibersteigt, und gibt einige Tropfen 10% ig. Rohrzucker16sung hin
zu: Violettfarbung. 

Die Lasung zeigt die gleichen Absorptionsstreifen wie 2. 

Nachweis des Melanins. 
Melanin tritt selten und nur pathologisch bedingt im Harn 

auf. Es wird als Chromogen, Pramelanin, ausgeschieden und 
geht durch Oxydation in Melanin iiber. Der entleerte Harn ist 
entweder dunkel oder nimmt beim Stehen an der Luft von oben 
beginnend eine schwarzbraune bis schwarze Farbung an. Melanin 
findet sich auch als Sediment. 

Qualitativer Nachweis. 

Eine Priifung des Harnes mit Eisenchlorid (wie in der Literatur 
des afteren angegeben) ist unspezifisch. Zum Nachweis dient: 

Probe nach Brahn1 : Pramelanin-haltiger Harn wird mit 
einigen ccm heiB gesattigter und erkalteter Kaliumpersulfat16sung 
versetzt und gekocht. Der Harn schwarzt sich und setzt, wenn 
nicht nur Spuren des Farbstoffes vorhanden sind, Melanin nach 
Ansauren mit HCI abo 

Bestimmung des EiweiBes. 
1m normalen Harn ist EiweiB in Spuren als Muzin- oder 

Nukleoalbuminverbindung und als EiweiB von albumin- oder 
globulinartiger Natur vorhanden. Diese EiweiBmenge ist so gering 
(22-78 mg pro Liter), daB sie von den normalen EiweiBreaktionen 

1 Virchows Arch. 253, 661 (1924) und personliche'Mitteilung des Autors. 
Rona-Kleinmann, Blut u. Harn. 38 
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mit Ausnahme der feinsten Proben (Spieglersche) nicht ange
zeigt wird. Die "nubecula" des Harnes, die sich beim Stehen 
desselben als deutlicher Niederschlag absetzt, besteht aus einem 
Mukoid. Wird nach Abfiltration der nubecula normaler Harn 
angesauert, so kann mitunter eine Fallung eintreten, die aus einer 
Verbindung von genuinem EiweiB mit eiweiBfallenden Substanzen 
(Chondroitinschwefelsaure, Nukleinsaure und bisweilen Tauro
cholsaure) besteht. Zum Nachweis des genuinen EiweiBes kann 
man nach Abfiltration der nubecula eine nicht zu geringe Harn
menge mit dem 3-4fachen Volumen Alkohol fallen, die Fallung 
mit verdiinnter Essigsaure losen und damit die gewohnlichen 
EiweiBreaktionen anstellen. 

Vermehrt kann EiweiB im Harn sowohl funktionell wie patho
logisch bedingt vorkommen. Dnter pathologischen Verhaltnissen 
konnen im Harn zusammen oder gesondert Serumalbumin, Serum
globulin, Albumosen, Hamoglobin und Fibrin (Fibrinogen) auf
treten. Das Verhaltnis zwischen Albumin und Globulin im Harn 
ist schwankend und braucht· keineswegs dem im Elute zu ent
sprechen. Die ausgeschiedene EiweiBmenge iiberschreitet ge
wohnlich nicht I %. Hohere Werte sind Seltenheiten. 

Qualitativer Nachweisl • 

Der zu untersuchende Harn muB schwach lackmussaure 
Reaktion besitzen oder auf diese gebracht werden. Getriibter Harn 
ist stets zu zentrifugieren; das Sediment ist mikroskopisch 
zu untersuchen. Man kann den Ham auch durch dichte Ana
lysenfilter oder Asbest filtrieren. 1st bakteriengetriihter Harn 
nicht vollig klar zu filtrieren, so ist es zweckmaBiger, die EiweiB
probe in Vergleich mit dem entsprechend verdiinnten Harn zu 
bringen, als Klarmittel anzuwenden (Tierkohle, Kieselgur). Man 
kann auch durch eine Chamberlandkerze filtrieren. Fettgetriibter 
Harn ist durch Ausschiitteln mit Ather zu klaren. Sehr konzen
trierte Harne sind vor Anstellung von EiweiBproben mit Wasser 
zu verdiinnen. 

1. Kochproben. a) mit Salpetersaure. 5-lOccm schwach 
sauren Harnes (gegebenenfalls ist der Harn mit Salpetersaure 
ganz schwach anzusauern) werden nach Zusatz einiger ccm 
gesattigter Kochsalzlosung allmahlich zum Kochen erhitzt. Ein 
hierbei entstehender Niederschlag kann sowohl von EiweiB als 

1 Vgl. Spaeth, Bang und Hoppe- Seyler-Thierfelder: 1. c. (S. 355, 
298 und 350 dieses Praktikums). 
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auch von Kalksalzen herrUhren. Nunmehr werden ohne weiteres 
Erhitzen 10-20 Tropfen reiner 25% ig. Salpetersaure hinzu
gesetzt. Pro ccm des verwendeten Harnes sind 1-2 Tropfen 
Salpetersaure anzuwenden. EiweiB scheidet sich -als flockiger, 
weiBer Niederschlag aus, der mitunter durch Gallenfarbstoff, 
Indikan oder Blut verfarbt sein kann. Mittela der Probe sind 
noch 0,04-0,03%0 EiweiB nachzuweisen, Spuren konnen sich dem 
Nachweis entziehen. Albumosen und Peptone geben die Reaktion 
nicht. Entsteht bei etwa 50 0 eine Fallung, die sich beirn Kochen 
lost und beim Abkiihlen wieder auf tritt, so ist auf den Bence 
Jonesschen EiweiBkorper zu priifen (s. S. 597). 

EiweiBfreie Harne konnen nach Einnahme von Harzen und 
Balaamen eine Triibung liefern. Diese verschwindet bei Zusatz 
von Alkohol zu dem erkalteten Harne. Harnsaurereicher Harn 
kann, meist nach dem Erkalten, einen mit EiweiB nicht zu ver
wechselnden Niederschlag ausscheiden. Die Probe ist mit ver
diinntem Harn zu wiederholen. 

b) mit Essigsaure bzw. Essigsaure-puffer. Die Koch
probe kann auch mit Essigsaure angestellt werden, indem der 
mit Essigsaure schwach sauer gemachte Harn zum Kochen er
hitzt und unmittelbar mit 25% ig. Essigsaure Tropfen fiir Tropfen 
versetzt wird, indem man zwischen jedem Zusatz aufkocht, bis 
die Fallung nicht mehr zunimmt. Die Essigsaureprobe gibt unter 
Umstanden im Gegensatz zur Salpetersaureprobe auch eine Muzin
triibung. 

Von Bang! sehr empfohlen ist die Priifung mit einer Azetat
Essigsaure-Mischung, die eine zur Fallung des EiweiBes geeig
nete H-Ionen-Konzentration liefert. 

Ala PufferlOsung dient eine Mischung von 56,5 ccm Eisessig und 
118 g Natriumazetat in aqua dest. ad 1000 ccm. 10 ccm Harn 
werden mit 1 ccm des Puffers versetzt und Yz Min. gekocht. Sind 
nur Spuren von EiweiB vorhanden (0,05-0,1 %0), opalesziert die 
Fliissigkeit nur, ohne daB Koagulation eintritt. Nach einigen 
Minuten wird aber ein feinflockiger Niederschlag ausgeschieden. 
Sind mehr als EiweiBspuren vorhanden, so tritt sofort eine 
feinflockige Koagulation ein. Urate oder Phosphate werden 
nicht ausgefallt. 

2. Hellersche Probe. In einem Reagenzglase iiberschichtet 
man 5 ccm reine konzentrierte Salpetersaure mittela einer fein 
ausgezogenen Pipette mit der gleichen Menge klar filtrierten 
Harnes. Man beobachtet friihestens nach 2 Min. Bei geringem 

1 Lehrb. d. Harnanalyse, 1. C. (S. 298 dieses Praktikums) S.77. 
38* 
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EiweiBgehalt entsteht innerhalb einiger Minuten, bei groBerem 
EiweiBgehalt sofort, an der Grenzschicht zwischen beiden Flussig
keiten eine scharf begrenzte, scheibenformig weiBe Fallung (Hel
lerscher Ring). Die Probe ist empfindlich (bis zu 0,02%0). Als 
Fehlerquellen sind zu beachten: 

Stark konzentrierter, uratreicher Harn kann eine diffuse 
Fallung in der oberen Harnschicht zeigen. Der Harn ist zu ver
dunnen, die Probe ist zu wiederholen. Ebenso konnen stark kon
zentrierte, harnstoffreiche Harne scheinbar einen Hellerschen 
Ring aus salpetersaurem Harnstoff geben. Hundeharn gibt diese 
Reaktion regelmaBig; oft auch menschlicher Morgenharn. Kon
zentrierte Harne sind daher immer im V olumenverhaltnis 1: 2 
mit Wasser zu verdunnen. Ein weiBer Ring von Harzsauren ent
steht nach Einnahme von Balsamen; auch ein mit Thymol 
sterilisierter Harn liefert einen weiBen Ring. Diese Ringe sind in 
Ather loslich. Ein in der oberen Harnschicht gelegener opaleszie
render, unscharf begrenzter sog. Mornerscher- oder Muzinring 
kann durch eine Chondroitin-Schwefelsaure-EiweiBverbindung ge
geben werden. Dieser Ring wird starker bei Anstellung der Reak
tion mit verdiinntem Harne gegenuber der Probe mit unver
dunntem Harn. Der Ring tritt bei normalem Harn auf; bei 
eiweiBhaltigen Harnen sieht man den Mornerschen Ring uber 
dem Hellerschen Ring. Gefarbte, durchsichtige Ringe riihren 
von Urorosein- und Skatolrotbildung durch die Salpetersaure her. 

Albumosen geben eine typisch Hellersche Probe. Dagegen 
ist die Kochprobe negativ. Bei derartigen Befunden sind Albu
mose-Proben anzustellen (s. S. 602). 

3. Probe mit Ferrozyankalium-Essigsaure.lO ccmHarn 
(bei sehr konzentriertem Harn wird eine Verdunnung 1: 1 an
gewandt) werden mit einigen Tropfen 30% ig. Essigsaure stark 
sauer gemacht. Ausfallende Urate, Oxalate oder durch Essigsaure 
ausfallbare Substanzen werden abfiltriert. Zu dem Filtrat gibt 
man sehr vorsichtig, da ein "OberschuB losend wirkt, einige Tropfen 
5% ig. Ferrozyankalilosung. Bei geringem EiweiBgehalt entsteht 
nach einigen Minuten eine Trubung, bei starkerem ein gelblich
weiBer Niederschlag. Einen noch scharferen Nachweis in Form 
einer ringformigen Trubung erhalt man, wenn man den Harn 
mit einer Mischung von einigenTropfen Ferrozyankalilosung und 
mehreren Kubikzentimetern verdunnter Essigsaure unterschichtet. 
Die Probe ist empfindlich bis etwa 0,01 0/00' Albumosen geben 
ahnliche Niederschlage. 

4. Probe mit Sulfosalizylsaure. Zu einem evtl. mit Essig
saure leicht angesauerten Harne gibt man das gleiche V olumen 
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einer 20% ig. waBrigen Sulfosalizylsaurelosung. Man vergleicht 
die Losung gegen den gleichen auf das doppelte Volumen mit aqua 
dest. verdiinnten Harn. Spuren von EiweiB verursachen eine 
Opaleszenz, groBere EiweiBmengen eine Triibung bzw. einenNieder
schlag. Albumosen bedingen eine Fallung, die sich beim Erhitzen 
lost. Die Methode ist auBerst empfindlich. 

5. Probe mit Trichloressigsaure. Man gibt zu verdiinntem 
Harne einen kleinen Kristall Trichloressigsaure. Bei EiweiBgehalt 
bildet sich an der Beriihrungsflache eine Triibung. 

6. Probe nach Spiegier-Jolles. Man gibt in ein Reagenz
glas 4 ccm eines Reagenzgemisches, das aus 10 g Quecksilber
chlorid, 20 g Bernsteinsaure und 20 g Chlornatrium in 500 ccm 
Wasser ge16st, besteht. Dann gibt man in ein zweites Reagenzglas 
zu ca. 5 ccm Harn 1 ccm 30% ig. Essigsaure und filtriert den sauren 
Harn, falls er sich getriibt hat. Man iiberschichtet mittels einer 
fein ausgezogenen Pipette das Reagens mit dem klaren Harn. Es 
bildet sich selbst noch bei einem Gehalt von 0,002 0 / 00 EiweiB an 
der Grenzschicht ein scharfer weiBlicher Ring. Diese Probe ist die 
empfindlichste EiweiBreaktion und wird auch von dem im nor
malen Harn vorhandenen EiweiB gegeben. Jod- oder chininhaltige 
Harne zeigen ebenfalls eine Fallung. Albumosen geben eine Fallung, 
die im Gegensatz zu EiweiB beim Erwarmen verschwindet und 
beim Erkalten wieder auftritt. 

Nachweis und Darstellung des Bence Jonesschen 
EiweiBkorpers. 

Dieser EiweiBkorper wird bei sarkomatosen Knochenmarks
erkrankungen (Myelomen) und Osteosarkomen im Harn beob
achtet. 

Nachweis. 

Der Korper gibt die allgemeinen EiweiBreaktionen (Hellersche 
Probe, Probe durch Ferrozyankalium, diese aber langsamer). 

1. Erhitzt man den deutlich sauer reagierenden Harn unter 
Zusatz von etwas konzentrierter NaCI-Losung allmahlich im 
Wasserbad unter ThermometerkontroIle, so triibt er sich bei 
45 - 50 0 und scheidet zwischen 50 - 65 0 einen klebrigen Nieder
schlag aus, der sich bei weiterem Erwarmen wieder au£lost. Beim 
Erkalten der Losung scheidet sich der Niederschlag ganz oder 
teilweise wieder aus. 
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2. Probe nach Bradshaw l . Man iiberschichtet starke Salz
saure mit dem zu priifenden Harne. An der Beriihrungsschicht 
tritt eine Gerinnung des EiweiBes ein. 

Verdiinnter Harn gibt mit 25 % ig. Salpetersaure einen Nieder
schlag, der sich beim Kochen z. T. lOst und'beim Abkiihlen wieder 
auftritt. 

Darstellung des Bence Jonesschen EiweiBkorpers 
nach Magnus-Levy 2. 

1. Man fallt das EiweiB aus dem neutralisierten Harn mit dem 
doppelten Volumen kaltgesattigter AmmonsulfatlOsung, wascht 
den Niederschlag mit AmmonsulfatlOsung, preBt ab, lost ihn in 
Wasser und wiederholt die Fallung und Losung mehrere Male. 

2. Man fallt den Harn mit 2 Volumenteilen Alkohol, zentri
fugiert den Niederschlag rasch ab, suspendiert ihn in Wasser und 
dialysiert. Der EiweiBkorper lost sich bald, ohne zu diffundieren. 
Dieses Verfahren ist etwa viermal zu wiederholen. Dann wird 
der Niederschlag mit kaltem und heiBem, absolutem Alkohol, 
dann mit Wasser, wieder mit Alkohol, und mit Ather ge
waschen. 

N a ch weis der d urch Essigsa ure fall baren Ei weiBkorper3 • 

AuBer den typischenEiweiBkorpern konnen im Harn in seltenen 
Fallen auch Nukleoalbumine (Phosphoproteide), Nukleoproteide 
sowie EiweiBkorper noch unbekannter Natur auftreten, die beim 
Ansauern mit Essigsaure ausfallen. Des weiteren kann der Harn 
auch Substanzen enthalten, die gewohnliches EiweiB bei Zusatz 
von Essigsaure fallen. Die Fraktion der mitunter beim Ansauern 
mit Essigsaure aus dem Harn ausfallenden EiweiBsubstanzen ist 
noch nicht vollig geklart. 

Zum Nachweis der Phosphoproteide wird das durch Essigsaure
zusatz aus dem Harn ausgefallte EiweiB auf einem Filter gesam
melt, ausgewaschen und durch Erhitzen auf dem Wasserbade 
mit 2 % ig. HOI zerlegt. Das gebildete Azidalbumin wird durch 
Neutralisieren abgeschieden, filtriert und ein Teil des Filtrates 
in ammoniakalischer Losung mit Magnesiamixtur auf Phosphor
saure gepriift. 

1 Miinchn. med. Wschr. Jg. 54, Nr. 7, S. 336 (1907). 
B Z. physio1. Chem. 30, 200 (1900). 
3 Vg1. Bang: 1. C. (S. 298 dieses Praktikums) S. 82. 
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Ein anderer Teil des Filtrates wird mit Silbemitrat und Am
moniak auf Purinbasen untersucht. 1st die Phosphorsaurereaktion 
positiv und die Purinprobe negativ ausgefallen, so liegt ein Phos
phoproteid vor. Sind beide Proben positiv ausgefallen, so besteht 
der Niederschlag aus Nukleoproteiden. 

Quantitative Bestimmung. 

EiweiBbestimmung nach Esbach. 

Prinzip. Das EiweiB wird in einem graduierten Rohre durch 
ein Reagens ausgefallt. Aus der Hohe des Niederschlages wird 
nach einer empirischen Skala der Gehalt des Hames an EiweiB 
geschatzt. 

Reagentien. Esbach-Reagens: 10 g Pikrinsaure und 20 g Zitronen
saure werden in aqua dest. ad 1000 eem gelOst. 

Apparate. EiweiBbestimmungsrohrehennaehEsbaeh(Albuminimeter). 

A usfiihrung. Der zu untersuchende Harn muB sauer reagieren 
und ist gegebenenfalls mit Essigsaure anzusauem. Er ist evtl. 
dann noch so zu verdiinnen, daB sein spez. Gewicht nicht 1,008 
und sein EiweiBgehalt (Vorprobe) 0,4% nicht iiberschreitet. 
Das Verdiinnungsverhaltnis ist zu notieren. Das Albuminimeter 
wird bis zur Marke U mit Ham und dann bis zur Marke R mit 
Reagens gefiillt, zugestopft, 1O-12mal unter Vermeidung von 
Schaumbildung vorsichtig umgeschiittelt, in einem Stativ be
festigt und 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen. 
Dann wird die Hohe des Bodensatzes abgelesen. Die Markierung 
gibt Gramm EiweiB im Liter Ham. 

Das Verfahren gibt nur eine angenaherte Schatzung. Die 
Temperatur ist von groBem EinfluB auf die Hohe des Nieder
schlages. Alkaloide und andere Medikamente sowie normale Ham
bestandteile in besonders hoher Konzentration (Harnsaure, Krea
tinin, Kaliumsalze) konnen als Pikrate Niederschlage liefern. 

Gewichtsanalytische EiweiBbestimmung nach Bang l • 

Prinzip. Das EiweiB wird ausgefallt, getrocknet und ge
wogen. 

Reagentien. Essigsaure Azetatmischung: 56,5 cem Eisessig werden 
mit 118 g Natriumazetat in Wasser ad 1000 ccm gelost. 

Ausfiihrung. 50 ccm Ham (oder bei hohem EiweiBgehalt 
geringere Mengen, die mit Wasser auf 50 ccm erganzt werden) 

1 1. c. (S. 298 dieses Praktikums) S. 81. 
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werden in ein Becherglaschen gegeben und mit 10 ccm Azetat
Essigsauremischung versetzt. 

Das Becherglas wird in einem heftig kochenden Wasserbade 
30 Min. erhitzt und der Niederschlag abfiltriert. DasFilter ist zuvor 
bei 100-110 o in einem Wageglaschen zu trocknen und zu wagen. 
Das Filtrat wird mittels der Hellerschen Probe auf EiweiBfreiheit 
geprlift. Der Niederschlag wird auf dem Filter nacheinander mit 
Wasser, Alkohol und Ather ausgewaschen. Filter mit Nieder
schlag werden dann bei 100 ° getrocknet, gewogen und in einem 
Tiegelchen verascht. Das Aschengewicht wird ermittelt. 

Das Gewicht des Niederschlages mit Filter, abziiglich des 
Filtergewichtes und des Aschengewichtes, gibt das Gewicht des 
EiweiBes. 

Nephelometrische EiweiBbestimmung nach Folin 
und Denis l . 

Prinzi p. Der eiweiBhaltige Ham wird durch Sulfosalizylsaure
zusatz getriibt und die Triibung gegen eine Standardalbuminlosung 
gemessen. 

Reagentien. 1. SulfosalizylsaurelOsung 25 % ig. 2. Albuminstandard
losung: 25-35 ccm frischen menschlichen oder tierischen Blutserums 
werden mit einer 15 % ig. NaCl-Losung auf 1500 ccm verdiinnt. Die durch
mischte Losung wird filtriert und der EiweiBgehalt des Filtrates nach 
Kjeldahl bestimmt (EiweiB =N ·6,25). Das Filtrat wird dann mit 15 %ig. 
NaCl-Losung so weit verdiinnt, daB es 2 mg Protein pro ccm enthalt. 
Nach Zusatz von 20 ccm Chloroform ist die Losung im Eisschrank monate
lang haltbar. 

Apparate. Nephelometer (Schmidt und Haensch, Berlin). 

Ausfiihrung. Zu je ca. 75 ccm aqua. dest.in zwei 100ccm-MeB
kolbchen werden je 5 ccm der 25 % ig. Sulfosalizylsaurelosung 
gegeben. Dann werden zu dem einen Kolbchen 5 ccm der Albumin
stammlosung, entsprechend 10 mg Protein, und zu dem andern ab
satzweise immer 1 ccm Ham gegeben, bis der Triibungsgrad der 
beiden Losungen annahemd gleich zu sein scheint. Die Kolbchen 
werden dann mit aqua dest. zur Marke aufgefiillt und vorsichtig 
einige Male zur Durchmischung umgewendet. Ein Schiitteln ist 
zu vermeiden, da sonst das EiweiB ausflockt. 

Die beiden Triibungen werden dann in einem Nephelometer 
oder auch einfach in einem Kolorimeter miteinander verglichen. 

1 J. of bioI. Chew. IS, 273 (1914). Hinsichtlich nephelometrischer EiweiB
bestimmung (SerumeiweiB, Albumin, Kasein) vgl. Rona und Kleinmann: 
Biochem. Z. 140, 461 (1923); 150,444 (1924); 105, 34 (1925). 
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1st die Standardlosung auf 20 eingestellt, so solI die Trubung der 
unbekannten Losung nicht weiter entfernt sein, als den Ablesungs
grenzen 10 und 30 entspricht. 

Berechnung. Setzt man die Standardlosung auf 20 und ist h 
die Ablesung der unbekannten, so ergibt sich 20 : h gleich x: 10, 
wenn x die unbekannte Proteinmenge in mg ist. Hat man a ccm 

Harn verwendet, so folgt fur x = ~O~ mg EiweiB pro ccm Harn. 

Die Methode ist nicht anwendbar fUr Harne, die durch Blut
oder Gallenfarbstoffe stark verfarbt sind. Sie stimmt nach An
gabe der Verff. mit der gravimetrischen Methode gut uberein. 
Die Methode ist fUr klinische Zwecke infolge ihrer schnellen Durch
fUhrbarkeit zweckmaBig. Doch ist zu beachten, daB die Trubungs
werte von Albumin und Globulin nicht gleich sind und daher 
die Zusammensetzung des HarneiweiBes fUr die Messung nicht 
gleichgultig ist. 

Kolorimetrische Bestimmung von GesamteiweiB wie von 
Albumin und Globulin nach Autenrieth l in der 

Modifikation von Hiller2. 

Prinzi p. Das GesamteiweiB wird durch Trichloressigsaure 
gefallt. Globuline werden in einer andern Probe durch 44% ig. Na
triumsulfatlosung gefallt; im Filtrat wird Albumin durch Trichlor
essigsaure ausgeflockt. GesamtejweiB wie Albumin werden in 
Natronlauge gelost und nach Zusatz von KupfersulfatlOsung 
(Biuretreaktion) gegen eine Standard-BiuretlOsung kolorimetrisch 
bestimmt. 

Reagentien. 1. Biuretstandardliisung: 0,4g Biuret werden in Wasser 
gelost und ad 150 ccm verdiinnt. 5 ccm der Losung enthalten 13,33 mg 
Biuret und sind kolorimetrisch aquivalent 12,3 mg HarneiweiB. 2. Tri
chloressigsaureliisung 10 % ig. 3. Natronlauge 3 % ig. 4. Kupfersulfatlosung 
(CUS04 + 5 H 20) 20 % ig. 5. Natriumsulfatliisung 44 % ig (wasserfreies 
Na2S04)· 

Ausfuhrung. Eine Harnmenge, die 8-20 mg EiweiB (Vor
probe) enthalt, wird mit dem gleichen Volumen 10% ig. Trichlor
essigsaurelosung versetzt; der Niederschlag wird auf einem an
gefeuchteten Filterchen gesammelt und unter Nachspulen des 
Reagenzglases, in welchem die Fallung vorgenommen wurde, mit 
heiBem Wasser so lange ausgewaschen, bis das Filtrat ammoniak
frei ist, d. h. mit NeBlers Reagens keine Farbung mehr gibt. Man 

1 Miinch. med. Wschr. Jg.62, H. 42, 1417 (1915) und Jg. 64, H. 8, 
241 (1917). 

2 Proced. of the Soc. f. exper. BioI. a. Med. 24, 385 (1927). 
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setzt den Trichter auf einen kleinen MeBzylinder und lost das 
EiweiB mit 3 % ig. Natronlauge aus Reagenzglas und Filter voll
standig heraus, bis das Volumen des Filtrates 9,5 cern betragt. 
Dann fligt man 0,25 ccm 20% ig. Kupfersulfatlosung hinzu, flillt 
ad 10 ccm auf und schiittelt 2-3 Min. lang tiichtig durch. Nach 
5-10 Min. langem Absetzen kann man haufig eine flir die kolori
metrische Bestimmung ausreichende Menge klar abgieBen, sonst 
filtriert man durch ein trocknes Filterchen, verwirft aber die zuerst 
durchgegangenen Tropfen. Es wird gegen eine vollig gleichbehan
delte Biuretstandardlosung kolorimetriert. Man verwendet eine 
gemessene Menge derselben so, daB die Farben der zu ver
gleichenden Losungen moglichst gleich sind. Der kolorimetrische 
Vergleich erfolgt, wenn die Losung ihre maximale Farbtiefe er
reicht hat, was bei eiweiBreichen Losungen mitunter erst nach 
1-2stiindigem Stehen der Fall ist. 

Berechn ung. Man berechnet die mg Biuret, die als Standard 
verwandt sind und hieraus die kolorimetrisch entsprechende 
EiweiBmenge. 1 mg Biuret gibt eine Farbung, die der von 
0,924 mg HarneiweiB entspricht. 5 ccm Standardlosung, ent
sprechend 13,33 mg Biuret, sind kolorimetrisch 12,3 mg Harn
eiweiB aquivalent. Der EiweiBgehalt des untersuchten Harn
volumens ergibt sich gemaB der bekannten, kolorimetrischen Be-

ziehung ~ = hh1 • Zur Bestimmung der Albumin- und Globulin-
Cl 

menge fallt man in 50 ccm des Harnes das Globulin durch Zusatz 
eines gleichen Volumens 44%ig. Na2S04-Losung, fallt im Filtrat 
die Albumine mit Trichloressigsaurelosung wie beim GesamteiweiB 
und bestimmt die Albuminmenge, wie bei der Bestimmung des 
GesamteiweiBes beschrieben ist. 

Die Menge Globulin ergibt sich als Differenz zwischen Gesamt
eiweiB und Albumin. 

Nachweis der Albumosen. 

Qualitativer Nachweis. 

Albumosen, d. h. Abbauprodukte des EiweiBes, die beim Er
hitzen nicht gerinnen, wohl aber aussalzbar sind und die Biuret
reaktion geben, kommen im normalen Harn nicht vor, dagegen 
konnen sie bei zahlreichen pathologischen Zustanden - wie 
hei den meisten Fieberkrankheiten - auftreten. Die Albumosen 
stellen Gemische verschiedenartiger und daher auch verschieden
artig reagierender Abbauprodukte dar. 



Bestimmung der Albumosen. 603 

1. Nachweis durch EiweiBreaktionen. Die Albumosen 
zeigen EiweiBreaktionen (s. d.) mit Ausnahme der Kochprobe. 
Auf das besondere Verhalten von Albumosen gegeniiber den 
einzelnen EiweiBreaktionen ist bei den einzelnen EiweiBproben 
hingewiesen. 

2. Nachweis nach Bang! mittels der Biuretreaktion. 
10-20 cem Harn werden mit festem Ammoniumsulfat (8-16 g) 
gesattigt, zum Kochen erhitzt und einige Sekunden im Sieden 
erhalten. Die ausgeschiedenen Albumosen und das koagulierte 
EiweiB schwimmen auf der salzgesattigten Fliissigkeit und setzen 
sieh beim Sieden an den Wandungen des Proberohrchens abo Dann 
gieBt man die Fliissigkeit mit dem im UbersehuB zugesetzten 
Salz abo Um aus dem Niedersehlag - der, wenn er nieht voll
standig den Wandungen des Rohrchens anhaftet, abfiltriert werden 
muB - das den Nachweis sWrende Urobilin zu entfernen, ver
setzt man den Niederschlag reichlich mit Alkohol und riihrt mit 
einem Glasstabchen den Bodensatz mit dem Alkohol tiichtig um. 
1st Urobilin in groBeren Mengen vorhanden, zieht man zuerst mit 
Alkohol, dann mit Chloroform und schlieBlieh wieder mit Alkohol 
aus. Der Riickstand wird mit 3--4 ccm Wasser versetzt, aufge
kocht und filtriert; das vorhandene, genuine EiweiB bleibt zuriiek. 
1m Filtrat sind vorhandene Albumosen zugegen, die man mit der 
"Biuretreaktion" nachweist. (Enthalt die Losung noeh Urobilin, 
so ist sie mit Chloroform auszusehiitteln.) Dann maeht man die 
UntersuehungslOsung mit starker Natronlauge alkaliseh und fUgt 
tropfenweise ganz stark verdiinnte Kupfersulfat16sung hinzu. 
Das anfangs ausfallende Kupferoxydhydrat lOst sich beim Um
schiitteln mit purpurvioletter Farbe. Nur diese Farbe ist 
charakteristiseh fUr die "Biuretreaktion". Ein UbersehuB von 
Kupfer macht nach Salkowski2 die Farbe blauviolett. Diese 
Farbung ist nicht charakteristisch, da sie aueh durch EiweiB 
entsteht. 

Bei Anwesenheit von geringen Albumosemengen ist die ;:tlka
lische Albumosenlosung mit der verdiinnten Kupfersulfat16sung 
zu iiberschichten. 

Mit diesem Verfahren sind bis zu 0,05 % Albumosen in 20 ccm 
Harn nachzuweisen, gegebenen Falles sind gr6Bere Harnmengen 
zu verwenden. 

Enthiilt der Harn Hamatoporphyrin, so scheidet man dieses 
vorher durch Zusatz einiger Tropfen Bariumchlorid16sung abo 

1 1. c. (S. 298 dieses Praktikums) S. 84. Vgl. auch Spaeth: 1. c. (S. 355 
dieses Praktikums) S. 455. 

2 1. c. (S. 435 dieses Praktikums) S. 119. 
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Die Bestimmung korperfremder 
Harn bestandteile. 

Anorganische Substanzen. 

Bestimmung des Broms. 
Nach Eingabe von Bromverbindungen erscheint nur ein Teil 

des Broms (22-32%) im Ham. 

Qualitativer Nachweis. 

1. Der Nachweis kleinster Brommengen entspricht dem Vor
gehen bei der quantitativen Bestimmung (siehe diese). 

2. Bei Gegenwart groBerer Brommengen nach Eingabe ver
fahrt man wie folgt: 

a) Man verascht den Ham, da Brom in organischer Bindung 
vorIiegen kann. Dann gibt man zur Harnprobe Natriumkarbonat, 
dampft zur Trockne ein, verkohlt ohne zu gliihen, extrahiert die 
Asche mit Wasser und gibt zu dem Filtrat starkes Chlorwasser 
und Salzsaure. 

Schiittelt man die Losung mit Schwefelkohlenstoff oder 
Chloroform aus, so zeigt gelbe bis gelbbraune Farbung des 
Ausschiittelungsmittels Brom an. Der Nachweis wird verfeinert, 
wenn man das Losungsmittel mit Wasser auswascht und dann 
mit einer waBrigen J odkaliumlosung versetzt. Das Brom macht 
J od frei, das das Chloroform rot-rotviolett farbt. 

b) Reaktion auf Bromionen nach J 01les 1 ohne Veraschung. 
Die Hamprobe wird in einem enghalsigen Kolbchen mit 

Schwefelsaure angesauert und mit KaIiumpermanganat bis zur 
bleibenden Rotfarbung versetzt. In den Hals des Kolbchens wird 
ein angefeuchteter Streifen eines Reagenzpapieres gehangt, das 
man durch Tranken eines starkefreien Filterpapieres mit einer 
waBrigen Losung von p-Dimethylphenylendiamin 1: 1000 und 
Trocknen erhalt. Hierauf wird im Wasserbade erwarmt. 

Bei Anwesenheit von Brom, selbst in Spuren, zeigt das Reagenz
papier einen Farbenring, der, innen violett, am Rande in blau, 
griin, braun iibergeht. 

1 Z. anal. Chem. Jg. 37, H. 7, 439 (1898). 
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Quantitative Bestimmung. 

Unmittelbare titrimetrische Bestimmung von Brom 
neb en Chlor im Harn s. S.384. 

Titrimetrische Bestimmung des Broms in der 
Harnasche nach Berglund1-Nencki und 

Schoumow- Simanowski 2 - Frey3. 

Prinzip. Aus der Asche von Harn und andern organischen 
Materialien wird Brom durch Natriumpyrosulfat und Kalium
permanganat frei gemacht und durch einen Luftstrom in eine 
J odkalilosung iibergetrieben. Das frei gemachte J od wird mittels 
Thiosulfatlosung titrimetrisch bestimmt. 

Reagentien. 1. Natriumkarbonat, wasserfrei. 2. Kaliumpermanganat. 
3. Natriumpyrosulfat, lO%ig. LOsung, deren fiinfter Teil mit Soda neutra
lisiert und dann mit den iibrigen vier Fiinfteln vermischt ist. 4. Jodkali
IOsung, 10, 5 und 2%ig. 5. Thiosulfatlosung, 0,01 n, durch Verdiinnen 
von 0,1 n LOsung frisch herzustellen. 

Apparate. Erlenmeyerkolben mit kurzem und langem Einleitungsrohr 
zum Luftdurchsaugen. Vor das kurze Rohr wird ein Watterohrchen (Luft. 
reinigung), an das lange Rohr werden 3 Waschflaschen angeschaltet und 
mit einer Wasserstrahlpumpe verbunden. 

Ausfiihrung. 10-15 g Organbrei bzw. Blut oder Harn wer
den in einer Platinschale mit Soda eingedampft und bei Dunkel
rotglut verbrannt. Die noch vorhandene Kohle wird mit Wasser 
ausgezogen, nach dem Trocknen nochmals verbrannt und die 
Asche mit Wasser ausgezogen (s. auch die Vorschrift fiir Ver
asehung in der folgenden Methode). Die vereinigten waBrigen 
klaren Losungen werden ad 100 ccm gebracht und aliquote Teile 
(2mal je 10 bzw. 5-15 cem) zur Brombestimmung verwandt. 
Der Rest kann zur titrimetrisehen Gesamthalogenbestimmung 
dienen. 

Die zur Brombestimmung entnommene Menge wird im Erlen
meyerkolben der Apparatur auf 40 ccm verdiinnt und mit 1 g 
Kaliumpermanganat sowie 20 eem der NatriumpyrosulfatlOsung 
(s. Reagentien 3.) versetzt. Das frei gemachte Brom wird dann 
wahrend 30 Min. (naeh Oppenheimer' 3/4-1 Std.) dureh einen 
kritftigen Luftstrom in die Waschflaschen, die je 50 ccm einer 
10, 5 und 2%ig. Jodkalilosung enthalten, gesogen. Das frei ge-

1 Z. anal. Chem. Jg. 24, H. 2, 184 (1885). 
2 Arch. f. exper. Path. 84, 313 (1894). 
3 Z. exper. Path. u. Ther. 8,29 (1911). Vgl. auch Bernoulli: Arch. 

f. exper. Path. u. Pharm. 78, 355 (1913). 
4 Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 89, 17 (1921). 
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machte Jod wird mittels 0,01 n Natriumthiosulfatlosung zuruck
titriert. 

Berechnung. 1 ccm 0,01 n Thiosulfatlosung = 1 ccm 0,01 n 
JodlOsung = 1 ccm 0,01 n Bromlosung = 0,7992 mg Brom. 

Nach Oppenheimer ist diese Methode der Modifikation (s. 
w. u.) vorzuziehen. Doch soll fur Brommengen unter 20 mg der 
Analysenfehler (nach Bernoulli bei Gegenwart von Kochsalz 
1-2 %) ansteigen. 

Modifikation der vorangehenden Methode nach von 
Wyssl in der Ausfuhrung von Markwalder2. 

Prinzip. Das Prinzip ist das gleiche wie in der vorangehenden 
Methode, nur wird an Stelle des Permanganats Chromsaure als 
Oxydationsmittel benutzt. 1m Gegensatz zu Bernoulli finden 
Ellinger und Kotake3 sowie Markwalder folgende Ausfuh
rung zweckmaBig. 

Reagentien. 1. Natriumbikarbonat, puriss. pro analysi. 2. Chrom
saure puriss. 3. Jodkalilosung, lO%ig. 4. Natriumthiosulfat, 0,1 n. 5. Phos
phorsaure, spez.Gew. 1,7, mitWasser verdiinnt imVerhaltnis 1:4. 6.Wasser
stoffsuperoxydlOsung, 10% ig. 

Apparate. 1. Rundkolben von etwa 400 ccm Vol. mit eingeschlif
fenem Glasstopfen und mit einem den Boden des Kolbens fast erreichenden 
Einlaufs- und einem kurzen Abzugsrohr. Das Einlaufsrohr erweitert sich 
nach auBen trichterformig und ist durch einen Glashahn verschlieBbar. 
2. Zwei Gaswaschflaschen von je etwa 300 ccm Inhalt mit AnschluB an Saug
pumpe. 

Ausfuhrung. a)VeraschungdesHarnes. Etwa50-100ccm 
Harn werden mit analysenreinem Natriumbikarbonat versetzt, 
im Nickeltiegel auf dem Wasserbad eingedampft und dann vor
sichtig verascht. Die Asche wird mit heiBem Wasser vollstandig 
extrahiert und filtriert. Der waBrige Auszug muB farblos sein; 
erscheint das Filtrat verfarbt, so ist dasselbe erneut einzudampfen 
und einer Soda-Salpeterschmelze zu unterwerfen. Das farblose 
Filtrat der Harnasche wird in kleiner Porzellanschale auf dem 
Wasserbad zur Trockne eingedampft. 

b) Bestimmung des Broms. Der Rundkolben wird mit etwa 
15-20 g kristallisierter Chromsaure beschickt und den beiden zu
sammengekuppelten Gaswaschflaschen, die mit 10%ig. Jodkali
!Osung aufgefullt sind, vorgeschaltet. Die Apparatur wird an die 
Saugpumpe angeschlossen, mit deren Hilfe wahrend der ganzen 

1 Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 55, 263 (1906) und 59, 186 (1908). 
2 Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 81, 130 (1917). 
3 Arch. f. exper. Path. u. Pharm.65, 87 (1911). 
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Versuchsdauer ein reger, aber nicht stiirmischer Luftstrom durch 
das System gesogen wird. Der Luftstrom wird entweder durch 
die Pumpe selbst oder durch den am EinguBrohr des Rundkolbens 
angebrachtenHahn reguliert. Das durch Vorbehandlung des Harnes 
gewonnene Analysenmaterial wird auf folgende Weise in den 
Rundkolben iiberfiihrt. Die in Substanz vorliegenden Alkalisalze 
des Harnes werden durch Phosphorsaure (s. Reagentien 5.) gelost. 
Es geniigen hierfiir 10-20 ccm, die in einzelnen Portionen zur 
Losung der Salze und zum Einspiilen in den Kolben verwendet 
werden. Die Schale wird durch etwa 15 ccm H 20 2 quantitativ 
ausgespiilt. Weiter werden in etwa viertelstiindigen Zwischen
raumen je 10 ccm WasserstoffsuperoxydlOsung in den Rundkolben 
nachgegossen. Der Kolben selbst wird vorsichtig angewarmt (nach 
Ellinger und Kotake im Wasserbad auf 50-60°). Nach Ver
lauf von etwa 45 Min. wird die Verbindung mit der Saugpumpe 
unterbrochen und unmittelbar hierauf das in den Gaswaschflaschen 
frei gewordene J od mittels N atriumthiosulfatlosung titrimetrisch 
bestimmt. I ccm 0,1 n Losung entspricht 7,992 mg Br. 

Kolorimetrische Bestimmung kleinster Brommengen 
nach Bernhardt und Ucko1• 

Prinzip. Nach Veraschung des organischen Materiales wird 
mit dem waBrigen Ascheauszug die Guareschische Reaktion an
gestellt. (Violettfarbung des S c h iff schen Aldehydreagenses, d. i. 
durch schweflige Saure entfarbtes Fuchsin durch Brom.) Da die 
Farbung durch andere Aschenbestandteile beeinfIuBt wird und 
auBerdem die Farbtiefe nicht proportional dem Bromgehalte ist, 
wird die Methode als "Schwellenwertsmethode" ausgebildet. D. h. 
es wird diejenige Menge des Aschenauszuges ermittelt, die gerade 
noch deutlich die Reaktion gibt und derjenigen Menge einer 
KaliumbromidlOsung gleichgesetzt, die unter gleichen Bedingungen 
gleichartige Reaktion aufweist. 

Reagentien. 1. Bromfreies, destilliertes Wasser. 2. Schwefelsaure, 
25%ig. 3 ... Natronlauge, p)!.r. 33%ig. 4. Chlorwasser, offizinell, 1:5 ver
diinnt. 5. Atznatron oder Atzkali, pur. 6. Phenolphthalein (1 %ig. alkohol. 
Losung). 7. Indikator: 100 mg ganz fein gemorsertes, reines Fuchsin wer
den in 100 ccm verdiinnter, schwefliger Saure. in der Warme (etwa 600) 
gelOst und 24 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. Das Fuchsin ist 
dann vollig gelost und die Fliissigkeit bis auf einen schwach gelblichen 
Farbton entfarbt. Herstellung der schwefligen Saure: In einem KOlb
chen (unter dem Abzug) macht man mit Natriumbisulfit und Schwefel
saure (konzentriert) S02 frei und leitet es in Wasser ein. Zum AuflOsen 

1 Biochem. Z. 155, 174 (1925); 170, 459 (1926). 
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des Fuehsins verwendet man eine S02-Losung, von der 1 eem 0,5-0,6 eem 
0,1 n NaOH gegen Phenolphthalein verbraucht. Der fertige Indikator, den 
man zur Kontrolle noch einmal gegen 0,1 n NaOH ohne Indikatorzusatz 
titrieren kann, verbraueht pro eem etwa 0,2 eem 0,1 n NaOH bis zur aus
gesproehenen Rotfarbung. Zuviel sehweflige Saure vermindert die Fein
heit der Reaktion, zu wenig sehweflige Saure verursaeht, daB der In
dikator einen rotliehen Farbton, der das Erkennen des Violetts er
sehwert, gibt. Der Indikator halt sieh etwa 8-14 Tage im Eisschrank, 
muB aber vor jeder Untersuchung dureh eine Leerbestimmung kontrolliert 
werden (destilliertes Wasser + 0,7 eem 25%ig. H 2S04 + 0,15 eem Indi
kator + einige Tropfen Chlorwasser). Es muB sieh sofort ein gelblieher 
Farbton einstellen; tritt Rotfarbung ein, so ist der Indikator nieht mehr 
brauehbar. 8. Standardlosung. Losung von 0,1489 g Kaliumbromid (Kahl
baum) auf 1 Liter bromfreies destilliertes Wasser. 1 eem dieser Losung ent
halt 0,1 mg Br (0,5 eem = 0,05 mg Br) wurde als "Grenzwert" bei der 
angegebenen Anordnung gefunden). Ein Bromgehalt der Reagentien ist 
dureh eine Blindbestimmung zu ermitteln. 

Ausfiihrung. Die organische Substanz (von Blut etwa 25 cem 
Oxalatblut) wird im Nickeltiegel mit 2-3 g Atznatron oder Atz
kali verascht. Bei groBeren Organmengen wird mehr Atzkali an
gewandt. Die Substanz wird auf kleiner Flamme zur Trockne 
gebracht, vorsichtig verkohlt, der Riickstand mittels eines Glas
stabes zerkleinert und kurz auf starker Flamme gegliiht. Ein 
langeres Gliihen ist zu vermeiden. Nach mehrstiindigem Stehen 
gliiht man wiederum bzw. so oft, bis ein vollig grauweiBer Riick
stand vorliegt, den man mit Wasser von 40-50° auszieht und 
filtriert. Es ist zweckmaBig, den Riickstand vorher mit einigen 
Tropfen Wasser zu versetzen und nochmals zu gliihen. Das Filtrat, 
das vollig farblos sein muB, wird auf 50 oder 100 ccm aufgefiillt. 
In ein kleines Kolbchen gibt man eine aliquote Menge (z. B. die 
4 ccm Vollblut entsprechende Filtratmenge), fiigt einen Tropfen 
Phenolphthaleinlosung hinzu und sauert mit 25 % ig. Schwefelsaure 
bis zum volligen Austreiben der Kohlensaure an. Man schiittelt 
das GefaB nach dem Saurezusatz stark, um die Kohlensaure 
vollig zu entfernen; eine ungeniigende Kohlensaureaustreibung 
hindert den Ausfall der Bromreaktion. Dann neutralisiert man 
die Losung genau mittels Natronlauge. Darauf werden 1,5 ccm 
25%ig. Schwefelsaure sowie 0,15 ccm des Indikators (s. Rea
gentien 7.) hinzugefiigt. N unmehr gibt man 2 Tropfen Chlorwasser 
hinzu, schiittelt um, beobaehtet die Farbe und fahrt mit den Chlor
wasserzugaben fort, indem man mindestens jedesmal 1 Min. ver
streichen laBt und gut schiittelt, bis eine Farbenanderung eintritt. 
Als Kontrollen zur Farbbeurteilung benutzt man erstens reines, 
destilliertes Wasser, zweitens eine Blindbestimmung mit Wasser, 
die einen gelblichen Farbton annimmt, drittens eine schwach
violette Bromfiirbung (z. B. Bestimmung von 0,07 -0,1 mg Brom). 
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1st in der Filtratmenge geniigend Brom enthalten, so zeigt 
sich eine, wenn auch ganz schwache, doch deutlich violette Farbe; 
im anderen FaIle geht die Farbe langsam in einen gelben, gelblich
roten oder gelblichbraunen Farbton iiber. Je nach dem Ergebnis 
wird die Bestimmung mit einer geringeren oder groBeren Menge 
des Filtrates wiederholt (z. B. mit einer Filtratmenge, die 3 oder 
5 ccm Blut entspricht). Hierdurch gelingt es, den Schwellenwert 
zu finden, der gerade eine Bromreaktion zeigt. Er ist auf etwa 
0,5 ccm Blut festzulegen. 

Beispiel: 25 ccm Oxalatblut verascht, gegliiht, ausgezogen: 
Filtrat klar, auf 100 ccm aufgefiillt. 

16 ccm Filtrat (= 4 ccm Blut) ergeben gelbe Farbe; bei der 
ersten Farbanderung zeigt sich ein etwas rotlicher Ton, jedoch 
kein Violett. 

20 ccm Filtrat (= 5,0 ccm Blut) ergeben schwach, aber deut
lich violette Farbe, die etwa beim 8. Tropfen Chlorwasser auf
tritt und nach weiterem Chlorwasserzusatz bald in Gelb iibergeht. 

18 ccm Filtrat (= 4,5 ccm Blut) ergebim kein Violett. 
20 ccm Filtrat (= 5,0 ccm Blut) haben sich somit als Schwellen

wert ergeben, entsprechen also 0,05 mg Brom; demnach enthalt 
das Blut 1,0 mg-Proz. Br. 

Bestimmung des J ods. 

Qualitativer Nachweis. 

Der qualitative Nachweis kleinster Jodmengen entspricht der 
quantitativen Bestimmung (s. w. u.). 

Beim Nachweis von Jod im Harn nach Eingabe von Jod. 
verbindungen verfahrt man: 

a) zum Nachweis von J odiden, indem man: 
IX) 10 ccm Harn mit einigen Tropfen rauchender Salpetersaure 

oder Bromwasser versetzt und die Losung mit Chloroform oder 
Schwefelkohlenstoff ausschiittelt. An Stelle von Salpetersaure 
oder Bromwasser kann man den Harn auch mit 0,5 ccm 1 % ig. 
Kaliumnitritlosung und 1 cern 1: 1 verdiinnter Schwefelsaure ver
setzen und mit Chloroform oder Schwefelkohlenstoff ausschiitteln. 

Bei Anwesenheit von Jod wird das Chloroform oder der 
Schwefelkohlenstoff violettrot gefarbt. Die Farbung verschwindet 
bei Zusatz von Natriumthiosulfatlosung (Unterschied gegen eine 
Farbung des organischen Losungsmittels durch Harnfarbstoffe, 
die durch Natriumthiosulfat unbeeinfluBt bleibt). 

Rona-Kleinmann, Blut u. Harn. 39 
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(3) Einige ccm Harn werden nach Zusatz des Oxydations
mittels (s. cx.) mit Starkelosung versetzt. Blaufarbung bei Gegen
wart von J od. 

b) zum Nachweis von organisch gebundenem Jod 
bzw. von kleinen Jodmengen - die sich dem Nachweis ent
ziehen konnen, -da die organischen Harnbestandteile J od zu bin
den vermogen - verfahrt man, indem man die Harnprobe unter 
Sodazusatz eindampft, den Riickstand in einer Eisenschale unter 
vorsichtigem Erhitzen (nicht Gliihen) verkohlt, mit Wasser aus
zieht und den Auszug wie unter a) angegeben auf Jodionenpriift. 

Quantitative Bestimmung. 

Gravimetrische Bestimmung des Jodes als Palladojodid 
nach Winkler l in der Ausfiihrung nach Bernhardt 2• 

Prinzip. Nach Veraschung der organischen Substanz durch 
Erhitzen mit Xtzkali und Natriumsuperoxyd wird das Jod mittels 
Palladochloridlosung als PalIadojodid gefallt und gewogen. 

Reagentien. 1. Chloroform. 2. Atzkali. 3. Natriumsuperoxyd pulv. 
4. Natriumsulfit. 5. Salzsaure verd. 6. PalladochloridlOsung 0,5%ig. an 
Palladium. 0,5 g metallisches Palladium werden unter gelindem Erwarmen 
in 5 cern starker Salpetersaure ge16st. Die Losung wird in einer Glasschale 
auf dem Dampfbad eingetrocknet, der Riickstand in 10 cern starker Salz
saure gel6st, die L6sung eingetrocknet und dies Verfahren noeh zweimal 
wiederholt. Der Riiekstand wird in 10 cern 10%ig, Salzsaure unter Zusatz 
von 1 cern Alkohol gel6st, auf 100 cern mit aqua dest. aufgefiillt und naeh 
24 Stunden filtriert. 

Ausfiihrung. Der Harn (unter Chloroformzusatz gesammelt) 
wird nach Abtrennung der Chloroformschicht zur Trockne einge
nampft. Der Trockenriickstand wird mit 10 g pulverisiertem 
Atzkali und 5 g Natriumsuperoxydpulver innig vermengt und nach 
mehrstiindigem Trocknen bei 75° im Platintiegel iiber ganz kleiner 
Flamme erhitzt, bis eine klare Schmelze vorliegt. Die waBrige 
Losung der Schmelze wird schwach salzsauer gemacht, mit einigen 
Kornchen Natriumsulfit bis nahe zum Sieden erhitzt und einige 
Minuten auf dieser Temperatur belassen. Hierdurch wird das 
in der oxydierenden Schmelze entstandene Jodat wieder quan
titativ zu J odid reduziert. Hierauf wird die Losung im offenen 
GefaB so lange gekocht, bis auf weiteren Zusatz von Salzsaure 
kein Geruch nach schwefliger Saure mehr wahrzunehmen ist 
(im allgemeinen geniigt ein Kochen von 10 Minuten). Nun fallt 

1 Z. angew. Chern. Jg. 31, I, 102 (1918); Z. anal. Chern. 60,422 (1921). 
2 Z. anal. Chem. 76, 351 (1928). 



Bestimmung des Jods. 611 

man nach Winkler mit einer salzsauren Losung von Pallado
chlorid (s. Reagent. 6.) in der Siedehitze unter Zusatz von etwas 
Kochsalz. Der Niederschlag wird nach 24-48stiindigem Stehen
lassen bei 370 durch einen Goochtiegel abgesaugt, mit 50 ccm 
kaltem Wasser gewaschen, bei genau 1320 getrocknet und ge
wogen. 

Berechnung. Da 1 Mol Palladojodid (360,54) 2 Atomen Jod 
(2 ·126,92) entspricht, so erhiUt man die gesuchte Jodmenge durch 
Multiplikation des Niederschlaggewichtes mit 0,704. 

Kolorimetrische Bestimmung des Jods nach Anten1 -

Autenrieth 2• 

Prinzip. Nach Veraschung des Harnes wird in der Aschen
losung Jod durch Zugabe von Schwefelsaure und Natriumnitrit 
frei gemacht, mit einem organischen Losungsmittel extrahiert 
und kolorimetrisch bestimmt. 

Reagentien. 1. Kaliumhydroxyd, puriss. jodfrei. 2. Natriumnitrat, 
puriss. jodfrei. 3. Schwefelkohlenstoff. 4. Schwefelsaure, verdiinnt. 5. Na
triumnitritlosung, 1 %ig. 6. Kaliumjodid-Standardlosung, 0,200 g Kalium
jodid im Liter enthaltend. 

Ausfiihrung. Eine abgemessene Harnmenge (z. B. 20 ccm) 
wird in einer Nickelschale mit ca. 2 g Kaliumhydroxyd (bei 
groBeren Harnmengen entsprechend mehr) versetzt, zur Trockne 
gebracht, verkohlt und nach Zusatz von 1,5 g Natriumnitrat pro 
20 ccm Harn bei moglichst niedriger Temperatur vollig verascht. 
Die Schmelze wird in wenig kaltem Wasser aufgenommen und 
filtriert; Schale und Filter werden nachgewaschen und die ver
einigten Filtrate, die farblos sein miissen, auf ein gemessenes 
Volumen aufgefiillt. Die Losung bzw. ein aliquoter Teil, der nicht 
mehr als 2 mg Jod enthalten darf, wird nach Zusatz von genau 
10 ccm Schwefelkohlenstoff vorsichtig mit einem UberschuB ver
diinnter Schwefelsaure angesauert, das frei gemachte Jod ausge
schiittelt und die violett gefarbte Schwefelkohlenstofflosung kolori
metrisch gemessen. Hierzu verwendet man nach Anten zylin
drisehe, ctwa 200 ccm fasscnde GefaBe mit kurzem Hals und ein
geschliffenem Glasstopfen, die unten in ein 10 em langes, etwa 
12 mn;t weites Rohr mit flaehem Boden endigen. Der Durch
messer dieses Rohres muB bei den beiden zu verwendenden 
SchiittelgefaBen genau gleich sein. In den GefaBen, die gleieh-

1 Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 48, 331 (1902). 
2 Munch. med. Wschr. Jg.59, Nr.49, 2657 (1912). 
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zeitig zum Ausschiitteln wie zur kolorimetrischen Bestimmung 
gebraucht werden, sinkt der gefarbte Schwefelkohlenstoff in die 
Rohre und flillt sie fast vollig aus. Zum Vergleich wird ein dem 
Volumen des Harnaschenfiltrates gleiches Volumen gesattigte 
NatriumsulfatlOsung in das zweite GefaB gegeben und mit 10 ccm 
Schwefelkohlenstoff sowie je 10 Tropfen verdiinnter Schwefelsaure 
und 1 %ig. Natriumnitritlosung versetzt. Hierauf wird unter 
starkem Schiitteln a)lS einer Biirette tropfenweise Kaliumjodid
Standardlosung hinzugegeben, bis die Farbung des Schwefel
kohlenstoffes derjenigen in dem andern GefaBe gleich ist. 

Berechnung. Die verbrauchte ccm-Zahl KaliumjodidlOsung 
ergibt die Menge des in dem untersuchten Harnvolumen enthal
tenen J ods ausgedriickt als Kaliumjodid. 

An Stelle dieser Bestimmungsform kann man nach Auten
rieth die Losung des Jods in dem organischen Extraktions
mittel in einem Kolorimeter gegen eine moglichst farbgleiche 
StandardlOsung kolorimetrieren. Es ist zweckmaBig, vorher mit 
bekannten Losungen eine Eichkurve anzulegen. 

Kolorimetrische bzw. titrimetrische Bestimmung 
kleinster Jodmengen nach Fellenberg in der 

Modifikation von Lunde l • 

Prinzi p. Nach trockner Veraschung der organischen Substanz 
wird das als J odid vorhandene J od mit Alkohol extrahiert. Der 
Alkoholextrakt wird nochmals verascht und das Jod in der waB
rigen Losung des Salzriickstandes entweder - nachdem es mit 
Nitrit-Schwefelsaure in Freiheit gesetzt ist - kolorimetrisch be
stimmt oder nach "Oberfiihrung in Jodat titrimetrisch ermittelt. 
Die Methode gestattet Bestimmungen bis zu 0,3 y - 0,1 Y Jod 
(1 y = 10--6 g). 

Reagentien. 1. Kaliumkarbonatliisung: a) Eine gesattigte, waBrige 
Losung wird pro kg Kaliumkarbonat mit 30 ccm 0,1 n Silbernitrat-Losung 
versetzt, durchgeschiittelt und aufgekocht; man laBt abkiihlen. Die Losung 
wird von der kolloidalen Silberverbindung entweder durch Ultrafiltration 
durch Kollodiumfilter getrennt oder 1-2 Wochen stehen gelassen und 
dann abgehoben. b) 1 kg Kaliumkarbonat schiittelt man mit je 1/2-1 Liter 
80 % ig. reinem Alkohol je 6 mal durch. Bei den ersten Ausschiittelungen 
laBt sich der Alkohol gut abgieBen, spater trennt man ihn im Scheide
trichter abo Die erhaltene, waBrige Kaliumkarbonatlasung (850-900 g 
K 2COS pro Liter) ist als "gesattigte Lasung" im Verlauf der Methode an
zuwenden. Die nach a) erhaltene Losung ist hinsichtlich Jodverunreinigung 

1 Biochem. Z. 139, 391 (1923); 152, ll6 (1924); 175, 162 (1926); 193, 
94 (1928). Hinsichtlich einer Modifikation und weiteren Verfeinerung der 
Methode vgl. Hajer: Biochem. Z. 205, 273 (J929). 
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reiner als die Uisung b}; da sie nitrathaltig ist, wird sie bei den ersten 
Operationen, wo groBe Karbonatmengen verwendet werden, gebraucht. Bei 
den letzten Alkoholextraktionen, wo nur wenige Tropfen benotigt werden, 
wird Losung b} verwandt. 2. Alkohol 95%ig. Nach Jochmann1 in einer 
Destillationsapparatur mit Glasschliff iiber Kaliumkarbonat zu destillieren. 
3. Kalilauge: 1 kg KOH (Kalium hydricum puriss. Merck) wird in einer 
Eisenschale in 500 ccm Wasser gelOst, die Losung abgekiihlt und nach 
einigen Stunden iiber Glaswolle filtriert. Die Kristalle werden mit wenig 
heiBem Wasser ge~.ost; dann laBt man auskristallisieren, nutscht ab und 
wascht mit 1 Liter Ather. Man stellt eine konz. waBrige Losung her. 4. Salz
saure puriss. konz. (auf Jodfreiheit zu priifen). Zur evtl. Reinigung werden 
500 ccm konz. Saure unter Zusatz von etwas Chlorwasser aus einer 2 Liter
Glasretorte destilliert. Das Destillat wird unter guter Kiihlung in 500 ccm 
Wasser aufgefangen und mit 2 g Natriumbisulfit versetzt. 5. Chlorwasser. 
Nach Jochmann durch Sattigen von 'Vasser mit Chlor in einem Glas
gefaB, das an der einen Seite einen eingeschIiffenen Glasstopsel, an der 
anderen einen Ablaufhahn hat, herzustellen, wobei die Luft vollig durch 
Chlor verdrangt werden muB. Wenige Tage haltbar. 6. NatriumnitratIosung 
10 % ig. und 5 % ig.: Stets nach 8 Tagen frisch durch Verdiinnen einer 
50 % ig. Stammliisung herzustelien. 

Zur kolorimetrischen Bestimmung. 7. Chloroform, iiber KaIium
karbonat zu destillieren. 8. Nitrit-Schwefelsaure 0,05 g KN02 in 10 cern 
3 n H 2S04 (taglich frisch bereiten). 9. Jodkalium-StandardlOsung: 130,7 mg 
KJ werden in aqua dest. ad 1000 cern gelOst. 1 cern Losung enthitlt 0,1 mg J. 
10. Aqua dest. iiber Kaliumkarb(mat destilliert. 

Zur titrimetrischen Bestimmung. ll. 0,004 n-O,002 n Thiosulfat
lOsung: Durch Verdiinnen von 0,1 n Losungen frisch bereitet. Titer gegen 
JodlOsung (durch Verdiinnen von 0,1 n Lasung bereitet) stets frisch ein
zustellen. 12. StarkelOsung: aus wasserlaslicher Starke (Kahlbaum) zu 
bereiten, 1 Minute im Sieden zu erhalten und dann sofort scharf unter der 
Wasserleitung zu kiihlen. 

Apparate. 1. Eisenschale, Durchmesser ca. 10 cm. 2. Nickeltiegel 
oder Platinschale. 3. Mikrobiirette. 4. Jodausschiittelungsriihrchen: schrag 
abgeschnittene Rahrchen von 5 mm innerem Durchmesser und 80 mm Hohe. 

Ausfiihrung. a) Veraseh ung des Harnes. 10-40 eem (nor
maIer) Harn werden mit 1-3 eem Kaliumkarbonatlosung (s. Rea
gentien 1. a)) versetzt und in einer flaehen Eisensehale von etwa. 
10 em Durehme3ser zur Troekne verdampft. Der Riiekstand 
wird gelinde erhitzt, ohne gegliiht zu werden, mit Wasser befeuehtet 
und noehmals erhitzt, wobei der Boden der Sehale nieht rot
gliihend werden darf. Der mogliehst rein weiBe Riiekstand wird 
mehrere Male mit 95 %ig. Alkohol ausgewasehen, wobei der 
Alkoholauszug jedesmal yom Karhonatbrei ahzugieBen ist. Dieser 
wird in Wasser gelost, zur Troekne gedampft und evtl. unter 
Zusatz einiger Tropfen 1O%ig. NatriumnitratlOsung gelinde ge
gliiht. Der nunmehr rein weiBe Riiekstand wird wiederholt mit 
Alkohol ausgewasehen. Die Alkoholausziige sind mit den vorher 
erhaltenen Ausziigen zu vereinigen. Sie enthalten das gesamte 

1 Biochem. Z. 194, 454 (1928). 
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Jod und geringe Mengen anderer Salze und werden nach Zusatz 
einiger Tropfen gesattigter Kaliumkarbonatlosung (s. Reagen
tien l. b)) in einem flachen Nickeltiegel oder in einer Platin
schale auf dem Wasserbade zur Trockne verdampft. Der Riick
stand wird schwach gegliiht und mit 95%ig. Alkohol extrahiert; 
dann wird die Alkohollosung nochmals in einem Nickeltiegel 
zur Trockne verdampft und der Salzriickstand ohne Zusatz von 
Kaliumkarbonat schwach erhitzt, wobei der Boden des Tiegels 
nicht ins Gliihen kommen dar£. 1st der Salzriickstand nach der 
zweiten Alkoholextraktion noch zu groB, so hat man das Gliihen 
unter Kaliumkarbonatzusatz vor dem letzten Gliihen noch zu 
wiederholen. 

An Stelle dieses Vorgehens empfiehlt Lunde, denRiickstand 
des mit Kaliumkarbonat (s. Reagentien 1. a)) versetzten Harnes 
nach dem ersten Erhitzen mit Wasser aufzunehmen und von der 
unverbrannten Kohle abzufiltrieren. Der Kohleriickstand wird in 
der Eisenschale mitsamt dem Filter verbrannt, hierzu das schwach 
gelblich gefarbte Filtrat gefiigt, eingedampft und verbrannt. Der 
weiBe Riickstand wird mit Alkohol ausgezogen und zur Trockne 
gebracht. Auf ein zweites Gliihen und erneute Extraktion kann 
verzichtet werden. 

b) Veraschung von anderen organise hen Materia
lien. Zu 10-50 g trockner Substanz wird Kaliumhydroxyd in 
einer Menge von 25 % der trocknen Substanz gegeben. Fett
arme Substanzen (pflanzliche Materialien) werden einige Zeit unter 
Wasserzusatz mit Kalilauge gekocht, bis sie von ihr durchdrungen 
sind. Fettreiche Substanzen werden mit Kaliumhydroxyd - in 
wenig Wasser gelost - versetzt, mit Alkohol bedeckt und auf dem 
Wasserbade am RiickfluBkiihler etwa eine halbe Stunde erhitzt. 

Zu 100 cern Milch gibt man 10 g KOH, 30 cern Alkohol und 
erhitzt, bis das Fett oben schwimmt, gieBt dieses ab und verseift 
es gesondert mit alkoholischer Kalilauge. 

100 g zerschnittenen Fleisches bzw. zerschnittener Organe ver
setzt man mit 10 g festem KOH, bis das Hydroxyd sich im Fleisch
saft gelost hat, fiigt 30-40 cern Alkohol hinzu und erhitzt auf 
dem Wasserbade am RiickfluBkiihler, bis Auflosung erfolgt. 

Fiir 10 g Blut wendet man 1 g KOH an. Die vorbehandelte 
Substanz wird in einer Eisenschale mit flachem Boden zur Trockne 
gebracht und wie unter a) beschrieben weiter behandelt. 

Jochmann1 empfiehlt, die Alkoholextrakte zu sammeln, 
10 Tropfen 5% ig. frischer Natriumnitrat16sung hinzuzusetzen 

1 1. c. (S.613 dieses Praktikums). 
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und nach Verdampfen des Alkohols den Salzriickstand im elek
trischen Muffelofen auf 600 0 zu erhitzen. 

1st diese Temperatur erreicht, wird der gesamte Widerstand 
des Of ens eingeschaltet, der Tiegel aus dem Of en nach 5 Minuten 
(bei ca. 550 0) herausgenommen, voUstandig erkalten gelassen, 
am auBeren Rande mit jodfreier Vaseline eingefettet und der 
Salzriickstand quantitativ unter Losen in Wasser zur titrimetri
schen Bestimmung in ein 50 ccm Erlenmeyerkolbchen iibergefiihrt. 

c) Kolorimetrische Bestimmung. Der letzte gegliihte 
Riickstand wird in 0,3 ccm Wasser gelost, in ein Jodausschiitte
lungsrohrchen gegeben und mit 0,01-0,02 ccm Chloroform aus 
einer geeichten feinen Pipette und 1 Tropfen frisch bereiteter 
Losung von 1 Kornchen Kaliumnitrit in 3 ccm 3 n H 2S04 versetzt. 

Man halt das Rohrchen nahezu wagerecht und klopft ca. 
80mal kriiftig an den unteren Teil, wodurch der Cbloroform
tropfen die Losung ausschiittelt. Gleichzeitig setzt man eine 
Reihe Vergleichslosungen an, die man durch Abmessen von 0,01, 
0,02,0,03 ccm der Standardlosung = 1, 2, 3 Y Jod (1 y = 0,001 mg) 
hergestellt und in dem Ausschiittelungsrohrchen, genau so wie 
die unbekannte Losung, erhalten hat. Man zentrifugiert die 
kraftig geschiittelten Rohrchen in einer Handzentrifuge ab, da
mit sich die Chloroformlosung klar zu Boden setzt. 

Man bestimmt den J odgehalt durch Einordnung der unbe
kannten Losung in die Reihe der Standardlasungen. Hierbei ist 
der in der Schale verbliebene Fliissigkeitsrest in Rechnung zu 
ziehen; er ist durch Abwagen zu ermitteln. Die Genauigkeit der 
Bestimmung solI bei Jodmengen zwischen 0,3-2 y etwa 0,1 y 
betragen. 

Obersteigt die kolorimetrische J odmenge 2 y = 2.10-6 g, so 
wird sie durch Titration kontrolliert bzw. allein titrimetrisch be
stimmt. Zu diesem Zweck spiilt man den 1nhalt des Rohrchens 
mitsamt dem in der Schale verbliebenen Fliissigkeitsrest in einen 
sorgfaltig ausgedampften 50 ccm Jenaer Erlenmeyerkolben und 
verfahrt wie folgt: 

d) Titrimetrische Bestimmung. Die von der kolori
metrischen Bestimmung stammende Fliissigkeit bzw. eine Lasung 
des veraschten Salzriickstandes wird in ein 50 ccm Erlenmeyer
kalbchen gebracht, mit 2 Tropfen ca. 1 n HCI versetzt (nicht not
wendig, wenn die Lasung von der Kolorimetrie her Nitrit-Schwefel
saure enthalt) und mit frisch bereitetem Chlorwasser (0,5-1 ccm 
geniigen meistens) oxydiert, bis ein hinzugefiigter Tropfen Methyl
orange sofort entfarbt wird. Unter Zusatz eines Kalkspatsplitter
chens oder Siedesteinchens aus feingekarntem, mit verdiinnter 
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Salpetersaure ausgekochten und schwach gegliihten Bimsstein 
wird die Losung iiber freier Flamme auf 1/3 ihres Volumens, 
moglichst auf 1-2 ccm, eingeengt. Die Losung wird rasch ab
gekiihlt, ein Kornchen KJ hinzugesetzt und das in Freiheit ge
setzte Jod mittels Mikrobiirette mit 0,004-0,002 n Thiosulfat
losung titriert. 

Mit den angewandten Reagentien allein ist eine Blindbestim
mung anzustellen und ihr Ergebnis von den analysierten Werten 
in Abzug zu bringen. 

Berechnung. Da nach der Umsetzung 

KJOa + 5KJ + 6HCI = 6KCI + 3H20 + 3J2 

einem Grammatom Jod als Kaliumjodat 6 Grammatome freies 
Jod bei der Titration entsprechen, so ergibt 1 ccm 0,004 n Thio
sulfatlOsung 0,5077 mg Jod bei der Titration oder 0,0846 mg Jod 
in der untersuchten Substanzmenge. 

Bestimmung des Arsens. 
1m normalen Harne kommt Arsen nicht oder nur in Mengen 

bis zu einigen Tausendstel mg vor. 
Arsenausscheidung in Form anorganischer Arsenverbindungen 

kann sowohl nach Arsenvergiftung als auch nach Zufiihrung 
organischer Arsenpraparate auftreten_ 

Bestimmung anorganischen Arsens. 

Qualitativer Nachweis nach Marsh 1. 

Prinzi p. Die organische Substanz wird durch Kaliumchlorat 
und Salzsaure zerstort, das Arsen durch Schwefelwasserstoff ge
fallt, oxydiert und in schwefelsaurer Losung im "Marshschen 
Apparat" in gasformigen Arsenwasserstoff iiberfiihrt. Der Arsen
wasserstoff wird durch Erhitzen in Wasserstoff und metallisches 
Arsen zerlegt, das sich als "Arsenspiegel" abscheidet. 

Reagentien. 1. Natriumkarbonat, krist. (pro analysi, Kahlbaum); 
nur bei Untersuchung von Fliissigkeiten, z. B. Harn notwendig. 2. Salz
saure fiir forensische Zwecke (Kahlbaum). 3, Kaliumchloratli:isung konz. 
Kaliumchlorat (Kahlbaum) z. Analyse "mit Garantieschein". 4. Schwefel
wasserstoff. Das Gas wird dadurch hergestellt, daB man eine Verdiinnung 
von arsenfreier Salzsaure (1 Vol. konz. Salzsaure+ 1 Vol. aqua dest.) in 

1 Vgl. Gadamer: Lehrb. d. chem. Toxikologie, Vandenhoeck u. 
Ruprecht, Gottingen (1924) und Neubauer-Huppert: Analyse des 
Harns IT 1. c. (S. 350 dieses Praktikums). 
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eine Losung von Natriumhydrosulfid tropfen und das sich entwickelnde 
Gas durch eine Gaswaschflasche, die Wasser enthiHt, streichen laBt. Die 
NatriumhydrosulfidWsung wird hergestellt, indem man eine 33 % ig. Losung 
von Natriumhydroxyd mit Schwefelwasserstoff sattigt und sie vor Ge
brauch 4-5mal verdiinnt. Gewohnlicher Schwefelwasserstoff aus Schwefel
eisen und Saure bereitet, ist, da arsenhaltig, nicht anwendbar. 5. Schwefel
ammonium, gelb. Reines Ammoniak (s.6.) wird mit Schwefelwasserstoff 
(s.4.) gesattigt. Beim Aufbewahren geht das farblose Schwefelammonium 
in gelbes Polysulfid iiber. 6. Ammoniak, pro analysi. Auf Arsenfreiheit 
wie folgt zu priifen: 100 cern werden unter Zusatz einiger cern Permanganat
Wsung zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wird in Schwefelsaure 
geWst und nach Marsh auf Arsen gepriift. Falls nicht arsenfrei, erfolgt 
folgende Reinigung: 200 cern einer Losung von 225 g Eisenalaun im .Liter 
werden mit 200 cern einer 2,4 % ig. Ammoniakliisung unter Umriihren bei 
Zimmertemperatur gefallt. Das ausgeschiedene Eisenhydroxyd wird mit 
kaltem Wasser ausgewaschen. Das Eisenhydroxyd wird in die in einer 
Literflasche befindliche AmmoniakWsung gebracht und Iangere Zeit heftig 
durchgeschiittelt. Nach einer Stunde wird filtriert. Priifung wie oben. 
7. Salpetersaure rauchende, pro analysi. 8. SchwefeIsaure konz. puriss. 
arsenfrei. 9. Naturkupfer C (Kupferbronze), arsenfrei oder 10. 0,5 % ig. 
KupfersulfatWsung, aus Kupfersulfat pro analysi. 11. Zink, pro analysi, 
arsenfrei, granulat. (Merck). Das Zink wird vor Gebrauch verkupfert: 
a) durch Zugabe einer Spur - ein groBerer Gehalt an Kupfer bewirkt 
ein Zuriickhalten von Arsen - Kupfer (s. 9.) zu dem geschmolzenen Zink 
oder b) durch kurzes Einlegen (1 Min.) in 0,5 % ig. KupfersuIfatWsung und 

Abb. 135. 

mehrmaliges Abspiilen mit aqua dest. 12. SilbernitratWsung 50 % ig. 
13. Kalziumchlorid, krist., puriss. 

Apparate (s. Abb. 135). Der etwa 100-150 cern fassende Kol. 
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ben Kist mit dem mit Teilung versehenen Trichter T, dem mit haselnuBgroBen 
Stiicken kris tallisierten Chlorkalziums gefiillten Trockenrohr 0 und der 
Sicherheitsriihre E versehen. An letzte schlieBt sich das Zersetzungs
rohr aus schwer schmelzbarem Jenaer Glas an, das bei A und B mit 
Kupferdrahtnetz und bei d mit einem Lampendocht umwickelt ist, 
auf den aus der Schale W oder besser Becherglas, aus dem mit dem Quetsch
hahn q versehenen Schlauch a zur Kiihlung bestandig Wasser tropft. Das 
Zersetzungsrohr ist 5 mm weit und an zwei Stellen zu einer 1,5-2 mm 
weiten Kapillare ausgezogen. 

Ausfiihrung. 1. Zerstorung der organischen Substanz 
nach Fresenius und Babo. a) Vorbereitung der zu ver
aschenden Substanz. Feste Organteile werden mit einer sau
beren vernickelten Schere in kleine Stiicke zerschnitten. (Andere 
feste Bestandteile werden fein zerrieben.) 

Harn oderandere Fliissigkeiten werden mit Natriumkarbonat 
bis zur schwach alkalischen Reaktion versetzt und zur Trockne 
eingedampft. 

b) Zerstorung der organischen Substanz_ Das vor
bereitete Untersuchungsmaterial wird in einem mit Steigrohr und 
Tropftrichter versehenen Kolben mit 50 ccm konz. Salzsaure und 
Wasser bis zur breiartigen Konsistenz versetzt und auf dem Wasser
bad erhitzt. Hierzu wird langsam aus dem Tropftrichter konz. 
Kaliumchloratlosung gegeben, bis die Masse praktisch gelost ist 
und die Losung sich nach 15Min. langem Erhitzen nach der letzten 
Chloratzugabe nicht merklich dunkler farbt. (Bei langerem Er
hitzen tritt stets Dunkelfarbung durch Verkohlung ein.) 

Nach dem Abkiihlen auf etwa 30-40 0 wird das iiberschiissige 
Chlor durch Kohlensaureverdrangt, indem ein gewaschener 
Strom von Kohlensaure oder Luft durch die Fliissigkeit geleitet 
wird. Dann wird filtriert, nachgewaschen und so weit mit Wasser 
verdiinnt, daB die Losung ca. 2 % freie Salzsaure enthalt. 

2. Fallung durch Schwefelwasserstoff. Das im gleichen 
Kolben, den man an Stelle des Tropftrichters mit einem Ein
leitungsrohr versieht, auf 50-70 0 erwarmte Filtrat wird mit 
Schwefelwasserstoff gesattigt, nach 12 Stunden filtriert, zuerst 
mit gesattigtem Schwefelwasserstoffwasser und hiernach mehrere 
Male mit ausgekochtem aqua dest. gewaschen. 

Der ausgewaschene Niederschlag wird in noch feuchtem Zu
stande mit heiBem, gelbem Schwefelammonium, das mit etwas 
Ammoniak verdiinnt wird, gelOst. 

Das Filtrat dampft man in einer Schale zur Trockne, gibt 
zu dem Riickstand rauchende Salpetersaure und dampft wieder 
ein. Diese Behandlung wiederholt man so oft, bis der Riickstand 
nicht mehr braun erscheint. (Die Salpetersaurezugabe erfolgt 
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unter Bedecken der Schale mit einem Uhrglase, das vor dem Ein
dampfen der Losung abgespritzt wird.) 

Der Riickstand wird zur Entfernung der Salpetersaure mit 
konzentrierter Schwefelsaure bis zum Entweichen weiBer Dampfe 
erhitzt und dann mit Wasser so weit verdiinnt, daB die Losung 
etwa 15 % Schwefelsaure enthiilt. 

3. Nachweis des Arsens im Marshschen Apparat 
(s. Abb. 135). In den Entwicklungskolben K, der mit 6-8 g ver
kupfertem Zink (siehe Reagentien 11.) versehen ist, gibt man 
20 ccm Schwefelsaure (1 Vol. H 2S04 spez. Gew. 1,82 + 7 Vol. 
Wasser) und stiilpt iiber die aufwartsgebogene Spitze des Zer
setzungsrohres (n) ein kleines, engesReagenzglas. Nach etwa20Min. 
priift man, ob der Apparat luftfrei geworden ist, indem man das 
Reagenzglas vorsichtig mit der Offnung nach unten abhebt, mit 
dem Daumen verschlieBt und einer Flamme nahert. Der Apparat 
ist luftfrei, wenn der Inhalt des Reagenzglases ruhig ohne pfei
fendes Gerausch abbrennt. 

Nunmehr wird der der Ausstromungsspitze nachstgelegene, 
nicht verjiingte Teil des Rohres B durch eine Bunsenflamme 
zur Rotglut erhitzt, wahrend man von Zeit zu Zeit kleine Men
gen von Schwefelsaure in das EntwicklungsgefaB nachgibt, so 
daB eine regelmaBige Gasentwicklung bestehen bleibt. 

Zeigt sich innerhalb ca. 1 Stunde rechts (gemaB .Abb. 135) 
von der Erhitzungsstelle kein Arsenspiegel, so sind Apparat und 
Reagentien verwendbar, und man erhitzt nun die dem Entwick
lungsgefaB nachstliegende, unverjiingte Stelle A mit einem Zwei
brenner. Gleichzeitig beginnt man mit der Kiihlung des kapillaren 
mit einem Lampendocht umwickelten Teiles d des Rohres, indem 
man standig aua der Schale w, bzw. einem Becherglas, Wasser 
tropfen laBt. Sobald schwache Rotglut eingetreten ist, gibt man 
in klein en Portionen die zu priifende Losung in das Entwick
lungsgefaB und kiihlt dasselbe durch Einstellen in Wasser. Zeigt 
sich nach Zugabe des letzten Anteils innerhalb liz -1 Stunde 
kein Arsenspiegel, so ist die Gegenwart irgendwie bedeutsamer 
Arsenmengen ausgeschlossen. Die Empfindlichkeit der Methode 
reicht bis auf einige 1/1000 mg As, evtl. noch weiter hinab. 

Der Arsenspiegel ist charakterisiert durch braunliche bis braun
schwarze Farbe und starken Glanz. Haufig ist eine braune und eine 
metallglanzende Zone vorhanden. (Ein Spiegel aus Antimon stam
mend ist grau bis sammetschwarz und liegt meist vor und hinter 
der erhitzten Stelle. Hinsichtlich der genauen Unterscheidung 
von Arsen- und Antimonspiegeln und Flecken wird auf die Lehr
biicher der analytischen Chemie verwiesen.) 
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Gleichzeitig wird das ausstromende Gas entziindet, das eine 
2-3 mm hohe Flamme geben solI. Nur wenn groBere Arsen
mengen vorliegen, wird Arsenwasserstoff unzersetzt durch
gehen und durch die Flammenfarbung und durch Arsenflecken -
die man erzeugt, indem man die Flamme kurze Zeit mit einer 
innen durch Wasser gekiihlten Porzellanschale niederdriickt -
erkannt werden konnen. Bei geringeren Arsenmengen wird erst 
nach dem Erkalten der erhitzten Stellen diese Reaktion auf
treten. 

Hat man eine Anzahl von Arsenflecken erzeugt, so wird die 
Flamme ausgeblasen, der Geruch des austretenden Gases beob
achtet (knoblauchartig!) und ein mit 50%ig. SilbernitratlOsung 
getranktes Filterpapier iiber das ausstromende Gas gehalten: 
Arsenwasserstoff ruft einen zitronengelben Fleck hervor. (AsHa 
+ 6 AgNOa = [AsAga + 3 AgNOa] + 3 HNOa). 

Darauf wird das Rohr 180 0 um seine Achse gedreht und die 
Spitze in verd iinn te Silberlosung eingetaucht. Es entsteht durch 
AsHa ein deutlicher, schwarzer Niederschlag von metallischem Silber 
(12 AgNOa + 2 AsHa + 3 H 20 = 12 Ag + 12HNOa + As 20 a) 

Quantitative Bestimmung. 

Bestimmung des Arsens mittels der Marshschen 
Apparatur 1 • 

Prinzip. Das im Marshschen Apparat als Arsenspiegel ab
geschiedene metallische Arsen wird gegen die Spiegel einer mit 
abgemessenen Arsenmengen hergestellten Normalskala ver
glichen. 

Reagentien.l.Arsentrioxyd, reines, sublimiertes. 2. Natriumkarbonat 
krist., pro analysi (Kahlbaum). 3. Verdiinnte Schwefelsaure hergestellt 
aus konz. H2SO, (D.A.B.), arsenfrei. 4. Phosphorpentoxyd. 5. Sonstige 
Reagentien und Apparate wie die beim qualitativen Nachweis nach Marsh. 

Ausfiihrung. a) Herstellung von Normalspiegeln. Man 
lost 0,1 g reines, sublimiertes Arsentrioxyd in wenig Natrium
karbonatlosung, sauert mit verdiinnter Schwefelsaure an und ver
diinnt ad 1000 ccm. Von dieser Losung werden 10 ccm auf I Liter 
verdiinnt; I ccm der Verdiinnung enthalt 0,001 mg As20 a. MiBt 
man hiervon I cern, 2 cern, 3 ccm usw. aufsteigend ab und bringt 
sie der Reihe nach in den Marshschen Apparat, so erhalt man die 

1 Treadwell: Lehrb. d. anal. Chem. I, l. C. (S. 397 dieses Praktikums), 
S. auch Literatur S. 616 dieses Praktikums. 
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entsprechenden Spiegel. Um dieselben haltbar zu machen, gibt 
man in den erweiterten Teil der Rohren ein wenig Phoshpor
pentoxyd und schmilzt die Rohren zu. 1m Dunkeln aufbewahrt 
halten sich die Spiegel sehr lange. 

b) Zur Bestimmung verwendet man nur Arsenmengen 
unter 0,05 mg, da sich die mit groBeren Mengen Arsen hergestellten 
Spiegel schlecht schatz en lassen. Es wird wie beim qualitativen 
Nachweis verfahren (s. S. 616). 

Die schwefelsaure Arsenli:isung wird auf ein bestimmtes Volu
men aufgefiillt und ein aliquoter Anteil verwandt. Ergibt sich 
bei der Bestimmung der Arsengehalt als zu hoch, so verdiinnt 
man einen Teil der Ausgangslosung (abgemessen) mit verdiinnter 
Schwefelsaure. Zur Bestimmung verwendet man einen aliquoten 
Anteil und bringt von ihm einige Tropfen in den Reduktions
kolben K. Erscheint nach 3-4 Minuten kein Spiegel, so fiigt 
man 1/8-1/4 der zu analysierenden Losung hinzu und wenn 
nach 5 Minuten kein Spiegel erscheint, schlieBlich die ganze 
Losung. Nach 25 Minuten hat sich, falls nicht mehr als 0,05 mg 
Arsentrioxyd vorhanden waren, alles Arsen als Spiegel abgeschie
den. Man halt den Apparat noch lO Minuten im Gange, loscht 
die Flamme, laBt im Wasserstoffstrome erkalten und vergleicht 
den erhaltenen Spiegel mit der angegebenen Skala von Spiegeln 
bekannten Arsengehaltes. 

Titrimetrische Bestimmung des Arsens na ch Bang!. 

Prinzip. Die Methode beruht auf nasser Veraschung der zu 
untersuchenden Substanz, Reduktion des Arsens mit Ferrosalz, 
Abdestillation als Arsentrichlorid und jodometrischer Bestimmung 
der arsenigen Saure. Bang hat mit der Methode Bestimmungen 
bis zu etwa 0,1 mg Arsen hinab durchgefiihrt. 

Reagentien. 1. Schwefelsaure konz. (puriss., Merck). 2. Salpeter
saure konz., rauchend, puriss. (300-500 cern eindampfen und den Riick
stand auf Arsen priifen). 3. Kaliumpermanganat puriss. 4. Ferrosulfat 
(Mohrsches Salz puriss., evtl. umzukristallisieren). 5. Kaliumchlorid (pro 
analysi Kahlba urn). 6. Bromkalium (pro analysi Kahl ba urn). 7. Natron
lauge 20 % ig, nitritfrei (entwcdcr aus Natriumoxyd e metallo herzustellen 
oder puriss. Kahlbaum). 8. Natrium- oder Kaliumkarbonat (puriss., pro 
analysi). 9. Jodkalium, krist., purum. 10. StarkelOsung 1 %ig. 1 g IOs
Hcher Starke wird in 5 cern Wasser aufgeschwemmt, die Mischung in 
kochende, gesattigte KCl-Losung gegossen, worauf sich die Starke sofort 
lost. Alte Losungen geben einen schlechten Umschlag. 11. JodlOsung 
0,005 n. 5 cern 0,1 n Jodlosung mit aqua dest. ad 100 ccm verdiinnen oder 

1 Biochem. Z. 161, 195 (1925). 
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5 cem 0,1 n Hel mit 1 eem 20/0ig. Kaliumjodat-Losung und 1 g Kalium
jodid lOsen und mit abgekoehtem aqua dest. auf 100 eem auffullen. 

Apparate. 1. Apparatur zur Verasehung und Destillation, bestehend 
aus Tropftriehter, KjeIdahI- und Fresenius-Koiben gemaB Abb. 136. 
2. Mikrobiirette naeh Bang. 

Ausfiihrung. a) Verasehung von Harn und anderen 
Fliissigkeiten. 1/10 der Harntagesmenge wird in einen MeB

zylinder gebraeht und 1/5 des 
Volumens rauehende Salpeter
saure unter UmrUhren zugesetzt; 
100-150 cem des Gemisehes wer
den in einen KjeIdahlkolben ge
flint, wahrend der Rest in den 
iiber dem Koiben befindliehen 
Tropftriehter gegossen wird (s. 
Abb. 136); einige Tonscherben 
werden in den Koiben gegeben. 
Nun wird zum Koehen erhitzt, 
wobei anfangs starke Sehaum-

Abb. 136. bildung auftritt (Flamme entfer-
nen !). Das Koehen erfolgt dann 

ruhig und regelmaBig unter bestandigem Zutropfen aus dem 
Triehter. Wenn das ganze Volumen auf etwa 50 eem konzentriert 
ist, werden auf einmal einige cem Salpetersaure zugegeben; das 
Koehen wird fortgesetzt, bis die Fliissigkeit auf 10-15 eem ein
geengt ist. Naeh Abkiihiung wird auf Chior gepriift. (Mit einem 
Kapillarrohr wird 1 Tropfen entnommen und in eine Silbernitrat
Iasung getropft.) 1st Chior vorhanden, so werden noch einige 
eem Salpetersaure und 10-15 eem Wasser zugesetzt; man fahrt 
mit dem Koehen fort, bis die Fliissigkeit abermais auf 10-15 cern 
konzentriert ist. Eine sehwaeh positive Chiorreaktion ist be
deutungsios. 

Naeh Abkiihiung werden vorsiehtig 25 eem konz. Sehwefel
saure zugesetzt, wobei von neuem starke Sehaumbildung auf
tritt. Man vermeidet diese, wenn man die Saure vorsiehtig und 
unter Umriihren zugibt. 

Die Verbrennung erfolgt nun, wie unter b), angegeben unter 
tropfenweiser Zufiigung von Salpetersaure. 

Sonte bei der Verbrennung eine groBere Menge Schwefeisaure 
verbraueht werden, so ist dieselbe zu ersetzen. Hierzu wagt man 
den Koiben. Naeh Abzug des Eigengewiehts des Koibens soll 
das durehsehnittliehe Gewieht des 1nhaltes etwa 40 g betragen. 

b) Verasehung von festen Materialien. Das Unter-
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suchungsmaterial wird in fein verteiltem Zustande in elllen 
300 ccm-Kjeldahlkolben gebracht und mit 20-22 ccm konz. 
Schwefelsaure ubergossen und gut durchgeschuttelt. Das Gemisch 
wird vorsichtig uber einem Mikrobrenner bis zur beginnenden 
schwachen Verkohlung erwarmt, worauf man anfangt, unter fort
gesetzter Erwarmung tropfenweise (aIle 4-8 Sek.) konz., rauchende 
Salpetersaure zuzufiigen. Wenn der Inhalt' gelOst ist und die 
Flussigkeit sich geklart und gelb gefarbt hat, Mrt die Salpeter
saurezufuhr auf; der Kolben wird jetzt starker erwarmt. Nimmt 
die Flussigkeit hierbei eine dunklere Farbung an, so beginnt man 
bei kleiner Flamme wieder mit dem Salpetersaurezusatz. Fast 
immer entfarbt sich der Inhalt nach Zugabe einiger Tropfen 
Salpetersaure. Jetzt erhitzt man den Kolben, bis weiBe Schwefel
sauredampfe entweichen. Wenn die Farbe sich nach 10-15 Min. 
langem Erhitzen nicht mehr andert, ist die Verbrennung voll
standig (evtl. muB der Salpetersaurezusatz mehrmals wiederholt 
werden). Das verbrauchte Volumen Salpetersaure wird vermerkt. 
Man entfernt den Brenner und laBt den Kolben abkuhlen. 50 ccm 
aqua dest. werden zugesetzt, was eine Entwicklung von nitrosen 
Gasen zur Folge hat. Der Kolben wird unter Zugabe von Siede
steinen von neuem erwarmt, bis alles Wasser verdampft ist. 
Sobald weiBe Schwefelsauredampfe auftreten, vermerkt man 
die Zeit und setzt die Erwarmung noch 15 Min. fort, um die 
letzten Spuren evtl. noch vorhandener Salpetersaure zu vertreiben. 
(Ist die Verbrennung unvollstandig gewesen, so bekommt der 
Inhalt des Kolbens hierbei eine dunklere Farbe und die Behand
lung muB wiederholt werden.) 

Der Inhalt des Kolbens solI entweder farblos oder in der Warme 
schwach gelb gefarbt sein. In der Regel tritt keinerlei Fallung ein. 
Um sich zu vergewissern, daB die Verbrennung vollstandig ist, 
kann man einen kleinen Permanganatkristall in die Flussigkeit 
werfen, die dabei eine violette Farbe annehmen soIl. 

c) Bestimmung. Nach Abkuhlung des Kolbens werden 
30 ccm aqua dest. zugesetzt. Inzwischen gibt man in den Fresenius
kolben 30 ccm 20%ig. Natronlauge, 100 ccm Wasser und 2 Tropfen 
PhenolphthaleinlOsung, verbindet ihn mit dem Destillationskolben 
und setzt ihn in eine Schale mit kaltem Wasser. 

In den Kjeldahlkolben wird ein weithalsiger Trichter gesetzt 
und ein TeelOffel Mohrsches Salz eingefiillt, worauf man unter der 
Wasserleitung abkiihlt. 

Zu der voIlstandig abgekuhlten Flussigkeit gibt man einen 
TeelOffel KBr und 20 g KCl. Ohne Umschutteln wird der Kolben 
dann mit dem Dcstillationsapparat verbunden und stark erhitzt. Die 
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Destillation beginnt unter starker Gasentwicklung. Anfangs ent
weicht ein Teil des Salzsauregases durch das Seitenrohr des 
Freseniuskolbens, ohne von der Lauge absorbiert zu werden, doch 
bleibt alles Arsen in der Vorlage zuriick. Nach Verlauf einiger 
Minuten nimmt der Inhalt des Freseniuskolbens eine schwach
rote Farbe an, die immer intensiver wird. SchlieBlich tritt plOtz
liche Entfarbung ein. Damit ist die Destillation beendet. 

Der Freseniuskolben wird entfernt und ein Teeloffel Natrium
bikarbonat hineingegeben. Man laBt auf Zimmertemperatur ab
kiihlen, setzt etwa 50 ccm Wasser hinzu, spiilt mit der Spritz£Iasche 
den Inhalt des Seitenrohres in den Kolben, gibt 10 Tropfen 
Starkelsung und einen J odkaliumkristall hinzu und titriert mit 
0,005 n JodlOsung, bis Blaufarbung eintritt. 

Mit den gleichen Reagenzmengen, wie sie bei der Analyse ver
wandt wurden (auch Veraschung) wird eine Blindbestimmung 
durchgefiihrt. Der Arsengehalt der Reagentien wird von demo 
analysierten in Abzug gebracht. 

Berechnung. Da nach der Gleichung 

As20 a + 2H20 + 4J~4HJ + As20 5 

I Mol As 2 Mole J verbraucht, so entspricht I ccm 0,005 n Jod. 
Wsung 0,1874 mg Arsen. 

N ephelometrische Bestimmung kleinster Arsenmengen 
nach Kleinmann und Pangritzl. 

Prinzip. Die Methode beruht auf der Veraschung organischer 
Substanzen mittels von Arsenspuren gereinigter Schwefel- und 
Salpetersaure, Isolierung des Arsens durch Abdestillation als 
Arsentrichlorid, Oxydation des Arsens zu Arsensaure und Er
zeugung einer Triibung in der neutralisierten Arsensaurelsung 
mittels eines Kokain-Molybdanreagenses. Die Triibung wird 
nephelometrisch gegen eine Standardtriibung bekannten Arsen
gehaItes gemessen. Die Methode erlaubt Bestimmungen bis zu 
0,0005 mg Arsen. 

Reagentien. Die Verunreinigung der Reagentien mit Arsen spielt beim 
Nachweis kleinster Arsenmengen eine wesentliche Rolle. AIle in groLleren 
Mengen anzuwendenden Reagentien sind daher wie folgt von Arsen zu rei
nigen. 1. Schwefelsaure. Eine groBereMenge konz. Schwefelsaure (pro analysi, 
Kahl baum) fiiIlt man in eine groBe, flache Porzellanschale und gibt etwa 
10% des angegebenen KCI-KBr-FeSO,-Gemisches (s. 4.), sowie 20 mg Cu als 
CuSO, pro 100 ccm H 2S04 zur volligen Entfernung der HCI unter standigem 

1 Biochem. Z. 185, 14 und 44 (1927). - Dtsch. Z. gerichtl. Med. 11. 
Heft I, 61 (1927). 
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Ruhren hinzu. Die Saure wird unter ofterem RUhren 1-2 Std. im Sieden 
erhalten. Arsenspuren entweichen als AsOla. 2. Salpetersaure. Aus NaNOa 
(pro analysi, Kahlbaum, mit Garantieschein) und der nach 1. gereinigten 
Schwefelsaure wird in einem Schliffdestillationsapparat mit absteigendem 
KUhler aus 2 Mol NaNOa und 1 Mol H 2S04 rauchende Salpetersaure ent
wickelt und abdestilliert. 3. 10 % ig. Kupfersulfatlosung. 4. Kaliumchlorid
mischung. 100 Gewichtsteile gepulvertes KOI (pro analysi Kahlbaum) 
werden mit 10 Gewichtsteilen KBr und 5 Gewichtsteilen FeSO, (beide 
fein gepulvert) gemischt, mit destilliertem Wasser zu einem dUnnen Brei 
verrieben, mit einigen ccm Salzsaure (fUr forensische Zwecke, Kahlbaum) 
versetzt und auf dem Wasserbad, spater auf kleiner Flamme, bis zur Trockne 
erhitzt. 5. Kaliumbromid (pro analysi, Kahlbaum). 6. Eisensulfat oxydul. 
krist. (pro analysi, Kahlbaum). 7. Perhydrol (Merck). 8. Salzsaure, 
1,19, fUr forensische Zwecke. 9. Natronlauge 1 n. 10. Trubungsreagens. 
Zu 1 Volumteil 1 % ig. KaliummolybdatlOsung werden 2 Volumteile 1 n HOI 
gegeben und umgeschuttelt, worauf unter weiterem Umschutteln 1 Volumteil 
2 % ig. Kokainhydrochloricumlosung hinzugefUgt wird. Das Reagens ist 
wochenlang haltbar; vor der Analyse wird es durch ein quantitatives Filter 
(Schleicher und Schull, Blauband) filtriert. 11. StandardlOsung. 1 g reinste 
Arsensaure (Acid. arsenic. puriss., Kahlbaum) in dest. Wasser zu 1 Liter 
gelOst, enthalt 1 mg HaAs04 im ccm. Durch Verdunnung mit aqua dest. 
werden Losungen von 0,1, 0,01 und 0,001 mg HsAs04 im ccm her
gestellt. 

Apparate. 1. Nephelometer nach Kleinmann (Schmidt und 
Haensch, Berlin). 2. Schliffdestillationsapparat mit absteigendem Kuhler 
zur Salpetersaureherstellung. 3. Destillationsapparatur zur AsCls-Destil
lation. Ais DestillationsgefaB dient ein 500 ccm fassender Jenaer Destil
lationskolben mit tiefem, seitlichem Ansatzrohr. Der Kolben wird oben 
mit einem in Salzsaure ausgekochten Gummipfropfen verschlossen und 
mit einem schrag absteigenden Kugelkuhler ver
bunden. Der Kugelkiihler taucht in eine Sicherheits
vorlage (s. Abb. 137). Die Vorlageflussigkeit paBt 
sich den Druckverhaltnissen wahrend der Destilla
tion an und verhindert ein Zurucksteigen und Arsen
verluste. 

Ausfiihrung.l. Veraschung.a)Organe. 
Eine abgewogene Organmenge wird gut zer
kleinert und auf dem Wasserbad moglichst voU
kommen getrocknet, eine gewogene Menge 
Trockensubstanz (bis zu 20 g) in einen 300 cern 
fassenden Kjeldahlkolben gebracht und mit 
einerabgemessenenMengerauchender, arsen
freier Salpetersaure versetzt. (Zur Losung von 
20 g Trockenpulver sind etwa 20 cern Salpeter-
saure erforderlich.) Bei starkem Schaumen muB Abb. 137. 

der Kolben in einem Wasserbad gut gekiihlt 
werden. Die Organmasse lost sich in ca. 25~30 Min. zu einer 
klaren, dunkelbraunen Fliissigkeit. 

Nach dem Erkalten des Kolbens werden 20-25 cern konz., 
Rona·Kleinmann, Blut u. Harn. 40 
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arsenfreie Schwefelsaure und 10-12 Tropfen einer 10%ig. 
CuS04-Losung als Katalysator zugesetzt. 

Die Reaktion, die nie zu heftig werden solI, wird durch Um
schiitteln oder vorsichtiges Erwarmen auf einem Mikrobrenner 
eingeleitet. Immer ist die Reaktion am Anfang so heftig, daB 
man den Kolben von der Flamme entfernen und gut kiihlen 
muB. Hat die Reaktion nachgelassen, so wird der Kolben wieder 
iiber den Mikrobrenner gestellt und sofort unter fortgesetztem 
Erwarmen mit der tropfenweisen Zufiihrung von rauchender 
Salpetersaure begonnen. Zur vollstandigen Veraschung von etwa 
20 g Trockensubstanz sind etwa 70-90 ccm Salpetersaure (bei 
fettreichem Material entsprechend mehr) erforderlich. Die ver
brauchten Sauremengen sind zur spateren Bestimmung des Rea
gensblindwertes an Arsen abzumessen. Zur Salpetersaurezufiihrung 
wird ein graduierter MeBhahntrichter mit zweimal stumpfwinkIig 
gebogenem Ableitungsrohr verwandt, welcher iiber dem aufrecht 
stehenden Kolben so angebracht wird, daB der Hahn des Trichters 
gut reguliert werden kann und die ausflieBende Salpetersaure 
direkt auf die Schwefelsaure im Kolben tropft. 

Die Hohe des Kolbens iiber der Sparflamme wird so reguliert, 
daB bei Salpetersaurezusatz von 1 Tropfen pro 10-12 Sekunden 
das gelinde Kochen anhalt. 1m Verlaufe von 3-5 Stunden wird 
die Flamme nach und nach bis zur voUen FlammengroBe eines 
starken Bunsenbrenners erhoht und die Saurezufuhr auf 1 Tropfen 
pro 4-6 Sek. gebracht. Bei 20 g Trockenpulver ist die Ver
aschung nach etwa 7-8 Stunden beendet. Hat das Veraschungs
gemisch eine gelbe Farbe angenommen, so wird die Salpeter
saurezufuhr abgesteUt und mit voUer Flamme noch etwa 20 Min. 
erhitzt. Bleibt beim Entweichen von Schwefelsauredampfen die 
Gelbfarbung bestehen, so wird die Verbrennung abgebrochen. 
Bei Dunkelfarbung durch Kohleausscheidung wird die Flamme 
sofort entfernt, der Kolben schnell unter der Wasserleitung 
gekiihlt und unter weiterer Salpetersaurezufuhr mindestens 
Y4 Stunde lang erhitzt. Bei 10 Min. langem Kochen der 
schwefelsauren Losung muB die Gelbfarbung unverandert be
stehen bleiben. 

Dann werden durch mehrmaliges Aufkochen, nach Zugabe 
von etwas Wasser, Reste von Salpetersaure und Nitrosylschwefel
saure beseitigt. 

b) Harn und andere Fliissigkeiten. Eine abgemessene 
Menge Harn wird mit NaOH alkalisch gemacht und auf dem 
Wasserbad nahezu zur Trockne gebracht. Der Riickstand wird 
mit etwas aqua dest. versetzt und durch tropfenweises Zu-
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geben von rauchender Salpetersaure vorsichtig in Lasung ge
bracht. 

Die weitere Behandlung erfolgt wie unter a) angegeben. 
2. Abtrennung des Arsens aus der Veraschungs

fliissigkeit. Die bei der Veraschung gebildete Arsensaure wird 
durch Zusatz von Ferrosulfat zu AS20 3 reduziert und dann durch 
Zusatz von KCl in Gegenwart von etwas KBr in eine Vorlage 
von NaOH als AsCl3 abdestilliert. 

Das erhaltene Veraschungsgemisch wird in den Destillations
kolben (siehe unter Apparate 3.) gegossen, der mit etwas aqua dest. 
nachgespiilt wird. Hierzu werden 2 g KCl und 0,2 g KBr sowie 
etwa 2 g Eisensulfat gegeben. Die Apparatur wird sofort geschlos
sen. In die Vorlage werden ca. 30 ccm 1 n NaOH gegeben. Diese 
Reagenzmengen beziehen sich auf Arsenmengen iiber etwa 
0,01 mg H 3As04• Fiir Mengen unter 0,01 mg Arsensaure werden 
zur Destillation 0,5 g KCl, eine Spur KBr und 0,5-1 g Ferro
sulfat und als Vorlage 7,5 ccm 1 n NaOH verwandt. 

Wahrend der ersten 5 Min. muB unbedingt ganz vorsichtig 
erhitzt werden, so daB die Luftblasen nur in langsamer Folge die 
Vorlage passieren; erst wenn die vorgelegte Lauge langsam 
zuriickzusteigen beginnt, wird mit voller Flamme gekocht. Die 
Destillation wird nach 25-30 Min. abgebrochen. 

Nach beendeter Destillation wird die Verbindung zwischen 
Kiihler und Vorlage gelast, der Kiihler (mit Ableitungsrohr) 
sorgfaltig mit aqua dest. in eine mindestens 200 ccm fassende 
Porzellanschale abgespiilt, die Vorlage auseinandergenommen und 
die Vorlagefliissigkeit und die Spiilwasser von den beiden Teilen der 
Vorlage (Reagenzglas mit Ansatzrohr und Saugflasche) hinzu
gegeben. Das Gesamtdestillat soIl nach der Destillation deutlich 
lackmusalkalisch sein. 1st dies nicht der Fall, so muB das Destillat 
sofort durch ein paar Tropfen 1 n Lauge alkalisch gemacht werden. 
Nach Zugabe von etwa 10 Tropfen Perhydrol (Merck) wird die 
Fliissigkeit auf dem Wasserbade eingeengt, bis auf ein Volumen, 
das schatzungsweise kleiner ist als das, auf welches man die zu 
messende Lasung auffiillt (s. w. u.). Nach Entfernung der Schale 
vom Wasserbad werden 1 Tropfen Phenolphthalein und zur Neu
tralisation wenige Tropfen verdiinnte, forensische Salzsaure hinzu
gegeben. Dann wird wieder kurze Zeit auf dem noch warmen 
Wasserbad erwarmt (bei starkem Erhitzen kann Arsenverlust 
eintreten). Nach dem Wiederauftauchen der roten Farbe geniigen 
1-2 Tropfen Saurezusatz zur vollstandigen Neutralisation. Ein 
Filtrieren dieser Lasung ist nicht notwendig, wenn man sie auf 
50 oder 100 ccm auffiillt. Von einem geringen Bodensatz (Silikate 

40* 
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aus den Laugen) kann abgehoben werden. Bei groBerer Silikat
ausscheidung, speziell wenn man zur Bestimmung kleinster Arsen
mengen nur auf 10 ccm auffiillt, ist es erforderlich, die Fliissig
keit durch ein Glasfilter (Schott, Jena) , welches man vorher 
in wenig forensische Salzsaure gelegt und mit dest. Wasser 
gut abgespiilt hat, in das MeBgefaB zu filtrieren und mit wenigen 
Tropfen aqua dest. nachzuspiilen. 

3. Ausfiihrung der Messung. Zur Messung wird ein be
liebiges aber gemessenes Volumen der zu analysierenden Losung, 
das fUr die Benutzung des Makronephelometers gewohnlich 10 ccm, 
mindestens aber 7,5 ccm betragen muB, mit einem gleichen 
Volumen des klar filtrierten Reagenses versetzt. Die zur Bestim
mung vorliegende Arsenmenge soIl zwischen 0,06-0,0025 mg 
Arsen liegen. Das anzuwendende Volumen und das Volumen auf 
das man zuvor auffiillt, richtet sich nach der As-Menge (evtl. 
Vorversuch) . 

Fiir die Mikronephelometrie, zu der nur 5 ccm Gesamtvolumen 
notwendig sind, also nur 2,5 ccm Untersuchungsfliissigkeit anzu
wenden sind, kann die zu bestimmende Arsenmenge auf rund 
0,0005 mg Arsen (in diesem Volumen) herabgehen. 

Die Mischung von Arsen16sung und Reagens erfolgt in kleinen 
Flaschen mit Glasstopfen, die eine Durchmischung der Losung 
gestatten. Am besten sind zur Messung Triibungen von etwa 
0,05-0,005 mg Arsen in den angewandten 7,5-10 ccm geeignet. 
Gleichzeitig wird eine As-Standard16sung gleichartig angesetzt. 

Die Zugabe des Reagenses zu den zu untersuchenden und den 
Standardlosungen solI gleichzeitig erfolgen. Die Standard16sung 
solI so gewahlt sein, daB sie moglichst gleich der Konzentration 
der zu untersuchenden Losung ist. Es empfiehlt sich daher, 
mehrere Konzentrationen von Standard16sungen zum Vergleich 
anzusetzen. 

Triibungen mit Arsenmengen bis zu 0,01 mg HaAs04 herab 
in einem Endvolumen (Losung + Reagens) von 15 ccm werden 
nach 20 Minuten langem Stehen gemessen; Triibungen, die weni
ger als 0,01 mg HaAs04 in diesem Volumen enthalten, werden 
nach 30 Minuten langem Stehen in der darauffolgenden halben 
Stunde gemessen. Die vorhandene GroBenordnung ist durch 
vergleichende Schatzung gegeniiber den Standardtriibungen er
sichtlich. Die Innehaltung dieser Zeiten ist notwendig, urn sicher 
das Maximum der Triibung vor sich zu haben und urn anderer
seits Ausflockung der Triibung zu vermeiden. 

Hinsichtlich der Technik der N ephelometrie siehe Bd. I dieses 
Praktikums S. 30. 
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Der Fehler der Gesamtmethode betragt ca. 2-3 0/0. Stets ist 
der evtl. As-Gehalt der Reagentien durch einen Blindversuch 
mit gleichen Reagenzmengen (einschlieBlich Veraschung) zu er
mitteln und in Abzug zu bringen. 

Berechnung. 1st c die Konzentration der StandardlOsung, 
x die Konzentration der unbekannten Lasung, h die Einstel
lungshOhe der StandardlOsung und hI die EinsteIlung der un
bekannten Lasung, so ergibt sich 

c·", 
X=-

hI 

in demjenigen MaBstabe, in dem die Konzentration von c an
gegeben ist. 

Bestimmung organischer Arsenpraparate. 

Nachweis von Atoxylarsen. 

Unter dem Namen "Atoxylarsen" wird Arsen bezeichnet, das 
in Form von Atoxyl, Arsazetin oder einem Kondensationsprodukt 
des Atoxyls mit Aldehyden oder Ketonen vorliegt. 

Atoxylarsen wird zum graBten Teil schon nach 24 Stunden 
unverandert im Harn ausgeschieden. 

Qualitativer Nachweis. 

Der Harn wird, wenn stark gefarbt, mit einer geringen Menge 
frisch ausgekochter Tierkohle entfarbt, filtriert, mit Schwefelsaure 
angesauert und mit einigen Tropfen einer O,5%ig. Natrium
nitritlOsung versetzt. Gibt man hierzu: 

a) eine salzsaure IX-NaphthylaminlOsung, so entsteht eine pur
purrote Farbung; 

b) eine salzsaure {J-NaphthylaminlOsung, so entsteht eine mehr 
ziegelrote Farbung bzw. Ausfallung; 

c) eine alkalische L6sung von IX-Naphthol, so entsteht eine rote 
Farbung, die bei weiterem Zusatz von Natronlauge bis zur alka
lischen Reaktion noch an 1ntensitat zunimmt. Diese Probe ist 
weniger empfindlich als a) und b), aber sicherer. 

AIle drei Reaktionen beweisen nur die Gegenwart einer aro
matischen Amidoverbindung. Es ist daher im Kuppelungsprodukt 
Arsen nachzuweisen. Hierzu wird der nach b) erhaltene Nieder
schlag ausgewaschen, verascht (evtl. mit Natriumnitrat ge
schmolzen) und auf Arsen gepriift. 
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Tritt keine Reaktion ein, so ist Atoxyl nicht zugegen. Evtl. nach 
Marsh gefundenes Arsen ist als anorganisches Arsen zu deuten. 

Bei positivem Ausfall der Reaktion bleibt noch die Gegenwart 
von Mineralarsen nachzuweisen. Man fallt Atoxyl nach der Pro be b) 
quantitativ aus und weist im FiItrat, nach Veraschung (s. S. 618) 
anorganisches Arsen nacho 

Bestimmung des Salvarsans. 
As=As 

H2NO ONH2 
OH OH 

Saivarsan N eosaivarsan 

Die Ausscheidung von unverandertem Salvarsan bzw. von 
einem die Diazoreaktion gebenden Abbauprodukte (s. quantita
tive Bestimmung) erfolgt nach Autenrieth und Taege im Harn 
nur in ganz geringen Mengen (5 -6 % ). Das Salvarsan wird schnell 
im Korper oxydiert. Die Ausscheidung ist etwa innerhalb 6 Stun
den nach der Einspritzung beendet. Dagegen zieht sich die Aus
scheidung von Arsen bei Korpern der Salvarsangruppe in die Lange. 

Qualitativer Nachweis. 

1. Altsalvarsan. 7-8 cern frisch gelassenen Harnes werden 
nach Ansauern mit 5-6 Tropfen konzentrierter Salzsaure durch 
Zusatz von 3-4 Tropfen O,5%ig. NatriumnitritlOsung diazotiert. 

Bei Zusatz von 5-6 cern alkalischer, farbloser lO%ig. Resorzin
lOsung entsteht Rotfarbung. Man kann die Reaktion auch als 
Schichtprobe ausfiihren. 

1m Gegensatz zum Atoxyl bewirkt nur IX-N aphthylamin (nicht (3) 
nach der Diazotierung allmahlich eine Rubin- bis Violettrotfarbung. 

2. N eosal varsan. a) Das im Formaldehydsulfoxylatrest des 
Neosalvarsans vorhandene Formaldehyd laBt sich innerhalb 3 bis 
4 Stunden nach intravenoser Zufuhr nach Abelin 1 nachweisen. 

10-15 cern sauren, evtl. angesauerten Harnes werden mit 
2 cern 1 %ig. frisch bereiteter und filtrierter Losung von salz
saurem Phenylhydrazin erwarmt; die Mischung wird abgekiihlt 
und mit 1 cern einer 5%ig. frisch bereiteten Losung von Ferri
zyankalium versetzt. Nach Zusatz von 5 cern konzentrierter Salz
saure tritt bei Anwesenheit von Formaldehyd Rotfarbung em. 

1 Arch. f. exper. Path. 75, 317 (1914). 
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Zur Verfeinerung der Reaktion verdiinnt man das Gemisch mit 
Wasser 1: 1 und schiittelt mit Ather aus; der Farbstoff geht in 
den Ather, der sich gelb und auf Zusatz von konzentrierter Salz
saure rot farbt. 

b) Diazoreaktion wie beim Altsalvarsan (s. 0.). 

Quantitative Bestimmung. 

Kolorimetrische Bestimmung des Salvarsans nach 
Autenrieth und Taege1. 

Prinzi p. Die Methode beruht auf Diazotierung des Salvarsans 
(bzw. eines ein Abbauprodukt darstellenden primaren arsen
haltigen Amins) , Kuppelung mit Resorzin und kolorimetrischer 
Messung des entstandenen Farbstoffes gegen eine gleich behandelte 
Salvarsanstandardlosung. 

Reagen tien. 1. Resorzin: daskaufliche Praparat ist durch Sublimation 
zu reinigen und in dunkler Flasche aufzubewahren. 6 % ig. Losung zur 
Bestimmung frisch zu bereiten. 2. Salzsaure verdunnt. 3. Natriumnitrit
losung 0,5 % ig. 4. Jodkaliumstarkepapier. 5. Natriumkarbonatlosung 
20 % ig. 6. Salvarsan-Standardlosung: Da die Praparate Neo-Salvarsan 
und Salvarsan-Natrium chemisch nicht einheitlich sind, ist der Vergleich 
mit Neo-Salvarsan bzw. Salvarsanpraparaten auszufiihren, die aus der 
gleichen Fabrikationsserie stammen, wie das zur Einspritzung verwandte 
Praparat. 0,1 g des Praparates werden in 200 ccm Wasser gelOst. In diese 
wsung ist zur Vermeidung von Oxydation Wasserstoff einzuleiten. Die 
Losung ist unmittelbar vor der Bestimmung frisch zu bereiten, sie enthalt 
0,5 mg des Praparates in 1 ccm. 

Ausfiihrung. 5 ccm des frisch gelassenen Harnes werden in 
einem graduierten 50 ccm-MeBzylinder zur Abkiihlung einige 
Zeit in Eis gestellt, mit 3-4 Tropfen verdiinnter Salzsaure an
gesauert und mit 4 hochstens 5 Tropfen einer 0,5%ig. Natrium
nitritlosung versetzt. Nach 1 Minute (nicht langer) wird mit ge
sattigter, waBriger Harnstofflosung (zur Zerstorung des iiber
schiissigen Nitrits) ad 10 ccm aufgefiillt, umgeschiittelt und der 
MeBzylinder sofort wieder in das Eis zuriickgestellt. LaBt man 
diesen unter wiederholtem Umschiitteln einige Minuten unter 
Eiskiihlung stehen, so ist die nicht gebundene, iiberschiissige 
salpetrige Saure vollstandig oder zum groBten Teil zerstort. Man 
bringt nun 1 Tropfen der Harnmischung aus dem MeBzylinder 
auf ein Jodkaliumstarkepapier: farbt sich dieses weder blau 
noch violett, so ist keine freie, salpetrige Saure mehr vorhanden; 
andernfalls fiigt man zur Mischung weitere 20-30 Tropfen der 
gesattigten Harnstofflosung, schiittelt um, stellt den Zylinder in 

1 Munch. med. Wschr. Jg. 69, Nr. 42, 1479 (1922). 
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das Eis zurUck und wiederholt nach einiger Zeit die Probe mit 
dem Jodkaliumstarkepapier. FalIt diese schlieBlich negativ aus, 
so bringt man zu dem Gemisch im MeBzylinder 5 ccm einer 
ebenfalls durch Eis abgekiihlten, frisch bereiteten Mischung von 
5 ccm 6%ig. waBriger ResorzinlOsung und 3 ccm 20%ig. Na
triumkarbonatlosung. 

Gleichzeitig stellt man die VergleichslOsung her. Diese ist 
(Vorversuch) so zu wahlen, daB die zu vergleichenden Losungen 
moglichst farbgleich sind. 

Die kolorimetrische Messung fiihrt man 1-2 Minuten nach 
der Herstellung der FarblOsung aus. 

Die Berechnung ergibt sich unmittelbar nach dem kolori
metrischen Prinzip. 

Bestimmung des Wismuts. 
Qualitativer Nachweis. 

Der Nachweis von Wismut im Originalharn ist unsicher. 
Dieser ist daher vor Anstellung des Wismutnachweises zu veraschen. 

1. Eine moglichst groBe Menge (1-2 Liter) umgeschiittelten, 
unfiItrierlenHarnes wird auf ca. IOOccm eingedampft, nach Fre
senius und Babo verascht und mit H 2S gefallt, wie S.618 an
gegeben. Der abfiItrierte Niederschlag wird mit Schwefel
ammonium ausgezogen, der Riickstand in warmer Salpetersaure 
(1: 2) gelOst, die Salpetersaure mit einigen ccm Schwefelsaure 
eingedampft, nach dem Erkalten mit wenig Wasser verdiinnt 
und evtI. von ausgefallenem Bleisulfat abfiltriert. 

Im Filtrat gibt Wismut bei Ammoniakzusatz einen weiBen 
Niederschlag (BiS040H). Dieser zeigt nach Filtration und Losen 
in Salzsaure bei Zusatz alkalischer Zinnchloriirlosung eine sch",arze 
Fallung von Wismut bzw. Wismutoxydul (BiO). 

2. Der Nachweis kleiner Wismutmengen (bis zu 0,02 mg) 
entspricht der quantitativen Bestimmung (s. d.). 

Quantitative Bestimmung. 

Kolorimetrische Bestimmung kleiner Wismutmengen 
nach Bodnar und KarelP. 

Prinzip. Nach Veraschung des Harnes wird die Asche mit Sal
petersaure gelOst und das salpetersaure Wismut durch Zusatz 
von Jodkalium in Wismutkaliumjodid iibergefiihrt. 

1 Biochem. Z. 199, 29 (1928). 
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Zur Eliminierung einer geringen Jodausscheidung werden 
einige Tropfen Natriumbisulfitlosung hinzugesetzt. 

Die Losung wird in einer gleichbehandelten Wismutstandard
losung kolorimetrisch verglichen. 

Reagentien. Zu a) (Veraschung des Harnes). 1. Wasserstoffsuperoxyd 
10 % ig. 2. Salpetersaure konz. 

Zu b) (Veraschung von Muskeln und Organen). 1. Kalziumnitrat16sung. 
30 g CaCOa (pur., Merck) werden in Salpetersaure ge16st und mit 20 % ig. 
Salpetersaure auf 100 eem verdiinnt. 2. Salpetersaure konz. 

Zu c) (Bestimmung des Wismuts). 1. Kaliumjodidlosung 20 % ig. 
2. Natriumbisulfit16sung 1 % ig. 3. Tierkohle (Carbo medieinalis Merck). 
4. Salpetersaure 10 % ig. 5. Starkelosung 1 % ig. 6. Wismut·Standard16sung: 
Naeh Baggesgaard·Rasmussen, Jaekerott und Sehoul stellt man 
die Standard16sung wie folgt dar. 1 g basisehes Wismutnitrat (Bismutum 
subnitrieum) wird in 10 cern verdiinnter Salpetersaure ge16st und die 
Losung in 200 cern 1 % ig. Ammoniak gegossen. Der Niedersehlag wird 
mit koehendem Wasser ausgewasehen, getroeknet und bis zur Gewiehts
konstanz sehwach gegliiht. Von dem so hergestellten Wismutoxyd werden 
0,115 g in lO%ig. Salpetersaure ad 1000 cern gelost. 1 eem wsung ent
sprieht 0,1 mg Bi. 

a) Veras chung von Harn. Zur Bestimmung des Wismuts 
im Harn sollen nicht mehr als 200 ccm Harn verwandt werden. 
Da mit der zu beschreibenden Methode noch 0,02 mg Wismut in 
200ccm Harn bestimmtwerdenkonnen, von mit Wismutinjektionen 
behandelten Personen in dieser Harnmenge aber etwa 0,1-2,0 mg 
gewohnlich ausgeschieden werden, so konnen fiir derartige Unter
suchungen schon 50-10 ccm Harn zur Bestimmung des Wismuts 
geniigen. 

Der Harn wird in einer Porzellanschale auf dem Wasserbad 
zur Trockne eingedampft und auf einen Eisenring gestellt; unter 
den Eisenring wird in einer Entfernung von 10 cm auf einen Drei
fuB ein Asbestdrahtnetz gebracht und die Asbestplatte mit 
einer Bunsenflamme so erwarmt, daB der 1nhalt der Schale nur 
langsam raucht. 

Wenn die Rauchentwicklung aufzuhoren beginnt, bringt man 
die Schale stufenweise dem Asbestdrahtnetz naher. Dann er
warmt man auf freier Flamme einige Minuten unter standiger 
Bewegung. Nach dem Abkiihlen wird die Kohle zerrieben, mit 
einer 10%ig. H 20 2-Losung durchfeuchtet, auf der Asbestplatte 
ausgetrocknet und auf freier Flamme so lange erhitzt, bis der 
groBte Teil der Kohle verbrannt ist. 1st die Asche grau, 
wiederholt man das Verfahren, durchfeuchtet dann mit konz. 

1 Biochem. Z. 193, 53 (1928). 
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Salpetersaure, trocknet aus, gliiht und erhalt eine schneeweiBe 
Asche. 

b) Veras chung von Muskeln und Organen. 20-100 g 
Substanz werden in einer flachen PorzeIlan- oder Quarzschale 
auf dem Wasserbad eingetrocknet. Zu der trocknen Masse 
wird KalziumnitratlOsung gegeben (pro 20g Frischsubstanz 2 ccm 
KalziumnitratlOsung), 1-2 ccm konz. Salpetersaure hinzugefiigt, 
die Schale auf dem Wasserbade erwarmt und unter bestandigem 
Riihren so lange konz. Salpetersaure zugegeben (Vorsicht, sehr 
langsam I), bis das Aufblasen aufhort und eine breiartige Menge 
erhalten wird, welche man zur Trockne eindampft. Dann verfahrt 
man weiter wie bei a) beschrieben, nur mit dem Unterschied, 
daB man H 20 2 nicht anwendet. 

c) Wismutbestimmung. Die gewonnene Asche wird mit 
5 ccm 1O%ig. Salpetersaure zum Sieden erwarmt, die warme 
Losung durch ein kleines Filter in ein Reagenzglas (das eine 
Marke fiir 20 ccm Volumen tragt) filtriert; Schale und Filter 
werden zweimal mit 5 ccm 1O%ig. warmer Salpetersaure nach
gewaschen. 

Das Filtrat muB farblos und kristallhell sein, ist es einmal 
gelb gefarbt, so wird eine Messerspitze Tierkohle (Merck) hinzu
gefiigt und filtriert. Hierauf werden zu der abgekiihlten Losung 
6 Tropfen I %ig. NatriumbisulfitlOsung, 3 Tropfen I %ig. Starke
lOSUng und 2 ccm 20%ig. Kaliumjodidlosung hinzugegeben; dann 
wird mit Wasser auf 20 ccm aufgefiillt und gegen eine Stan
dardlosung kolorimetriert. 

Von der Standardlosung, die gleichzeitig angesetzt und vollig 
gleichartig behandelt wird wie die unbekannte Losung, wird so 
viel angewendet (Vorprobe), daB ihre Farbung der zu unter
suchenden Losung moglichst nahe kommt; sie wird ad 15 ccm 
mit 1O%ig. Salpetersaure verdiinnt, dann weiter wie die unbe
kannte Losung behandelt und ad 20 ccm aufgefiillt. 

Die zu vergleichenden Losungen diirfen nicht mehr als I mg 
Wismut enthalten. Ist der Gehalt der Losung an Wismut groBer, 
was aus der Farbtiefe geschatzt werden kann, so pipettiert man 
ein Viertel oder die Halfte der auf 20 ccm erganzten Losung ab, 
setzt die fehlende Natriumbisulfit-, Kaliumjodid- und Starke
lOsung hinzu und fiiIlt mit Wasser oder, wenn die Verdiinnung 
groI3er ist, mit verdiinnter Salpetersaure ad 20 ccm auf. Die Be
rechnung entspricht dem kolorimetrischen Prinzip. 

Die Methode gestattet Wismutbestimmungen bis zu 0,02 mg. 
Der Fehler der Methode schwankt um einige Prozente. 
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Bestimmung des Bleis. 

Qualitativer Nachweis. 

1. Nach Zanardi1. Das Blei wird nach Fairhal12 gefallt. 
Hierzu wird der zu untersuchende, frische oder mit Thymol kon
servierte Ham (1 Liter) ammoniakalisch gemacht. Nach einigem 
Stehen wird der Niederschlag (Phosphate, die alles Blei mit
reiBen) abfiltriert und mit konz. Salpetersaure mehrmals auf dem 
Wasserbade abgeraucht, bis der Riickstand vallig weiB gefarbt 
ist. Man gibt eine Lasung von 2 g bleifreiem Ammoniumtartrat 
und 10 ccm Ammoniak in aqua dest. hinzu, erwarmt leicht, 
laBt abkiihlen, filtriert, engt das Filtrat ein, sauert leicht mit 
Salzsaure an und leitet in die angewarmte Lasung Schwefel
wasserstoff ein. 

Blei scheidet sich als schwarzer Niederschlag aus, der sich 
in Schwefelammon nicht lOsen darf und in Salpetersaure gelast 
folgende Fallungen gibt: 

a) mit Ammoniak: basischen Niederschlag von Bleihydroxyd. 
b) mit Schwefelsaure: weiBes Bleisulfat. 
c) mit Kaliumchromatlasung: gelben Niederschlag von Blei

chromat. 
2. Nach Lederer 3. 500 ccm Ham werden mit 70 ccm kon

zentrierter Schwefelsaure und 20-25 g Kaliumpersulfat auf die 
Halfte eingedampft. Nach dem Absetzen fiigt man 250ccm 90%ig. 
Alkohol hinzu, filtriert nach 4 Stunden, wascht mit Salz- und 
Fluorwasserstoffsaure sowie mit Alkohol und durchstoBt das 
Filter. Den Filterriickstand spiilt man in ein Reagenzglas mit 
moglichst wenig Wasser, erwarmt, setzt Natriumazetat in Sub
stanz bis zum Klarwerden hinzu und leitet durch die kalte Fliissig
keit Schwefelwasserstoff. Die geringste gelblich-braune Farbe be
weist die Anwesenheit von Blei. 

3. Der N ach weis kleinster Bleimengen geschieht 
a) kolorimetrisch ("s. quantitative Bestimmung", der der 

qualitative Nachweis entspricht), 
b) elektrolytisch nach Schumm4• 

Prinzip. Blei wird in Gegenwart von Kupfer (das eine filtrier
bare Fallung bedingt) als Sulfid gefallt, in Salpetersaure gelOst, 
elektrolytisch als Pb02 abgeschieden, gelast und als Bleichromat 

1 VgI. Neuberg: Der Harn, I, S.190. Berlin: Julius Springer 1911. 
2 J. of bioI. Chem. 60, 485 (1924). 
3 J. amer. med.Assoc. 46,1612 (1906); zitiert nach Pharmazeutische 

Centralhalle 48, neue Folge 28, 345 (1907). 
4 Z. physiol. Chem. 118, 189 (1922). 
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identifiziert. Es lassen sich einige Zehntel-Milligramme Blei in 
1 Y2 Liter Harn nachweisen. 

Reagen tien. 1. Kupfersulfat pro analysi (bleifrei). 2. Salpetersaure 
konz., pro analysi, Salpetersaure 10-14 % ig. 3. Salzsaure 25 % ig. 4. Na
triumnitrit. 5. Kaliumchromat. 6. Essigsaure verd. 7. Kalilauge verd. 

Apparate. 1. Platinschale (Kathode). 2. Mattierte oder durch Konigs
wasser angeatzte Platinscheibenelektrode von ca. 3 qcm Flache (Anode). 
3. 2 Akkumulatoren (bzw. Schalttafel). 4. Stativ zur Elektrolyse. 

Ausfiihrung. Zu je 1 Liter Harn, der eiweiBfrei sein muB, 
werden 10 cern 25 % ig. HOI und 0,25 g Kupfersulfat gefiigt, worauf 
Schwefelwasserstoff zunachst bei Zimmertemperatur, dann bei 
40-50 0 je ungefahr eine Viertelstunde eingeleitet wird. 

Die Losung wird nach einigem Stehen durch ein oder mehrere 
quantitative Filter abfiltriert und der Filterinhalt zweimal mit 
warmem Wasser gewaschen. Die Filter kocht man noch feucht mit 
1O-14%ig. Salpetersaure aus, filtriert und wascht nacho Die ver
einigten Filtrate werden eingedampft; der Riickstand wird zur 
Zersetzung des Kupfernitrates gegliiht und mit warmer, ver
diinnter Salpetersaure aufgenommen. Die endgiiltige Losung solI 
hochstens 20% freie Salpetersaure enthalten. Diese Losung elek
trolysiert man ca. 2 Stunden in einer Platinschale (Kathode), 
in die eine Platinscheibenelektrode (Anode) eintaucht, mit 4 Volt 
Spannung bei einer Anfangsstromstarke von etwa 0,5 Ampere. 
Dann spiilt man die Anode ab und elektrolysiert noch eine weitere 
Stunde bei 0,4 Ampere. 

Nach Beendigung der Elektrolyse spiilt man beide Elektroden 
mit aqua dest. ab und iibergieBt sie beide mit reiner Salpeter
saure, der man etwas Natriumnitrit zugesetzt hat, wodurch sich 
das abgeschiedene Bleisuperoxyd leicht lost. 

Man erhitzt die Saure mit den Elektroden zum Sieden, gieBt 
den Auszug in eine kleine Porzellanschale, spiilt die Elektroden 
ab und dampft die gesamte Fliissigkeit auf dem Wasserbade ein. 
Den Riickstand lOst man in einigen Tropfen Wasser und leitet 
Schwefelwasserstoff ein. Bei betrachtlichem Bleigehalt wird die 
entstehende Schwefelbleifallung abfiltriert und auf dem Filter 
in wenig Salpetersaure gelOst; die Losung wird eingedampft, der 
Riickstand mit einigen Tropfen Wasser aufgenommen, durch eine 
Spur Kalilauge alkalisiert und das Blei durch Zugabe eines Tropf
chens KaliumchromatlOsung und Ansauern mit Essigsaure als 
Bleichromat nachgewiesen. Erhalt man mit Schwefelwasserstoff 
keine abfiltrierbaren Flocken von Schwefelblei, so gibt man zur 
Losung unmittelbar eine Spur Kalilauge, setzt Salpetersaure im 
"OberschuB hinzu, dampft ein und prftft wie oben beschrieben mit 
Kaliumchromat. 
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Quantitative Bestimmung. 

Kolorimetrische Bestimmung des Bleis nach Kehoe
Edgar - Thamann - Sandersl. 

Prinzip. Die Methode beruht auf Fallung des Bleis im Harn 
durch Fallung der Erdalkaliphosphate bei alkalischer Reaktion. 
Dieser Niederschlag reiBt das gesamte Blei mit. In dem veraschten 
Niederschlag (bzw. in der Asche andersartiger, veraschter or
ganischer Substanzen) wird das Blei als Sulfid isoliert, in Chromat 
iibergefiihrt und das Bleichromat nach Zusatz von Diphenyl
karbazid kolorimetrisch gegen eine StandardWsung von Bleichromat 
bestimmt. 

Reagentien. 1. Salzsaure, spez. Gew. 1,19. 2. Salzsaure verdiinnt 1: 1. 
3. Salzsaure verdiimlt 1:2.4. Salzsaure (lO%ig.). 5. Salpetersaure, spez. 
Gew. 1,42. 6. Salpetersaure verdiinnt 1: 1. 7. Essigsaure 5 % ig. 8. Ammo
niumhydroxyd, spez. Gew. 0,90. 9. Natriumhydroxyd 25 % ig. (eisen- und 
aluminiumfrei). 10. Schwefelwasserstoff. Das Gas wird hergesteIlt, indem 
man Saure in eine Losung von Natriumsulfid eintropfen laBt und es 
mittels einer wasserhaltigen Gaswaschflasche wascht; das Natriumsulfid 
erhalt man, indem man 33 % ig. Natronlauge mit Schwefelwasserstoff 
sattigt und diese Losung vor Gebrauch 4---5 mal verdiinnt. Schwefelwasser
stoff aus Schwefeleisen hergestellt ist nicht verwendbar. 11. Schwefel
wasserstoffwasser mit Schwefelwasserstoff (s. 10.). gesattigt; frisch herzu
stellen. Die LOsung wird mit I ccm konz. Salzsaure pro 1000 ccm ange
sauert. 12. Kaliumchromatliisung 1% ig. 13. Methylrotlosung (0,1 g Me
thylrot werden in 100 ccm 95 % ig. Alkohol geliist). 14. Phenolphthalein 
(leicht alkalische, waBrige Losung). 15. s-Diphenylkarbazid-Reagens: 
1% ig. Lasung von chemisch reinem s-Diphenylkarbazid in Eisessig. 
16. Standard-BIeichromatlOsung: 0,1560 g reines Bleichromat werden in 
200 ccm 10 % ig. Salzsaure gelOst und mit aqua dest. ad 1000 ccm ver
diinnt. I ccm der Standardlasung enthalt 0,1 mg BIei. 

Apparate. 1. AIle Glasgerate miissen aus bestem Jenaer Glase sein 
(Gefahr der BIeiabgabe aus Glas!). 2. 400 ccm Quarzschale (zur Veraschung 
von Ham und Fazes). 3. Quantitatives Filterpapier (Schleicher u. Schiill) 
(fiir aIle Filtrationen). 

Ausfiihrung fiir Harn. a) Isolierung des Bleis als Blei
chromat. Zur Bestimmung muB frischer Harn benutzt oder 
dieser mit gepulvertem Thymol konserviert werden. Der Harn 
darf nicht alkalisch geworden oder vor der Bestimmung erhitzt 
worden sein. 

Zur Bestimmung wird der Harn (1 Liter) in einem groBen 
Erlenmeyerkolben stark ammoniakalisch gemacht. Nach Stehen 
iiber Nacht bei Zimmertemperatur hat sich ein Niederschlag ge
bildet, der ziemlich fest ist und sich gut abnutschen laBt. Dieser 

1 Amer. Med. Assoc. 87, 2081 (1926). - Vgl. auch Fairhall: J. of bioI. 
Chem. 60, 485 (1924); sowie Yoe: I. c. (S. 406 dieses Praktikums) S.258. 
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Phosphatniederschlag, der durch ein Faltenfilter von 18 em Durch
messer abfiltriert wird, enthalt das gesamte Blei. 

Ohne zu waschen wird das Filterpapier in eine Quarz- oder 
Porzellanschale gebracht und nach dem Trocknen im Dampf
schrank (oder auf dem Wasserbad) in einem elektrischen Muffel
of en auf nicht mehr als 600 0 erhitzt. 

Nach volliger Veraschung wird die Asche sorgfaltig mit 
Wasser befeuchtet und das Volumen nach Zufiigen von 5 ccm 
konz. Salzsaure mit Wasser auf 25 ccm gebracht. Die Mischung 
wird auf einem Wasserbade gut durchgeriihrt und in ein 400 ccm
Becherglas filtriert, wobei ein Riickstand 6mal abwechselnd mit 
heiBer lO%ig. Salzsaure und heiBem Wasser gewaschen wird. (Der 
Riickstand ist zu vernachlassigen, das Filtrat enthalt alles Blei.) 
Nunmehr wird die Losung durch Zugabe von 25%ig. Natrium
hydroxydlo3ung neutralisiert, bis eine schwache Triibung bestehen 
bleibt. 1st zu viel Natriumhydroxyd angewandt worden, so gibt 
man wieder Salzsaure hinzu, bis die Losung klar wird und fiigt 
dann vorsichtig Natriumhydroxyd hinzu bis eine schwache Trii
bung erscheint. Manchmal verursacht der Zusatz von Natrium
hydroxyd keine Triibung, auch wenn die Losung deutlich alkalisch 
gegen Methylrot reagiert. Daher ist zur Vermeidung eines Alkali
iiberschusses vor der Neutralisation stets Methylrot zu der Losung 
zuzugeben. Wenn die Losung geniigend Kalziumphosphate ent~ 
halt, so daB die erwahnte Triibung erscheint, ist die Indikator
reaktion nicht zu beachten. In allen andern Fallen macht man 
die Losung gegen den Indikator alkalisch. Nunmehr verdiinnt 
man ad 300 ccm, laBt abkiihlen, leitet eine Stunde lang Schwefel
wasserstoff ein und laBt die Losung iiber Nacht stehen. Dann 
filtriert man durch ein quantitatives 12 em-Filter und spiilt den 
Niederschlag mit dem unter 11. angegebenen, sauren Schwefel
wasserstoffwasser quantitativ aufs Filter. Filter und Niederschlag 
werden in das Becherglas gebracht, in dem der Sulfidnieder
schlag erzeugt wurde und die Wande des Becherglases mit 
25 ccm warmer Salzsaure (1: 1), die 10 Tropfen konz. Salpeter
saure enthalten, abgespiilt. 

1st das Sulfid ge16st, und ist das Filter vollkommen weiB ge
worden, so verdiinnt man die Losung ad 50 ccm mit heiBem Wasser, 
filtriert und wascht den Riickstand I5mal mit heiBem Wasser. 

Zu dem Filtrat (ca. 400 ccm) gibt man nunmehr 4 Tropfen 
einer Losung von Methylrot, gegen die man die Losung mit 
25%ig. Natriumhydroxyd gerade alkalisch macht. Dann sauert 
man mit Salzsaure (1 : 2) gerade an und gibt nunmehr 1 ccm Salz
saure (1: 2) als UberschuB hinzu. Durch die auf 300 ccm ver-
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diinnte Lasung wird nach dem Abkiihlen Schwefelwasserstoff 
eine Stunde lang eingeleitet. Dann wird sie iiber Nacht stehen 
gelassen. 

Der Niederschlag wird mit frisch bereitetem, saurem Schwefel
wasserstoffwasser auf ein quantitatives 12 em-Filter gebracht; 
das Becherglas und Filter werden mit dem Schwefelwasserstoff
wasser 10 mal nachgewaschen. 

Auf dem Filter lOst man den Sulfidniederschlag mit 10-20 ccm 
heiBer Salpetersaure (1: 1) heraus, filtriert in das Becherglas, 
in dem die Fallung erzeugt wurde, und wascht das Filter 15mal 
mit heiBem Wasser nacho Die Wande des Becherglases und AuBen
undlnnenseite des Glasrahrchens, durch welches man den Schwefel
wasserstoff eingeleitet hat, werden mit der gleichen heiBen Sal
petersaure ausgespiilt. 

Nun engt man die Lasung auf 5 ccm ein, verdiinnt zu 25 ccm 
mit heiBem Wasser, filtriert durch ein 7 em-Filter in ein 150 ccm
Becherglas und wascht Becherglas und Filter 15mal mit heiBem 
Wasser nacho 

Das Filtrat wird mit dem Waschwasser auf 25 ccm eingeengt 
und mit 25%ig. Natriumhydroxyd (frei von Eisen und Alumi
nium) unter Zusatz von Phenolphthaleinlsung (14.) neutralisiert. 
N ach Einstellung auf schwach Rosa setzt man bis zum Verschwin
den der Farbung 5%ig. Essigsaure und dann 2 ccm der Saure als 
"UberschuB hinzu. 

Nach dem Aufkochen setzt man 1 ccm 1 %ig. Kaliumchromat
IOsung hinzu, laBt 1 Stunde auf dem Wasserbade und dann an 
warmem Orte iiber Nacht stehen. 

Nun kocht man nochmals auf, filtriert durch ein 7 em asche
freies Filter, wascht Becherglas und Filter 15mal mit heiBem 
Wasser nach, lOst den Riickstand in 5-15 ccm kalter Salzsaure 
(1 : 2), wascht sofort mit kaltem Wasser nach und bringt Filtrat 
und Waschwasser in das Becherglas, in dem der Chromatnieder
schlag erzeugt wurde. Die Wandung des Becherglases und der 
GIasstab werden mit kalter Salzsaure (1: 2) gewaschen. Dann 
bringt man die Lasung auf ein gemessenes Volumen. 

b) Kolorimetrische Bestimmung. Zur Bestimmung ver
wendet man einen Anteil der so erhaltenen BleichromatlOsung, 
dieser soll nicht mehr als 0,4-0,5 mg Blei enthalten (Vorprobe). 
Die besten Ergebnisse erhalt man mit ca. 0,2 mg Blei. 

Man gibt diesen Anteil in einen 100 ccm fassenden Hehner
schen Zylinder (oder einen Zylinder mit planparallelem GIas
boden), verdiinnt auf nicht ganz 100 ccm, mischt in einem zweiten 
Zylinder die gleiche Menge Salzsaure, wie in der Bestimmungs-
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lOsung enthalten ist, und Wasser zum gleichen Volumen; dann 
fiigt man 2 ccm Diphenylkarbazid-Reagens zu jedem Zylinder 
hinzu. 

Aus der Farbe, die die zu untersuchende Losung annimmt, 
schatzt man roh die vorhandene Bleimenge und gibt zum Ver
gleichszylinder eine etwas geringere Bleichromatmenge, als man die 
zu analysierende geschatzt hat. Die Farben der beiden Losungen 
werden verglichen, worauf Tropfen fiir Tropfen Standardlosung 
zu der Vergleichslosung hinzugefiigt wird, bis Farbengleichheit 
zwischen beiden Losungen besteht. 

Dann fiiIlt man beide Zylinder genau auf 100 ccm auf, ver
gleicht wiederum, korrigiert die Messung endgiiltig und bestimmt 
somit diejenige Menge der Standard-Bleichromatlosung, die Farben
gleichheit mit der unbekannten Losung gibt. 

Hieraus, sowie aus dem Volumteil, den man bei der Bestim
mung der unbekannten Bleichromatlosung angewandt hat, er
gibt sich der Bleigehalt der Harnprobe. 

c) Ausfiihrung fiir Fazes und andere organische 
Materialien. Man bringt die Fazesprobe in eine Quarzschale 
und trocknet sie auf dem Wasserbade (Dampfschrank). Gewichts
konstanz braucht nicht erreicht zu werden. 

Nach dem Trocknen verascht man das Material in der Quarz
schale in einem elektrischen Muffelofen bei 500-600 0, befeuchtet 
den Riickstand nach der Veraschung mit durch Salzsaure an
gesauertem Wasser und lOst die Asche, indem man die Losung 
einige Zeit aufs Wasserbad stellt. 

Die Mischung wird filtriert, ein Riickstand mit heiBer, ver
diinnter Salzsaure und heiBem Wasser gewaschen und das Filter 
mit dem Riickstand in die Quarzschale, in der urspriinglich die 
Veraschung vorgenommen wurde, zuriickgebracht. Nach Trock
nung auf dem Wasserbade wird nochmals im elektrischen Of en 
bei 500-600 0 verascht, der Riickstand mit Wasser und Salz
saure wie oben behandelt, erhitzt und filtriert. Dieses Filtrat 
wird mit dem ersten vereinigt. 

Der Riickstand des Filtrates kann immer noch Spuren von 
Blei enthalten und sollte durch Fluorwasserstoffsaure in Losung 
gebracht und zum Filtrat hinzugefiigt werden. Meist kann man 
aber den Riickstand nach sorgfaltigem Auswaschen mit Wasser 
vernachlassigen. Das erhaltene Filtrat wird verdiinnt, mit 25 %ig. 
Natriumhydroxyd neutralisiert und genau so, wie unter a) und b) 
beschrieben, weiterbehandelt. Nur wird nach der zweiten Fallung 
als Sulfid eine dritte Sulfidfallung in vollig gleicher Weise ein
geschaltet. 
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Die dann folgende Verarbeitung und Bestimmung ist die 
gleiehe. 

Stets ist mit den gleiehen Reagentien und mit den gleiehen 
Geraten eine Blindbestimmung auszufiihren. Die kolorimetrisehe 
Bestimmung dientzur Messung von BIeimengen unter 1 mg. 

Titrimetrisehe Bestimmung des Bleis naeh FairhalP. 

Prinzip. Das BIei wird wie bei der vorangehenden Methode, 
die nur eine Verfeinerung der vorliegenden Methode darstellt, 
isoliert und gemaB der folgenden Gleiehung (a) in Chromat iiber
gefiihrt. Das Bleiehromat wird dann gemaB den Umsetzungen (b) 
und (c): 

Pb(N03 )2 + K2Cr04 = PbCrO, + 2KN03 , (a) 

2PbCrO, + 16HCl + 6KJ = 2PbCI2 + 2CrCl3 + 6KCI (b) 

+ 3J2 + 8H20, 

6Na2S20 a + 3J2 = 6NaJ + 3Na2S40 S 

jodometriseh bestimmt. 

(c) 

Reagentien. 1. AIle Reagentien wie bei der vorangehenden Methode. 
2. 0,005 n Natriumthiosulfat16sung. 3. Jodkalium. 4. Sta.rke16sung. 

Apparate. 1. AIle Apparate wie in der vorangehenden Methode. 
2. Biirette in 1/50 cern geteilt. 

Ausfiihrung. a) Verasehung der organisehen Sub
stanz oder der bleihaltigen Harnfallung (siehe die voran
gehende Methode). 

b) Bestimmung des Bleis: Das BIei wird, wie S. 637/39 an
gegeben, als Sulfid ausgefallt und in Chromat iibergefiihrt. Doeh 
geniigt bei dieser Form der Bestimmung die einmalige Fallung 
als Sulfid. Naeh Filtration des Chromatniedersehlages wird das 
Filterpapier mit 2-5 eem Salzsaure (1: 1) ausgewasehen und 
sofort mit warmem Wasser naehgewasehen. Zu dem Filtrat, das 
das gesamte Chromat gelOst enthalten solI, wird im VbersehuB 
Jodkalium gegeben und naeh Zugabe von Starke das freie Jod 
mit 0,005 n Natriumthiosulfatlosung zuriiektitriert. 

Bereehnung. Da 3 Mole Natriumthiosulfat 1 Mol Blei
chromat aquivalent sind (s. 0.), entspricht 1 cem 0,005 n Natrium
thiosulfatlOsung 0,3451 mg Blei. 

1 J. industr. Hyg. 4, 9 (1922/23). 
Rona-Kleinmann. Blut u. Ham. 41 
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Bestimmung des Kupfers. 

Qualitativer Nachweis: Vgl. quantitative Bestimmung. 

Quantitative Bestimmung. 

Kolorimetrische Bestimm ung kleiner Kupfermengen 
nach Schoenheimer und Oshima!. 

Prinzip. Die Methode beruht auf nasser Verbrennung der 
organischen Substanz, Fallung des Kupfers als Sulfid und kolori
metrischer Bestimmung als grungefarbte Kupfer-Pyridin-Rhodan
verbindung. 

Reagentien. 1. Schwefelsaure konz. und Salpetersaure konz. (Ver
aschungsgemisch nach N eu mann (s. S. 350). 2. WaBrige BromlOsung. 
3. Ammonium-RhodanidlOsung 10 % ig. 4. AmmoniaklOsung, verdiinnt. 
5. Schwefelsaure, verdiinnt. 6. Phenolphthaleinlosung. 7. Pyridin, pur. 
8. Chloroform. 9. Kupfer·StandardlOsung: 0,3928 g CuSO 4 + 5 H 20 (puriss. 
pro analysi) werden in aqua dest. ad 2 Liter gelOst. Diese Losung enthalt 
in 1 ccm 0,05 mg Cu. 10. Aqua dest. Aus QuarzgefaBen oder GefaBen 
aus J enaer Glas frisch destilliert. 

Apparate. Mikrokolorimeter (Schmidt und Haensch) (s. Abb. 106, 
S.339). 

Ausfuhrung. Das Untersuchungsmaterial wird feucht oder 
trocken mit Salpeter-Schwefelsaure im 50- oder 100 ccm-Kjeldahl
kolben unter dauerndem Umschutteln uber freier Flamme verascht. 
Von Blut oder Serum werden 10 ccm, von normaler Leber 5-7 g, 
von kupferreichen Materialien entspreehend weniger verwandt. 
Die Verasehungsflussigkeit wird in mogliehst kleinen Mengen aus 
einer Burette zugegeben und bis zur volligen Farblosigkeit ein
wirken gelassen. Die zuruekbleibende Sehwefelsaure wird bis auf 
ein ganz kleines Volumen abgeraueht, wobei zu beaehten ist, daB 
der Kolben in dauernder Bewegung bleibt, damit derselbe nieht 
springt. Bei sehr eisen- oder kalkreiehen Organen fallen die in 
Sehwefelsaure schwer lOsliehen Eisen· und Kalziumsulfate aus. 

Der Ruekstand wird mit 50 cem Wasser aufgenommen; zur 
Entfernung der Nitrosylsehwefelsaure wird 10 Min. gekocht und 
wieder auf etwa 50 ccm aufgefiillt (etwa ausgefallenes Eisen
oder Kalziumsulfat wird jetzt abfiltriert). In die klare, farblose 
Losung wird H 2S eingeleitet. Dabei bildet sieh aus normalen 
Geweben ein kaum siehtbarer Niedersehlag oder zumeist nur 
eine sehr geringe kolloidale Trubung. Deshalb werden zu der 
H 2S-haltigen Flussigkeit einige Tropfen einer ganz dunnen waB
rigen BromlOsung zugegeben. Dabei trubt sieh die Losung leieht 

1 Z. physiol. Chem. 180, 249 (1929). 
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durch ausgefallenen Schwefel. Wenn jetzt die Losung auf ein 
kleines Volumen eingedampft wird, fallt der Sehwefel in Flocken 
aus und reiBt das Kupfersulfid mit. Diese Flocken lassen sieh sehr 
leieht filtrieren. Das Filter wird so lange mit leicht H 2S-haltigem 
Wasser ausgewaschen, bis sich in dem Filtrat auch in dicker 
Schicht mit Ammonium-Rhodanid kein Eisen mehr nachweisen 
laBt. (Zur Oxydation des vorliegenden Ferrosalzes muB vor dem 
Anstellen der Reaktion kurz mit Salpetersaure gekocht werden.) 
Das noch feuchte Filter wird mit dem Niedersehlag in ein J enaer 
Reagenzglas (2 : 15 cm) gebracht, uber freier Flamme mit kleinen 
Mengen Neumannscher Saurernischung verascht und der Rest unter 
standiger Bewegung bis auf ein ganz kleines V olumen abgeraucht. 
Den Ruckstand nimmt man mit etwa 5 ecm Wasser auf, dampft 
ein und flillt auf etwa 5 cem auf; dann wird gegen Phenol
phthalein mit Ammoniak genau neutralisiert und mit H 2S04 ge
rade angesauert. 

Die Lasung wird mit etwa 10-15 cern Wasser in einen 
25 cem-Schutteltrichter mit sehr engern Ablaufrohr gespult. 3 ccm 
lO%ig. Ammoniumrhodanidlasung und 1 ccm Pyridin werden 
zugegeben. Bei etwas graBeren Kupfermengen trubt sich die 
Lasung gleich, bei geringeren Mengen bleibt sie ganz klar. 
Der Farbstoff wird mit 1 ccrn Chloroform ausgeschuttelt, die 
Mischung mehrere Stunden stehen gelassen und die klare ab
gesetzte Chloroformschieht durch ein Mikrofilter direkt in den 
Becher des Mikrokolorimeters filtriert. (Die Filtration bezweckt 
die Zuruckhaltung evtl. rnitgerissener Wassertropfen.) Das Filter 
absorbiert keinen Farbstoff. Bei kleinen Kupfermengen genugt 
eine Ausschuttelung mit 1 ecm Chloroform; eine zweite Aus
schuttelung ist vallig farblos. Bei graBeren Cu-Mengen rnuB so 
lange ausgeschuttelt werden, wie die Lasung noch Farbstoff 
hergibt. Es wird hierbei in einen kleinen MeBzylinder filtriert 
und auf ein gernessenes V olumen aufgeflillt. 

Die Grunfarbung des Chloroformextraktes ist langere Zeit un
verandert haltbar. Der Vergleich erfolgt gegen eine Standard
losung, von der ein bzw. mehrere cem je naeh der Farbtiefe 
der unbe~annten Losung mit 15 cem Wasser, 3 ccm Ammonium
rhodanid und 1 eem Pyridin versetzt und mit Chloroform aus
geschuttelt werden. 

Beim kolorimetrischen Vergleich ist ein Mikrokolorimeter an
zuwenden (s. S. 339). 

Es ist stets mit den Reagentien allein eine Blindbestimmung 
auszuflihren. Gewohnliehes aqua dest. enthalt storende Kupfer
mengen und ist aus Glas oder QuarzgefaBen umzudestillieren. 

41* 
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Der Analysenfehler betragt bei Kupfermengen bis zu 0,01 mg 
maximal 5%, bei Mengen bis 0,008 mg Cu maximal 8%. 

Die Berechnung entspricht der ublichen kolorimetrischen 
Messung unter Berucksichtigung des Chloroformvolumens. 

Modifikation der Kupfer.bestimmung nach Schonheimer 
und Oshima von Kleinmann und Klinke l . 

Prinzip. Die Methode gleicht bis auf '!nderungen der Technik 
der vorangehenden. Zur Vermeidung von Konzentrationsande
rungen wahrend der kolorimetrischen Messung durch Verdampfen 
des Chloroforms wird Brombenzol als Losungsmittel der Kupfer
Pyridin-Rhodanverbindung benutzt. 

Reagentien. 1. AIle Reagentien der vorangehenden Methode mit 
Ausnahme von 8. 2. Brombenzol (Kahlbaum), zweimal bei 156 0 zu 
rektifizieren. 

Apparate. 1. Mikrokolorimeter (Schmidt u. Haensch, Berlin). 2. Zentri
fugenglaser von ca. 25 ccm Volumen mit eingeschliffenem Stopfen. 3. Kapillar 
ausgezogene Pipette von ca. 2 ccm mit Saughiitchen. 

Ausfuhrung. Die nach der Veraschung des Kupfersulfid
niederschlages erhaltene angesauerte Losung von ca. 5 ccm (s. die 
vorangehende Methode) wird mit aqua dest. in das Zentrifugenglas 
(s. Apparate 2.) gespiilt, mit 1 cem Pyridin, 3 ccm 10%ig. 
Ammoniumrhodanidlosung, 1 ccm Brombenzol und aqua dest. ad 
ca. 20 ccm versetzt. Naeh Einsetzen des Glasstopfens wird ge
schuttelt, der Stopfen entfemt und zur Trennung der Emulsion 
zentrifugiert. Zur Vermeidung von Verunreinigungen werden 
die Zentrifrigenglaschen wahrend des Zentrifugierens durch 
Gummikappen verschlossen. Die wasserklare, grungefarbte Brom
benzollosung wird mittels Saugpipette abgesaugt und auf ein 
quantitatives Filter (Schleicher u. Schull, 4 cm Durchmesser) ge
bracht. Dasselbe wird zuvor mit genau 0,1 ccm reinem Brom
benzol sorgfiiltig durchfeuchtet, wodurch kleine zuruckgebliebene 
Wasserspuren zuruckgehalten werden. Die Filtration erfolgt un
mittelbar in das KolorimetergefaB. 

Die kolorimetrische Messung erfolgt gegen eine moglichst farb
gleiche, gleichartig bereitete Vergleichs16sung. Die Methode erlaubt 
Bestimmungen bis zu 0,01 mg Kupfer mit etwa 1-2% Fehler. 

Bestimmung des Quecksilbers. 
Quecksilber wird im Ham nach "Injektion" schon nach einigen 

Stunden, nach andersartiger Zufuhrung nach 1-2 Tagen aus-
I Nach bisher noch nicht veroffentlichten Versuehen. 
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geschieden. Meist betragen die im Tagesharn ausgeschiedenen 
Mengen nur wenige mg. Das Quecksilber braucht nicht frei vor
handen zu sein, sondern kann an Harnbestandteile (EiweiB, 
Hippursaure, Harnsaure, saure Phosphate, Kreatinin u. a.) ge
bunden sein. Der Harn ist daher zum Quecksilbernachweis me 
zu filtrieren und vor dem Nachweis zu veraschen. 

Qualitativer Nachweis. 

1. N ach weis als Sulfid. Der Nachweis entspricht der quan
titativen Bestimmung des Quecksilbers als Sulfid unter Fort
lassung der kolorimetrischen Auswertung der Quecksilbermengen. 

2. Nachweis nach Bardach l . In 250-1000 ccm Harn 
werden 0,8 g staubfein gepulvertes Eiwei13albumin gelOst und pro 
500 ccm Harn 5-7 ccm 30%ig. Essigsaure zugegeben. Hierauf 
wird die Losung eine Viertelstunde in ein kochendes Wasserbad 
gestellt, wobei das Quecksilber als EiweiBverbindung ausfallt. 
Es ist darauf zu achten, nicht mehr Saure als zur Koagulation 
notwendig ist, zuzusetzen. Nach Filtration wird der Niederschlag 
mit 10 ccm Salzsaure (spez. Gew. 1,19) geschuttelt und eine 2 cm 
blanke Kupferspirale aus 40 cm langem, dunnem Draht hinzu
gegeben. Nach dreiviertelstiindigem Stehen im siedenden Wasser
bade hat sich das vorhandene Quecksilber auf der Kupferspirale 
niedergeschlagen. Anstatt den Harn mit Eiwei13 zu fallen, kann 
man ihn auch nach Glaser und Isenburg2 mit 5 g Aluminium
sulfat (puriss. Merck) pro 250 ccm Harn versetzen, heiB mit 
Ammoniak fallen und den Niederschlag - nach Absaugen - mit 
konzentrierter Salzsaure % Stunden lang in Gegenwart der Kupfer
spirale im Wasserbade erwarmen. 

Die Spirale wird nacheinander mit kaltem und warmem Wasser, 
Alkohol und Ather abgespult, an der Luft getrocknet und in ein 
moglichst enges, an einem Ende zusammengeschmolzenes Glas
rohrchen gebracht. In dieses gibt man einige kleine Stuckchen 
J od und erhitzt unter Drehen bei kleiner Flamme allmahlich zur 
Rotglut. Es zeigt sich alsbald an der kalten Stelle ein gelber bis 
rotlicher Ring, der sich durch Erhitzen leicht hOher treiben laBt. 
Die Empfindlichkeitsgrenze des Nachweises betragt etwa 0,025 
bis 0,05 mg Quecksilber. 

3. Nachweis kleinster Quecksilbermengen (s. w. u. Bestim
mung nach Stock). 

1 Zbl. inn. Med. 22, 361 (1901). Vgl. auch Chern. Ztg. Jg. 33, 376, 
431, 673 (1909). 

2 Chern. Ztg. Jg.33, 1258 (1909). 
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Quantitative Bestimmung. 

Kolorimetrische Bestimmung des Quecksilbers als 
Sulfid nach Schumacher und Jung 1 -Heinzelmann2• 

Prinzip. Die Bestimmung beruht auf der Bildung einer 
kolloidalen Losung von Quecksilbersulfid und ihrem kolorimetri
schen Vergleich gegen eine gleichbehandelte Quecksilberstandard
losung. 

Reagentien. 1. Salzsaure, spez. Gew. 1,12 und 1,18. 2. Zink (I ge
raspelt, Kahlbaum). 3. Kaliumchlorat pur. krist. 4. Kaliumazetat pur. 
krist. 5. Schwefelwasserstoffwasser, frisch bereitet und gesattigt (vgl. auch 
S. 616 und 637). 6. Standard- Quecksilberchloridliisung: 0,1355 g reines HgC12 

werden in Wasser ad lOOO ccm ge16st, 1 ccm der Lasung enthalt 0,1 mg 
Quecksilber. 

Ausfiihrung. 500 ccm Harn werden in einem 1 Liter-Kolben 
mit 5 g Kaliumchlorat sowie mit 50ccm Salzsaure (spez. Gew. 1,12) 
versetzt und am RiickfluBkiihler erhitzt, bis die Farbe der Losung 
von Dunkelrot in Hellgelb iibergeht. Man kiihlt auf 70 0 ab, fiigt 
10 g Zink (s. Reagentien 2.) hinzu, laBt 12 Stunden stehen, 
dekantiert die Fliissigkeit yom Zink und wascht dieses sorgfaltig 
mit Wasser aus. Das Zink enthalt das gesamte Quecksilber. 

Nun gieBt man 50 ccm Salzsaure (spez. Gew. 1,18) auf das 
Zink und lost dieses, evtl. unter Erwarmen. Dann £tigt man 20 g 
Kaliumazetat hinzu, gieBt die Losung in einen 100 ccm-Hehner
schen Zylinder, £tillt auf 90 ccm mit aqua dest. und ad 100 ccm mit 
Schwefelwasserstoffwasser auf. Die Losung wird mit einem am 
Ende ringformig gebogenen Glasstab durchgeriihrt. Man ver
gleicht die Losung gegen eine gleichzeitig angesetzte Standard
losung, die 10 oder 20 ccm der Quecksilberstandard16sung ent
halt und sonst vollig gleich behandelt worden ist. Hierzu lost 
man die gleiche Menge Zink in 50 ccm Salzsaure (spez. Gew. 1,18) 
gibt ebenso Kaliumazetat wie beschrieben hinzu und verfahrt 
genau weiter wie bei der zu untersuchenden Losung, so daB aIle 
Reagentien in den zu vergleichenden Losungen in gleicher Konzen
tration vorhanden sind. Der Zusatz von Schwefelwasserstoffwasser 
muB gleichzeitig erfolgen. Die kolorimetrische Messung wird nach 
5 Min. (innerhalb von 20 Min.) durchgefiihrt. Die Menge der 
Standardlosung ist so zu wahlen, daB annahernd Farbgleichheit 
besteht. Die Menge Quecksilber in der untersuchten Harnmenge 
ergibt sich gemaB der bekannten kolorimetrischen Berechnung. 

1 Z. anal. Chern. 41, 482 (1902). V gl. auch Spaeth: 1. c. (S. 355 dieses 
Praktikums) S.544. 

2 Chern. Ztg. Jg.35, Nr.79, 721 (1911). 
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Bestimmung kleinster Quecksilbermengen nach Stock 
und Hellerl-Stock und Zimmermann2• 

QuaJitativer Nachweis. 

Prinzip. Die Methode beruht auf Zerst6rung der organischen 
Substanz mit ChIor, FiUlung des Quecksilbers mit Schwefel
wasserstoff, Lasen in Chiorwasser, Ausfallung als Quecksilber 
auf Kupferdraht, Abdestillation und V'berfuhrung in J odid. Es 
lassen sich Quecksilbermengen von 0,3 bis zu 0,0002mg nachweisen. 

Reagentien. Samtlich puriss. pro analysi. 1. Chlorgas (aus Bombe). 
2. Kupfersulfat. 3. Salzsaure, verd. 4. Schwefelwasserstoff. 5. Ammonium
oxalat, feingepulvert. 6. Phosphorpentoxyd. 7. Jod, krist. 

Apparate. 1. Kupferdraht (aus Elektrolytkupfer vom Heddernheimer 
Kupferwerk, Abt. Gustavsburg), 0,3 mm Durchmesser. 2. Diinnwandiges, an 
einer Seite geschlossenes Rohr aus schwer schmelzbarem, blasenfreiem 
Glas von 6 mm Weite und LangenmaBen in mm gemaB Angaben der 
Abb.138. 

Ausfuhrung. a) Isolierung des Quecksilbers. In die 
organische Flussigkeit (700-1200 ccm Harn, 150-400 ccm Spei
chel) wird in einem be
deckten Philippsbecher 
eine halbe Stunde in der 
Kalte und dann eine 
Stunde bei 70-80 0 auf 
dem WasserbadeeinmaBi-
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Abb.138. 

ger Chlorstrom geleitet. (Harn farbt sich dabei vorubergehend 
braunrot, Speichel gibt organischen Niederschlag.) Die stark 
sauer reagierende Flussigkeit wird durch mehrstundiges Durch
leiten von Luft oder Kohlendioxyd bei Zimmertemperatur von 
uberschussigem Chlor befreit. Manche Harnproben werden hier
bei wieder dunkel. 

Man filtriert die Flussigkeit, gibt zur Lasung 20 mg Kupfer 
als Sulfat und so viel Salzsaure, daB der Chlorwasserstoffgehalt 
etwa 5 % betragt, und faUt in der Kalte mit Schwefelwasserstoff. 

Der Niederschlag wird nach dem Absitzen, Dekantieren, 
Abzentrifugieren und Auswaschen mit Schwefelwasserstoffwasser 
in 5 ccm Wasser aufgeschIammt und durch Chior in Lasung ge
bracht. (Es kann etwas Schwefel gemischt, mit organischer Sub
stanz zuruckbleiben.) Die blaue, bei Harn manchmal griine Losung 
wird wieder wie vorher von Chior befreit, filtriert, auf etwa 250 ccm 

1 Z. angew. Chern. Jg. 39, Hi, 466 (1926); s. a. Stock und Heller: 
Die Bestimmung kleiner Quecksilbermengen, S. 18. Leipzig-Berlin: Verlag 
Chemie 1926. 

2 Z. angew. Chern. Jg.41, 21, 546 (1928). 
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gebracht, mit Salzsaure angesauert und kalt mit Schwefelwasser
stoff behandelt. Der abgesetzte Sulfidniederschlag wird abzentri
fugiert, ausgewaschen, in 3 ccm Wasser aufgeschlammt und mit 
Chlor gelost. Nach Vertreiben des Chlors filtriert man die Losung 
durch ein kleines Filter in ein Glasrohr von 1 cm lichter Weite 
und wascht mit 2 ccm Wasser nacho Zum Filtrat gibt man allmah
lich 0,1-0,2 g feingepulvertes Ammoniumoxalat, bis sich das aus
fallende Kupferoxalat wieder gelost hat und einige Kornchen 
Ammoniumoxalat in der Kalte ungelost bleiben. (Die Gegenwart 
von Ammoniumoxalat bzw. Oxalsaure bedingt die Reinheit der 
folgenden Quecksilberfallung.) In die Losung stellt man einen 
0,3 mm dicken, 6 cm langen, zuvor ausgegliihten, in Methylalkohol
dampf reduzierten, einmal umgebogenen Draht aus reinem Kupfer 
(s. Apparate 1.), so daB er von der Fliissigkeit bedeckt bis fast an 
deren Oberflache reicht. Fiir Quecksilbermengen iiber lO y 1 ver
wendet man einen doppelt so langen Draht. (Urspriinglich ver
wendete S t 0 c k einen % mm dicken, 16 cm langen, zweimal auf 4 cm 
Lange umgebogenen Kupferdraht.) Dann zieht man das Rohr aus, 
evakuiert es mit der Wasserstrahlpumpe, schmilzt es ab und er
warmt es etwa 24 Stunden bei Mengen von 1/10 y und mehr, 
36 Stunden bei Mengen unter 1/10 y auf 50-60 0 (Trockenschrank, 
elektrisch geheiztes Wasserbad oder dgl.). Nach dem Offnen des 
Rohres wird der Draht herausgenommen, durch viermaliges, je 
5 Min. wahrendes, ruhiges Einstellen in Wasser gewaschen und 
2-3 Stunden in einem kleinen GefaB iiber Phosphorpentoxyd 
bei gewohnlicher Temperatur getrocknet. 

Der Draht enthalt alles Quecksilber, wenn die Quecksilber
menge nicht mehr als 0,1-0,2 mg betragt. Auch 0,3 mg Queck
silber lassen sich allenfalls noch ausscheiden; doch bleibt dann 
schon eine nachweisbare Menge in der Losung zuriick. 1st die 
urspriingliche Menge Quecksilber, die quantitativ bestimmt werden 
soIl, groBer, so muB man nur einen Teil der Fliissigkeit benutzen. 

Der amalgamierte Kupferdraht wird nun in ein Glasrohr 
aus schwer schmelzbarem Glase und 6 mm Weite (s. Abb. 138) 
gebracht. Die Verengung bei A solI 2-2% mm weit und ganz 
diinnwandig sein; sie wird von ihrer Mitte an nach auBen 
(rechts) mit flieBendem Wasser (1 cm breiter Filtrierpapier
streifen) gekiihlt. Die Endkapillare B muB eine recht feine Off
nung haben, damit die Luftbewegung im Innern des Rohres beim 
Erhitzen verringert wird. Das Rohr wird bei C durch eine Klammer 
gehalten. Man erhitzt den am geschlossenen Ende liegenden 

1 r = 0,001 mg. 
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Kupferdraht etwa 5 Min. lang bis annahernd zum Erweichen des 
Glases. Anschmelzen darf das Kupfer aber an das Glas nicht, 
wei! beide sonst unter Entstehung eines Sublimats miteinander 
reagieren. Bei richtiger Ausfiihrung bekommt man einen reinen, 
nach der Drahtseite scharf abgesetzten Quecksilberbeschlag, der 
mit der Lupe (8-lOmalige VergroBerung) oder dem Mikroskop 
noch bei 5/100 y Hg zu erkennen und bei einiger thmng auch der 
Menge nach zu schatzen ist. 

b) N ach weis des Quecksilbers als J odid. Andernfalls 
verwandelt man etwa vorhandenes, aber nicht sichtbares Queck
silber in das leichter zu beobachtende .Quecksilberjodid. Das 
Rohr wird bei E zerlegt und - E nach unten - 1-2 Stunden 
in ein enges Reagenzglas gestellt, auf dessen Boden sich einige 
Jodkristallchen befinden. War Quecksilber zugegen, so entsteht 
in der Verengung ein leuchtend roter J odidbeschlag, der noch 
bei 7/1000 y Quecksilber der Beobachtung unter der Lupe nicht 
entgeht. Hebt man ihn iiber dem Jod auf, so halt er sich und ist 
noch nach 24 Stunden zu sehen; sonst verfliichtigt er sich in 
einigen Stunden. Bei einiger mung kann man die Menge der 
GroBenordnung nach leidlich schatzen, so lange sie nicht iiber 1/100 mg 
hinausgeht. Bei groBeren Quecksilbermengen entstehen Fehler. 

Quantitative Bestimmung. 

Mengen iiber 10 y Hg werden zweckmaBig elektrolytisch be
stimmt. 

Elektrolytische Bestimmung des Quecksilbers. 

Prinzip. Das Quecksilberwird, wie S. 647 angegeben, isoliert, 
in Chlorwasser gelost und elektrolytisch bestimmt. Die Queck
silbermenge darf nicht iiber 0,2-0,3 mg betragen. 

Reagentien. 1. AIle Reagentien wie beim quaIitativen Nachweis. 
2. Oxalsaurelosung, hIt gesattigt. 

Apparate. 1. Platindraht. 2. Golddraht, 6 cm lang, etwa 0,1 g 
schwer, auf 0,01 mg genau abgewogen. 

Ausfiihrung. Das Quecksilber wird, wie S. 647 angegeben, 
isoliert. 

Es empfiehlt sich, das offene Rohrende zu einer Kapillare aus
zuziehen, um die Luftstromungen im Rohre zu verringern, die 
sonst Quecksilber aus dem Rohre hinausfiihren willden. Beim 
Absprengen des Rohres ist zu vermeiden, daB Kupferoxydsplitter
chen in den Quecksilberteil gelangen! 

Man lost das Quecksilber in 2-3 ccm Chlorwasser, leitet durch 
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die Losung in der Kalte Kohlendioxyd, bis der Chlorgeruch ver
schwunden ist, lost in ihr 0,1 g feingepulvertes Ammonium
oxalat auf, versetzt die Losung mit 1 ccm kalt gesattigter Oxal
saurelosung und fiillt auf 8 ccm auf. Die klare Fliissigkeit wird 
ineinem Wageglaschen (4 cmhoch, 2 cm weit) bei 4 Volt Klemmen
spannung etwa 24 Stunden lang bei Zimmertemperatur elektroly
siert; Anode: Platindraht; Kathode: 6 cm langer, etwa 0,1 g 
schwerer Golddraht, auf 0,01 mg genau gewogen; GefaB durch ein 
Scheibchen Filtrierpapier gegen Staub geschiitzt. Anfangs sollen 
bei schwacher Gasentwicklung ungefiihr 0,03 Ampere durch den 
Elektrolyten hindurchgehen. Zum SchluB hart die Gasentwick
lung fast auf, und die Stromstarke sinkt unter 0,005 Ampere. 

Die quecksilberiiberzogene Kathode wird aus der Losung 
herausgenommen, durch mehrmaliges, vorsichtiges Eintauchen in 
Wasser abgespiilt, in einem kleinen Exsikkator (Wageglaschen 
von 20 ccm Inhalt am Boden Phosphorpentoxyd) getrocknet und 
gewogen. Die Gewichtszunahme entspricht der Quecksilbermenge. 

Man befreit den Golddraht von Quecksilber, indem man ihn 
in einem offenen Glasrohrchen bis zum Erweichen des Glases 
erhitzt oder ungeschiitzt einige Male durch eine Bunsenflamme 
zieht, so daB er eben auf Rotglut kommt. (Vorsicht! Schmelz
punkt des Goldes: 1060°). Wiegt der Draht jetzt genau so viel 
wie vorher, so beweist dies, daB keine anderen Schwermetalle 
in der untersuchten Losung vorhanden waren und daB sich 
reines Quecksilber abgeschieden hatte. Bei geringen Quecksilber
mengen bleibt die elektrolytisch gefundene Menge nicht unerheb
lich hinter der vorhandenen zuriick. (Die Autoren fanden bei zwei 
Analysen von 740 ccm und llOO ccm Harn, enthaltend je 0,1 mg 
Quecksilber, 0,063 mg und 0,071 mg Quecksilber.) 

Kolorimetrische Bestimmung des Quecksilbers. 

Die Methode dient zur Bestimmung von Quecksilbermengen 
zwischen 1-0,04 y. 

Prinzi p. Die Methode beruht auf Isolierung des Quecksilbers 
(s. S. 647), Farbung der zu bestimmenden neutralen Quecksilber
salz16sung durch Diphenylkarbazid und kolorimetrischem Ver
gleich der Fiirbung gegen eine gleichbeiiandelte HgCI2-Standard-
16sung. 

R eag en tien. 1. Chlorwasser. 2. NatriumazetatlOsung, kalt gesattigt. 
3. Gesattigte, alkoholische Losung von Diphenyl-carbazon. Dasselbe wird 
durch Kochen des kauflichen farblosen Diphenyl-carbazons mit alkoho
lischer Kalilauge, Fallen mit Schwefelsaure und Umkristallisieren aus Benzol 
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in Form bestandiger roter Kristalle dargestellt. 4. Quecksilberchlorid
Standard16sung: 0,1353 g HgC12 ad 1000 ccm aqua dest. entsprechend 
0,1 mg Hg in 1 ccm. Von dieser Losung verdiinnt man 10 ccm ad 200. 
Diese Lasung enthalt 0,01 mg Hg in 2 ccm. Aus ihr werden Verdiinnungen 
bis zu 0,0005 mg Hg in 2 ccm hergestellt. 

Apparate: Mikrokolorimeter (Schmidt und Haensch, Berlin). 

Ausfuhrung. Das Queeksilber wird, wie S. 647 angegeben, 
isoliert (beaehte aueh die Angaben der vorangehenden Methode). 

Das im abgesprengten Rohr befindIiehe Queeksilber wird in 
0,25 eem Chlorwasser gelOst, wozu 10 Min. hinreichen, die Lasung 
aus der Verengung herausgeblasen und mit einigen Trop£en 
Wasser naehgespult. Das ubersehussige Chlor wird dureh Durch
leiten von Lu£t (nicht von Kohlendioxyd, welches die Farbreak
tion verringert) vertrieben. Man leitet sie mit Hilfe einer Kapillare 
2-3 Stunden in die Flussigkeit, wobei man die Blasenbildung 
durch Einstellen eines Glasstabchens vermindert. Um die Lasung 
sicher neutral zu erhalten, versetzt man sie - wenn die Menge 
des Quecksilbers 0,5 y ubersteigt - mit einigen eem der kalt ge
sattigten NatriumazetatlOsung. Bei kleineren Quecksilbermengen 
beschleunigt dieses wie aueh andere Salze das Verschwinden der 
Farbe. Man setzt dann 1 Tropfen kalt gesattigte Harnstofflasung 
hinzu und bringt die Lasung im Tauchge£aB des Mikrokolori
meters auf 0,5 bzw. 1 ccm. 

Nach Zugabe eines Tropfens KarbazonlOsung vergleicht man 
kolorimetrisch gegen eine der Standardlasungen (s. 4.), zu denen 
man gleichzeitig Harnstoff- und Karbazonlasung zugesetzt hat, 
und wahlt deren Verdunnung derart, daB maglichst Farbengleich
heit herrscht. Zur Kolorimetrie wird ein Mikrokolorimeter (s. S. 339) 
benutzt. Bei Niehtvorhandensein eines Mikrokolorimeters kann 
man sich evtl. folgender Hilfsapparatur bedienen. Die Lasungen 
werden unter Benutzung einer Serie versehiedener Standard
lasungen in kleine, gleiehartige Reagenzglaser (0,8 em weit, 5 em 
lang) gegeben, je zwei zu vergleiehende Glaser dicht nebenein
ander in Bohrungen eines Holzklotzes gesteekt und unter Durch
sicht gegen eine wei13e Papierunterlage vergIiehen. Die Kolori
metrie soIl im Dunkelzimmer bei gelbem Licht (Gelblichtglocke fUr 
photographische Zweeke) ausgefUhrt werden. 

Nachweis des Quecksilbers in der Luft. 

Einige 100 Liter Luft werden unter Vermeidung von Gummischlauchen 
durch zwei diinnwandige, geraumige U-Rohre (25 cm lang; erster Schenkel 
20 mm, zweiter 10 mm weit) gesaugt, die sich in fliissiger Luft befinden. 
Bei der niedrigen Temperatur schlagt sich der Quecksilberdampf quanti
tativ neben Wasser und Kohlendioxyd in den U-Rohren nieder, wenn die 
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Stromungsgeschwindigkeit der Luft (an einer hinter den V-Rohren befind
lichen Gasuhr gemessen) 1 Liter pro Minute nicht iiberschreitet. Die Haupt
menge Quecksilber usw. befindet sich im ersten V-Rohr. Zur Priifung 
wird ein drittes gekiihltes V-Rohr eingeschaltet. 

Das kondensierte Quecksilber wird im Chlorwasser geliist und quali
tativ oder quantitativ (s. 0.) bestimmt. 

Bestimmung des Goldes. 
1m menschlichen Tagesharn solI nach Berg 1 bis zu O,lmg 

Gold vorhanden sein. Fazes sollen an Gold noch reicher sein. 
Pro Kilogramm menschlichen Blutes werden Mengen bis zu 
0,3 mg angegeben. 

Quantitative Bestimmung. 

Bestimmung kleiner Goldmengen nach Brahn und 
Weiler2. 

Prinzip. Nach Veraschung des Harnes bzw. der zu unter
suchenden, organischen Substanz mit Salpeterschwefelsaurewird das 
ungelOst bleibende Gold abfiltriert und nach Zusammenschmelzen 
in Borax als Goldkiigelchen auf der Mikrowage gewogen. Bei der 
Bestimmung kleinster Goldmengen wird das in der Veraschungs
lOsung noch gelOst bleibende Gold durch Reduktion eines 
zugefiigten Quecksilbersalzes mit dem entstehenden Quecksilber
niederschlag als Amalgam isoliert und nach Losen des Queck
silbers wie oben gewogen. 1st Wagung nicht mehr moglich, so 
wird die GroBe der Goldkugel unter dem Mikroskop mit einem 
Fadenmikrometer bestimmt und das Gewicht berechnet. 

Reagen tien. 1. Salpetersaure, rote, rauchende, 40 % ig. und 50 % ig. 
2. Schwefelsaure, konz. 3. Borax entwassert. 4. Konigswasser. 5. Merkuro-
nitrat. 6. Ammoniak. 7. Hydrazinsuifatliisung, konz. . 

Apparate. 1. Mikrowage. 2. Mikroskop mit Fadenmikrometer. 
3. Objektivmikrometer. 

Ausfiihrung. Die gewogenen Organe werden grob zerkIeinert 
und bei sehr groBen Mengen, wie z. B. Fleisch, durch die Fleisch
maschine gedreht; je nach der zu erwartenden Goldmenge wird ein 
aliquoter Teil entnommen und in weithalsige Extraktionskolben 
aus J enaer Glas von 2-3 Liter 1nhalt gebracht. Es wird so viel rote, 
rauchende Salpetersaure zugegeben, daB die Organe vollig bedeckt 
sind und schwach erwarmt. Nach einiger Zeit setzt eine sehr lebhafte 
Reaktion ein, und unter Entwicklung groBer Mengen Stickoxyde 

1 Biochem. Z. 198, 424 (1928). 2 Biochem. Z. 197, 343 (1928). 
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tritt in kurzer Zeit vollige Verfliissigung der Substanz ein. J etzt 
wird vorsichtig konzentrierte Schwefelsaure zugesetzt und langsam 
erhitzt, bis die roten Dampfe vollig verschwunden sind und die 
Verkohlung beginnt. Zu der Kohle gibt man so viel konzentrierte 
Schwefelsaure, daB sie vollig damit bedeckt ist. Unter starkem 
Erhitzen auf dem Baboblech laBt man tropfenweise aus einem 
Tropftrichter rauchende Salpetersaure zuflieBen, bis die Fliissigkeit 
vollig klar ist. Fast alles vorhandene Gold hat sich dann am Boden 
abgesetzt. Nach dem Erkalten wird mit Wasser verdiinnt, wobei 
haufig durch gebildete Nitrosylschwefelsaure Stickoxyde ent
weichen, die durch Aufkochen vollig entfernt werden. Auch bilden 
sich hierbei kolloidale Goldlosungen, aus denen sich das Gold 
erst nach mehrstiindigem Stehen abscheidet. Die in der Schwefel
saure ge16st bleibenden Goldmengen betragen Bruchteile eines 
1/10 mg und kommen daher nur in Betracht, wenn die Gesamt
menge eine sehr kleine ist. Das ausgeschiedene Gold wird auf 
ein quantitatives Filter gebracht und dieses in einem kleinen 
Porzellantiegel verascht. Dann wird zu dem Riickstande eine 
Messerspitze entwasserter Borax gegeben und iiber dem Sauer
stoffgeblase geschmolzen. Es bildet sich meist eine einzige Kugel, 
die mit verdiinnter Saure herausgelost und auf einer Mikro
wage gewogen wird. Zum schnelleren Heraus16sen der Goldkugel 
ist es zweckmaBig, den ganz heiBen Tiegel in kaltes Wasser zu 
werfen. Porzellan und Borax lassen sich dann meist ohne Schwierig
keit von der Goldkugel entfernen. 

Bei der Veraschung der Knochen wird die angegebene Methode 
etwas abgeandert. Die Knochen werden mit rauchender Salpeter
saure iibergossen und schwach erwarmt. Nach einiger Zeit tritt 
unter lebhaftester Reaktion, oft unter Feuererscheinung, vollige 
Verkohlung ein. Die Kohle wird hierauf mit Konigswasser mehr
fach ausgekocht, bis fast alles in Losung gegangen ist, die Fliissig
keit mit viel Wasser verdiinnt und filtriert. Das Filter wird gut 
ausgewaschen und zusammen mit dem Riickstand verascht, 
nach der beschriebenen Methode auf Gold untersucht und das 
gefundene Gold Zu der im Filtrat gefundenen Menge hinzugefiigt. 
1m Filtrat wird das Kalzium mit Schwefelsaure im UberschuB 
gefallt, der ausgeschiedene Gips abfiltriert und die Losung bis 
zur volligen Entfernung der Salz- und Salpetersaure erhitzt. In 
der zuriickbleibenden konz. Schwefelsaure scheidet sich das Gold 
ab und wird wie oben bestimmt. Sollten noch groBere Salzmengen 
auskristallisieren, so muB nochmals mit Konigswasser extrahiert 
und mit Schwefelsaure eingedampft werden. Bei Organmengen 
unter 10 g kann man .direkt nach Neumann veraschen, indem 
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man zur Substanz ein 'Gemiseh von konz. Sehwefelsaure und 
rauehender Salpetersaure gibt und erhitzt. Wenn die Flussigkeit 
naeh Vertreibung der Salpetersaure noeh nieht klar ist, gibt man 
noehmals einige Kubikzentimeter rauehender HN03 hinzu. Die 
Verasehungsdauer kleiner Mengen betragt etwa 1 Stunde, fur 
20-100 g etwa 2-3 Stunden. Mengen von mehreren 100 g be
natigen zur valligen Verasehung bis zu 8 Stunden. 

Finden sieh in der vallig klaren Verasehungsfliissigkeit keine 
oder nur sehr geringe Mengen abgesehiedenen Goldes, so mussen 
aueh die kleinen Anteile bestimmt werden, die in Lasung geblieben 
sind. Die Lasung wird in ein Beeherglas gespiilt, stark verdunnt 
und so viel einer Lasung von Merkurinitrat, wie 2 g Hg entsprieht, 
zugegeben. Das Merkurinitrat wird dureh Koehen einer Losung 
von Merkuronitrat mit konzentricrter Salpetersaure erhalten. 
Dann wird mit Ammoniak stark alkaliseh gemaeht und die Fliissig
keit mit heWer konz. Hydrazinsulfat16sung bis zur valligen Re
duktion des Queeksilbers versetzt. Diese ist beendet, wenn kein 
Aufbrausen auf Zusatz von Hydrazin erfolgt. Das ausgesehie
dene Queeksilber, das aueh die allergeringsten Mengen Gold ent
halt, wird abzentrifugiert und im Zentrifugenrahrehen mit etwa 
50%ig. Salpetersaure ubergossen. Man laBt die Saure so lange 
einwirken, bis noeh eine ganz kleine Quecksilberkugel vorhanden 
ist, verdiinnt mit Wasser und spult sie in ein kleines Porzellan
sehalehen uber. Hier wird sie mit ca. 40%ig. Salpetersaure auf
ge16st. Das hinterbliebene Gold wird mit Borax uber dem Ge
blase zu einer kleinen Kugel geschmolzen, deren Durchmesser, 
da die Mengen zur Wagung meist nieht ausreichen, mit einem 
Fadenmikrometer unter dem Mikroskop gemessen wird. Aus dem 
Durehmesser erreehnet sieh das Gewie~t der Kugel l . 

Zu diesem Zweek muB das Fadenmikrometer vor der 
Messung zusammen mit dem angewandten Objektiv gegen ein 
Objektmikrometer geeieht werden. Man stellt fest, wieviele Um
drehungen der Sehraube des Fadenmikrometers 1 mm auf dem 
Objektmikrometer entspreehen und bereehnet daraus, den wie
vielsten Teil eines mm eine Umdrehung am Fadenmikrometer 
entsprieht (Faktor F). 

Dann miBt man mittels des .Fadenmikrometers den Dureh
messer der Goldkugel. Aus der Zahl der Umdrehungen (U) und dem 
Faktor (F) ergibt sich der Kugeldurchmesser d = 2r. Aus dem 

Radius r erreehnet sieh der Kugelinhalt gemaB der Formel .} r3 n . 

Durch Multiplikation dieses Ausdrueks (r in em eingesetzt) mit 

1 Persiinliche, Mitteilung von Brahn und Weiler. 
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dem spez. Gew. des Goldes 8 = 19,25, ergibt sich das Gewicht 
der Goldkugel in g. 

Bei der Messung der Kugel ist darauf zu achten, daB durch 
das auftreffende Licht eine scheinbare VergroBerung des Kugel
durchmessers eintritt. Diese ist um so groBer, je groBer die Kugel 
ist; deswegen sind Goldmengen bis zu 1/10 mg moglichst gravi
metrisch zu bestimmen. Durch passende Wahl des Objektivs 
(nicht zu starke VergroBerung), verschiedene Beleuchtung und 
mehrfache Messung bei verschiedener EinstelIung laBt sich dieser 
Fehler eliminieren. 

Die Methode gestattet Bestimmungen bis zu 1/1000 mg Gold. 

Organische Substanzen 1. 

Bestimmung des Hexamethylentetramins (Urotropins). 
N", CH2 

I CH2 I 
CH2 )N -CH2-N = C6H12N4 . 

I/CH2 I 
N CH2 

Qualitativer Nachweis. 

1. Urotropinhaltiger Harn gibt auf Zusatz von Bromwasser 
einen orangegelben Niederschlag aus Di- und Tetrabromurotropin. 

2. Der Harn wird unter Zusatz von Schwefelsaure destilliert, 
wobei sich Hexamethylentetramin in Formaldehyd und Ammoniak 
spaltet. 

(CH2)6N4 + 2H2S04 + 6H20 = 2 (NH4)2S04 + 6HCOH. 

Das Destillat wird wie folgt auf Formaldehyd gepruft. Diese 
Probe falIt auch nach Eingabe von Verbindungen des Hexa
methylentetramins positiv aus. 

a) Einige ccm des Destillates werden mit ca. 0,05 g Resorzin 
und einem gleichen Volumen 50 %ig. Natronlauge versetzt und 
aufgekoeht. Die anfangs auftretende gelbe Farbe sehlagt in 
Rot um. 

b) Prufung naeh Fenton und Sisson. Einige cem der zu 
prufenden Flussigkeit werden in einem weiten Reagenzglas mit 

1 Vgl. Neuberg: Der Harn 1. I. c. S. 394 dieses Praktikums. Spaeth: 
I. c. S.355 dieses Praktikums und Gadamer: I. c. S.616 dieses Prakti
kums. 
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2 ccm roher Milch und 6 cem 25 % ig. Salzsaure, der pro 100eem 
2-3 Tropfen 10% ig. Eisenehloridlosung zugesetzt sind, versetzt. 
Die Mischung wird nunmehr zum Sieden erhitzt und eine halbe 
bis eine Minute im Koehen erhalten. Bei Anwesenheit aueh von 
nur Spuren Formaldehyds nimmt. die Fliissigkeit oder die an 
ihrer Oberflaehe sieh abseheidende EiweiBfloekung eine violette 
Farbung an. 

Quantitative Bestimmung. 

Titrimetrisehe Bestimmung des Urotropins naeh 
Sehroterl. 

Prinzip. Hexamethylentetramin wird als Queeksilberehlorid
verbindung in essigsaurer Losung gefiiJlt, diese in konz. NaCl
Losung gelOst und hierdurch von den gleichen Verbindungen 
des Kreatinins und der Harnsaure getrennt. Die endgiiltige Be
stimmung beruht auf der N-Bestimmung im Niedersehlag naeh 
Kjeldahl. 

Reagentien. 1. Alle Reagentien zur N-Bestimmung nach Kjeldahl 
(0,1 n Losungen). 2. Kalilauge 20 % ig. 3. KochsalzlOsung, gesattigt. 
4. Essigsaure 25 % ig. 5. SublimatlOsung, bei 30 0 gesattigt. 

A usfiihrung. Zu 100 cern Harn werden 10 cern 25 %ig. Essig
saure und 80-120 cern bei 30° gesattigter SublimatlOsung ge
setzt. Ein reiehlieher -UberschuB soIl ·vorhanden sein. Man fil
triert den Niedersehlag naeh 6-12 Stunden ab, waseht ihn mit 
sublimathaltigem Wasser aus, digeriert 15 Min. mit 10-15 cern 
gesattigter Koehsalzlosung auf dem Wasserbade, sehiittelt dureh, 
filtriert naeh Erkalten, fallt im Filtrat mit 20%ig. Kalilauge das 
Quecksilber als Oxyd, filtriert ab und bestimmt im Filtrat den 
Stiekstoff naeh Kj eldahl. 

Bereehnung. Die eem-Zahl der verbrauehten 0,1 n Saure, 
multipliziert mit 0,0035, gibt die Menge des vorhandenen Hexa
methylentetramins. 

Kolorimetrisehe Bestimmung von freiem Formaldehyd 
und Hexamethylentetramin naeh Collins und Hanzlik 2 -

Shohl und Deming 3• 

Prinzip. Freier, im Harn vorhandener Formaldehyd gibt 
bei Zusatz einer alkalisehen PhlorogluzinlOsung eine rote Farb
reaktion. 

1 Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 64, 161 (1911). 
2 J. of bioI. Chem. 25, 231 (1916). 3 J. of Urology. 4, 419 (1920). 
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Die Farbtiefe wird gegen eine Standard16sung aus Kongorot 
und Methylorange kolorimetrisch gemessen. Da die Farbtiefe 
einer Kongorot16sung yom Praparat abhangig ist, wird diese 
gegen eine Kaliumbichromat-Schwefelsaurelosung standarisiert. 

Der Nachweis des Hexamethylentetramins beruht auf der 
Bestimmung des gesamten, bei der Harndestillation frei wer
denden Formaldehyds abziiglich des praformiert vorhandenen. 

Reagen tien. 1. Phlorogluzinreagens: 1 %ig. Losung von Phloro
gluzin (Merck) in 10 % ig. NatriumhydroxydlOsung. 2. Herstellung der 
StandardlOsung. a) KongorotlOsung. Da die verschiedenen Kongorot
praparate nicht gleiche Mengen Farbstoff enthalten, sind sie wie folgt zu 
eichen. 1,7616 g K 2Cr20 7 puriss. werden mit 11,5537 g (ca. 7 ccm) konzen
trierter Schwefelsaure gemischt und in ein 50 ccm-KolorimetergefaB (evtl. 
Hehnerscher Zylinder) eingefilllt. Es wird nun aus einer gewogenen Prapa
ratmenge eine KongorotlOsung bereitet, die unter gleichen Bedingungen 
(Volumen und Schichthahe) gleich stark gefarbt ist. Diese Losung enthalt 
0,000625 g "reines Kongorot" = 2,5 ccm einer 0,025 % ig. Lasung und ent
spricht einer FormaldehydlOsung von 1: 100000. Man berechnet, wieviel 
Gewichtsteile des angewandten Kongorotpraparates an Gewichtsteilen 
"reinem Kongorot" entsprechen und stellt hiernach eine PraparatlOsung 
her, die einer 0,025 %ig. "reinen KongorotlOsung" entspricht. b) Methyl
orangelOsung. 0,01 %ig_ Vor der Messung stellt man sich Mischungen 
der beiden Farblosungen gemaB folgender Tabelle (Spalte 3 und 4) her und 
verdiinnt sie je ad 50 ccm. Die Farbennuancen entsprechen dann den in den 
ersten beiden Spalten angegebenen Formaldehyd-Konzentrationen in der 
untersuchten Losung nach Anstellung der weiter unten angegebenen Farb
reaktion und Auffiillen auf 50 ccm. 

Konzentration Prozentuale Kongorot Methylorange Konzentration von 0,025%ig 0,01 %ig 
Formaldehyd von 

Formaldehyd ccm ccm 

1 : 20000 0,005 20,0 0 
1 : 30000 0,0033 11,0 0 
1 : 40000 0,0025 9,0 0 
1 : 50000 0,002 8,0 0 
1 : 60000 0,0016 5,0 0 
1 : 80000 0,00125 4,0 0 
1 : 100000 0,0010 2,5 0 
1 : 200000 0,0005 0,85 0,40 
1 : 250000 0,0004 0,65 0,35 
1 : 500000 0,0002 0,25 0,18 
1 : 750000 0,00014 0,20 0,15 
1: 1000000 0,00010 0,13 0,10 

Ausfiihrung_ a) Bestimmung des freienFormaldehyds. 
10-20 ccm Harn werden im Hehnerschen Zylinder bzw. einem 
geeiehten ZylindergefaBe oder ReagenzgIas nahezu ad 50 cem ver
diinnt. Dann stellt man sieh eine Reihe der Vergleiehslosungen 
her und verdiinnt diese ebenfalls auf nahezu 50 eem. Zu der zu 

Rona-Kleinmann, Blut u. Harn. 42 
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untersuchenden Losung sowie zu den Vergleichslosungen gibt man 
je 1 ccm des Reagenses, fiiIlt ad 50 ccm auf und vergleicht kolori
metrisch nach 3 Min., indem man die unbekannte Losung zwischen 
die Standard16sungen einzuordnen sucht. 

Der Niederschlag von Phosphat, der durch die Alkalisierung 
des Harnes entsteht, bildet sich so langsam, daB er nicht stort. 

ZweckmaBig ist es, zur Ausscheidung der Harnfarbe die Losun
gen in Reagenzglasern nach dem Walpole-Prinzip zu kolori
metrieren, indem man (siehe kolorimetrische H-lonenbestimmung 
S. 319 und 323) hinter die Harnlosung ein Glas mit reinem Wasser, 
hinter die Vergleichs16sung ein Glas mit Harn (ohne Reagens) 
einschaltet. Die Formaldehydkonzentration ergibt sich unmittel
bar aus der Tabelle. 

b) Bestimmung des Hexamethylentetramins. Eine 
gemessene Menge des Harnes wird ohne irgendwelche Zusatze 
destilliert (siehe Destillation des Azetaldehyds S. 470). 1m Destillat 
wird das Formaldehyd entsprechend der oben dargestellten Methode 
bestimmt. 

Bestimmt man in einer zweiten Harnprobe das freie Form
aldehyd, so ergibt die erste Bestimmung, abziiglich der zweiten, 
das unveranderte Hexamethylentetramin, ausgedriickt in Form
aldehyd. 

Berechnung. Ein Gewichtsteil Formaldehyd entspricht 
0,778 Gewichtsteilen Hexamethylentetramin. 

Nachweis des Veronals (DHithylbarbitursaure) und anderer 
Barbitursaurederivate. 

02H5"", /OONH\c 
/0\ / 0 = OSH120aN2 -

02H5 OONH 

Veronal wird zum groBten Teil unverandert im Harn aus
geschieden. Die Ausscheidung beginnt sehr rasch und ist nach 
3-4 Tagen beendet. 

Vorprobe auf Barbitursaurederivate nach Handorfl. 

100 ccm Harn werden mit Essigsaure angesauert und mit 
Ather, besser aber mit warmem Athylazetat kraftig ausgeschiittelt. 
Nach Absetzen wird der Harn bis zur Emulsion abgelassen und 
diese nach Zusatz von etwas absolutem Alkohol unter vorsich-

1 Z. exper. Med. 28, 56 (1922). 
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tigem Umschwenken beseitigt. Man laBt das Extraktionsmittel 
verdunsten, gibt 30 eem offizinellen Wasserstoffsuperoxyds und 
eine Spatelspitze NH4Cl hinzu und dampft in einer Sehale zu
naehst auf dem Drahtnetz, zum SehluB in einiger Entfernung 
tiber demselben ein. Bei Anwesenheit von Barbitursaurederivaten 
zeigt der Riickstand intensiv gelb-rote Verfarbung und gibt die 
Murexidreaktion (s. S. 531). 

Zur PrUfung auf einzelne Korper der Veronalgruppe teilt man 
den aus dem Harn gewonnenen Extrakt in drei Teile und ver
arbeitet sie wie angegeben unter Zusatz von je NH4Cl, NaCl und 
BaCI2• 

1. V eronal: Die Murexidreaktion tritt bei Gegenwart von 
NH,Cl wie von NaCI auf. 

2. Proponal: Die Reaktion ist die gleiche wie beim Veronal, 
bei 100 0 jedoeh langsamer und deutlieh erst bei hoheren Tem
peraturen. 

3. Medinal: Die Reaktion ist mit NH4Cl positiv, mit NaCl 
negativ. 

4. Luminal: Die Reaktion ist mit BaCl2 negativ. Das sie
dende, NH4Cl enthaltende Reaktionsgemiseh ist von Anfang an 
rotlich gefarbt. Der Riiekstand zeigt Murexidreaktion. 

1st die Probe nach Handorf negativ, so braueht ein Iso
lierungsverfahren nieht versueht zu werden. 

Isolierung des Veronals. 

a) Naeh Molle und Kleist!. Der zu untersuehende Harn 
(zweekmaBig eine Menge von ea. 200 cern) wird mit Bleiazetat ver
setzt (basisehes vgl. Handorf), bis keine Fallung mehr erfolgt, das 
Filtrat mit Sehwefelwasserstoff entbleit, der Sehwefelwasserstoff 
dureh Luftdurehleiten verdrangt und das Filtrat auf 60-80 eem 
eingeengt. Anstatt mit H2S kann man naeh Handorf leichter 
dureh Zusatz von festem Na2S04 entbleien. Der Harn wird mit 
Tierkohle, die zuvor mehrmals mit Wasser ausgekoeht worden 
ist, entfarbt, £iltriert, das Filtrat auf 100 cern gebraeht, mit 
Koehsalz gesattigt und mit Ather mehrmals ausgesehiittelt. Die 
verschiedenenAtherausziige werden vereinigt und auf dem Wasser
bade abgedunstet, wobei das Veronal zuriiekbleibt. Das so er
haltene Rohveronal kann gereinigt werden, indem man es in heiBem 
Wasser lOst, die Losung mit ausgekoehter Tierkohle entfarbt, 
filtriert und die farblose Losung eindampft. 

1 Arch. Pharmazie 242, H. 6, 401 (1904). 
42* 
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Man kann das Rohveronal auch nach van Itallie und Steen
hauer1 reinigen, indem man es in 10 ccm siedendem Wasser lost, 
mit 5 ccm Schwefelsaure und noch heiB mit so viel 0,1 n Kalium
permanganat versetzt, bis die Fliissigkeit iiber dem Niederschlage 
farblos geworden ist. 

Nach Losen des Manganniederschlages mit H 20 2 wird zweimal 
mit Essigester ausgeschiittelt, nach dessen Abtrennung und Ab
dampfen das Veronal sehr rein zuriickbleibt. 

b) Nach van Itallie und Steenhauerl_Kiihn2. 100 ccm 
Harn werden mit Schwefelsaure angesauert und hierauf mit einer 
gesattigten Permanganatlosung so lange versetzt, bis sich der 
entstehende Manganniederschlag nicht mehr auflost (ca. 0,5-1 g 
KMn04). Man laBt den Kolben bei Zimmertemperatur unter zeit
weiligem Umschwenken 5-10 Min. lang stehen, entfernt den 
Niederschlag durch vorsichtigen Zusatz von H 20 2 und engt den 
Harn unter vermindertem Druck auf ca. 20-30 ccm ein. Dann 
schiittelt man ihn dreimal je 74 Std. mit 25-30 ccm Ather auf der 
Schiittelmaschine aus und destilliert aus den vereinigten Ather
lOsungen den Ather abo Der Riickstand wird mit wenig heiBem 
Wasser gelOst, unter Zusatz von Tierkohle gekocht und diese nach 
Abfiltration durch erneutes Auskochen von adsorbiertem Veronal 
befreit. Das nach Eindampfen der Filtrate erhaltene Rohveronal 
wird sublimiert und das Sublimat nach Trocknen im Vakuum
exsikkatorzur Schmelzpunktbestimmung verwandt. Die mit dieser 
Methode erhaltene Ausbeute betragt 85 -95 % . Die Schmelz
punkte erreichen 188 -191 O. 

Iden tifizierung des Veronals. a) Schmelzpunktbestim
mung (187-188 0, rein 191 0). Der Schmelzpunkt muB der gleiche 
bleiben, wenn das gewonnene Produkt mit Veronal zusammen
geschmolzen wird. 

b) Das Praparat ist sublimierbar, in Alkalien lOslich und 
kristallisiert aus diesen beim Ansauern aus. 

c) Nach Kochen mit 5-10 Tropfen konz. Schwefelsaure bis 
zur Braunfarbung und Wiederaufhellung der Fliissigkeit, Ver
diinnung, Alkalisieren und Zusatz von NeBlerreagens geben noch 
ca. 0,01 g Veronal Ammoniakreaktion: Braun-Gelb-Farbung. 

d) Mikroreaktionen: Nach Tunmann3 gibt die sublimierte 
Substanz unter dem Mikroskop, mit ChlorzinkjodlOsung versetzt, 
charakteristische, tafelformige und prismatische Kristalle von 
grauer bis schwarzroter Farbe. Hinsichtlich weiterer Mikroreak-

1 Pharmaceut. Weekbl. Jg. 58, Nr. 32, 1062 (1921). 
2 Dtsch. Z. gerichtl. Med. 13, 115 (1929). 
3 Apoth.-Z. Jg. 32. Nr. 45, 289 (1917). 
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tionen wird auf die Originalarbeit verwiesen. Das gleiche gilt von 
einer Reihe von Mikroreaktionen von angesauerten Veronal. 
losungen, die von van Itallieund van der Veen1 angegebensind. 

Nachweis von Barbitursaurederivaten durch 
Mikrosublimation nach Ehrismann und 

Joachimoglu2• 

Prinzi p. Die Methode beruht auf Isolierung der Barbitursaure· 
derivate aus dem Harn durch Atherextraktion und Identifizie· 
rung der Substanz durch die Methode der Mikrosublimation. 

Reagentien. 1. Weinsaure lO%ig. 2. Ather. 3. Chloroform. 
Apparate. Mikrosublimationsapparat nach Kempf bzw. nach 

Ehrismann und Joachimoglu (s. S. 345/46). 

A u sf ii h rung. 50-100 ccm Harn werden auf dem Wasserbade 
eingeengt, mit Weinsaure versetzt und mit ca. 30 ccm Ather 
ausgeschiittelt. Der Ather wird zunachst bei etwa 300 vorsichtig 
eingedampft, der Riickstand mit 1-2 ccm Chloroform aufge. 
nommen und die Fliissigkeit tropfenweise in eine der unten 
genannten Aussparungen des Sublimationstisches gebracht. 

Dieser tragt eine Asbestplatte, Dicke 0,1 mm, die zwei Aus· 
sparungen von der GroBe eines Objekttragers von 2,5-7,5 em auf· 
weist. In die zweite Aussparung der Asbestplatte bringt man 
eine Probe der reinen Substanz, auf die man den Harn priift. 
Man deckt beide Ausschnitte mit je einem Objekttrager zu und 
stellt den Apparat auf die gewiinschte Temperatur ein, indem 
man, so bald diese erreicht ist, auf den Kontakt einstellt. Man 
erhitzt dann langere Zeit auf die Sublimationstemperatur und ver· 

gleicht unter dem Mi. 
kroskop die erhaltenen 
Kristallformen mit dem 
von der reinen Substanz 
herstammenden Kon. 
trollversuch. 

Das Aussehen der 
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Abb.139. Veronal8 Std. Kristalle ist sehr abo Abb.140. Lumina112 Std. 
sublimiert bei 1200 • sublimiert bei 130'. 
VergroBerung 1: 50. hangig von Dauer und VergroBerung 1 : 50. 

Temperatur der Subli· 
mation. Die Kristallformen von Veronal (Abb. 139) und Lumi· 
nal (Abb. 140) unter den angegebenen Bedingungen gehen aus 
vorstehenden Abbildungen hervor. 
-_._-_._" 

1 Pharmaceut. Weekbl. Jg. 56, Nr. 32, 1112 (1919). 
2 Biochem. Z. 199, 272 (1928). 



662 Bestirnrnung korperfrernder Harnbestandteile. 

Nachweis von Salizylsaure und Salizylaten. 
CO OR COR 

= C7RsOs· 

Nach Einnahme von Salizylsaure, ihren Salzen oder Estern wie 
Salol, Salipyrin, Aspirin, Diplosal und anderen erscheint Salizyl
saure (schon nach 15-30 Min.) teilweise unverandert, teils mit Gly
kokoll gepaart als Salizylursaure (OH·CaH 4·CO·NH·CH2 ·COOH) 
im Harn. Der Harn kann dann reduzieren und dreht schwach links. 

Salizylsaure und Salizylursaure werden aus dem mit etwas 
Schwefelsaure angesauerten Harn mit einer Mischung aus 2 Teilen 
Chloroform und 3 Teilen leicht siedendem Petrolather ausge
schiittelt. 

Die durch ein trocknes Filter abgegossene .!therchloroform
mischung wird mit mehreren ccm Wasser und einem Tropfen 
sehr verdiinnter Eisenchloridlosung versetzt. 

Bei positivem Ausfall der Reaktion farbt sich die waBrige 
Schicht violett. Durch Vergleich mit einer Losung von be
kanntem Salizylsauregehalt kann die Salizylsauremenge annahernd 
bestimmt werden. 

Zur Trennung der SaIizylursaure von der SaIizylsaure kristaIli
siert man nach Bon dil das nach Verdampfen der Extraktionsmittel 
zuriickbleibende Sauregemisch aus einer Mischung von 3 ccm Alkohol 
und 30ccm Benzol pro 1 g Substanz urn. SaIizylursaure kristallisiert 
in diinnen Nadeln aus (Schmelzpunkt 160 0), SaIizylsaure bleibt 
voIlig in Lasung (Schmelzpunkt der SaIizylsaure 155-156 0). 

Nachweis von Anilinderivaten. 
Unter den Anilinderivaten, die als Medikamente verwandt 

werden, kann man unterscheiden: 
l. Direkte Anilinderivate (Anilide), deren wichtigster Vertreter 

das "Antifebrin" ist. 
2. Die Phenetidinderivate, deren bekanntester Vertreter das 

"Phenazetin" ist. 
Fast alle Anilinderivate werden nicht als solche, sondern in 

Form von p-Aminophenol und dessen Derivaten, mit Schwefel
saure und Glukuronsaure gepaart, ausgeschieden. 

Der Harn ist nach Einnahme von Anilinderivaten infolge 
seines Gehaltes an Glukuronsaure linksdrehend und reduziert 

1 Z. physiol. Chern. 52, 170 (1907). 
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Fehlingsche Losung. Das durch Kochen mit Salzsaure aus den 
gepaarten Verbindungen abgespaltene p-Aminophenol gibt die 
Indophenolreaktion (s. w. unten). Zum Teil geben die Ausschei
dungsprodukte auch Azofarbstoffreaktionen. 

An tife brin (Az etanilid). 

NHCOCHs o = CSH90N . 

Der Ham enthalt nach Einnahme von Antifebrin Azetyl-p
Aminophenol und p-Aminophenol als Schwefelsaure- und Glu
kuronsaureverbindung. Bei Hunden tritt abweichend hauptsach
lich o-Oxykarbanil im Ham auf. 

<
NHCOCHs <NHCOOH 

C6H4 ~ C6H4 ~ 
OH OH 

Azetanilid Oxyphenylkarbaminsaure o-Oxykarbanil 

Qualitativer Nachweis des p-Aminophenols. 

1. Indophenolreaktion. 10-20 ccm Ham werden zur 
Spaltung gepaarter Verbindungen mit 2 ccm konz. Salzsaure 
aufgekocht, nach dem Erkalten mit einigen ccm 5%ig. waBriger 
KarbolsaurelOsung und tropfenweise mit filtrierter ca. 1 %ig. 
ChlorkalklOsung versetzt. Bei positiver Reaktion wird nach kraf
tigem Umschiitteln die Fliissigkeit rot-violett und nach Uber
sattigung mit Ammoniak bisweilen erst nach einigen Minuten 
blau. Geringe Mengen p-Aminophenol geben nur Griinfarbung. 
Bei stark gefarbtem Ham schiittelt man diesen nach dem Auf
kochen mit Salzsaure und nach dem Erkalten mit Ather aus, 
verdunstet, nimmt mit etwas Wasser auf und behandelt die 
waBrige Losung des Atherriickstandes wie angegeben. 

Die Reaktion wird durch folgendes Schema wiedergegeben: 

+OHI CH = 0 
HIOC6H:~NIH + 0 + HIC6H40H = 2H20 + N< 6 4 
- . - Phenol C6H40H 
p-Ammophenol Indophenol 

2. Oxyazofarbstoffbildung. Der Ham wird mit einigen 
ccm Salzsaure gekocht, eisgekiihlt, mit 2-3 Tropfen Natrium
nitritlosung (1 %ig) und dann mit einigen ccm alkoholischer 
a-Naphthollosung versetzt und ammoniakalisch gemacht: Rote 
Farbung. 
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Phenazetin (p-Azetphenetidin). 

NHCOCHa o = CloHlaOzN . 

OCzHs 

Phenazetin wird im Harn zum kleineren Teil als Phenetidin, 
zum groBeren als gepaarte Azetyl-p-Aminophenolverbindung aus
geschieden. 

1. Indophenolreaktion (siehe Antifebrin S. 663). 
2. Azofarbstoffbildung. 
Man versetzt den Ham mit 2 Tropfen Salzsaure oder kocht 

ihn, falls die Reaktion hierbei noch nicht gelingt, zur Spaltung 
der gepaarten Saureverbindungen mit Y4 Volumen konz. Salzsaure, 
kuhlt in Eis, setzt 2-3 Tropfen I %ig. Natriumnitritlosung, 
einige ccm alkalischer, waBriger ,B-Naphthollosung hinzu und 
macht mit N atronlauge alkalisch: Rotfarbung, die bei Salzsiiure
zusatz violett wird. 

3. Nach Einnahme groBerer Mengen Phenazetin ist der Ham 
intensiv gelb gefarbt und gibt mit Eisenchlorid eine Rotfiirbung, 
die nach stiirkerem Eisenchloridzusatz in schwarzgrun ubergeht. 

Nachweis von Pyrazolonderivaten. 

An ti pyrin (Pheny ldimethy I pyraz olon). 

C6 HSN 

OCQNCHa 
= CllH 120N2 • 

HO=CCHa 

Antipyrin geht zum groBten Teil unverandert in den Ham 
uber. Nach Eingabe groBerer Mengen tritt eine Vermehrung 
der Atherschwefelsauren ein. Der Ham dreht nicht und reduziert 
nicht, auch nicht nach Kochen mit Sauren. Der Ham zeigt gelbe 
bis dunkelrote Farbung und Dichroismus, d. h. er ist im durch
fallenden Licht rot, im reflektierten grunlich gefarbt. 

1. Nachweis des Antipyrins im Harn. Einige ccm Ham 
werden mit Ammoniak alkalisch gemacht und mit Chloroform 
ausgeschuttelt. Das Chloroform wird abgetrennt; man laBt es 
verdunsten. Der Verdunstungsriickstand wird in Wasser gelOst und : 

a) mit einigen Tropfen Eisenchlorid16sung versetzt: dunkel
rote Farbung, die beim Erwiirmen nicht verschwindet (Unter
schied gegen Azetessigsa ure). Em pfindlichkeit der Pro be I : 100000 ; 
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b) nach Ansauern mit Essigsaure mit Natriumnitrit versetzt: 
Griinfarbung von Nitrosoantipyrin CllHll(NO)ON2 -

2. Isolierung des Antipyrins. DeraufeinkleinesVolumen 
eingeengte Harn wird mit Schwefelsaure angesauert, mit Kalium
wismutjodidlOsung versetzt (wodurch Purinbasen und Antipyrin 
gefallt werden), der Niederschlag durch Anreiben mit Silberkar
bonat zerlegt, filtriert, das Filtrat durch Schwefelwasserstoff von 
Silber befreit und bei alkalischer Reaktion mit Chloroform aus
geschiittelt. Der nach dem Abdunsten des Chloroforms verblei
bende Riickstand wird durch Umkristallisieren mit Wasser und 
Benzol gereinigt. Schmelzpunkt der Kristalle 113°. Eine waB
rige Losung der Antipyrinkristalle zeigt die Reaktionen nach 
1. a) und b). 

Pyramidon (Dimethylaminoantipyrin). 

NCaH5 

OC/"'NCH I_I 3 = C13H170N3-
(CH3)2NC-CCH3 

Pyramidon wird als solches nicht ausgeschieden. Der Harn 
enthalt eine gepaarte Glukuronsaure, Rubazonsaure und Anti
pyry lharnstoff. 

Durch Anwesenheit der Rubazonsaure zeigt der Harn meist 
eine hellpurpurrote Farbe. Mitunter setzt auch der Harn nach 
einiger Zeit ein aus roten Nadelchen bestehendes Sediment abo 

Der Farbstoff ist nach Ansauern ausschiittelbar durch Essig
ester, der sich rubinrot farbt. Nach dem Verdunsten des Essig
esters hinterbleiben rote Nadelchen, die sich leicht in Ammoniak 
und Alkalien purpurrot lOsen. 

Pyramidonharn gibt: a) mit dem gleichen Volumen 2%ig. 
EisenchloridlOsung versetzt eine dunkelbraune bis amethystart.ige 
Farbe (Antipyrylharnstoff); 

b) beim Uberschichten mit einer auf das zehnfache mit Wasser 
verdiinnten lO%ig. alkoholischen JodlOsung einen violetten, 
allmahlich rotbraun werdenden Ring. 

Nachweis des Saccharins (o-Sulfobenzoesaureimid). 
co 

CSH4< )NH. 
802 

1. Der mit Phosphorsaure angesauerte Harn wird mit Ather 
ausgeschiittelt, der Atherriickstand (von siiBem Geschmack) im 
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Silbertiegel mit konz. Natronlauge eingedampft und 72 Stunde 
im Olbad auf 250 0 erhitzt. 

Man nimmt mit Wasser auf, sauert an und schiittelt mit einer 
Mischung von 2 Teilen Chloroform und 3 Teilen Petrolather aus. 
Die durch die Reaktion gebildete Salizylsaure geht in den Aus
zug und ist, wie unter Salizylsaure (S. 662) angegeben, nachzu
weisen. 

2. Zum Nachweis von Saccharin durch Nachweis des in ihm 
enthaltenen Schwefels dampft man etwa 500 ccm Harn mit etwas 
gereinigtem Sand ein, extrahiert den Riickstand mit Ather
Petrolather (gleiche Teile), filtriert, destilliert den Ather ab und 
schmilzt den Riickstand mit Soda-Salpeter. In der salzsauren 
heiBen Losung der Schmelze wird die aus dem Schwefel des 
Saccharins erhaltene Schwefelsaure durch Zusatz von Barium
chloridlOsung nachgewiesen 1, 

Nachweis von Anthrachinonderivaten. 
Eine Anzahl haufig gebrauchter Abfiihrmittel (Rhabarber, 

Cascara-Sagrada, Sennesblatter und Aloe) enthalten Dioxymethyl
anthrachinon und Trioxymethylanthrachinon, teils frei, teils in 
gebundener Form (Anthraglukoside). 

Diese Substanzen werden im Harn teils'frei, teils als gepaarte 
K6rper ausgeschieden. Der nach Gebrauch dieser Abfiihrmittel 
entleerte Harn hat haufig eine gelbe-griinlichgelbe Farbe oder ist, 
wenn er bei alkalischer Reaktion entleert wird, r6tlich. 

a) Die im Harn vorhandenen Anthrachinonverbindungen 
bilden rot gefarbte SaIze. Ein nativ saurer Harn farbt sich 
daher auf Zusatz von Atzalkalien rotlich. Erhitzt man den mit 
Natronlauge versetzten Harn zum Sieden (vgl. Hellersche Blut
probe S. 585), so sind die ausfallenden Erdphosphate rot gefarbt. 
Auf Saurezusatz verschwindet die Rotfarbung im Gegensatz zu 
der yom Blutfarbstoff erzeugten Farbe. 

Auch Santoninharn nimmt bei alkalischer Reaktion eine 
rote Farbung an, gibt aber nicht die folgende Reaktion. 

b) Man kocht den Harn mit einem Tropfen Kalilauge, sauert 
mit Salzsaure an und schiittelt nach dem Abkiihlen mit Ather 
aus. Der klar abgegossene Ather wird mit einigen Tropfen ver
dunnter AmmoniaklOsung geschuttelt, Die waBrige Flussigkeit 
farbt sich kirschrot. 

1 Hinsichtlich einer quantitativen Methode zur Bestimmung von 
Saccharin S. Jamieson: J. of bioI. Chem. 41,3 (1920). 
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Nachweis des Santonins. 
OR3 

OR2 I 
/"-. ,0",

O-OR 0# "'-OR 
00< I I leo 2 = 015R1S0 3 

OR-OR C,\ / 

~R3 "cfu2 0'(OR3 

667 

Santonin wird als solches im Harn nicht ausgeschieden, wohl 
aber nach seiner Einnahme schon nach I-H2 Stunde ein Farb
stoff, der den Harn (besonders den Schaum) gelb bis griinlich
gelb farbt. 

Der Harn wird mit Kali- oder Natronlauge alkalisch gemacht: 
Rotfarbung. 

Zur Unterscheidung gegen Anthrachinonfarbstoffe (vgl. S. 666) 
aus Abfiihrmitteln wird: 

a) der alkalische, rot gefarbte Harn mit Amylalkohol aus
geschiittelt. Santoninfarbstoff geht in den Alkohol, Oxyanthra
chinonfarbstoff bleibt im Harn; 

b) der Harn mit Barytwasser versetzt. Bei Gegenwart von 
Santonin ist der Niederschlag far bios, die Fliissigkeit rot gefarbt. 
Anthrachinonfarbstoffe geben eine ratliehe Fallung und ein fast 
farbloses Filtrat. 

Nachweis unresorbierten Santonins in den Fazes. 
Der mit Salzsaure angesauerte Kot wird mit Chloroform extra
hiert, der Chloroformriiekstand aus Wasser umkristallisiert und 
durch Sublimation gereinigt. 

Die Santoninkristallehen (Sehmelzpunkt 170°) geben: 
a) beim Erwarmen mit alkoholiseher Kalilauge karminrot ge

farbte Lasung, die in Rotgelb iibergeht; 
b) beim Erhitzen mit 1 eem H 20 und 2 cem konz. H 2S04 eine 

gelbe Lasung, die, mit einigen Tropfen Eisenehloridlasung ver
setzt, Violettfarbung zeigt. 

Nachweis und Bestimmung von Alkaloiden 1. 

Alkaloide werden zum graBten Teil unverandert im Harn 
ausgeschieden. Ihr Nachweis griindet sieh auf Isolierung nach 
dem folgenden Verfahren und Identifizierung durch spezielle 
Reaktionen. 

1 Vg1. Spaeth: 1. c. (S. 355 dieses Praktikums). Gadamer: 1. c. 
(S. 616 dieses Praktikums) und Autenrieth: Die Auffindung der Gifte. 
Berlin-Wien: Urban u. Schwarzenberg 1923. 
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Isoliernng der Alkaloide. 

Ausschuttelungsverfahren nach Stas-Otto. 

500-2000 ccm Harn werden auf dem Wasserbade zur Sirup
konsistenz eingedampft. Feste Substanzen wie Organe usw. 
werden gut zerkleinert. 

Der Ruckstand bzw. die feste Masse wird mit dem 3fachen 
Volumen absoluten Alkohols versetzt und mit lO%ig. Weinsaure
lOsung angesauert, so daB die Mischung deutlich sauer reagiert; 
ein UberschuB von Weinsaure ist zu vermeiden. In einem groBen 
Kolben wird die Mischung am RuckfluBkuhler auf dem Wasser
bade unter haufigem Umschutteln 10-15 Min. lang erhitzt, 
nach dem Erkalten abfiltriert, der Ruckstand mit Alkohol aus
gewaschen und das erhaltene Filtrat, das sauer reagieren muB, 
auf dem Wasserbade zum dunnen Sirup eingedunstet. Den Ruck
stand ruhrt man mit 100 ccm kalten Wassers auf, filtriert, 
dampft das Filtrat zur Trockne bzw. zum Sirup ein, ruhrt mit 
reichlich absolutem Alkohol durch, filtriert, dampft den Alkohol 
zur Trockne ein, nimmt mit 50 ccm Wasser auf, filtriert und 
erhalt so eine waBrige, saure Lasung der Alkaloide. 

Aus dieser werden nun wie folgt 3 Fraktionen hergesteIlt: 
I. Die saure Lasung wird mehrmals mit Ather ausgeschuttelt 

und dieser abgetrennt. Nach Verdampfen des Athers (waBrige 
Lasung aufbewahren!) kann der Atherruckstand an Alkaloiden 
enthalten: Kolchizin und Pikrotoxin. 

(Von organischen Medikamenten kannten auBerdem hier 
gefunden werden: Pikrinsaure, Koffein, Azetanilid, Phenazetin, 
Antipyrin und Salizylsaure.) 

Der Alkaloidruckstand kann in saurer Lasung aufgenommen 
und durch die aIlgemeinen Alkaloidreaktionen nachgewiesen wer
den (s. w. u.). 

II. Die zuruckgebliebene, waBrige Lasung von I. wird mit 
Natronlauge stark alkalisch gemacht und mit der gleichen Menge 
Ather 3-4mal tuchtig ausgeschuttelt. Die vereinigten Atheraus
zuge laBt man 1-2 Stunden absetzen; man filtriert durch ein 
trocknes Filter, laBt verdunsten und sammelt den Ruckstand 
auf einer kleinen Uhrschale. (WaBrige, alkalische Lasung auf
bewahren!) 

Der Verdunstungsruckstand kann auBer Apomorphin, Morphin 
und Narzein aIle Alkaloide enthalten. Vorzuglich kommen in 
Frage Koniin und Nikotin, (der Ruckstand besteht dann aus 
aligen Tropfen) Atropin, Chinin, Kokain, Kodein, Papaverin, 
Narkotin, Strychnin, Thebain und Veratrin. 
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(Von anderen organischenArzneimitteln kannen Anilin, Koffein, 
Antipyrin und Pyramidon im Atherriickstand vorhanden sein.) 

Zur Reinigung der Alkaloide lOst man den Atherriickstand mit 
heiBem Amylalkohol, schiittelt diesen mit einigen ccm stark 
verdiinnter Schwefelsaure aus, trennt ab, schiittelt die waBrige, 
saure Lasung unter Zugabe von Natronlauge bis zur stark alka
lischen Reaktion mit Ather aus und verdunstet denselben. Der 
Riickstand wird mit angesauertem Wasser aufgenommen. 

III. Die nach II. zuriickgebliebene alkalische, waBrige Lasung 
kann Morphin, Apomorphin und Narzein enthalten. 1st Apo
morphin vorhanden (Griinfarbung der sauren, waBrigen Fliissig
keit, Rot- oder Violettfarbung der Atherausziige), so hat man die 
erst mit Salzsaure angesauerte, dann mit Ammoniak alkalisch 
gemachte Lasung mit Ather auszuziehen. Der Atherauszug 
hinterlaBt beim Eindunsten Apomorphin. Kommt Apomorphin 
nicht in Frage, so schiittelt man die ammoniakalische Lasung mit 
ziemlich viel kochend heiBem Chloroform 3-4mal aus (bei Emul
sionsbildung auf dem Wasserbad absetzen lassen !), trennt ab, gibt 
zu dem Chloroform einige Kristallchen trocknes Kochsalz, filtriert 
durch ein trocknes Filter und dunstet auf dem Uhrschalchen ab. 

Der Riickstand wird in angesauertem Wasser gelast. 
Wenige Tropfen aller nach I.-III. erhaltenen Alkaloidsalz

lOsungen geben Fallungen oder Triibungen mit den allgemeinen 
Alkaloidreagentien. 

Allgemeine Alkal oidfall ungsreagen tien. 

1. J odkalium (Wagners Reagens). 12,7 g Jod, 20 g Jodkalium werden 
zu 1 Liter in Wasser gelost (0,1 n JodlOsung). 

2. Phosphorwolframsaure (Scheiblers Reagens). 1 Teil kaufliches 
Natriumwolframat wird in 3 Teilen Wasser gelst und mit 1/2 Teil 
25%ig. Phosphorsaure versetzt. Oder: 100 g kaufliches Natriumwolframat 
und 70 g Dinatriumphosphat werden in 500 g Wasser gelst und mit Sal
petersaure angesauert. 

3. Phosphormolybdansaure (Sonnenscheins Reagens). Phosphor
molybdansaures Ammon, erhalten durch Fallen von Natriumphosphat durch 
Ammoniummolybdat in salpetersaurer Losung, wird in moglichst wenig 
Sodalosung gelst. Die Losung wird zur Trockne eingedampft und gegliiht, 
hiA kRin Ammoniak mehr entweicht. Der RiickHtand wird in der zehn
fachen Menge Wasser gelost und mit Salpetersaure versetzt, bis der ent
stehende Niederschlag sich wieder lOst. 

4. Gerbsaure (Tannin). Frisch bereitete, wiWrige Lasung 1:10. Oder: 
Auflasung von 1 g Tannin in 8 g Wasser und 1 g Alkohol. Ein Gehalt an 
Gall~~saure wirkt starend; die wa13rige Lasung ist daher durch Ausschiitteln 
mit Ather zu reinigen. 

Geben diese Lasungen mit den zu untersuchenden Fliissig
keitstropfen keine Reaktion, so sind Alkaloide nicht vorhanden. 
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Nachweis bzw. Bestimmung einzelner Alkaloide. 

Nachweis des Atropins 

(C17Hz303N). 

1. Der Alkaloidriickstand wird auf dem Wasserbade mit 
einigen Tropfen rauchender Salpetersaure eingedampft. Der Riick
stand farbt sich beim Zusatz alkoholischer Kalilauge violett, dann 
kirschrot (Probe nach Vitali). Die gleiche Reaktion zeigt auch 
Veratrin. 

2. Eine waBrige Losung des Alkaloidriickstandes in ganz 
schwach saurem Wasser wird in den Bindehautsack eines Katzen-, 
besser noch eines menschlichen Auges gebracht. Mengen bis 
0,0002 mg Atropin bewirken noch eine deutliche Erweiterung der 
Pupille beim Menschenauge. 

Hyoszyamin, Homatropin und Scopolamin zeigen die gleichen 
Reaktionen und lassen sich nur durch die physikalischen Eigen 
schaften ihrer Goldsalze unterscheiden. 

Bestimmung des Chinins 
(CZOHZ402Nz + 3HzO). 

Qualitativer Nachweis. 

1. Nachweis unmittelbar im Harn 1 : Chinin kann im 
Harn noch in einer Konzentration von 1: 200000 durch Zusatz 
von Kaliumquecksilberjodid nachgewiesen werden. 

Reagens. Es werden gelost: 10 g Kaliurnjodid in 50 ccrn aqua dest., 
2,7 g Quecksilberchlorid in 150 ccrn heiBem Wasser. Die vereinigten Losungen 
werden mit 2,0 g Eisessig versetzt. 

Chininhaltiger, klar filtrierter Harn gibt bei Reagenszusatz 
Triibung, die beim Erwarmen verschwindet (Unterschied gegen 
EiweiB). Wird das heiBe Filtrat beim Abkiihlen wieder getriibt, 
so ist EiweiB neben Chinin vorhanden. 

2. Thalleiochinreaktion: Beim Versetzen einer schwach 
essigsauren Losung des Alkaloidriickstandes mit 5-10 Tropfen 
starkem Chlor- oder Bromwasser und so£ortiger Ammoniakzu
gabe entsteht eine smaragdgriine Farbung bzw. ein griiner Nieder
schlag. Durch Zusatz von Saure wird die Farbung beim Neutrali
sieren blau, bei weiterem Saurezusatz rot. Die Gegenwart von 

1 Zit. nach Spaeth: 1. c. S. 355 dieses Praktikums S. 567; vg1. 
Giemsa und Schaumann: Beihefte zum Arch. Schiffs- u. Tropenhyg. 
11, H.3, 12 (1907). 
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Antipyrin, Koffein oder Harnstoff verandern die Farbreaktion 
bzw. verhindern sie vollkommen. 

3. Versetzt man eine Menge von etwa 10 mg Chinin mit 
20 Tropfen einer Mischung aus 30 Tropfen Essigsaure, 20 Tropfen 
absolutem Alkohol und 1 Tropfen verdiinnter Schwefelsaure, er
hitzt zum Sieden und gibt 1 Tropfen alkoholischer J odlosung 
(1: 100) hinzu, so scheiden sich nach langerem Stehen griine, 
metaIlglanzende Kristallblattchen von Herapathit, einer Jod
verbindung des Chinins, abo Der Niederschlag ist in Wasser 
kaum loslich. (Unterschied gegen andere Chinaalkaloide, die leicht 
li:isliche Jodverbindungen geben.) 

Nephelometrische Bestimmung des Chinins nach 
Sterkin und Helfgatl. 

Prinzip. Das Chinin wird aus der organischen Substanz (Ge
webe, Blut, Harn) extrahiert (nativer Harn ist unmittelbar nicht 
verwendbar) und die erhaltene schwach saure Chininlosung durch 
Zusatz eines Arsenmolybdanreagenses getriibt. Durch nephelo
metrischen Vergleich gegen eine Chinin-Standardlosung wird die 
Chininkonzentration bestimmt. 

Reagentien. 1. Natriumsulfat frisch gegliiht. 2. Alkohol. 3. Ather. 
4. Salzsaure 0,1 n. 5. Salzsaure 0,01 n. 6. Chloroform. 7. Salzsaure 0,02 n. 
8. Reagens: Mischung gleicher Volumteile einer 0,12%ig. Lasung von 
arsensaurem Natrium, einer 2%ig. Lasung von Ammoniummolybdat und 
einer 2%ig. Salzsaure. Das Reagens ist einen Monat, im Dunkeln auf
bewahrt 4-5 Monate haltbar. 9. Chinin-Standardlasungen. Lasungen von 
Chinin. hydrochloricum in einer genau hergestellten Konzentration zwischen 
1 : 150000 und 1: 900000. 

Apparate. 1. Nephelometer nach Kleinmann (Schmidt und 
Haensch, Berlin). 2. Filter (Schleicher und Sch till, Blauband Nr. 589). 

Ausfiihrung. Das Material, Z. B. 10 ccm, Blut wird in einem 
weiten Reagensglas mit ca. 2 g gegliihtem Natriumsulfat versetzt. 
Durch das in ein siedendes Wasserbad gestellte Glas wird etwa 
15 Min. lang trockne Luft gesogen, worauf das schon etwas einge
trocknete Blut mit einem Spatel zerkleinert und in 2 Y:J-3 Stun den 
in gleicher Weise vollig getrocknet wird. 

Das getrocknete Blut wird in einem Achatmorser zerkleinert, 
quantitativ in einem Scheidetrichter von 300 ccm Vol. gebracht 
und mit Alkohol unter ofterem Umschiitteln 24 Stun den lang 
extrahiert. Der Alkohol wird durch ein Filter (s. Apparate 2.) in 
einen Kolben abfiltriert. In den gleichen Kolben werden auch 
aIle weiteren Extrakte gegeben. Das Filter wird zur weiteren 

1 Biochem. Z. 207, 8 (1929). 
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Extraktion mit den daran haftenden festen Teilchen in den 
Scheidetrichter geworfen und einmal 24 Stunden mit Alkohol, 
dann dreimal zu je 24 Stunden mit Ather und schlieI3lich 24 Stun
den mit einer 0,1 n HCI extrahiert. AIle Extrakte werden in den 
gleichen Kolben filtriert, wobei das dort enthaltene Filtrat zuvor 
abzudestillieren ist, wahrend die Filter in den Scheidetrichter 
zuriickkommen. Der trockne Riickstand der Filtrate wird unter 
Erwarmen in ca. 0,01 n HCI gelost und nach Erkalten in einen 
reinen Kolben abfiltriert. Das Filter spiilt man zweimal mit 
angesauertem Wasser nacho Das Wasser wird hierbei in den 
gleichen Kolben filtriert. Man bringt die Losung bis zur Trockne, 
lost den Riickstand in 10 ccm Chloroform, filtriert in einen trock
nen· Kolben, spiilt das Filter mit Chloroform nach, bringt zur· 
Trockne und lost den Riickstand in 10 ccm ca. 0,02 n HCI. Nach er
folgter Losung (etwa 30 Min.) bringt man die Fliissigkeit in ein 
trocknes, bei 15 ccm Vol. geeichtes Reagenzglas, indem man sie 
5mal durch das gleiche Filter (s. Apparate 2.) hin- und herfiltriert 
hat. Unter Nachwaschen mit angesauertem Wasser fiillt man die 
Losungauf 15ccmauf (die etwa 0,1-0,02 mg Chinin. hydrochloricum 
enthalten sollen). 10 ccm des Filtrates bzw. ein aliquoter Teil, der mit 
aqua dest. ad 10 ccm erganzt wird, wird entnommen, mit 2 ccm Rea
gens versetzt und nach 15 Min. mit einer gleichzeitig mit Reagens 
versetzten Standardlosung, deren Gehalt moglichst nahe dem der 
untersuchten Losung liegen solI, im Nephelometer verglichen. 

Berechnung. Die Berechnung erfolgt gemaI3 der Beziehung 
C : c1 = hI : 11" wo C die Konzentration der Unbekannten, c1 die 
Konzentration der Standardlosung, 11, und hI die entsprechenden 
Nephelometerablesungen bedeuten. 

Der Fehler der Methode iibersteigt bei Chininlosungen 1 : 150000 
nicht 5%, bei Losungen von 1 : 450000 nicht 8% und bei 1: 900000 
nicht 12%. 

Mit Verdiinnungen von Koffein iiber 1: 200000, Apomorphin 
1: 300000, Morphin 1: 6000, Kokain 1: 300000, Atropin 
1: 40000, Plasmochin 1: 100000 liefert das Reagens keine Trii
bungen. Bei Blutanalysen wird also praktisch nur Chinin erfaBt 
werden, wahrend bei Harnanalysen evtl. auf Anwesenheit der 
genannten Substanzen zu achten ist. 

Nachweis des Kokains 
(C17H 21NO,). 

1. Bei tropfenweisem Zusatz einer PermanganatlOsung (1 : 100) 
zu einer moglichst konz. Losung des Alkaloidriickstandes in 
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2 Tropfen verdiinnter Salzsaure entsteht ein violett gefarbter 
Niederschlag von Kokainpermanganat. 

2. Nach Erhitzen der Losung des Alkaloidriickstandes mit 
2-3 ccm Chlorwasser und Zugabe von 2-3 Tropfen 5%ig. 
Palladiumchloriirlosung entsteht ein roter Niederschlag. 

3. Einige Tropfen der schwach sauren Kokainlosung auf die 
Zunge gebracht, rufen Gefiihllosigkeit hervor. 

Nachweis des Kodeins 
(C1sH 210aN + HsO). 

Die waBrige Losung des Alkaloidriickstandes gibt: 
1. Mit Frohdes-Reagens1 Farbung von Gelb iiber Griin nach 

Blau. 
2. Mit konzentrierter Schwefelsaure, die eine Spur Eisenchlorid 

enthalt, tiefblaue Farbung. 
3. Reaktion mit dem Reagens nach Marq uis sowie mit Zucker

losung (siehe Morphin, Reaktion 3 und 4). 

Bestimmung des Morphins. 
(C17H]9NOs + HsO). 

Morphin wird nur in geringen Mengen mit dem Harn aus
geschieden. Seine Isolierung erfolgt entweder nach dem Aus
schiittelungsverfahren nach Stas-Otto (s. oben) oder - faUs 
nur auf Morphin aUein zu priifen ist - nach dem in der Vor
schrift fiir die quantitative Morphinbestimmung gegebenen Ver
fahren. Siehe daselbst auch die Isolierung des Morphins aus 
Fazes. 

Qualitativer Nachweis. 

Man verwendet die saure Losung des Alkaloidriickstandes bzw. 
diesen selbst. 

1. Frohdes-Reagens1 gibt mit Morphin eine violette Farbung, 
die iiber Blau und Griin in schwaches Rot iibergeht. 

2. Probe nach Pellagri. Wird die Losung von wenig Morphin 
in 1-1,5 ccm rauchender Salzsaure nach dem Zusatz einiger 
Tropfen konz. Schwefelsaure bei 100-120 0 verdampft, so farbt sie 
sich purpurrot (Bildung von Apomorphin). Fiigt man dem Riick
stande wiederum etwas Salzsaure hinzu, neutralisiert mit Natrium-

1 LOsung von 10 mg Natrium- oder Ammoniummolybdat in 1 ccm 
konz. Schwefelsaure, frisch zu bereiten. 

Rona.-Kle.lnmann, Dlut u. Ham. 43 
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bikarbonat und setzt schlieBlich mit einem dunnen Glasstabe 
kleine Mengen einer alkoholischen Jod16sung zu, so farbt sich 
die Flussigkeit intensiv smaragdgrun; die grune Substanz ist in 
Ather mit Purpurfarbe 16slich. 

3. Pro be nach Marquis. 2 Tropfen 40 %ig. Formalin und 
3 ccm Schwefelsaure geben beim Verreiben mit einer kleinen 
Menge Morphin eine violette Farbung. 

4. Eine Mischung von Morphin und Rohrzucker farbt sich mit 
konzentrierter Schwefelsaure intensiv rot. 

5. Aus einer Losung von Jodsaure macht Morphin nach Zusatz 
einiger Tropfen Schwefelsaure Jod frei, das von Chloroform mit 
violetter Farbe ge16st wird. 

6. Konzentrierte Salpetersaure lost Morphin mit blutroter 
Farbe, die allmahlich in gelb ubergeht. 

Quantitative Bestimmung. 

Qravimetrische Bestimmung des Morphins 
nach Takayanagi~ 

Prinzip. Die Methode beruht auf Chloroformextraktion der 
Morphinbase (unter besonderen VorsichtsmaBregeln), Fallung und 
gravimetrischer Bestimmung des Morphins als Morphium-Molyb
dan-Phosphatverbindung (wahrscheinlich von der Zusammen
setzung HaP04 + 12 MOs + 4 C17H19NOa)' 

Reagentien. 1. Essigsaure, verdii~!lt. 2. Quarzsand. 3. Chloroform. 
4. Natriumbikarbonat. 5. Alkohol abs., Ather. 6. Salzsaure 0,1 n. 7. Mo
lybdan-Phosphorsaurereagens: a) 2,5 g Ammoniummolybdat (Merck) 
werden in wenig Wasser unter Erwarmen geli:ist und ad 25 ccm aufgefiillt. 
b) Vor Anwendung des Reagenses laJ3t man 1 Volumteil der Molybdan
li:isung a) unter Umschiitteln in 3 Volumteile einer Salpetersaurelosung, 
die durch Verdiinnen von 5,6 ccm Salpetersaure (spez. Gew. 1,4) mit 75 ccm 
aqua dest. hergesteHt wird, mittels Pipette einflieJ3en und filtriert. c) Oxal
saureli:isung: 35 g Oxalsaure werden in aqua dest. ad 1000 ccm geli:ist und 
filtriert. d) Phosphatlosung: 26,5391 g primares Kaliumphosphat KH 2PO, 
(Merck) werden mit aqua dest. ad 2000 ccm geli:ist und filtriert. Her
steHung des Reagenses: Unmittelbar vor Gebrauch des Reagenses werden 
2 ccm Oxalsaureli:isung c) mit 10 ccm der aus a) und b) hergestellten 
Mischung und 3 ccm Phosphatli:isung d) versetzt. 

Ausfuhrung. a) Vorbehandlung des Harnes. Der 
morphinhaltige Harn wird mit Essigsaure schwach angesauert 
'und auf ein kleines Volumen auf dem Wasserbade eingeengt. 
Falls hierbei ein Niederschlag entsteht, wird dieser vor dem 

1 Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 102, 167 (1924). Hinsichtlich einer 
Mikromethode zur Bestimmung kleinster Morphiummengen in Blut und 
Serum vgl. Fleischmann: Biochem. Z. 208, 368 u. 392 (1929). 
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volligen Einengen auf der Nutsche abgesaugt und mit wenig 
essigsaurem Wasser nachgewaschen. Dann engt man die Losung 
weiter auf 20-30 ccm ein. Zu diesen gibt man so viel Quarzsand, 
daB die Fliissigkeit vollig aufgesogen wird (ca. 30-40 g) und 
extrahiert die Mischung mehrfach mit heiBem Chloroform, bis das 
Chloroform nach dem Verdunsten keinen Riickstand mehr gibt. 

Hierdurch werden aIle chloroform16slichen Substanzen, nicht 
aber das essigsaure Morphin, aus dem Harn entfernt. Das Chloro
form wird abgesaugt. Der zuriickbleibende Chloroformrest wird 
durch Erhitzen des Sandes auf dem Wasser bade oder im Trocken
schrank vertrieben. 

Man gibt ein wenig Wasser zu dem Sand, priift die Reaktion 
und stumpft, falls sie stark sauer ist, vorsichtig mit Natronlauge 
ab, setzt 1 g Natriumbikarbonat hinzu und engt unter ofterem 
Umriihren zur Trockne ein. 

b) Vorbehandlung der Fazes. Die Fazes werden auf 
dem Wasserbad bei etwa 100 0 getrockuet, fein zerrieben, mit 
essigsaurem Alkohol angeriihrt und unter Alkoholwechsel mehr
fach am RiickfluBkiihler extrahiert. Der Alkohol wird ver
dunstet und der Riickstand mit Wasser unter Zusatz von 
wenig Salzsaure aufgenommen. Die Losung, deren Volumen 
80 ccm betragen solI, wird in einen Scheidetrichter iiberfiihrt 
und mit Ather zwecks Entfernung von Farbstoffen und Fett 
so lange geschiittelt und gewaschen, bis der Ather beim Ver
dunsten keinen Riickstand hinterlaBt. Vor AbflieBenlassen der 
waBrigen Losung muB gewartet werden, bis die Atherschicht 
sich klar von der waBrigen Losung abgeschieden hat. LaBt die 
atherische Schicht sich nicht leicht abtrennen, so kann man die 
Trennung durch Kochsalzzusatz erzielen. Ebensowenig wie in 
Chloroform ist das Morphinhydrochlorid in Ather 16slich. Das 
Spiilwasser wird durch ein Filter gegeben, bevor es mit der 
iibrigen Losung vereinigt wird. Zu dieser waBrigen Fliissigkeit 
werden 30-40 g Sand gesetzt: Man engt die Mischung auf 
dem Wasserbade ein, stumpft, wenn notig, die Saure mit Natron
lauge ab, setzt, wenn nur noch wenig Fliissigkeit vorhanden ist, 
unter Umriihren 1 g Natriumbikarbonat hinzu und trocknet 
auf dem Wasserbade. 

c) Vorbehandlung von Organ en. Die Organe werden 
fein zerkleinert und unter Zusatz von etwas Salzsaure mit Alkohol 
wiederholt am RiickfluBkiihler extrahiert. Der Alkohol wird auf 
dem Wasserbade abgedunstet und der Riickstand mit destil
liertem Wasser aufgenommen. Falls hierbei ein unlOslicher Ruck
stand bleibt, wird dieser nochmals mit Alkohol aufgenommen, 

43* 



676 Bestimmung kiirperfremder Harnbestandteile. 

der Alkohol verdunstet und der nunmehr zuriickbleibende Riick
stand mit destilliertem Wasser unter Salzsaurezusatz aufgenommen. 
Dann wird der waBrige, saure Auszug im Schiitteltrichter mit 
Ather gereinigt. Das weitere Verfahren entspricht dem bei der 
Reinigung der Fazes beschriebenen. 

d) Isolierung des Morphins. Die bei der Reinigung 
des Harnes, der Fazes oder der Organe erhaltenen, auf Sand ein
getrockneten Massen werden fein zerrieben und in einen Erlen
meyerkolben iibergefiihrt. Die Wande des Schalchens werden 
mit warmem Alkohol nachgespiilt; der Alkohol wird zu den ge
trockneten Massen gegeben und durch Erhitzen vertrieben. Die 
Masse wird fein zerrieben und in den Erlenmeyerkolben gebracht. 
Durch Farbreaktionen kann man sich iiberzeugen, ob keine Morphin
spuren im Schalchen zuriickgeblieben sind. In den Erlenmeyer
kolben gibt man 200 ccm Ohloroform und digeriert unter Riick
fluBkiihlung auf einem gelinde kochenden Wasserbad unter Um
schiitteln 15-20 Min. Das Ohloroform darf hierbei nicht zum 
Sieden kommen. Dann dekantiert man das heiBe Ohloroform und 
extrahiert den zuriickgebliebenen Sand zweimal 5-10 Min. mit 
40 ccm Ohloroform, filtriert yom Sand ab und spiilt das Filter mit 
20 ccm Ohloroform nacho 

Das Ohloroform wird auf dem Wasserbad abdestilliert und der 
Riickstand mit 5 ccm 0,1 n Salzsaure aufgenommen; man filtriert, 
wascht das Filter viermal mit je 5 ccm aqua dest. aus und spiilt 
mit 5 ccm Wasser nacho 

e) Fallung des Morphins. In die waBrige Losung des 
Morphinchlorhydrates laBt man die unter 7. beschriebene frisch 
bereitete Reagens16sung unter Umschiitteln einflieBen. Man 
laBt 15 Min. stehen und filtriert durch einen vorher bei llO 0 

getrockneten und nach dem Erkalten gewogenen Goochtiegel 
unter schwachem Saugen. Hierzu dekantiert man die iiberstehende 
Fliissigkeit ab und gieBt den mit dem Fliissigkeitsrest umgeschiit
telten Niederschlag schnell in den Tiegel. Das FallungsgefaB 
wird mit dem 5fach verdiinnten Fallungsreagens mehrfach nach
gespiilt. Die Wandung des Goochtiegels .wird mit wenig eis
gekiihltem Wasser abgespritzt. Dann trocknet man bei llOo 
bis zur Gewichtskonstanz und wagt nach dem Abkiihlen im 
Exsikkator. 

Berechnung. 1 mg Niederschlag entspricht 0,566 mg mor
phinum hydrochloricum (+ 3 H 20). Der Fehler der Methode iiber
steigt nicht 5 %, sie ist anwendbar fiir Morphinmengen zwischen 
5-100 mg. 
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Untersuchung von Harnsteinen 1, 

Man erhitzt eine Probe des feingepulverten Steins auf dem 
Platinblech; verbrennt er dabei vollstandig oder unter Zuriick
lassung einer sehr unbedeutenden Quantitat Asche, so besteht er 
aus Harnsaure oder harnsaurem Ammonium, Cystin oder Xan
thin. Verbrennt er nicht vollstandig, so kann in ihm auBer Harn
saure oder harnsauren Salzen, phosphorsaurer Kalk und phosphor
saure Magnesia bzw. phosphorsaure Ammonmagnesia oder oxal
saurer Kalk enthalten sein. Der weitere Gang der Analyse basiert 
auf dieser Unterscheidung. 

Der Harnstein verbrennt vollstandig. 

Man digeriert das Pulver mit verdiinnter Salzsaure (1: 2) 
unter gelindem Erwarmen. 

a) Das Pulver lost sich vollstandig oder nahezu 
vollstandig. Der Stein besteht aus Cystin oder Xanthin. 

Zur Priifung auf Cystin digeriert man eine Probe des Pulvers 
mit Ammoniak, filtriert, laBt den Auszug auf einem Uhrglas ver
dunsten und untersucht den Riickstand mikroskopisch: Cystin 
bildet sechsseitige Tafeln, mitunter aber auch Nadeln. Bestatigung 
durch Erhitzen mit bleihaltiger Natronlauge. Hierzu versetzt man 
einige Kubikzentimeter Natronlauge mit 2 Tropfen neutraler Blei
azetatlosung. Der anfangs entstehende Niederschlag von Blei
hydroxyd lOst sich beim Umschiitteln auf. Mit dieser "alkalischen 
Bleilosung" erhitzt man eine Probe der Untersuchungssubstanz: 
die Mischung farbt sich infolge der Bildung von Schwefelblei 
schwarz. 

Cystinsteine sind meistens klein, von gelblicher Farbe, glatter 
Oberflache. 

Zur Prufung auf Xanthin stellt man die Xanthinprobe an~ 
Man lOst die Untersuchungssubstanz in Salpetersaure und ver
dampft auf dem Tiegeldeckel vorsichtig iiber einer kleinen Flamme 
zur Trockne: es bleibt ein zitronengelber Riickstand, welcher 
beim Betupfen mit Natronlauge intensiv rot wird. Bringt man 
einige Tropfen Wasser hinzu und erwarmt, so resultiert eine gelb 
gefarbte Losung, welche bei vorsichtigem Verdampfen aufs neue 
einen roten Riickstand hinterlaBt (Unterschied von der Murexid
reaktion). 

b) Das Pulver lOst sich nicht vollstandig. Man fil
triert und wascht den Riickstand aus. 

1 Nach Salkowski: 1. c. (S.435 dieses Praktikums) S.200. 
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1. Riiekstand: Harnsaure. Bestatigung dureh die Murexid
reaktion (s. Harnsaurenaehweis S. 531). Steine aus Harnsaure sind 
von weehselnder GroBe, ziemlieh hart, meistens rotlieh-gelb oder 
braunlieh gefarbt. 

2. Filtrat: kann enthalten: Chlorammonium. Zur Priifung 
auf Ammoniak erhitzt man die Losung mit Natriumkarbonat: 
Ammoniak gibt sieh dureh Gerueh, alkalisehe Reaktion usw. zu 
erkennen. 

Der Harnstein sehwarzt sieh, verbrennt aber nieht. 

Eine geringe Sehwarzung zeigen die Steine beim Erhitzen 
wohl stets infolge ihres Gehaltes an organiseher Substanz. Eine 
Probe des feingepulverten Steines wird mit verdiinnter Salzsaure 
(1.: 2) unter Erwarmen digeriert: Aufbrausen bedeutet Kohlen
saure. 

a) V ollstandige LOBung. Abwesenheit von Harnsaure. 
b) Unvollstandige LOBung. Der Riiekstand kann aus 

Harnsaure oder eiweiBartigen Substanzen, Epithelien usw. be
stehen. Die auBere Besehaffenheit gibt meistens Behon die Ent
seheidung dariiber, evtl. die mikroskopisehe Untersuehung. Die 
Harnsaure ist leieht dureh die Murexidreaktion festzustellen. 

Die filtrierte Losung ist weiter zu untersuehen. Man laBt einen 
Teil zur Untersuehung auf Ammoniak zuriiek, verdiinnt die Haupt
menge, maeht mit Ammoniak sehwach alkaliseh, kiihlt die Fliissig
keit ab, falls sie sieh beim Ammoniakzusatz stark erhitzt hat, und 
sauert mit ESBigsaure an. Hierbei erhalt man entweder eine im 
wesentliehen klare Losung oder diese ist weiBlieh getriibt und 
setzt allmahlieh einen weiBen, pulverigen Bodensatz abo 

Die gelblieh-weiBen Floeken, welehe sieh in der im wesent
lichen klaren Losung befinden, bestehen aus phosphorsaurem 
Eisenoxyd. Die Bestatigung gibt die Auflosung der abfiltrierten 
und gewasehenen Floeken in Salzsaure: die Losung farbt sieh auf 
Zusatz von Ferrozyankalium blau. 

Der weiBe, unWsliehe Niedersehlag ist oxalsaurer Kalk. Zur 
Bestatigung untersueht man mikroskopiseh, filtriert, wenn die 
Quantitat desselben es zulaBt, waseht aus, troeknet und gliiht 
den Niedersehlag auf dem Platinbleeh. Der oxalsaure Kalk ver
brennt zu einem Gemiseh von .!tzkalk und kohlensaurem Kalk. 
Der Riiekstand zeigt daher, mit einem Tropfehen Wasser benetzt, 
stark alkalisehe Reaktion und lOst sieh in Salzsaure unter Auf
brausen. Die von den Floeken oder dem oxalsauren Kalk abfil
trierte Losung kann enthalten: Phosphorsaure,Kalzium,Magnesium. 
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1. Eine Probe derselben versetzt man mit UranylsalzlOsung. 
Gelblich weiBer Niederschlag von phosphorsaurem Uranyl be
weist Phosphorsaure. 

2. Die Hauptmenge versetzt man mit Ammoniumoxalat
lOsung: weiBer Niederschlag beweist Kalzium. Man erwarmt und 
filtriert yom Niederschlag ab, macht das Filtrat mit Ammoniak 
alkalisch: ein kristallinischer Niederschlag von Ammonium
magnesiumphosphat, der sich oft erst nach langerem Stehen 
bildet, beweist das Vorhandensein von Magnesium. 

Auf Ammoniak priift man den zuriickgestellten Teil der ur
spriinglichen salzsauren Losung durch Erhitzen mit Natrium
karbonatlOsung. 

Ulltersuchullg des Magell- ulld Duodellalsaftes. 

Untersuchung des Magensaftes. 
Magensaft liegt zur Untersuchung gewohnlich als Magen

inhalt vor; dieser wird nach Probekost durch Magensonde ge
wonnen. Ais Probekost dient 

1. das Ewald-Boassche Probefriihstiick (35 g Semmel bzw. 
WeiBbrot und 400 ccm Tee oder Wasser, niichtern verabfolgt. 
Untersuchung nach % bis 1 Stunde). 

2. Probemahlzeit nach Leube-Riegel (400 g Suppe, 150 bis 
200 g Beefsteak, 50 g Kartoffelbrei und 1 Semmel (35 g), Unter
suchung nach 3-5 Stunden). Man laBt die erhaltene Fliissig
keitsmenge (mindestens 40-60 ccm) im Spitzglas absetzen und 
beurteilt sie nach Menge, Geruch, Farbe und auBerem Aussehen 
(s. Lehrbiicher der klinischen Diagnostik). Die chemische Unter
suchung erfolgt nach Filtration durch ein Faltenfilter. 

Nachweis und Bestimmung der Sauren. 
Normaler Mageninhalt reagiert sauer gegen Lackmuspapier. 
Unter der Gesamtaziditat versteht man die Summe aller 

sauer reagierenden Substanzen wie freie und gebundene Salzsaure, 
saure Phosphate und organische Sauren (Milchsaure, Fettsauren). 

Salzsaure ist als "freie" und "gebundene Salzsaure" bzw. 
als "gebundene Salzsaure" allein vorhanden. 

Unter gebundener Salzsaure versteht man die sauer 
reagierende, lockere Verbindung von EiweiBkorpern und deren 
Abbauprodukten mit Salzsaure. 
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Unter freier Salzsaure versteht man den "OberschuB der 
Salzsaure nach erfolgter Bindung eines Teiles durch EiweiB
produkte. Sie ist praktisch identisch mit der wahren Aziditat, 
d. h. der H-Ionenkonzentration. (Der pH des normalen Magen
saftes betragt nach Michaelis 1,8.) 

Unter freier Aziditat versteht man die gesamte durch 
anorganische und organische Sauren bedingte freie Aziditat. 

Organische Sauren, wie Milchsaure, Essigsaure, Butter
saure werden nicht sezerniert, sondern bilden sich bei Stagna
tion und Garung des Speisebreies. 

Milchsaure ist nur bei Abwesenheit freier Salzsaure vor
handen. 

Qualitativer Nachweis. 

Freie Salzsaure. 

1. Probe mit Kongopapier: deutliche Blaufarbung. 
Schwache Blaufarbung kann auch durch Milchsaure hervor
gerufen werden. 

2. Giinzburgsche Reaktion. Giinzburgsches Reagens: 
4 Teile Phlorogluzin in 30 Teilen Alkohol absol. gelOst, und 2 Teile 
Vanillin, in 30 Teilen Alkohol absol. gelOst, werden getrennt auf
bewahrt. Je 1-2 Tropfen beider Lasungen werden zur Reak
tion gemischt. 

3-4 Tropfen des gemischten Reagenses werden mit ebenso
vielen Tropfen des filtrierten Mageninhaltes in einer Porzellan
schale vorsichtig iiber einer kleinen Flamme, ohne zu sieden, 
zur Trockne gebracht. Noch bei einer Konzentration von 0,01 % 
freier HOI entsteht ein roter Spiegel. Die Reaktion ist nicht nur 
die empfindlichste, sondern auch die einzig spezifische Probe auf 
freie Salzsaure. 

Milchsaure. 

Bei Anwesenheit von Milchsaure liegt stets Garungsmilch
saure (optisch inaktiv), durch Einwirkung von Mikroorganismen 
auf Kohlehydrate bedingt, im Magensafte vor. 5 ccm filtrierten 
Magensaftes werden mit 20-30 ccm reinem, alkoholfreiem Ather 
ausgeschiittelt. Der Ather wird abgetrennt; man laBt ihn ab
dunsten; der Riickstand wird mit wenig Wasseraufgenommen. Man 
gibt die Lasungzu der gleichen Menge verdiinnter Eisenchlorid
lasung (20 ccm Wasser + 1 Tropfen 10 %ig. Eisenchloridlasung) und 
vergleicht die Farbe gegen einen Teil der zuriickbehaltenen Eisen
chloridlosung. Milchsaure in groBerer Menge bedingt zeisiggelbe 



Nachweis und Bestimmung der Sauren. 681 

Farbung. Mankann auch denAtherextrakt mit dem blauvioletten 
Uffelmannschen Reagens versetzen (20 ccm 1 %ig. Karbol
saureiosung + 1 Tropfen offiz. Liquor ferri sesquichlorati). Die 
Farbe schlagt in Gelbgriin um. Entfarbung allein kann schon 
durch Salzsaure zustande kommen. Die Reaktion ist eine 
Gruppenreaktion auf Oxysauren; doch kommt im Magensaft 
nur Milchsaure in Frage. 

Fliichtige Fettsauren. 

Essigsaure und Buttersaure kommen in Betracht. Als Vor
probe erhitzt man eine Probe des Mageninhaltes und priift die 
Dampfe mit angefeuchtetem Lackmuspapier auf saure Reaktion. 
Sind fliichtige Sauren vorhanden, so versetzt man 15-20 ccm 
Mageninhalt mit 1 g Natriumsulfat und schiittelt 2-3mal mit 
je 50 ccm Ather aus; der Ather wird abgegossen und verdunstet; 
es hinterbleibt ein fliissiger Riickstand, welcher bei Anwesenheit 
von organischen Sauren deutlich sauer reagiert und einen cha
rakteristischen Geruch besitzt. Er wird in zwei gleiche Por
tionen geteilt, mit welchen folgende Reaktionen auf Essigsaure 
und Buttersaure ausge£iihrt werden. 

1. Nachweis der Essigsaure. Der Riickstand wird mit 
Wasser aufgenommen und geteilt. Der eine Anteil wird mit ver
diinnter Sodalosung genau neutralisiert und mit 1 Tropfen Eisen
chloridlosung versetzt. Bei Anwesenheit von Essigsaure farbt 
sich die Fliissigkeit rot und gibt beim Kochen einen braunroten 
Niederschlag von basisch-essigsaurem Eisenoxyd. 

2. Zum Nachweis der Buttersaure wird die zweite 
Portion des Atherriickstandes in 2-3 Tropfen Wasser gelOst 
und mit einem kleinen Stiickchen Chlorkalzium versetzt. Die 
Buttersaure scheidet sich dabei (infolge ihrer Unloslichkeit in 
SalzlOsungen) in kleinen, auf der Oberflache schwimmenden 
Tropfen ab, die den spezifischen Geruch der Buttersaure erkennen 
lassen. 

Quantitative Bestimmnng. 

Bestimm ung der freien Salzsa ure. 

5 ccm filtrierten Magensaftes werden mit 1-2 Tropfen 0,5 % ig., 
alkoholischer Dimethylaminoazo benzollosung versetzt. Die hellrote 
Fliissigkeit wird mit einer 0,1 n Lauge bis zur Lachsfarbe titriert. 
Einen genaueren Wert erhalt man, wenn man eine zweite gleiche 
Menge filtrierten Magensaftes mit ca. 1/10 ccm weniger Lauge ver-
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setzt als beim ersten Versuch verbraucht worden ist und dann so lange 
tropfenweise 0,1 n Lauge zufiigt, bis ein Tropfen der Mischung 
die Phlorogluzin-Vanillin-Probe (s. S. 680) nicht mehr gibt. 
Diese Methode solI da zur Anwendung kommen, wo nur geringe 
Mengen Salzsaure gegeniiber groBeren Mengen organischer Sauren 
vorhanden sind. 

Berechnung. Die Menge freier Salzsaure wird in Kubik
zentimetern 0,1 n Lauge ausgedriickt, welche man zur Titration 
von 100 ccm Magensaft anwenden miiBte. Sie wird also durch 
Angabe der titrierten ccm 0,1 n Lauge nach Multiplikation mit 
20 erhalten. Zur Angabe des freien Salzsauregehaltes in Pro
zenten multipliziert man, da 1 ccm o,i n NaOH 0,00365 g HOI 
neutralisiert, 0,00365 mit der "freien Salzsaurezahl". Bei nor
maIer Sekretion betragt der Gehalt an freier Salzsaure nach Probe
friihstiick 20--40 cem 0,1 n NaOH. 

Bestimmung der gebundenen Salzsaure bzw. der 
freien Aziditat. 

Man titriert 5 eem des Magensaftfiltrates unter Zusatz von 
2-3 Tropfen 1 %ig. waBriger Losung von alizarinsulfosaurem 
Natrium mit 0,1 n Lauge, bis die urspriinglieh gelbe Fliissigkeit 
dureh Rot in reines Violett iibergeht. 

Bereehnung. Die Anzahl verbrauchter eem 0,1 n Lauge, 
multipliziert mit 20, gibt die freie Sauremenge in 100 eem Magen
saft. Durch Subtraktion dieser Zahl von der Gesamtaziditat 
(s. d.) erhalt man die gebundene Salzsaure. 

Bestimm ung der Gesam tazidi ta t. 

5 eem klar filtrierten Magensaftes werden auf das Doppelte 
verdiinnt, mit 1-2 Tropfen 1 %ig. alkoholiseher Phenolphtha
leinlOsung versetzt und mit 0,1 n Natronlauge bis zum schwaeh 
rotlichen. Schimmer titriert. 

Man kann die Bestimmung der Gesamtaziditat mit der der 
freien Salzsaure verbinden, indem man zunachst mit Dimethyl
aminoazobenzol als Indikator titriert, die zugesetzte Laugemenge 
abliest, dann Phenolphthalein zusetzt und weiter bis zur bleiben
den Rosafarbung titriert. 

Berechnung. Durch Multiplikation der gesamten, gegen 
Phenolphthalein titrierten Kubikzentimeter 0,1 n Lauge mit 20 
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erhalt man diejenige Menge 0,1 n Lauge, die zur Titration von 
100 ccm Mageninhalt notig ist (Gesamtaziditat). Fiir normalen 
Magensaft betragt die Gesamtaziditat nach Probefriihstuck 40-60. 

Bestimmung der Aziditat, die durch organische 
Sauren und saure SaIze bedingt wird. 

Man erhalt diese Sauremengen durch Subtraktion der freien 
Salzsaure von der gesamten freien Aziditat. 

Bestimmung der sauren Phosphate. 

Man bestimmt die Menge der sauren Phosphate, indem man 
die Gesamtsalzsaure subtrahiert von dem Wert der Gesamt
aziditat. Enthalt der Mageninhalt keine organischen Sauren, so 
entspricht dieser Wert den sauren Phosphaten. Sind dagegen orga
nische Sauren vorhanden, so entfernt man sie, bevor man die 
Titration ausfuhrt, durch Ausschutteln mit Ather. 

Bestimmung des Salzsauredefizits. 

Unter Salzsauredefizit versteht man diejenige Menge einer 
0,1 n HCI-Losung, die zu 100 ccm Mageninhalt, der keine freie 
Salzsaure enthalt, zugesetzt werden muB, bis eine Reaktion auf 
freie Salzsaure auftritt. 

5 ccm des filtrierten Mageninhaltes werden mit 1 Tropfen 
einer 0,5%ig. Dimethylaminoazobenzollosung versetzt und mit 
0,1 n HOI bis auf Lachsfarbe titriert. 

Berechnung. Die Zahl der verbrauchten ccm 0,1 Normal
saure, multipliziert mit 20, gibt das HCI-Defizit. 

Bestimmung der Gesamtaziditat, der freien und der 
gebundenen Salzsaure nebeneinander nach Michaelis l • 

Fur exakte Messungen wird die freie HOI durch Mes
sung mit der Gaskette, die gebundene HOI mittels elektro
metrischer Titration bis pH 6,5 oder durch Tupfeltitration gegen 
gutes Lackmuspapier nach .Christiansen2 ermittelt. 

Fur klinische Zwecke wird wie folgt verfahren: 10 ccm 
des filtrierten Magensaftes werden unverdunnt in einer Porzellan-

1 Biochem. Z. 79, 1 (1917). Michaelis: Praktikum der physika
lichen Chemie, S.42. Berlin: Julius Springer 1921. 

B Biochem. Z. 46, 24 (1912). 
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schale mit 2 Tropfen einer 0,1 %ig., alkoholischen Losung von 
Dimethylaminoazobenzol und 3 Tropfen alkoholischer Losung 
von Phenolphthalein versetzt und mit 0,1 n Lauge titriert. 
Man titriert auf Lachsfarbe (nicht Orange) auf 2-3 Tropfen 
genau: Titrationspunkt 1. Die verbrauchte ccm-Zahl, multipliziert 
mit 10, gibt die freie Salzsaure. Dann titriert man weiter, bis 
eine reine, zitronengelbe Farbe, die kein Orange mehr ent
halt, erreicht ist und der nachste Tropfen Lauge keine weitere 
Farbenanderung mehr ergibt. Dieser Tropfen rechnet nicht mehr 
mit: Titrationspunkt II. Jetzt titriert man weiter bis zur be
ginnenden Phenolphthaleinrotung: Titrationspunkt III. Die ge
samt verbrauchte ccm-Zahl in der Mitte zwischen Titrations
punkt II und III, multipliziert mit 10, gibt die Gesamtsalz
saure, die ccm-Zahl am Titrationspunkt III multipliziert mit 10 
die Gesamtaziditat. Die Magensafte, die keine freie Salzsaure 
enthalten, d. h. sich mit Dimethylaminoazobenzol von vornherein 
nur lachsfarben, orange oder gelb farben, werden mit 0,1 n HOI 
bis zur Lachsfarbe zurticktitriert. Die verbrauchte Kubikzenti
meterzahl, multipliziert mit 10, gibt das Salzsauredefizit. Enthalt 
der Magensaft Milchsaure, so ist deren Aziditat in die Titration 
der Gesamtsalzsaure inbegriffen. Die Titration der Gesamtsalz
saure durch Indikatoren ist daher nur bei praktischer Abwesen
heit von Milchsaure moglich. 

Die Zahlen flir sehr kleine Mengen Gesamtsalzsaure (Azidi
taten von 10 und darunter) sind nicht mehr zuverlassig. 

Angenaherte Bestimmung der Milchsaure nach Boas l • 

Man versetzt das Filtrat des Magensaftes mit einigen Tropfen 
verdtinnter Schwefelsaure, erhitzt tiber der Flamme, wodurch die 
EiweiBkorper koaguliert werden, filtriert, und dampft das Filtrat 
auf dem Wasserbade bis zur Sirupkonsistenz ein, fliIlt auf das ur
spriingliche Volumen auf und dampft nochmals bis auf ein kleines 
Volumen ein. Hierdurch werden die fltichtigen Fettsauren ent
fernt; der Rtickstand enthaIt nur noch Milchsaure. Diese wird 
nun mit groBeren Mengen Ather (10 ccm mit 100 ccm Ather) 
ausgezogen, der Ather verdampft, der Rtickstand mit Wasser 
aufgenommen und mit Phenolphthalein und 0,1 n Lauge titriert. 
Jeder Kubikzentimeter der verbrauchten 0,1 n Lauge entspricht 
0,009 g Milchsaure. Geringe Verluste sind, da ein Teil der Milchsaure 
beim Erhitzen bzw. Eindampfen verloren geht, nicht zu vermeiden. 

1 Vgl. Brugsch- Schittenhelm: Lehrbuch der klinischen Diagnostik 
und Untersuchungsmethodik. Berlin: Urban u. Schwarzenberg 1925. 
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Nachweis und Bestimmung der Fermente1• 

Von Fermenten sind im Magensaft Pepsin, Labferment und 
Lipase enthalten. 

Qualitativer Nachweis. 

l. Pepsin. In zwei ReagenzgHi.schen gibt man zu je 3 bis 
5 cern Magensaft ein kleines Stiickchen getrockneten Fibrins oder 
HiihnereiweiB. In das eine Glas gibt man auBerdem 2 bis 
3 Tropfen 3 %ig. HOI und stellt beide Reagenzglaser in den 
Brutschrank. 1st nach 6-10 Stunden das EiweiB in den beiden 
Rohrchen unge16st geblieben, so fehlt Pepsin. 1st das EiweiB nur 
in dem mit Salzsaure versetzten Rohrchen gelost, so fehlt freie 
Salzsaure. 

Normaler Magensaft lost das EiweiB in beiden Rohrchen in 
ca. 2 Stunden. 

2. Labferment. 5 cern filtrierten Magensaftes werden mit 
schwacher Natronlauge (0,5 %ig) genau neutralisiert (neuerdings 
sieht Boas 2 von der Neutralisation ab) und mit einer gleichen 
Menge abgekochter Milch von neutraler oder amphoterer Re
aktion versetzt. Das Gemisch wird in den Brutschrank gebracht. 
Bei Gegenwart von Labferment erfolgt innerhalb 10-30 Min. 
Gerinnung des Kaseins. Eine Kontrolle mit gekochtem und ab
gekiihltem Magensaft, die keine Gerinnung zeigen darf, ist mit 
anzusetzen. 

Quantitative Bestimmung. 

Nephelometrische Bestimmung des Pepsins im 
Magensaft nach Rona und Kleinmann3• 

Prinzip: Das Prinzip der Methode besteht in Spaltung 
von stark verdiinnten SerumeiweiBlosungen durch Magensaft
verdiinnungen. Die Konzentration des ungespaltenen EiweiBes 
wird ermittelt, indem die EiweiBlosungen bei stark saurer Re
aktion durch Sulfosalizylsaure in homogene Triibungen iiber
gefiihrt und nephelometrisch verglichen werden. 

Reagentien. 1. Substrat16sung von SerumeiweiB. Die einfachste 
Substrat16sung ist eine Verdiinnung von Serum mit physiologischer Koch
salzlosung, die im Verhii.ltnis von etwa 1: 20 unter Toluolzusatz im Eis
schrank als Stammlosung gehalten werden kann. Diese Substrat16sung 

1 V gl. auch Ed. I dieses Praktikums. 
2 Vgl. Oppenheimer-Pincussen: Die Methodik der Fermente, 

S. 1530. Leipzig: Thieme 1927. 
3 Klin. Wschr. Jg.6, H.25, 1174 (1927). 
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geniigt fiir aIle praktischen Zwecke. Fiir wissenschaftliche Versuche ist es 
zweckmaLliger, mit einem einheitlicheren Eiweill, wie Serumalbumin, zu 
arbeiten. Dasselbe wird hergesteIlt, indem man gleiche Volumina von Serum 
und gesattigter Ammoniumsulfatlosung zusammengibt, die ausgefallenen 
Globuline abfiltriert, die Losung unter Toluol in Schleicher-SchiHlschen 
Hiilsen mehrere Wochen gegen flieBendes Wasser und schlieBlich gegen 
aqua dest. dialysieren laBt, bis die AuBenfliissigkeit keine NH3- und 
SO,-Reaktion mehr zeigt, und dann die Losung mit aqua dest. auf die 
geeignete Konzentration, die empirisch zu erproben ist (s. w. u.), verdiinnt. 

2. Salzsaure In. 3. Natronlauge 0,025 n. 4. Salzsaure 25%ig. 5. Sulfo
salizylsaure15sung 20%ig. 6. Magensaft, ausgehebert nach einem Weill-
brot-Tee-Probefriihstiick. . 

Zur Bestimmung des bei verminderter Aziditat mitunter an das Brot 
des Probefriihstiicks gebundenen Pepsins ist erforderlich: 7. Phosphat
gemisch: 2,723 g KH2PO, ad 300 ccm ge15st; 3,558 g Na2HPO, ad 
300 ccm ge15st (nach Ege 1). Beide Losungen sind zu gleichen Teilen zu 
mischen. 

Apparate. 1. Wasserbad mit Thermoregulator (Thermostat). 2. Ne
phelometer nach Kleinmann (Schmidt & Haensch, Berlin). 

Ausfiihrung: Vorbereitungen zur Pepsinbestimmung. 
Herstellung des Substratsystems: Zunachst wird eine 
geeignete Substratverdiinnung ermittelt. Gewohnlich ist eine 
Serumverdiinnung (bei menschlichem Serum) 1: 60 bis 1 : 80 eine 
geeignete Konzentration. Zur Priifung werden 5 ccmeiner Serum
verdiinnung 1 : 75 mit 5 ccm 25 %ig. HCI, 2,5 ccm H 20 und 7,5 ccm 
der 20%ig. SulfosalizylsaurelOsung versetzt. Nach ca. 3 Min. 
muB sich eine starke, gleichmaBige Triibung entwickelt haben, 
die weder so stark ist, daB sie in 30 Min. flockt, noch so 
schwach, daB nicht eine Verdiinnung von ihr im Verhaltnis 1 : 2 
noch gut meBbar ist. 

Arbeitet man mit Serumalbumin, so muB diejenige Albumin
verdiinnung gepriift werden, die obigen Anforderungen entspricht. 
Zur Spaltung wird die Serumverdiinnung durch HCl-Zusatz auf 
einen pH von etwa 2 gebracht. 

Ais Beispiel fiir die Herstellung einer zur Spaltung dienenden 
SubstratlOsung von geeigneter Aziditat sei gegeben: 

a) Gesamtserumverdiinnung: 25 cern Serumverdiinnung 1 :25 
werden mit 3 ccm In-HOI versetzt und mit aqua dest. ad 75 cern 
aufgefiillt. 

b) Serumalbuminverdiinnung: 40 ccm AlbuminlOsung werden 
mit 3 ccm In-HCI versetzt und mit aqua dest. ad 75 ccm ver
diinnt. 

Die Aziditat des Systems bewegt sich in der fiir die Pepsin
spaltung optirnalen Breite von etwa 1,7-2,2. 

1 Biochem. Z. 145, 66 (1924). 
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1st die EiweiBkonzentration nicht geeignet, so kann sie durch 
Anderung der Serum- bzw. Albuminmenge leicht variiert werden. 

Vorbereitung der Vorlagen. Fur eine Fermentspaltung, 
die 30 Min. dauert, ist es zweckmiiBig, 3 Proben nach je 
10 Min. zu entnehmen. Es sind daher einschlieBlich der Abnahme, 
die vor Fermentzusatz erfolgt, fur 4 Entnahmen Vorlagen zu be
reiten. Da es ratsam ist, stets in Parallelen zu arbeiten, werden 
8 V orlagen vorbereitet. Hierzu werden 8 Reagenzglaser von 25 ccm 
Fassungsvermogen mit 5 ccm ca. 0,025 n NaOH beschickt. Die 

. Lauge dient dazu, die Entnahmen zu neutralisieren und hierdurch 
sofort die Spaltung zu unterbrechen. Zu dem 1. Reagenzglaspaar, 
das die Entnahmen vor Fermentzusatz, und 0,5 ccm weniger 
Substratlosung enthalt, werden zum Volumenausgleich noch 
0,5 ccm H 20 gegeben. 

AIle zu verwendenden Losungen spez. Laugen werden durch 
quantitative Filter (Schleicher u. Schull) faserfrei filtriert. 

Bestimmung. 1m Magensaft, der nach einem Probefruh
stuck ausgehebert ist, ist das Pepsin nicht stets frei vorhanden. 
Es kann zum Teil an die Brotreste u. dgl. adsorbiert sein, was 
besonders bei anaziden Magensaften in Erscheinung tritt. Nach 
Ege 1 ist Pepsin bei einem pH von etwa 2 in geringem MaBe, 
bei pH 3-4 stark und bei ca. 6 gar nicht adsorbiert. Verff. haben 
bestatigt, daB bei pH 3-4 das Pepsin deutlich adsorbiert ist, 
dagegen das Pepsin bei einem pH von 1,5-2 vollig frei ist. 

In normalen Magensaften von pH 1,5-2 gibt also die Pepsin
bestimmung praktisch den ganzen Pepsingehalt. Bei subaziden 
oder anaziden Magensaften ist es notwendig, sie entweder mit 
etwas In HOI auf die Aziditat normaler Magensafte (pH 1,5-2) 
zu bringen, oder nach Ege sie mit einem Phosphatpuffer von 
pH 6--8 zu mischen und dann erst, wenn das Pepsin so in Frei
heit gesetzt ist, zu filtrieren. Durch Vergleich der freien und ge
samten Pepsinmenge kann die gebundene Pepsinmenge bei sub
aziden Magensatten ermittelt werden. Hieraus ergibt sich eine 
verschiedenartige Filtration des Magensaftes, je nach seiner Azi
ditat und dem Zweck der Bestimmung. 

1. Bestimmung des freien Pepsins. Zur Bestimmung 
des freien Pepsins wird der Magensaft direkt filtriert. Von 
dem Filtrat wird eine Probe im Verhaltnis 1: 60 mit aqua dest. 
verdunnt. Diese Verdunnung spaltet bei normalen Magensaften 
die Substratlosung in 30 Min. zu 20-70%. Bei subaziden Magen
satten, in denen ein Teil des Pepsins gebunden ist und also im 

1 Vg1. Ege: 1. c. S.686 dieses Praktikums. 
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Filtrat fehlt, werden mitunter starkere Konzentrationen, also 
Magensaftverdiinnungen geringerer Verdiinnung, z. B. I: 20, zur 
Untersuchung gelangen miissen. 

2. Bestimmung des gesamten Pepsins. Bei normal
aziden Magensaften ist das freie Pepsin das Gesamtpepsin. Bei 
subaziden Magensaften kann man das Gesamtpepsin nach zwei 
Methoden bestimmen. 

a) Man bringt eine abgemessene Menge der mit den festen 
Bestandteilen (Brot) gut durchgeriihrten Magensaftaufschwem
mung auf einen pH von ca. 2. Es geniigt meistens, den Magensaft 
sehr deutlich sauer gegen Kongopapier zu machen. Man vermerkt 
die durch die Salzsaure erfolgte Verdiinnung, filtriert und ver
diinnt das Filtrat dann mit aqua dest. derart, daB die Gesamt
verdiinnung I: 60 ist. 

b) Oder man verdiinnt I cern Magensaft-Brotaufschwemmung 
mit 19 cern der Phosphatmischung (s. Reagentien 7.), filtriert 
und verdiinnt 10 cern Filtrat mit aqua dest. auf 30 cern (Gesamt
verdiinnung also I: 60). Bei dieser Arbeitsweise muB das Filtrat 
innerhalb 5 Min. zum Versuch verwandt werden, da sonst das 
Pepsin bei dem pH des Puffers von ca. 6,6 stark geschadigt wird. 

Fur die praktische Bestimmung des Pepsins im Magensaft 
genugt es, saure Magensafte direkt zu filtrieren, subazide aber 
erst, nachdem sie durch einige Tropfen In HOI sehr deutlich 
kongosauer gemacht sind. Das Filtrat enthalt dann die gesamte 
Pepsinmenge und wird 1: 60 mit dest. Wasser verdunnt. Durch 
diese starke Verdunnung kommt auch ein evtl. EiweiBgehalt der 
Magensafte nicht mehr als Starung in Frage. Nach der Filtration 
und Verdunnung des Magensaftes erfolgt die eigentliche Spaltung. 

Hierzu werden von dem Substrat-Sauregemisch 18 cern in ein 
25 cern fassendes Reagenzglas gefiillt (eine Parallele wird gleich
artig angesetzt) und in den Thermostaten (bzw. in ein Wasserbad) 
von 37° gesetzt. AuBerdem werden von dem Substrat-Saure
gemisch 4,5 cern in das erste Reagenzglaspaar der Vorlage ge
geben. 

Nunmehr werden zu den beiden Reagenzglasern mit 18 cern 
Substratlosung im Thermostaten je 2 cern der Magensaftver
dunnung getan, worauf die Mischung mit einer Pipette durchriihrt 
und die Zeit vermerkt wird. Nach Verlauf von je 10 Min. werden 
je 5 ccm den Reagenzglasern entnommen und in die Vorlagen ge
geben, so daB nach 30 Min. 3 Abnahmen erfolgt sind. DaB in die 
ersten GefaBe nur 4,5 cern Substratlosung anstatt 5 cern wie bei 
den Abnahmen gekommen sind, beruht auf der Berucksichtigung 
der Verdiinnung des Substrates durch die Fermentlosung. Die 
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fehlenden 0,5 ccm sind bei Bereitung der Vorlagen durch Wasser 
erganzt worden. 

Nunmehr werden zu den Reagenzglasern je 5 ccm 25 % ig. Hel, 
2,5 ccm aqua dest. und 7,5 ccm Sul£osalizylsaurelosung (20%ig) ge
geben und die Glaser umgeschiittelt. Man laBt die entstehenden 
Triibungen sich ca. 3 Min. entwickeln und vergleicht dann die 
Triibungen gegen die ungespaltene Substratlosung des 1. Paares 
im Nephelometer innerhalb % Stunde. 

Berechnung. Die EiweiBkonzentrationen verhalten sich um
gekehrt wie die Nephelometerablesungen. Durch Vergleich der 
unbekannten EiweiBkonzentration der fermentativ gespaltenen 
Losungen gegen die EiweiBkonzentration der ungespaltenen Lo
sung = 100 % ergibt sich: Unbekannte Konzentration: 100 = Ab
lesung der Standardlosung : Ablesung der unbekannten Losung 
in Prozenten. 1st z. B. die ungespaltene Losung (= 100% EiweiB) 
auf die Nephelometerskala 20 gestellt, die untersuchte auf 25, 
so verhalten sich 20: 25 wie x: 100 = 80, d. h. die gespaltene 
Losung enthalt 80 % des EiweiBes der ungespaltenen, d. h. die 
gespaItene Menge betragt 100 - 80 = 20 % . 

Die vorhandene Pepsinmenge im Vergleich mit einem Handels
praparat erhaIt man durch Vergleich einer Spaltung mit einer 
Verdiinnung eines Handelspraparates. Sind die Spaltungen bei 
gleichen Zeiten nicht zu verschieden, so konnen die Pepsinmengen 
angenahert proportional den Umsatzen gesetzt werden. Hat z. B. 
das Handelspraparat in einer Verdiinnung 1 : 50000 50 % gespalten, 
der Magensaft aber in der gleichen Zeit 25 %, so kann man an
genahert die Magensaftverdiinnung gleich einer Verdiinnung des 
Handelspraparates 1: 100000 setzen. Die Gesamtpepsinmenge des 
Magensaftes ergibt sich dann unter Beriicksichtigung der Ver
diinnung. 

Hinsichtlich der quantitativen Bestimmung von Lab und 
Lipase vergleiche Bd. I dieses Praktikums. 

Nachweis von BIut, EiweiB und GaIlenfarbstoff im 
Magensaft. 

1. Nachweis von Galle im Magensaft nach Hawk und 
Be r g e i m 1. Man sattigt 10 ccm filtrierten Magensaftes mit ge
pulvertem Ammonsulfat, indem man sie mit einem UberschuB des 
SaIzes 1-2 Min. lang schiittelt. Enthalt der Magensaft groBe 
Mengen Galle (angezeigt durch tiefe Griinfarbung), so verwendet 

1 Physiologic. Chemistry I. c. (S. 317 dieses Praktikums) S.240. 
Rona-Kleinmann, Blut u. Harn. 44 
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man nur4-5Tropfen von ihm, verdiinnt mit 10ccm Wasser und 
behandelt die Fliissigkeit wie oben. Nach Sattigung fiigt man 
1-3 cern Azeton hinzu und mischt durch 5-6maliges Keh
ren des Glases ohne zu schiitteln. Man Ii1Bt das Azeton, das 
den Gallenfarbstoff, wenn solcher vorhanden ist, enthalt, ab
setzen. Setzt es sich nicht an der Ober£lache ab, so war die 
Fliissigkeit nicht gut mit Ammonsulfat gesi1ttigt. Dann laBt 
man einen Tropfen rauchender Salpetersaure an der Wandung 
des Reagenzglases herabflieBen und beobachtet Griinfarbung des 
Azetons. 

2. Nachweis von EiweiB. EiweiB kann in reinem Magen
saft pathologisch bedingt sein. Man weist es gemi1B den Proben 
auf EiweiB (s. S. 593) nacho 

3. N ach weis von BI u t. Zur Blutuntersuchung im Magen
saft verwendet man nicht das Filtrat, sondern den gut umgeriihr
ten, unfiltrierten Magensaft. 5 cern desselben neutralisiert man 
durch Zugabe von etwa 10 Tropfen 10% ig. Sodalasung (Tiipfeln 
gegen Lackmus), schiittelt urn und Ii1Bt einige Minuten stehen. 
Dann untersucht man die Lasung, wie bei der Untersuchung 
von Blut in Harn und Fazes (S. 585 und 588) beschrieben. 

Untersuchung des Duodenalsaftes. 
Duodenalsaft (gewonnen mit der Duodenalsonde) gleicht 

niichtern normalem Pankreassaft (der aber deutlich alkalisch 
gegen Phenolphthalein ist), vermischt mit Darmsaft und etwas 
Galle. Er ist gelblich gefarbt, gegen Lackmus neutral oder 
schwach alkalisch (pH = 8), verbraucht pro 100. cern 20-40 cern 
0,1 n HOI bei der Titration gegen Dimethylaminoazobenzol 
als Indikator und enthalt etwal, 4% Trockensubstanz. Von 
Fermenten sind Trypsin, Erepsin, Diastase und Lipase vor
handen. Die Analyse der verschiedenen Bestandteile entspricht 
den im Abschnitt Harn gegebenen Bestimmungsmethoden. 

Hinsichtlich Bestimmung der Fermente vgl. Bd. I dieses Prak
tikums. Hier sei gegeben: 

Nephelometrische Bestimmung des Trypsins nach Rona 
und Kleinmann 1 • 

Prinzip. Die Methode beruht auf der Spaltung sehr ver
diinnter NatrlumkaseinatlOsungen mit Darmsaftverdiinnungen bei 

1 Klin. Wschr. Jg. 6, H.25, 1174 (1927). 
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optimaler Aziditat. Die Konzentration der z. T. gespaltenen 
Kaseinlosungen wird ermittelt, indem die Losungen zur Analyse 
auf einen bestimmten pH gebracht, durch Zusatz von Chini
dinum hydrochloricum getrubt und nephelometrisch verglichen 
werden. 

Reagentien. 1. KaseinlOsung. 5 g Kasein (Hammarsten, Kahlbaum) 
werden in 12 ccm 1 n-NaOH gelOst (unter Zusatz von etwas aqua dest.). 
Die Losung wird mit aqua dest. auf 2000 ccm gebracht und unter Toluol
zusatz kiihl aufbewahrt. 

2. Versuchspuffer. Als Puffer, die den Spaltungssystemen zugesetzt 
werden, um sie auf die optimale Spaltungsaziditat zu bringen, dienen Phos
phatpuffer. Es werden m/15 Phosphatpufferlosungender Aziditat, bei der man 
zu spalten wiinscht, verwandt. ZweckmaBig ist es, bei der gleichen Aziditat 
zu spalten, bei der man nachher analysieren muLl. Der Versuchspuffer ist 
dann der gleiche wie der 

3. Vorlage puffer. Derselbe wird durch Mischen von 35,2 Vol.-Teilen 
sekundaren und 4,8 Vol.-Teilen primaren Natriumphosphates erhalten. Die 
PhosphatlOsungen steUt man sich durch Mischen von 1 Vol.-Teil aqua 
dest. + 1 Vol.-Teil mol.-Phosphorsaure + 1 Vol.-Teil n-NaOH und Ver
diinnen auf 15 Vol.-Teile (prim. Phosphat) und Mischen von 1 Vol.-Teil 
mol.-Phosphorsaure + 2 Vol.-Teilen n-NaOH und Verdiinnung auf 15 Vol.
Teile (sek. Phosphat) dar. Der pH dieses Puffers betragt ca. 7,8. 

4. ChinidinlOsung. Als Triibungsreagenz dient eine gesattigte Lo
sung von Chinidinum hydrochloricum (VereinigteChininfabriken Zimmer & 
Co., Frankfurt a. M.). 

Die Losung wird heiLl gesattigt. Besser ist es, da die tibersattigung 
in der Hitze sehr stark ist und die ausfallende Substanz mitunter durch 
die Erhitzung derart verandert ist, daLl sie nicht wieder verwandt werden 
kann, zu kochendem Wasser nur soviel Chinidinum hydrochlor. zuzugeben, 
daB beim Abkiihlen nur eine maBige Menge auskristallisiert. (Reagenz
glasprobe.) Die Losung muLl nach ihrer Herstellung mindestens 24 Stunden 
stehen, da sie auLlerordentlich langsam auskristallisiert. Die Losung wird 
abfiltriert und mit einigen Tropfen 1 n-HCl versetzt, bis sie ganz schwach 
lackmussauer ist. 

Apparate. 1. Wasserbad mit Thermoregulator. 2. Nephelometer 
nach Kleinmann (Schmidt & Haensch, Berlin). 

Ausfuhrung: Vorbereitung zur Trypsinbestimmung. 
1. Bereitung der SubstratlOsung. Zur Herstellung der Sub
stratlosung wird die Natriumkaseinatlosung, die sich wahrend der 
Aufbewahrung etwas truben kann, mehrmals durch das gleiche 
Filter filtriert (nicht vollstandig durch das Filter ablau£en lassen), 
bis sie praktisch klar und toluolfrei ist. Sodann werden 18 ccm 
KaseinlOsung mit 22,5 ccm des Versuchspuffers gemischt und 
mit aqua dest. auf 70 ccm aufgefUllt. 

2. Vor bereitung der Vorlagen. Sollen 3 Abnahmen mich 
10, 20 und 30 Min. erfolgen, so sind mitsamt der Abnahme 
vor der Spaltung 4 Vorlagege£aBe bzw., wenn in Parallelen ge
arbeitet werden solI, 8 Vorlagege£aBe vorzubereiten. Als solche 

44* 
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dienen Reagenzglaser, die mindestens 25 ccm fassen und eine 
Marke tragen, die eine Fiillung von 22,5 ccm bezeichnet. Diese 
Marke ist durch Ausmessung und Markierung leicht selbst an
zubringen. In die Reagenzglliser kommen je 5 ccm aqua dest. 

Alle zur Verwendung kommenden Losungen sollen durch 
quantitative Filter (Schleicher und Schiill) faserfrei filtriert 
werden. 

Bestimmung. Der frisch gewonnene Duodenalsaft wird fil
triert. Es ist gleich, nach welcher Methode der Duodenalsaft ge
wonnen wird. Wird er z. B. durch AthereingieBen gewonnen, so 
wird der Ather durch vorsichtigesLuftdurchblasen vertrieben. Wird 
der Duodenalsaft durch EingieBen von Magnesiumsul£atlOsungen 
gewonnen, so beeintrachtigt die Anwesenheit des Magnesium
salzes die Ergebnisse nicht, da die bei der Spaltung vorliegende 
Verdiinnung des Duodenalsaftes so groB ist, daB die dann noch 
vorhandene Salzkonzentration ohne EinfluB auf die Spaltung 
ist. Auch die Eigenfarbe des Saftes kommt durch die starke 
Verdiinnung nicht in Frage. 

Der klar filtrierte Saft wird im Verhaltnis 1: 50 mit aqua 
dest. verdiinnt. Gewohnlich bewirkt diese Verdiinnung eine 
geeignete Spaltung in 30 Min. Sollte die Spaltung zu schwach 
oder stark sein, miissen entsprechend geanderte Verdiinnungen 
angewandt werden. Zur Spaltung werden 18 ccm der Substrat
puf£ermischung in ein 25 ccm fassendes Reagenzglas gegeben; 
die Losung wird in einem Thermostaten auf 37 0 angewarmt. 
Des weiteren kommen je 4,5 ccm der Substratpuf£ermischung in 
das erste Reagenzglaspaar der Vorlagen. Vor der Zumischung 
jedoch werden die Vorlagen, die 5ccmH20 enthalten, durch Ein
stellen in ein kochendes Wasserbad zum Sieden erhitzt. Zu den 
siedenden Vorlagen kommen die 4,5 ccm SubstratlOsung. Die das 
Substrat enthaltenden Vorlagen bleiben nach dessen Zugabe genau 
6 Min. (mit der Uhr genau gemessen) im Wasserbade im Sieden, 
werden dann herausgenommen und in einem GefaB mit Wasser 
abgekiihlt. Nunmehr werden je 2 cern der Duodenalsaftverdiinnung 
zu den 18 ccm Substratlosung, die im Thermostaten vorwarmten, 
gesetzt. Die Mischung wird mit einer Pipette durehmiseht und 
die Zeit vermerkt. Naeh je 10 Min. werden Proben von je 5 ccm 
mittels Pipette aus den Systemen entnommen und zu den Vor
lagen, die sich im Kochen befinden, gegeben. Die Vorlagen mit 
den Entnahmen bleiben nacho der Zugabe stets noeh 6 Min. im 
Koehen und werden dann, wie das erste Paar, aus dem siedenden 
Wasserbad herausgenommen und abgekiihlt. Nach 30 Min. sind 
3 Abnahmen erfolgt. 
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Das Einbringen in die siedenden Vorlagen hat den Zweck, die 
Fermentwirkung augenblicklich zu unterbrechen. Durch die 
Hitze fallt das Kasein nicht aus, wird aber etwas verandert, 
was dadurch gekennzeichnet wird, daB die Triibungsreaktion bei 
gekochtem Kasein anders ausfallt als bei ungekochtem. Nach 
6 Min. langem Kochen ist die Triibung aber eine maximale und 
bei den verschieden konzentrierten Entnahmen eine proportional 
gleichartige. Daher ist es notwendig, auch die Standardprobe, 
die kein Ferment enthalt, zu kochen und genau so zu behan
deln wie die Entnahmen. 

Nachdem aIle Entnahmen gut abgekiihlt sind, werden zu 
den Losungen 5 cern des V orlagepuffers - in dieser Anordnung 
der gleiche Puffer wie der Versuchspuffer - gegeben. Sodann 
werden 7,5 cern der Chinidinlosung zugesetzt und die Glaser durch 
aqua dest. bis zur Marke von 22,5 cern aufgefiiIlt. 

Man laBt die Triibungen sich etwa 5-10 Min. entwickeln. 
Dann werden sie innerhalb 45 Min. gegen die ungespaltene 
Substratmischung, die 100% Kasein enthalt, im Nephelometer 
gemessen. 

Berechnung. Die Kaseinkonzentrationen verhalten sich um
gekehrt wie die Nephelometerablesungen. Durch Vergleich der 
unbekannten Konzentration gegen die Kaseinkonzentration von 
100% ergibt sich: Unbekannte Konzentration : 100 = Ablesung 
der . Standardlosung: Ablesung der unbekannten Losung in Pro
zenten. Die gespaltene Menge EiweiB ergibt sich durch Subtrak
tion der gefundenen Prozentmenge von 100. 

Man kann die Fermentmengen gegen Fermentverdiinnungen 
von Handelspraparaten auswerten. 



Fehlerrechnung (Ausgleichsrechnung) 1, 

Von 
G. Ettisch-BerlinfDahlem. 

I. Einleitung. 
Es sollte als selbstverstandlich gelten, daB man sich bei jeder 

Aussage dariiber klar ist, innerhalb welcher Grenzen sie Giiltig
keit besitzt. Vor allem sollte das fiir wissenschaftliche Aus
sagen der Fall sein und insbesondere fiir zahlenmaBige. Der 
weit verbrtliteten Ansicht muB entschieden entgegengetreten wer
den, nach der irgendeine irgendwie beobachtete oder ge
messene GroBe eine absolute Wahrheit darstellt, einen absoluten 
Wert besitzt. Hieriiber herrscht gegenwartig noch so weitschich
tige und tiefgreifende Unkenntnis, daB es erforderlich wird, mit 
allem Nachdruck und mit allen zu Gebote stehenden Mitteln 
seine Abstellung zu bewirken. Aus diesem Grunde hat sich auch 
der Herausgeber dazu entschlossen, seinem Werke einen Ab
schnitt iiber Fehlerrechnung anzufiigen. Damit solI die Erkennt
nis von der begrenzten Giiltigkeit j eglicher Beo bachtung, 
jeglicher Messung geweckt und gescharft werden. Erst 
wenn dieses gelungen ist, erst wenn der Messende sich der be
grenzten Giiltigkeit seiner erlangten Zahl bewuBt ist, wird 
er auch von so manchen Irrtiimern und Trugschliissen bewahrt 
bleiben, die der Unkenntnis iiber jene Begrenztheit zuzuschreiben 
waren 2• Wer daher dieses Werk benutzt, moge diese Zeilen 
nicht als ebenso langweilig wie fiir ihn bedeutungslos iiber
schlagen. Er mag vielmehr, wenn er iiber diesen Gegenstand be
reits hinreichend unterrichtet ist, durch diese Zeilen an die 

1 Als Literatur iiber diesen Gegenstand kommen in Betracht: Czuber, 
E.: Wahrscheinlichkeitsrechnung, 3. Auf I. Leipzig: B. G. Teubner 1914. -
Helmert, F.: Die Ausgleichsrechnung. Leipzig: B. G. Teubner 1907. -
Geiger-Scheel: Handb. Physik. 3 (Mathem. Hilfsmittel d.Physik). Berlin: 
Julius Springer 1928. - Kohlrausch,R.: Lehrb. d. prakt. Physik, 15. Auf!. 
(1927) .. - Ostwald-Luther: Physikochem. Messungen, 4. Auf I. (1925). 

2 S. z. B. Krogh: J. of bioI. Chem. 73, 393 (1927). Ferner Scott: 
Ebenda S. 81. 
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Fehlermoglichkeiten und ihre Ausgleichung erinnert wer
den. Er wird alsdann nicht versaumen, die notwendigen Fehler
betrachtungen in bezug auf seine Ergebnisse anzustellen. Wer 
aber von den Beobachtungsfehlern noch nichts weiB, der solI 
durch diese Darlegung eine Einfiihrung in dasjenige Gebiet er
halten, daB nicht nur jedem messenden Naturwissenschaftler 
bekannt sein muB, der Anspruch auf Exaktheit macht, sondern 
auch von jedem angewandt werden solI der sich vor Fehlern 
und Irrtiimern bewahren will. 

II. Die Methode der kleinsten Quadrate. 

A. Vorbemerkungen. 
Uber Fehler. Der systematische und der konstante Fehler. 
GesetzmaBigkeit in den Fehlern. Wahrscheinlichster Wert der 

Unbekannten und Genauigkeitsgrenzen. 

An den Anfang der Erarterung mage der Satz gestellt werden, 
daB keine beobachtete GroBe, keine gemessene Zahl 
einen absoluten Wert, eine uneingeschrankte Bedeu
tung besitzt. Jede Messung, jede Beobachtung ist mit einem 
Fehler behaftet, dem sogenannten "Beobachtungsfehler". Er hat 
subjektive und objektive Griinde. Die erstgenannten liegen in 
der Beschaffenheit unserer Sinnesorgane, in der Moglichkeit der 
Ermiidung, in verminderter Aufmerksamkeit usw., die objektiven 
in der begrenzten Genauigkeit unserer Instrumente und Anord
nungen. 

Es fallen daher fiir gewohnlich die Ergebnisse zweier Beobach
tungen oder Messungen der gleichen GroBe nicht zusammen, eben 
wegen jenes Beobachtungsfehlers. Unter diesen Umstanden wiirde 
man nun nie zu einem eindeutigen Ergebnis kommen. Es solI aber 
ein solches dennoch bestimmbar sein, also existieren. Man trachtet 
daher danach, durch A usgleich der voneinander a bweichen
den einzelnen Beo bach tung en einen Wert zu erlangen,der dem 
wahren Wert moglichst nahekommt. Dazu werden aIle Einzel
beobachtungcn mit herangezogen. Diese crfahrcn Abanderungen, 
die zu einem eindeutigen Ergebnis fiihren sollen. Es handelt sich 
also urn ein Ausgleichsverfahren. Daher auch die Bezeichnung 
Ausgleichsrechnung anstatt Fehlerrechnung. 

Mit der Aufstellung der Forderung von der Fehlerbeseitigung 
ist aber noch keineswegs gesagt, auf welche Weise dieses moglich 
ist und unter welchen Bedingungen. Zunachst sei darauf ver-
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wiesen, daB es grundsatzlich zwei Klassen von Fehlern 
gibt, zwischen denen man scharf unterscheiden muB. 

Da sind einmal die "systematischen" oder "konstanten" 
Fehler. Sie konnen subjektiv z. B. durch Ermiidung bedingt sein, 
objektiv durch irgendeinen bekannten oder unbekannten Faktor, 
der zu dem eigentlichen Verfahren usw., das beobachtet oder 
gemessen wird, nich t unmittelbar gehort, z. B. Seitenwind beim 
Wagen. Derartige Fehler konnen vermieden werden durch Be
seitigung der sie bewirkenden Ursachen oder durch Bestimmung 
der gesuchten GroBe auf einem zweiten, vom ersten unabhangigen 
Wege, oder durch Berechnung der Wirkung des Faktors mit 
darauffolgendem Inrechnungsetzen seiner GroBe. Diese syste
matischen, konstanten oder einseitigen Fehler konnen 
niemals Gegenstand einer fehlertheoretischen Erorterung sein. 
Sie miissen und konnen, wo sie entdeckt werden, auf eine der 
genannten Weisen ihre Beseitigung finden. 

Dem systematischen steht der sog. "variable" Fehler gegen
iiber (Zufallsfehler). Es ist jener Fehler, der durch den Zufall 
entsteht. Er geht hervor aus einer groBen Zahl von elementaren 
Ursachen. Keine einseitigen Einwirkungen diirfen bei ihm vor
liegen. Maxwell hat dieses durch ein schOnes Beispiel plausibel 
gemacht. Zieht man auf einer Flache eine senkrechte Linie und 
schieBt auf sie, so wird - bei Abwesenheit systematischer Sto
rungen (Wind, Blendung 'usw.) - die eine Halfte der Schiisse 
rechts von der Linie liegen, die andere links. DerCharakter des 
Zufalls ist in demselben Sinne zu verstehen wie man ihn bei 
einem Zufallsspiel vorfindet. Wirkt er nur allein, so ist keine 
Messung vor der anderen ausgezeichnet, aIle besitzen den gleichen 
begrenzten Grad der Genauigkeit. Diese Fehlerart kann einer 
mathematisch-theoretischen Erorterung unterzogen werden. 

Betrachtet man namlich eine groBe Zahl von Messungen usw. 
einer GroBe, so pflegen zwei Tatsachen auffallig hervorzutreten: 

1. Es kommen Fehler von einem gewissen positiven Betrage 
genau so oft vor, wie die von demselben aber negativen Betrage. 

2. Kleine Fehler sind haufiger als groBe. Man kann daher 
sagen, daB man bei jeder Messung Fehler iiber einen gewissen 
Betrag hinaus nicht zu erwarten hat. Dabei sind naturgemaB 
grobe Irrtiimer auszuschlieBen. 

Auf Grund der Annahme, daB sich der Beobachtungsfehler 
aus einer groBen Zahl von Elementarfehlern zusammensetzt, die 
eine voneinander unabhangige Ursache haben und zugleich von 
kleinem absoluten Betrage sind, Hint sich ein Fehlergesetz finden. 
Auf Grund dieses Fehlergesetzes ist derjenige Wert zu ermitteln, 
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der dem wahren Wert der Unbekannten am nachsten kommt, 
der der wahrscheinlichste Wert ist. Ais Fehler bezeichnet 
man die Abweichung einer direkt gemessenen usw. GroBe von 
jenem wahrscheinlichsten Wert, von dem, der dem objektiven 
Wert am nachsten kommt. 

Die Ermittlung dieses wahrscheinlichsten Wertes geniigt aber 
noch nicht. Es muB weiterhin angegeben werden, innerhalb welcher 
Grenzen die Genauigkeit der Einzelmessungen wie auch die 
jenes wahrscheinlichsten Wertes liegt. Denn auch dem wahr
scheinlichsten Werte der Unbekannten kommt keine un
mittel bare Wahrheit zu, auch er ist kein absoluter Wert. Es 
ist ein Irrtum, zu glauben, man habe bei der Angabe des sog. Fehlers 
eine objektive GroBe angegeben. DaB dem nicht so sein kann, 
geht aus den bisherigen Darlegungen wohl klar genug hervor. 
Man spricht daher unter Betonung des W ahrscheinlichkei ts
charakters yom scheinbarenFehler. Es ist also zu dem wahr
scheinlichsten Werte der Unbekannten noch die Genauigkeits
grenze anzugeben. Der wahre, 0 bj ekti ve Wert der Unbekannten 
liegt dann innerhalb dieses angegebenen Bereiches. Die Angabe 
dieser Wahrscheinlichkeitsgrenze besitzt noch eine zweite 
Bedeutung. Man kann niimlich aus ihr die Gate, die Genauigkeit 
der Beobachtung erkennen. 

Es ist daher die Aufgabe der Fehler- oder Ausgleichsrechnung 
eine doppelte. Sie hat erstens anzugeben, auf welche Weise man 
zu den wahrscheinlichsten, besten Werten jener Unbekannten 
gelangt, und zweitens muB sie Angaben vermitteln iiber die 
Genauigkeit der Einzelwerte wie auch derjenigen des wahrschein
lichsten Wertes der Unbekannten, sowie auch iiber die Genauig
keit der aus den Beobachtungen usw. abgeleiteten Resultate. 

B. Das Gau8sche Fehlergesetz. Maximum-Minimum
Bedingung. Methode der kleinsten Quadrate. 

Dasjenige Gesetz nun, das einer groBen Reihe von Erfahrungen 
bisher am besten geniigt hat, und das vor allem alle bisher er
orterten Bedingungen und Annahmen ediillt, stellt das Fehler
gesetz von C. F. GauB dar. Auf seine Ableitung kann natur
gemiW hier nicht eingegangen werden. Es setzt voraus, daB eine 
reale konstante GroBe unter vollkommen gleichen subjektiven 
wie objektiven Bedingungen und frei von systematischen Fehlern 
eine groBe Anzahl von Malen gemessen wurde. Jeder Messung 
haftet ein gewisser Fehler an. Keine Messung ist vor der anderen 
a usgezeichnet. 
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Nach dies em GauBschen Gesetz ist die Wahrscheinlichkeit, 
einen Fehler zwischen 8 und 8 + d8 zu machen, fP(8)d8. In 
der normalen Verteilung fand nun GauB fUr fP(8) die Formel 

{ h h' , ( fP 8) = -= e- '. 1) rn 
Das Fehlergesetz ist eineExponentialfunktion des Fehlers 8. 

Es ist unabhangig von der zu bestimmenden unbekannten GroBe. 
AuBer dem Fehler 8 enthalt (I) nur noch die wichtige GroBe h, 
das sog. PrazisionsmaB oder die Genauigkeit der Messung. 
Von ihm wird noch eingehend die Rede sein miissen. Die Wahr
scheinlichkeit, einen Fehler zwischen 81 und 82 zu machen, ist 
danach 

(2) 

An dieses GauBsche Gesetz schlieBt sich nun fiir die gewohnlich 
vorkommenden Falle die Ausgleichsrechnung an. Es handelt 
sich hier zunachst um die Ermittlung der besten (wahrschein
lichsten) Werte der gesuchten Unbekannten. tJber das Prinzip 
dieser Theorie nur ein paar Ausfiihrungen. Es kann namlich 
weder der Sinn noch die Vielfaltigkeit der Ausgleichungen voll
kommen erfaBt werden ohne Kenntnis von gewissen grundsatz
lichen Dingen. Ohne jene Kenntnis aber kann auch keine richtige 
Anwendung gemacht werden. 

In der GltuBschen Formel (I) bzw. (2) ist 8 der Fehler. Es 
mogen nun n Messungen vorliegen, die von der Art sind, daB 
sie die oben mehrfach betonten Voraussetzungen erfiillen. Man 
wird nun, wie schon bemerkt, den wahren Fehler 8 nicht kennen, 
sondern es wird allein moglich sein, den scheinbaren Fehler v 
zu finden. Zwischen beiden besteht folgende Beziehung. Der 
wahre Wert der Unbekannten sei X. n Messungen lieferten in 
n direkten, gleich genauen Beobachtungen von ihr die Werte 
11> 12 , ••• In. Die wahren Fehler sind nun X -11 = 81' X -12 =82 , 

... X -In = 8n. Nun ist schon hervorgehoben, daB man ja X 
gar nicht kennt. Auch die Ausgleichsrechnung kann seinen 
Wert nicht ermitteln, sondern allein einen Annaherungswert, 
den wahrscheinlichsten Wert, x. Daher bleiben auch die 
8. (i = 1, 2, ... 3) die wahren Fehler, unbekannt. Man erlangt 
allein die 

x -li = Vi (i = 1, 2, ... 3) (3) 

die scheinbaren Fehler. GauB zeigte nun, daB derjenige von 
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n gemessenen Werten 11, 12, ... 1.. der unbekannten GroBe am 
nachsten kam, der wahrscheinlichste Wert war, bei dem 

(h)" _ h'( 9 + 2 + ... 2) • l~ e '111 V. vn = MaxImum wurde. 

Fiir vi + v~ + ... +v; schreibt man nach GauB: 

v~ + v~ + ... +v! = [vv]= [(X-l)2] 

und erhalt aus (4) 

(4) 

(5) 

( ~)n e-h'[vvl = ~ e-h'[(x-l)'l = Maximum. (6) 
yn fn 

Dieses Maximum tritt aber ein, sobald der Exponent der e-Funktion 
in (6) ein Minimum wird. Da nun heine bestimmte endliche 
GroBeist, kannmanaus (6) folgendes Gesetz ableiten. Der wahr
scheinlichste Wert der Unbekannten tritt dann auf, 
wenn die Summe der Quadrate der scheinbaren Fehler 
ein Minimum wird. Nun ist v der scheinbare Fehler. Nach 
elementarer mathematischer Methode erlangt man das Minimum 
durch Verschwindenlassen des Differentialquotienten der Funktion 
nach der Unbekannten, d. h. also im AnschluB an (5) und (6) 

d d 
- [vv] = - [(x -1)2] 
dx dx 

d 
=a:;;{(x-11)2+(x-l2)2+ •.. + (x-1n )2}=O. (7) 

Damit ist die allgemeine Methode der Ausgleichsrechnung 
charakterisiert. Entsprechend der obigen Bedingung (7) heiBt sie 
auch Methode der kleinsten Quadrate. 

C. Die Methode der kleinsten Quadrate in den 
wesentlichsten EinzeWUlen. 

Es ist nunmehr zu erortern, wie sich die Verhaltnisse in den 
wesentlichsten einzelnen Fallen gestaltet. Denn es ist bisher 
noch gar keine Angabe dariiber erfolgt, wie man zur Kenntnis 
des scheinbaren Fehlers gelangt. Es ist ja in (3), (6) und (7) 
x und darum auch v unbekannt. Hier, bei den Einzelfallen, wird 
man zwei Gruppen unterscheiden miissen. 

1. Die Bestimmung aus direkten Messungen. 
2. Die Bestimmung aus einem funktionellen Zu

sammenhang. 
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Beide Gruppen sollen hier zur Darstellung kommen. Bevor 
das aber geschieht, sei noch kurz ein grundsatzlicher Punkt er
ortert. 

Es ist bisher stets die Rede gewesen von n Messungen, 
die die gleiche Genauigkeit besitzen. Es kann nun der Fall ein
treten, daB gewissen Messungen einer Reihe ein groBeres 
MaB von Zuverlassigkeit zuerteilt werden muB als anderen. 
Diesen Messungen kommt dann also aus irgendeinem Grund eine 
groBere Genauigkeit (GauBsches PrazisionsmaB, s. o. S.698 
sowie n. S. 702ff.) zu. Man spricht auch von dem unterschied
lichen Gewicht einer Messung. Auch solche Reihen von Mes
sungen verschiedenen Gewichtes lassen sich im Rahmen der 
Fehlertheorie behandeln. Auch dieses solI hier geschehen. 

Die Darstellung wird daher hier so erfolgen, daB zunachst in 
der genannten Hauptgruppe l. der Weg fiir die Gewinnung des 
wahrscheinlichsten Wertes der Unbekannten aus lauter gleich 
genauen Messungen aufgezeigt wird. Darauf solI dann die Dar
legung der Genauigkeitsgrenzen von Messungen gleicher Ge
nauigkeit erfolgen. Darauf dann die Gewinnung des wahrschein
lichsten Wertes der Unbekannten bei Messungen verschiedenen 
Gewlchtes. Dann folgt die Erorterung der Genauigkeits
grenzen bei Messungen von verschiedenem Gewicht. In der 
Hauptgruppe 2. wird es sich darum handeln auseinanderzu
setzen, wie man den wahrscheinlichsten Wert der Unbekann
ten ermittelt bei Vorliegen einer Funktion von einer oder 
mehreren Variablen. Darauf werden dann die Genauigkeits
grenzen fUr die soeben genannten FaIle festzulegen sein. 1m 
folgenden Abschnitt werden diese Verhaltnisse fiir einige spe
zielle Funktionen auseinandergesetzt. Daran schlieBen sich 
praktische Beispiele an fUr samtliche theoretisch erorterten 
Fane. 

1. Die Bestimmung aus direkten Messungen. 

a) Vorliegen von Messungen gleicher Genauigkeit. 

ex) Bestimmung des wahrscheinlichsten Wertes der 
Unbekannten. 

Eine unbekannte GroBe sei n mal mit derselben Zuverlassigkeit 
direkt gemessen. Die Ergebnisse dieser Messungen seien 11, 12, 

... In. Es sei ferner vorausgesetzt, daB das oben angefUhrte 
Ga uBsche Fehlergesetz (1) Giiltigkeit besitzt. 1st der wahrschein
lichste Wert der Unbekannten x, so erhalt man auch n scheinbare 
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Fehler, namlich 

x-1l =Vl 

x-12 = V2 . . 
. . 

x-1i = Vi 

(wo i = 1,2, ... n). 

Sind die Vi unabhangig voneinander, so gilt nach (4), daB 

(i~r e-h2 ,2 = max 

ist. Hier ist fur 8 2 zu setzen 
n 

82 = })vr = [vvJ. 
i=l 

Also wird (;;r e-h ' [vvl = max. 

Das tritt ein, wenn 
[vvJ = min 

ist. Nun ist nach (5) bzw. (3) 

[vvJ = [(x --1)2J = min. 

(8) 

(9) 

(10) 

(11) 

Hier ist x der wahrscheinlichste Wert der Unbekannten. Man er
halt das Minimum durch Nullsetzen des Differentialquotienten, 
der Funktion nach der Unbekannten, also 
d d 

lr;; [(x -1)2J = d x {(x -11)2 + (x -12)2 + ... + (x -In)2} (12) 

=2(nx-(l1+12+ ... + In)) = 2 (nx-[lJ) , 

wo in GauBscher Schreibweise [1] = 11 + 12 + ... + In bedeutet. 
Es muB nun sein 

2 (n x - [lJ) = 0 , 

also: [l] 11 + 12 + ... + 1n 
X=n= n . 

(13) 

(14) 

Daraus ergibt sich zunachst der wichtige SchluB, daB das 
arithmetische Mittel der wahrscheinlichste Wert der 
Unbekannten ist, vorausgesetzt, daB systematische Fehler 
nicht anwesend sind, daB alle n gemessenen Werte der einen 
Unbekannten gleich zuverlassig sind, und daB das G a u B sche 
Fehlergesetz anwendbar ist. 
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Aus den obigen Voraussetzungen sowie durch Addition der 
Gleichungen (8) ergibt sich aber ferner, daB 

n 

.l)Vi = [v] = VI + v2 + '" + Vn 

i=l 

= (x -11) + (x -12) + ... + (x-ln)=O (15) 

ist. Mit Hilfe dieser Beziehung, die der Leser unter Benutzung 
von (14) selbst prufen mage, kann man die Berechnung von x 
also die Richtigkeit des erlangten arithmetischen 
Mittels, leicht kontrollieren. Sie stellt also eineProbe auf x dar. 

{3) Bestimmung der Genauigkeitsgrenzen. 

{31) der Einzelmessungen (mittIerer Fehler, durchschnittlicher 
wie auch relativer Fehler. Bedeutung der genannten Fehler. 

Streuung). 

Jede Messung ist, wie schon mehrfach hervorgehoben, mit 
einem Fehler behaftet. Seine GroBe (s. o. S. 697, Zeile 2), d. h. 
also die Abweichung vom wahrscheinlichsten Werte der 
Unbekannten ist maBgebend fur die Genauigkeit derMessung. 
Fehler und Genauigkeit stehen im umgekehrten Verhaltnis zu
einander. Nach dem GauBschen Gesetz ist die Wahrscheinlich
keit dafiir, bei einer Beobachtung einen Fehler zu machen, der 
zwischen - s und + e liegt, nach (1) bzw. (2) 

+e 

y = ~ f e- h' e' d s . 

Hier kann man eine einfache Umformung vornehmen und erhalt 
he 

y = :;:;;f e- t' dt = <l> (he) *. 
o 

(16) 

rst nun die Wahrscheinlichkeit fur ein Messungsergebnis groBer 
ala fur ein anderes, so spricht man jenen eine groBere Genauig
keit zu. Nach (1), (2), (16) ist diese Genauigkeit aber direkt pro
portional der GroBe h. Von GauB ist h als das PrazisionsmaB, 
ala. das MaB fur die G e n a u i g k e i t bezeichnet worden. 

Es seien nun zwei MeBreihen gegeben, von denen die eine das 
PrazisionsmaB hI' die zweite h2 hat, Die Wahrscheinlichkeit bei 

* In dieser Form liegt das sogenannte Fehlerintegral zahlenmaBig 
ausgewertet in Tabellenform vor, z. B. bei Czu ber, E.: Wahrscheinlich
keitsrechnung. 
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einer Messung der ersten Reihe einen Fehler zwischen + 1'1 und 
- e1, also innerhalb der Fehlergrenze 2 81 zu machen ist, nach 
(16) mit CP(h1e1) zu bezeichnen. In der zweiten Reihe der Mes
sungen ist fur den Fehler zwischen - 82 und + 82, also innerhalb 
der Fehlergrenzen 2 82 die Wahrscheinlichkeit cP (h2 e2). 1st nun 
aber 

h181 = h2 82 , (17) 

so sind beide Wahrscheinlichkeiten gleich groB. Ist ferner e1 < 82 , 

die Fehlergrenze in der ersten Reihe also kleiner als in der zweiten, 
so muB nach (17) hI> h2 sein. Das PrazisionsmaB ist in der 

ersten Reihe groEer als in der zweiten. Ist im besonderen e1 = ~2, 
v 

dann muE hI =vh2 sein. Bei doppelt enger Fehlergrenze der 
erstenReihe gegenuber der zweiten ist das PrazisionsmaE der 
ersten doppelt so groB wie das der zweiten. Man muE abereine 
Messungals um so genauer bezeichnen, je enger ihre }'ehler
grenze ist. h ist also ein direktes MaB fur die Genauig
keit einer Messung. Man erkennt hier den oben S. 69S, Zeile S 
v. o. geforderten Zusammenhang zwischen Fehler und Genauig
keit. Die Frage, auf welche Weise man nun h selbst ermitteln 
kann, solI bald erortert werden. 

Ein weiteres GenauigkeitsmaE ist von GauE in die Fehler
theorie eingefuhrt worden. Ein MaE, das also mit dem Prazisions
maB h in Beziehung stehen muE. Es ist dieses der sog. mittlere 
Fehler der Einzelmessung. 

Ist der wahre Fehler e1 , 82, ••• en' so ist die Summe der 
Fehlerquadrate nach (5) [ee] und der Mittelwert der 

wahrenFehlerquadrate [ee]. Als mittlererFehler,u wird nun 
n 

die Wurzel aus dem Mittelwert der Fehlerquadrate bezeichnet. 
Es muB also sein 

VTeBT ,u= ~ 
n 

(ISa) 

Gilt das GauBsche Gesetz (1), so laBt sich zeigen, daB der 
Mittelwert der Fehlerquadrate 

also 

2_~ ,u - 2h2 , (IS) 

I 
,u=ht2 ' (19) 

ist. Man sieht also hiermit, daB die obige Forderung erfullt ist; 
denn p steht in Beziehung zu h. Es ist ihm umgekehrt propor-
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tional. '" kannalso nach (18) bzw. (19) zur Bestimmung der 
Genauigkeit einer Einzelmessung herangezogen werden. 

Eine Schwierigkeit von Bedeutung ware noch zu beheben. 
Es ist in der obigen Erorterung allein vom wahren Fehler die 
Rede gewesen. Nun kennt man diesen nicht, sondern allein den 
schein baren Fehler. Man kann aber zeigen, daB auch der schein
bare Fehler verwendbar ist, bzw. die Abweichung der ein
zelnen Messung vom arithmetischen Mittel. Man kann 
das leicht feststellen, indem man nach (14) fiir 

11 + 12 + ... + I.. t t d f" [e] e1 + e2 + ... + e .. x= n sez,un ur n= n . 

Es ist dann nach (8), und wie weiterhin gezeigt wird 

11 + 12 + ... + I.. 1 e1 + e2 + ... + ell 
VI = n - 1 = n - 81' (20) 

Nun ist (s. o. S. 698, Zeile 9 v. u.) 

(i = 1, 2, ., . n). 

Wo X den wahren Wert der Unbekannten bedeutet. Nach Ein
setzen ergibt sich, 

VI = 11 +12 +", +1 .. -II = (X-l1)+(X -18)+" .+(X-l .. )_ 
n n 

-(X-ll)=[~-~ (20) 

Man erhalt im AnschluB an (20): 

e1+ e2+···+ e.. [e] (21) 
Vl= n -01=---:;;:-81 

eine Beziehung zwischen wahrem und scheinbarem Fehler. 
Durch Quadrieren geht aus (21) hervor: 

2 _ ([e] )2 _ [e]2 + 2 2[e] 
VI - ---:;;: - 81 - 1t2 01 - n 01 (21a) 

Es ist weiterhin: 

V = ([e] -0 )2 = [e]2 + 02 _ 2 [e.] 0 
II n II n2 II n II 
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Durch Summieren aller v: von 1 bis n findet man: 

n [82] - [8]2 
n 

(2Ib) 

Bildet man nunmehr das Mittel aus den n Messungen, so ergibt sich: 

" " ~(- )2 _ n - 1 ~(-)2 4.J Vt - -n- 4.J et . (2Ic) 
1 1 

Die doppelten Produkte fallen ja bei der Mittelung heraus. In 
GauBscher Schreibweise erhalt man jetzt: 

n-l 
[vv] = -- [ee]. n 

(22) 

Es ist also: 
[vv] [ee] . 
--1 = - = p,2. (Vgl. o. GlelChung (ISa») (23) n- n 

Dividiert man daher die Summe der Quadrate der 
scheinbaren Fehler durch die um I verminderte 
Zahl von Messungen, so erhalt man das Quadrat 
des mittleren Fehlers. Es mag hierbei erwahnt sein, daB 
diese Vorschrift unabhangig ist von jeglichem Fehlergesetz. 

Der mittlere Fehler ist nunmehr nach (23) bzw. (ISa) 

1/[VV] 
p, = y (n -1)' (24) 

Man erkennt aus (24), daB Messungen von einer gewissen, nicht 
zu kleinen Zahl n vorliegen mussen. Eine einzige Beobachtung 
ware unzureichend fur eine Fehlerbetrachtung; denn es wiirde 
dann im Nenner von (24) null stehen. 

Durch Vergleich von (24) mit (19) bzw. (IS) erkennt man nun 
einen Weg zur Bestimmung des PrazisionsmaBes h. Aus dem 
mittleren Fehler, der wiederum uber das arithmetische 
Mittel erreichbar ist, kann man die Genauigkeit der Einzel
messung bestimmen. Es ist 

h = l22 = 0,70710 • 
", ", 

(25) 

Auf die innere (Wahrscheinlichkeits-)Bedeutung des mittleren 
Fehlers wird weiter unten im Zusammenhang mit der der anderen 
Genauigkeitsmasse noch einzugehen sein. 

Rona-Kleinma.nn, Blut u. Ham. 45 
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Ein anderes GenauigkeitsmaB stellt der sog. durchschnitt
liche Fehler {} dar. Nimmt man die Summe der absoluten Be
trage 1 der scheinbaren Fehler und dividiert sie durch die Wurzel 
aus dem Produkt der Anzabl der Beobachtungen in die um 1 
verminderte Anzahl der Beobachtungen, so ergibt sich fUr ihn 
in G a u J3 scher Schreibweise: 

{} = [I v I] 
In(n-l) 

(26) 

Gilt nun das GauBsche Gesetz, so laBt sich zeigen, daB 
1 {} = -. (27) h-yn 

ist. Damit ist auch hier der Zusammenhang mit dem GauBschen 
PrazisionsmaB hergestellt und somit nachgewiesen, daB der 
durchschnittliche Fehler ebenfalls ein GenauigkeitsmaB ist. 
Auch er ist dem PrazisionsmaB umgekehrt proportional. Des 
weiteren erkennt man, daB er sich ebenfalls zur Bestimmung 
des PrazisionsmaBes eignet. Es brauchen zu diesem Zwecke nur 
(26) und (27) kombiniert zu werden. Es ergibt sich dann fur die 
Genauigkeit der Einzelmessung aus dem durchschnitt
lichen Fehler 

(28) 

Ein weiteres PrazisionsmaB besteht in dem wahrschein
lichen Fehler r. Er ist dadurch charakterisiert, daB die Wahr
scheinlichkeit 0,5 dafur wird, einen Fehler zu machen, der groBer 
oder kleiner ist als r. D. h. also, es kommen ebenso haufig Fehler 
vor vom Betrage groBer als r wie vom Betrage kleiner als r. 
Es wird dann nach (2) bzw. (16) 

rh 

lP(rh) = ~fe-I'dt=!. In (29) 

o 

aus Tabellen fUr lP (rh)* erhalt man fur lP (rh) = ! 
rh = 0,476936 = e; 0,476936 e 

r=-h--=T' (30) 

1 d. h. also: die Fehler sind zu addieren unter Fortlassung des Vor
zeichens. Man schreibt dann: I vII + I v21 + ... + I v .. I =2 I v .. I =[1" 1]. 

* S. Z. B. bei E. Czu ber: Wahrscheinlichkeitsrechnung. Leipzig: 
B. G. Teubner 1914. 
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Demnach ist auch der wahrscheinliche Fehler dem Prazisions
maB umgekehrt proportional, also ebenfalls ein GenauigkeitsmaB 
fUr die Einzelmessung. Man bestimmt den wahrscheinlichen 
Fehler aus einem der beiden anderen durch Multiplikation mit 
einer reinen Zahl. Fiir das PrazisionsmaB ergibt sich hier 

h = 0,476936 • 
r 

(31) 

SchlieBlich seien noch einmal die GenauigkeitsmaBe bzw. Fehler
arten zusammengestellt in ihren Beziehungen untereinander und 
zum Ga uB schen PrazisionsmaB. 

p, = 1,25331 {}; r = 0,67449 p,; r =0,84533 {}. (32) 

h=f2· h= In. h=~. 
21" nf}' r 

(33) 

h = 0,70710 . h _ 0,56419. h = 0;47694 . 
1" - 1J' r (34) 

Die Gleichungen (34) sind noch in anderer Hinsicht von 
groBer Wichtigkeit. Es war ja stets bisher der Wahrscheinlich
keitscharakter aller Aussagen iiber Fehler und Genauigkeits
grenzen betont worden. Jene Beziehungen (34) geben nun einen 
Einblick in die innere (Wahrscheinlichkeits-) Bedeutung des 
mittleren, durchschnittlichen und wahrscheinlichen 
Fehlers. Aus ihnen geht zunachst hervor 

p,·h = 0,70711) 
{} . h = 0,56419 

r . h = 0,47694 

(34 a) 

Das GauBsche Fehlergesetz (2) bzw. (16) sagt nun - wie oben 
schon ausgefiihrt - wie groB die Wa,hrscheinli{}hkeit dafiir ist, 
daB bei der Messung ein Fehler zwischen + 13 und - 13, also im 
Intervall 213, gemacht wird. Er betragt 

+. 1" 

~fe-li'E' de = ~fe-t' dt = t;/J(he}. 
fn Yn 

-E 0 

Nimmt man nun diese Gleichung mit (34a) zusammen, so 
findet man aus Tabellen1 

t;/J (p.h) = t;/J (0,70711) = 0,68268, (35) 
t;/J ({}h) = t;/J (0,56419) = 0,57506, (36) 
t;/J (rh) = t;/J (0,47694) = 0,5. (37) 

1 z. B. bei E. C z u b e r: Wahrscheinlichkeitsrechnung. Leipzig: 
B. G. Teubner 19M. 

45* 
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Bei (35), (36) und (37) handelt es sich also urn eine direkte 
A ussage bezuglich der GroBe der Wahrscheinlichkeit dafur, 
daB der wahre Wert der Unbekannten X innerhalb einer be
stimmten Grenze liegt. Man kann diese Aussage auch in der 
Form der Haufigkeit eines Vorkommens ausdrUcken. 

Die Gleichung (35) sagt dann: Die Wahrscheinlichkeit des 
mittleren Fehlers betragt 0,68. Es sind also 68% aller Fehler 
kleiner als fl, nur 32% sind groBer. Oder noch anders: Es ist 
die Wahrscheinlichkeit 0,68 dafur, daB der wahre Wert der Un
bekannten X im IntervalI 1 + fl und 1 - fl liegt. 

Die Wahrscheinlichkeit des durchschnittlichen Fehlers {} 
ist nach Gleichung (36) 0,575. Es sind also 58% alIer Fehler 
kleiner als {}, 42% dagegen groBer. Anders ausgedriickt: Es ist 
die Wahrscheinlichkeit 0,58 dafiir, daB der wahre Wert der Un
bekannten X im Intervall 1 + {} und 1- {} liegt. 

Fur den wahrscheinlichen Fehler ist die Wahrscheinlich
keit 0,5, d. h. es kommen ebenso haufig Werte vor die groBer 
sind als r wie solche die kleiner sind. Aber dieses war ja die 
Voraussetzung bzw. Definition des wahrscheinlichen Fehlers. 

Man kann auch folgende Vorstellung entwickeln: Ordnet man 
alle scheinbaren Fehler der GroBe nach ohne Rucksicht auf das 
Vorzeichen an. Verzeichnet man dabei jeden Fehler, so oft er vor
kommt, auch den yom Betrage null, so mussen, bei Gultigkeit 
des GauBschen Gesetzes, 68% der Fehler kleiner sein als der 
mittlere Fehler, 58% kleiner als der durchschnittliche Fehler 
und 50% kleiner als der wahrscheinliche Fehler. 

Bezuglich des mittleren Fehlers, der ubrigens der am sichersten 
bestimmbare ist, sei hervorgehoben, daB aus diesen Darlegungen 
die folgende Tatsache sich ergibt. Es ist doppelt so wahrscheinlich, 
daB er kleiner ist als fl, als daB er groBer ausfiillt. 

Tragt man auf einer Strecke von einem willkurlichen Punkte 
die Fehler nach wachsender absoluter GroBe l ab, und zwar die 
mit positivem Vorzeichen nach der einen, die mit negativem 
nach der anderen Seite, so begrenzen die auBersten Fehler 
eine gewisse Strecke. Diese nennt man die Gesamtstreuung. 
Wenn man von demselben Ausgangspunkt die mittleren Fehler 
nach beiden Seiten in derselben Weise abtragt, so solI die 
Strecke 2fl, die sogenannte mittlere Streuung, 68%, die 
Strecke 2{}, die durchschnittliche Streuung, 58% und die 
Strecke 2r, die wahrscheinliche Streuung, 50% der.Fehler 
enthalten. 

1 D. h. also nach wachsender GroBe ohne Riicksicht auf das Vorzeichen. 
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Wie schon hervorgehoben, ist der mittlere Fehler das am 
sichersten bestimmbare GenauigkeitsmaB. 

(32) des arithmetischen Mittels. 

Schon oben wurde bemerkt, daB auch dem durch Ausgleich 
gefundenen wahrscheinlichsten Werte der Unbekannten keine 
absolute Bedeutung zukommt. Bei direkter Ermittelung der 
Unbekannten durch n gleich zuverlassige direkte Messungen 
ergab sich das arithmetische Mittel als der wahrschein
lichste Wert. Er ging hervor aus Messungen, die mit Beob
achtungsfehlern behaftet waren. Es wird also auch diesem arith
metischen Mittel ein gewisser Fehler zukommen. Daher sind 
auch dafiir die Genauigkeitsgrenzen anzugeben. 

Der mittlere Fehler fl einer Einzelmessung war nach (23) und (24) 

_ l/TvV] _ -';-"2 
fl- V n-l - 2h· 

Aus der Fehlertheorie ergibt sich nun fUr den mittleren 
Fehler lire des arithmetischen Mittels 

(38) 

Hieraus erkennt man klar, 1., daB die Genauigkeit des 
arithmetischen Mittels in mal groBer ist als die der 
Einzelmessung. Denn es verhalt sich sein PrazisionsmaB zu 
dem der Einzelmessung wie i;:;' : 1. Dieses muB so sein nach 
den AusfUhrungen auf Seite 703 und nach den Gleichungen (17) 
und (19). Der (mittlere) Fehler des arithmetischen Mittels ist daher 
1; mal kleiner als der der Einzelmessung. Durch eine leichte 
Rechnung kann sich der Leser davon iiberzeugen. 2. aber zeigt 
sich, daB die Genauigkeit des arithmetischen Mittels 
wachst mit der Wurzel aus der Zahl der Messungen. 
Man kann nun zeigen, daB flx gegeniiber fl sehr rasch faUt bei 
etwa acht bis zwolf Messungen. Weiterhin aber faUt die Kurve 
dann nur noch sehr langsam. Es macht dann kaum einen Unter
schied aus, ob man 20 oder 30 Messungen vornimmt. Von 
dieser Zahl ab also wird der Mittelwert (arithmetisches Mittel) 
bei weiterer Erhohung der Messungszahl nur noch sehr langsam 
genauer. Die Kurve nahert sich asymptotisch der Null. 

Ersetzt man in den Gleichungen (27) bzw. (28) 

1 
-8 = h f~' 
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das GauBsche PrazisionsmaB h der Einzelmessung durch 
h -yn, das PrazisionsmaB des arithmetischen Mittels1 , so er
halt man fur den durchschnittlichen Fehler des arith
metischen Mittels {}g; 

{}g; = ~_ = ~ = [Ivl] _. (39) 
h Vnn tn Vn 2 (n - 1) 

Es ist also auch hiernach der (durchschnittliche) Fehler 
des arithmetischen Mittels -y;;; mal kleiner als der der Einzel
messung. Seine Genauigkeit daher -y;;; mal so groB als die der 
Einzelmessung. 

Fur den wahrscheinlichen Fehler des arithmetischen l\fittels er
halt man in Analogie 

e r 
rg;=htn=fn · (40) 

Auch hier ergibt sich derselbe SchluB, den wir bei den beiden 
vorangegangenen Fehlererorterungen ziehen konnten. 

Was oben (S.707) von der (Wahrscheinlichkeits-)Bedeutung 
des mittleren, durchschnittlichen und wahrscheinlichen Fehlers 
der Einzelmessung auseinandergesetzt worden war, trifftnatur
gemaB auch fur deren Bedeutung i. b. a. das arithmetische 
Mittel zu. Auch hier ist die Wahrscheinlichkeit des mitt
leren Fehlers ftrr, des arithmetischen l\fittels 0,68, die des durch
schnittlichen Fehlers 0,58, und die des wahrscheinlichen 
0,5. Hier sagt die Angabe des mittleren Fehlers: Die Wahr
scheinlichkeit ist 0,68 dafiir, daB der wahre Wert der Unbekann
ten X in den Grenzen x + ftrr, und x - ftg; liegt. Die Angabe des 
durchschnittlichen Fehlers sagt: Die Wahrscheinlichkeit ist 
0,58 dafur, daB der wahre Wertder Unbekannten X innerhalb der 
Grenzen x ± {}rr, liegt. Entsprechendes gilt fur den wahrschein
lichen Fehler. Meist begniigt man sich mit der Angabe des 
mittleren Fehlers zum arithmetischen Mittel, da dieser Fehler 
der am sichersten bestimmbare ist. Man schreibt dann: 

/---
[v v] 

x ± ftrr, = x ± J ( 1) = x ± nn-
[(x - l)2] 
n(n-1)· 

(41) 

Die Bedeutung dieser Schreibweise ist soeben auseinander
gesetzt worden. Fiir den durchschnittlichen bzw. relativen Fehler 

1 DaB das PrazisionsmaB des arithmetischen Mittels das lin-fache des 
PrazisionsmaBes der Einzelmessung betragt, wurde schon im AnschluB 
an die Diskussion von (38) dargelegt. 
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wfude sie lauten miissen: 

x ± {}aJ = x ±. [!vJ] __ = x ± JJ~-=J!L (42) 
fn2(n-l) ~n2(n-l) 

bzw. 

I ± r x:traJ=x -c:. In 
Auch deren Bedeutung ist oben erortert worden. 

b) Vorliegen von Messungen verschiedenen Gewichts. 

()() Bestimmung des wahrscheinlichsten Wertes der 
Unbekannten. 

(43) 

Schon oben (s. S. 700) war die Rede von Messungsreihen, 
bei denen es Werte gab, die aus irgendeinem Grunde ein 
groBeres MaB von Zuverlassigkeit, von Genauigkeit besaBen, von 
sogenannten Messungen verschiedenen Gewichtes. Da das 
GauBsche PrazisionsmaB das MaB fUr die Genauigkeit einer 
Messung darstellt, muB auch das Gewicht in irgendeiner Bezie
hung zum PrazisionsmaB stehen. Es wurde in (38) sowie der 
anschlieBenden Diskussion gezeigt, daB z. B. dem arithmetischen 
Mittel ein PrazisionsmaB zukommt, das i; mal groBer ist als 
das einer Einzelmessung aus n gleich genauen Messungen. All
gemein sagt man, einer Messung kommt ein A mal so groBes 
Gewicht zu gegeniiber einer zweiten, wenn eine Messung 
von der erst en Art gleichwertig ist mit A Messungen 
der zweiten Art. Die Gewichte AI, ~, ... 1\.,/1 sind also Ver
haltniszahlen. Es miissen sich daher nach dem soeben Aus. 
gefUhrten die Gewichte A1 und A2 zweier Messungen zueinander 
verhalten wie die Quadrate ihrer Prazisionsmasse (Genauig
keiten) hI und h2' also 

(44) 

Da man fUr gewohnlich das PrazisionsmaB aus dem mittleren 
Fehler berechnet, wird man auch hier wieder (38) mit (44) 
kombinieren und erhalt so 

A1 .u~ 
~ .ui' 

(45) 

wo #1 und #2 die mittleren Fehler der Einzelmessungen 
der ersten bzw. der zweiten Art sind. Es verhalten sich demnach 
die Gewichte umgekehrt wie die Quadrate der mittleren 
Fehler. 
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Sind nun n Messungen ll' 4" .•• In vorgelegt von den Gewichten 
AI' ~, ..• An' so fragt sich nunmehr, welcher Wert ist jetzt als 
wahrscheinlichster Wert der Unbekannten anzusehen, wel
ches ist bier der Mittelwert. 

Auch hier wieder soll Giiltigkeit des Gau.Bschen Fehler
gesetzes angenommen werden. 

Auch hier wieder wird die obige Minimumbedingung (10) 
bzw. (11) (Methode der kleinsten Ql1adra tel zu erfiillen 
sein miissen, d. h. es mu.B die Quadratsumme der schein
baren Fehler multipliziert mit den Gewichten ein 
Minimum sein. 1st hier die zu bestimmende Unbekannte y 
und sind die w, die scheinbaren Fehler, so mu.B sein 

WI = (y -ll)Al) 
W 2 = (y -l2)A2 · . . · . · . 
Wn = (y - 1n) An 

Weiterhin aber in Analogie zu (10) bzw. (11) 

[ww] = min = [A (y - l)2] 

und weiterhin 
d 

dll[A(y -1)2] = O. 

(46) 

(47) 

(48) 

Auf diese Weise wird hier als wahrscheinlichster Wert fiir y 
gefunden 

(49) 

wo die AI' ~, An die Gewichte in Zahlen bedeuten. Erteilt man 
also von vier Messungen der Messung 1 das Gewicht 1, der Mes
sung 2 das Gewicht 1, der Messung 3 das Gewicht 5 und der 
Messung 4 das Gewicht 2 zu, so ergabe sich fiir den wahrschein
lichsten Wert y 

II + ls + 5la + 2l .. 
y= 9 

Man erhalt demnach auch hier fiir den Mittelwert eine Art von 
arithmetischem Mittel. Aus naheliegenden Griinden wird dieses 
als das "gewogene" ("ponderierte") arithmetische Mittel 
bezeichnet. Sind beispielsweise die Gewichte AI' ~, An durch
gehends gleich der Gewichtseinheit, also gleich 1, so ergibt sich, 
wie zu erwarten, fiir y 

Y =x=[l] 
n ' 
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d. h. das gewohnliche arithmetische Mittel aus n gleich genauen 
direkten Messungen. 

Als Kontrolle von y muB hier entsprechend (15) 
n 

.l/wi = [w] =WI + w2+· .. Wn = Al (y-ll) + A2 (y-l2) 

i=l +"'An(y-ln)=O 
(49 a) 

sein. 

P) Bestimmung der Genauigkeitsgrenzen. 

P2) der Einzelmessungen. 

Welche Genauigkeit besitzen nun die Einzelmessungen von 
verschiedenem Gewicht ~ Welches ist zunachst der mittlere Fehler ~ 
Wir hatten gesehen, daB die Genauigkeit des arithmetischen 
Mittels ftro aus n gleich zuverlassigen Messungen V;' mal so groB 
war wie die einer jeden Einzelmessung ft. Dementsprechend 
waren die Gewichte 

Al hi "'~ 
1;- h~ iit· 

1st also der mittlere Fehler der Einzelmessung vom Gewicht 1, 
wie in (24), so wird der mittlere Fehler Ii, der Messung li vom 
Gewichte Ai 

sein miissen, also 
Ii. = L = 1/ [Aww] 
• f~ VA.(n-l) 

(50) 

(51) 

auf demselben Wege erhalt man fUr den durchschnittlichen 
Fehler 

7}. = ~ = [Aiwi] 
• ~A, ~nA;(n- 1) 

(52) 

und schlieBlich fiir den wahrscheinlichen Fehler 

- r 
r·=--, y~ (53) 

Die (Wahrscheinlichkeits-)Bedeutung der resp. Fehler ist die
selbe wie sie oben (S. 707) auseinandergesetzt wurde. Dem
entsprechend schreibt man fur den Wert der Einzelmessung 

.; [Aww] _ 
li ± V I." (n---f) = li ± fti . (54) 
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Unter Heranziehung des mi ttleren Fehlers fii der Einzelmessung. 
Es ist sodann mit der Wahrscheinlichkeit 0,68 zu erwarten, daB 
der Fehler kleiner ist als Iii' Oder auch: 68% der Fehler sind 
kleiner, 32% groBer als iii' Die Bedeutung des Anfiihrens des 
durchschnittlichen oder des wahrscheinlichen Fehlers zur Einzel
messung braucht wohl nicht mehr explizite zu erfolgen. Das 
geht wohl aus dem oben Erorterten klar genug hervor. 

f32) des gewogenen ari thmetischen Mi ttels. 

Es ist nun noch die Genauigkeit des gewogenen arith
metischen Mittels zu bestimmen. 

Eine Beobachtung vom Gewichte A wiegt auf A Beobachtungen 
vom Gewichte 1. Da das arithmetische Mittel hervorgegangen 
ist aus n gleich genauen Beobachtungen, so hatte es gegeniiber 
dem der Einzelmessung den mittleren Fehler fix' 

/k 
fix=-:::::-. (55) In 

Nun kann man aber nach den seitherigenAusfiihrungen an Stelle 
dessen sagen: das arithmetische Mittel aus n gleich genauen 
Beobachtungen vom Gewicht 1 ist ersetzbar durch eine Beob
achtung vom Gewicht n. Liegen nun aber n Beobachtungen von 
den Gewichten AI> ~, ••• An vor, so muB sich fiir die mittleren 
Fehler des gewogenen arithmetischen Mittels ergeben 

- 1/ [).ww] 
fix = V [).](n -I) . (56) 

Dieses entspricht also einem gewogenen arithmetischen Mittel 
aus [A] Beobachtungen vom Gewicht 1. Man erkennt dieses auch 
daran, daB, falls diese Gewichte 1 sind, [A] = n wird. Dann geht 
(56) in (55) iiber. Man schreibt also fUr das Ergebnis: 

V [).ww] -
y ± [).](n-I) = Y ± fix, 

es ist demnach die Wahrscheinlichkeit 0,68 dafiir, daB der wahre 
Wert der Unbekannten Y im Intervalle Y ± fig; liegt, entsprechend 
dem oben Ausgefiihrten. 

2. Die Bestimmung aus einem fnnktionellen Zusammenhang. 
a) Wahrscheinlichster Wert bei Vorliegen einer oder mehrerer 

unabhlingiger Variablen. 
Neben Ermittlung von Fehlern, Mittelwerten und Genauig

keitsgrenzen von der bisher angegebenen Art, neben denjenigen 
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also aus direkten Beobachtungen, handelt es sich haufiger um 
einen anders gearteten Fall. Eine oder mehrere GraBen, die von
einander unabhangig sind, werden gem essen, um eine andere 
abhangige GroBe kennenzulernen. Die erstgenannten bezeichnet 
man als una bhangige Variable, die letztgenannte ist die ab
hangige Variable. So kann man z. B. die Dichte d eines Korpers 
dadurch bestimmen, daB man sein Gewicht G und sein Volumen V 

miBt. Es besteht dann die Beziehung d = -~. Hier werden die 

unabhangigen Variablen V und G je mit einem Beobachtungs
fehler behaftet sein, und somit notwendigerweise auch die ab
hangige Variable d. Man spricht hierbei von dem Gesetz der 
Fehlerfortpflanzung. Es ist hier also die Aufgabe gestellt, 
den vorteilhaftesten, wahrscheinlichsten Wert von d aus den 
mit Fehlern behafteten Variablen zu bestimmen und auBerdem 
auch noch die Grenzen seiner Gultigkeit, d. h. vor aHem seinen 
mittleren Fehler. 

1st also allgemein gesprochen 

(57) 

d. h. lP eine Funktion der unabhangigen Variablen Xv X 2 , •• • X.., 
so lautet die Aufgabe entsprechend dem obigen Beispiel: 1. den 
wahrscheinlichsten Wert cp von lP zu finden, sowie 2. seinen 
mittleren Fehler. 

Zu l. Die Losung ergibt sich auf recht einfache Weise. Der 
wahrscheinlichste Wert von lP geht hervor aus den 
wahrscheinlichsten Werten der una bhangigen Varia
b len. Danach ist 

(58) 

wobei eben die Xl' X2, ••• Xn die wahrscheinlichsten Werte 
der unabhangigen Variablen sind, die nach den Darlegungen 
in Abschnitt 1 bestimmt werden mussen. Man hatte also in 
dem Beispiel der Dichteberechnung einfach die wahrschein
lichsten Werte der Gewichte wie der Volumenbestimmung ein
zusetzen, und erhielte dann den wahrscheinlichsten Wert 
der Dichte. 

1st also allgemein 

lP = Xl + X 2 + ... + X n , (59) 

so wird demnach 

(60) 
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b) Genauigkeitsgrenzen bei Vorliegen einer oder mehrerer 
unabhiingiger Variablen. 

Zu 2. Die Bestimmung derxl , x 2' ••• Xn sei mit einem mittleren 
Fehler behaftet. Man kann ihn auf die oben angegebene Weise 
ermitteln. Er betrage L1xl, L1x2, ••• L1xn und sei sehr klein. Man 
erhalt sodann an Stelle von (57) 

f!>=f!>(XI+L1XI' X2 +L1X2 , ••• x n +L1xn ). (61) 

Man kann nun nach Taylorschen Reihen entwickeln und erhalt 
dann 

m ,..) m( +i)ifJ(x1 ),.. 1i)2 ifJ(x1),.. 2 
'P (Xl + LJXI = 'P Xl) -,,-~LJXI + -2'-"-2- LJX1 + ... uXl . uX, 

... + ~ i)nifJ(Xl) L1 Xn 
n! i) x1 1 

m ,.. m i)ifJ(X Z)'" 1i)2 ifJ(x2),.. 2 
'P (X2 + LJX2) = 'P(X2) + -,,--LJX2 + -2'-"-2- LJX2 + ... uX2 • uX2 

.. + ~ i)nifJ(XZ) L1 Xn 
n! i)xil 2 

(62) 

m( ,..) _ m( ) + i)tP(xn),.. + 1 i) 2 tP(x,.),.. 2 + 
• 'P Xn + LJXn - 'P Xn -,,--LJXn -2'-"-2 -LJXn ... 

uXn . uXn 

... + ~ i)"ifJ(X .. ) L1 Xn 
n! i)x: n 

Beachtet man nun, daB nach Voraussetzung die L1Xl> L1x2, ••• L1xn 
kleine GraBen sind, so kann man in dem ganzen System die 
Reihenentwicklung nach den ersten Ableitungen abbrechen. Ent
sprechend (57) bzw. (61) erhalt man durch Zusammenfassen 
samtlicher Systemgleichungen (62) 

{ 
i)ifJ(Xl) i) tP (xz) 

f!>= f!>(x1)+--,,-L1xl , f!>(x2)+--,,-L1x2, ... 
UX1 uX2 

f!> ( ) + i)ifJ(x,J L1 
Xn i)x" X .. 

Da man die f!>(x l ), f!>(x2), ... f!>(xn) zusammennehmen kann, findet 
man 

f!> (Xl' X2 ' ." Xn) = rp. (64) 

Setztman fur die ~: = f!>'(x), so laBt sich (63) vereinfachen, 

und dementsprechend kann man (63) schreiben. 

f!> = rp + f!>' (Xl) L1 Xl + f!>' (xz) L1 x 2 + ... + f!>' (X,.) L1 Xn . (65) 
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Man erhalt nunmehr 

cP - ffJ = cP' (Xl) LI Xl + cP' (X2) LlX2 + ... + cP' (xn) LI xn . (66) 

Befolgen nun die Llxv Llx2 ... Llxn das GauBsche Gesetz, dann 
wird der Fehler der LlXi (i = 1. 2, ... n) nach (1) sein miissen. 

(67) 

Bier bedeutet hi wieder das entsprechende GauBsche Prazi
sionsmaB. Auch der Fehler in der Bestimmung von ffJ befolgt ein 
GauBsches Gesetz, dessen PrazisionsmaB H sei. Auf eine Weise, 
deren nahere Darlegung hier nicht moglich ist, ergibt sich fiir 
dieses PrazisionsmaB 

(OCP)2 (OCP)2 (OCP)2 
~l~ = OX1 + OX2 + ... + OX" (68) 
H2 hi h~ h~ , 

wo die hv h2 ••• hn die entsprechenden PrazisionsmaBe sind. Nach 
(25) ist nun das Quadrat des mittleren Fehlers fli von Xi 

2 1 
fli = 2M 

Dementsprechend wird das Quadrat des mittleren :Fehlers fl", 

in der Bestimmung von ffJ 

fl~ = 2~2 . (69) 

Dieses in Verbindung mit (68) ergibt aber fUr fl", 

1/(oCP)2 (OCP)2 (OCP)2 
fl", = ± V OX1 flI + OX2 fl~ + ... + OX" fl~· (70) 

Damit ist die gestellte Aufgabe gelost. 
Man wird also das Ergebnis haben: Es ist der Mittelwert 

mitsamt seinem mittleren Fehler gefunden: 

V(OCP)2 2 (OCP)2 2 (OCP)2 2 
ffJ ± 0 Xl fll + 0 X 2 fl2 + ... + 0 X" fln. (71) 

Mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,68 ist also zu erwarten, daB 
der wahre Wert der Unbekannten cP innerhalb der Grenzen liegt, 
die durch Gleichung (71) ausgefiihrt sind. 

c) Einige einfache Funktionen. 

Wir haben oben in (59) den :Fall betrachtet, daB 

cP = Xl + X 2 + ... + Xn 
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war, und gefunden, daB 

qJ = Xl + Xl! + . . . + Xn 

ist. Es ergibt sich dann fUr den mittleren Fehler ft", 

ft", - Y ax;. ftl ax; ftl! + ... + .ax. ftia (72) 
_ 1/(aXl)2 l!+ (aX2)2 2 (aX_)2 9) 

= Yft~+fti+··· +Jt! 
Man hii.tte dann gefunden, daB der wahre Wert der Unbekann
ten tP mit 68% Wahrscheinlichkeit innerhalb der Grenzen 

qJ ±ft", = qJ ± Y ft~+ fti + ... + ft~ (72 a) 
Hegt. 

Sind nun aIle unabhangigen Variablen mit der gleichen Genauig
keit bestimmt, so miissen sie auch aIle gleiche Genauigkeits
grenzen haben, d. h. gleiche mittlere Fehler. Dann wird aber 

ftl = ft2 = . . . = Iln = ft; 
aus (72) wird dann 

(73) 

Daraus ergibt sich, daB der mittlere Fehler der Summe 
gleich genau bestimmter Summanden gleich ist dem mittleren 
Fehler des Summanden multipliziert mit der Wurzel aus der 
Summandenzahl (Quadratwurzelgesetz). Das Endergebnis 
hii.tte also zu lauten: 

(73a) 

Der wahre Wert der Unbekannten tP Hegt mit der Wahr
scheinlichkeit 0,68 innerhalb der durch (73a) angegebenen Grenzen. 

FUr die Differenz 

tP = Xl - Xl! - ... - Xn 

findet man den wahrscheinlichsten Wert 

qJ = Xl - Xli - ••• - X n • 

FUr deren mittleren Fehler 

ft", = Yft~ + fti + ... + ft!, 

(74) 

(75) 

(76) 

also das gleiche Erge bnis wie fiir die Summe [siehe auch 
Gleichung (72a) samt Diskussion]. Dasselbe wie in (73a) ergibt 
sich, wenn die Differenz aus lauter gleich genauen .Messungen 
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hervorgegangen ist. Namlich 

#'" = # vn. 
siehe hierzu Gleichung (73a) samt Diskussion]. 

1st ferner die Funktion 

!P=mX 

(76a) 

(77) 

vorgelegt, wo m eine Konstante ist, so wird der wahrscheinlichste 
Wert 

f{J=mx. (7S) 

FUr den mittleren Fehler erhalt man 

#'" = ± V (OOx mx r #2 = m#. (79) 

Der mittlere Fehler eines Vielfachen ist gleich dem
selben Vielfachen des mittleren Fehlers der unab
hangigen Variablen. Man erhalt also schIie.l3Iich: 

f{J ± m#=mx ± m#. (79a) 

Mit 6S% WahrscheinIichkeit liegt der wahre Wert von !P=mX 
innerhalb der Grenzen von (79a). 

FUr das Produkt aus 3 Unbekannten 

!P = X 1 ·X2 ·Xa (SO) 

findet man fiir den wahrscheinlichsten Wert 

f{J = a:l • X2 • Xa· 

Dabei ist der mittlere Fehler 

#'" = ± V(X2Xa#1)2 + (X3X1#2)2 + (X1 X2#3)2 I 
= X 1 X 2 X S V(~:r + (~:r + (~:r 

(81) 

(82) 

Mit der Wahrscheinlichkeit von 0,68 ist also zu erwarten, daB 
der wahre Wert von !P=X1 ·X2 ·XS innerhalb der Grenzen: 

f{J ± #'" 
liegt. demnach sein mu.l3: 

x,·X2·Xa ± X1 X2Xa ve:r+ (::Y + (::r· (82a) 

Mit Riicksicht auf das obige Beispiel der Dichtebestimmung 
sei schIieBIich auch noch die Funktion 

!P = Xl (S3) 
X2 
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erortert. Man findet fUr den wahrscheinlichsten Wert 

(84) 

FUr den mittleren Fehler 

ft." = ± 19 -y ft~ x~ - ft~ x~ . (85) 
X 2 

Es ist demnach mit der Wahrscheinlichkeit von 68% zu 

erwarten, daB der wahre Wert der Unbekannten tP = ~: imIn

tervalle 

(85a) 

liegt. 

d) Der mlttlere relative sowie der mlttlere prozentische Fehler. 

Oft trifft man auch auf die Angabe des mittleren relativen 
Fehlers ~'1' von flJ. Er ergibt sich zu 

~ _ ft'P '1' - ---;;. 
Der mittlere prozentische Fehler '1'1' ist dann 

lOOft'P '1'1'=--. rp 

(86) 

(87) 

Man erhalt so aus (80) und (82) fiir den mittleren relativen Fehler 
des Produktes tP = X1XaXa 

~ = ~ = ± 1/(ftl)2 + (ft2)2 + (ft3)2. (88) '1' Xl X2 X3 r Xl Xz X3 
Fiir den des Quotienten aus (84) und (85) 

~ =X2ft'P=±1/(ftl)2+(ftB)B. (89) 
", Xl r Xl X 2 

Es ergibt sich also fur Produkt und Quotient identische 
GesetzmiiBigkeit fur den mittleren relativen Fehler. 

D. Beispiele zu samtlichen FaIlen. 
I. Bestimmung des wahrscheinlichsten Wertes einer 

Unbekannten aus lauter gleich genauen, direkten Mes
sungen (arithmetisches Mittel), sowie im AnschluB daran: 

2. Bestimmung der Genauigkeitsgrenze der Einzel
messungen des Mittelwertes. 
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1. BeispieP. Die Dichte eines K6rpers wurde zehnmal 
bestimmt. 

Einzelmessung 
1, 

. F I Quadrate der 
Schembarer ehler scheinbaren Fehler 

Vi = X - 1i v~ 

9,662 
73 
64 
59 
77 
62 
63 
80 
45 
54 

- 0,0019 0,000004 
+ 091 83 , 1 0 T 

49 24 
+ 131 172 

19 4 
9 1 

+ 161 259 
189 357 
99 98 

x = [~ arithmet. Mittel = 9,66391 [v] = 0 I [v v] = 0,00lO02 

Das arithmetische Mittel wird erhalten aus (14) 

[l] 11 + 12 + .,. + 110 9,662 + 9,672 + ... + 9,654 96639 
x=":n= 10 . = 10 '--='-10-' 

Der mittlere Fehler einer Messung I-' wird nach (24) auf fol. 
gende Weise erhalten: Man quadriert die scheinbaren Fehler 
(von Spalte 2) und addiert sie. Man hat jetzt die Summe der 
Fehlerquadrate [vv]. Wird diese Zahl durch die um eins ver· 
minderte Anzahl von Messungen (s. o. S.705), hier also durch 
9 dividiert, so erhalt man das mittlere Fehlerquadrat. Die 
Wurzel aus dieser Zahl stellt den mittleren Fehler I-' der Einzel. 
messung dar. Also 

= V [v v] = ± VQ,001002 = ± 0 OIl 
ft (n - 1) 10 - 1 ,. (90) 

Es besteht also (s. o. S.707) die Wahrscheinlichkeit 0,68, daB 
der wahre Dichtewert im Intervall 

li ± 0,01l 

liegt. Oder: 68% aUer Fehler sind kleiner als ± 0,01l. Den 
durchschnittlichen Fehler errechnet man nach (26). Man addiert 
zu dies em Zwecke die scheinbaren Fehler (nach Spalte 2) ohne 
Riicksicht auf das Vorzeichen. Dadurch erhalt man [I vi]. Di. 
vidiert man nun diese Zahl durch die Wurzel aus dem Produkt von 

1 Nach F. Kohlrausch: Lehrb. prakt. Physik, 14. Auf I. Leipzig: 
B. G. Teubner 1923. 

Rona-Kleinmann, Blut u. Hartl. 46 
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Anzahl der Messungen in die um eins verminderte Anzahl der 
Messungen, hier also durch -YlOx9, so erhalt man den durch-

schnittlichen Fehler{} = ~c[cl!i] . Er ergibt sich zu ± 0,0081, 
tn(n--l) 

d. h. 58% aller Fehler sind kleiner als ± 0,0081 oder auch es 
besteht die Wahrscheinlichkeit 0,58, daB der wahre Wert der 
Dichte im Intervall li ± 0,0081 liegt. 

Der wahrscheinliche Fehler einer einzelnen Messung ist 
dadurch zu erhalten, daB man ft mit 2 : 3 multipliziert. Er ergibt 
sich zu r = 0,007. Das bedeutet, daB es ebenso wahrscheinlich 
ist, daB der Fehler einer einzelnen Dichtebestimmung groBer 
oder kleiner als 0,007 istl. 

Der mittlere Fehler des Mittelwertes ftx wird nach (38) da
durch gewonnen, daB man zuerst so verfahrt, als wollte man 
den mittleren Fehler der Einzelmessung bestimmen, also ft. Die 
auf diese Weise erhaltene Zahl wird dann durch die Wurzel 
aus der Anzahl der Messungen dividiert. Daher 

= ft_ = l/ _J-,:,v]_ = ± ~Oll = ± 0 0033. (91) 
ftx tn n(n-l) llO ' 

DerwahrscheinlicheFehler des arithmetischen Mittels ist r ",=0,0022, 
d. h. der Fehler des arithmetischen Mittels ist ebenso wahrschein
lich groBer als 0,0022 wie kleiner. Auf Grund der Ausgleichung 
ergibt sich also fur den wahrscheinlichsten Wert der Dichte 

x = [fl ± II. = [1] ± 1/ [vv] = 96639 ± 00033. (92) 
n rx n r n (n-l) , , 

Mit 68% Wahrscheinlichkeit ist demnach der wahre Wert 
der Dichte in dem Intervall gelegen, das Gleichung (92) an
gibt. Den durchschnittlichen Fehler des arithmetischen Mittels 
{}x findet man, indem man, ganz entsprechend dem bei der mitt
leren Fehlerbildung geschilderten Vorgange, den durchschnitt
lichen Fehler der Einzelmessung durch die Wurzel aus der An
zahl der Messungen dividiert. 

() 
{},,=---=. Vn 

Man erhalt dann ± 0,0026. Es ist also die WahrscheinIich
keit 0,58 dafur, daB der wahre Wert der Unbekannten in den 
Grenzen 9,6639 ± 0,0026 liegt. 

1 Oder: daB es ebenso haufig vorkommt, daB der Fehler groBer ist 
als 0,007 wie daB er kleiner ist. 
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3. u. 4. Bestimmung des wahrseheinliehsten Wertes 
der Unbekannten aus direkten Messungen versehie
denen Gewich tes (gewogenes arithmetisehes Mittel) sowie cler 
Genauigkeit der Einzelmessun-
gen und des gewogenen arith
metisehen Mittels. 

2. BeispieF. Die Sehwere-
hesehleunigung g sei von versehie
denen Beobachtern mit versehiedenen 
Pendeln bestimmt wonlen. Die ge
fundenen Werte seien l, ihre mittleren 
Fehler u 2. Es seien ). die Gewichte 
der je~eiligen Messung. 

I I It i 
981,278 I 0,010 I 

9~ i 1~ I 
80 00 
74 22 
81 ;2 

1,0 
0,4 
4.0 
0,2 

25,0 
[io) = 30,fl 

]'ur das gewogene arithmetisehe Mittel findet man naeh (49) 
!J = Ell] = 1.111 + }'2 l2 + .. _. _-t_!~l.\ = 981 2811) UJ )·1 -r }'2 -+- ... + }·5 " 

(93) 

die Einzelheiten cler Gewinnung sind ohen (S. i12) eingehencl 
auseinandergesetzt. 

Fur den mittleren Fehler cler Einzelmessung ,ui ist nach (51) 

daher fur 

,u i = 1';., = l/}~t~iv~~L, 

fll = 0,005, 

fl2 = 0,008, 

,U3 = 0,003, 

/t4 = 0,012, 
,It5 = 0,001. 

Fur [AVV] ergibt sieh 0,000114. Fur den mittleren Fehler der 
Gewiehtseinheit ji findet man 

ii = ± V[~:: ~J = ± l/ 1 ~ • 10-3 = 0,0053 (95) 

und fur den mittleren Fehler des ausgewogenen Mittels 
. Ii 0,0053 

flx = ,-[iJ = t '-30,6 = 0,001. (96) 

5. u. 6. Bestimmung des wahrscheinliehsten Wertes 
aus funktionellem Zusammenhang, sowie aueh der 
Genauigkeit der Einzelmessungen und des Mittel
wertes. 

1 Aus Geiger-Scheel: Handb. Physik 3. 
2 Diese wurden selbstverstandlich durch ein Verfahren gefunden, wie es oben an dem 1. Beispiel eingehend auseinandergesetzt wurde. 

46* 
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a) bei nur einer Unbekannten 
3. BeispieP. Eine Gasdichte L sei aus der Ausstromungs

zeit x zu bestimmen. Es ist 
L = Cx 2, (97) 

wo C eine Apparatkonstante ist. Den wahrscheinlichsten Wert 
fur L den Wert Lo findet man auf die oben angegebene Weise 
aus dem wahrscheinlichsten Wert von x, namlich Xo (s. hierzu 
die Ausfiihrungen von S. 714). Es wiirden also in diesem FaIle 
die Mittelwerte der Messungen ven x zu nehmen sein. Sind die 
dafiir vorliegenden Messungen aIle von gleicher Genauigkeit, so 
kommt nach S. 704 das arithmetische Mittel (14) in Betracht. 
Sind aber Messungen unterschiedlichen Gewichtes dabei, so ist das 
"gewogene" arithmetische Mittel (S.712) nach Gleichung (49) 
zu benutzen. 

Den mittleren Fehler th. von Lo findet man nach (70), 

PL. = v(:x Cx~r P~ = 2CxoP." (98) 

wo POl hier den mittleren Fehler von Xo bedeutet. Dieser mittlere 
Fehler vonxo ist demnach der mittlere Fehler des Mittelwertes 
der Messungen von x. Dieser mittlere Fehler, - es wird allein 
der mittlere Fehler herangezogen, weil er am sichersten bestimm
bar ist, - des Mittelwertes wird gefunden gemaB den Er
orterungen von S.709 sowie evtl. denen von S.714. Seine Be
deutung ist auf S. 708 auseinandergesetzt. 1m AnschluB an 
Gleichung (98) kann man nunmehr sagen: Mit der Wahrschein
lichkeit von 0,68 ist zu erwarten, daB die Gasdichte L in den 
Grenzen Lo ± PL. liegt, also im Intervalle 

Cx~ ± 2 CXoPOl' (99) 

Der mittlere relative Fehler ~ ist nach (88) 

(100) 

4. Beispie12. Widerstandsmessung mit einem Bruckendraht. 
1st R der Vergleichswiderstand eines Prazisionsrheostaten 
und l die Lange des geeichten Bruckendrahtes, so sind diese 
beiden GroBen mit einem Beobachtungsfehler behaftet, der fur 
gewohnlich nicht in Betracht kommt. X bedeutet die Ein-

1 Nach F. Kohlrausch: Lehrb. prakt. Physik, 14. Aufl. Leipzig: 
B. G. Teubner 1923. 

2 Nach Nernst-SchiinflieB: Einfiihrung in die mathematische Be
handlung usw., 5. Auf I. 1907. 
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steHung auf Stromlosigkeit an der Briicke, Y ist der gesuchte 
Widerstand. 

Nach elementaren Regeln ergibt sich fUr Y (s. Abb. 141) 

R 
Y=X'l_X (101) 

der wahrscheinlichste Wert fiir den 
gesuchten Widerstand wird sich unter Abb. 14l. 

den genannten Bedingungen aus dem 
wahrscheinlichsten Werte x von X ergeben, also nach den Aus
fiihrungen von S. 714 

R 
y=x'Z_x' 

Welches ist aber der mittlere. Fehler fly von y? Sei fl der 
mittlere Fehler von x. Nach (73) wird 

(102) 

Es besteht demnach die Wahrscheinlichkeit 0,68, daB der 
wahre Wert von Y innerhalb der Grenzen y ± fly liegt, d. h. 
also im Intervalle 

R R1 
x1_--x± (l-x)2fl' (102 a) 

der mittlere relative Fehler wird 

1 
~ = x(x - 1) fl . (103) 

Dieser mittlere relative Fehler wird dann em Minimum, wenn :! = ° ist, d. h. 

~(_~~)= (2x-1)1 = ° 
dx x (x - 1) (X2 - x1)2 fl , 

(104) 

daraus ergibt sich aber 
2x-l=0, (105) 

folglich 1 
x=2' 

Der Einstellungsfehler am Briickendraht ist also von geringstem 
EinfluB, wenn man in der Mitte der Briicke miBt. Man wird daher 
durch passende Wahl von R dafUr sorgen, in der Umgebung 
der Briickenmitte die Kompensation zu erreichen. 
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b) bei zwei Unbekannten1 . 

5. Beispiel. Dichtebestimmung eines festen Korpers nach 
der Auftriebsmethode. 1st GL das Gewicht des Korpers in Luft, 
Gw dasjenige im Wasser, so ist die Dichte 8 

(106) 

Der wahrscheinlichste Wert von 8 ergibt sich auf die oben ange· 
gebene 'Weise aus dem wahrscheinlichsten Werte der unab· 
hangigen Variablen Gr, und Gw • 

Fur den mittleren Fehler fls der Dichte findet man 

(107) 

wenn flL der mittlere Fehler der Wagung in der Luft und flw der 
mittlere Fehler der Wagung in Wasser ist. 

Nun ist 

(108) 

also wird (109) 

Der betreffende Korper wog in Luft GL = 244 g und in Wasser 
Gw = 218 g. Der mittlere Fehler bei der Wagung in Luft flL war 
0,005 bzw. in Wasser /lw 0,008. Es ergibt sich daher fUr 

fls = 2~2 V(0,005. 218)2 + (0,008·244)2 = ± 0,0033. (1l0) 

Fur die Dichte des K6rpers ergab sich also 

8 = G-- ~ G-' ± (-G--~G )2 l!G~flf+ Gf~;, (Ill) 
L J w L ii', 

d. h. mit der Wahrscheinlichkeit von 0,68 ist zu erwarten, daB 
der wahre Wert der Dichte des K6rpers in dem Intervalle liegt, 
daB Gleichung (Ill) angibt. Daher dann der zahlcEmaBige Wert 
flir die Dichte sich einstellt 

8 = 9,385 ± 0,0033 . (112) 

III. Schlu6bemerkungen. 
Noch ein paar wichtige Bemerkungen seien hier angefUgt. 

Die Gena uigkei t einer Messung oder eines Mittelwertes ist 
durch das PrazisionsmaB gegeben. Dieses steht in Bezie· 

1 Kohlrausch, F.: Prakt. Phys. 15. Aufl. 1927. 
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hung zum mittleren Fehler. Damit ist aber allein etwas 
uber die Genauigkeit der Messung, des Mittelwertes usw. 
ausgesagt. Nicht das Geringste dagegen uber die Rich
tigkeit der .Messung, des Ergebnisses usw. Ein Beispiel 
wird das klar machen. 1st mittels der Methode der Wheat
stoneschen Brucke (s. Beispiel 4) ein galvanischer Widerstand 
in sehr gut ubereinstimmenden )Iessungell bestimmt, so gilt da,; 
Ergebnis in engen Fehlergrenzen, hat hohe Genauigkeit, 
geringen mittleren Fehler. Es kann aber faisch sein, 
wenn der Bruckendraht oder der Vergleichswiderstand fehlerhaft, 
etwa beschadigt war. In dies em Falle konnte man yom Vorliegen 
eines bzw. zweier "systematischer" Fehler sprechen, die da" 
Ergebnis beeinfluBten, und es zu einem falschen machten. "KOll
stante" (s. 0.) Fehler dagegen nehmen dem Endergebnis die -
oft ubertriebene und iibertrieben eingeschatzte - Prazision. 
konnen aber ein richtiges Resultat vermittein. wenn auch in 
weiteren Fehlergrenzen. 

Es ist hohe Genauigkeit auch nur bei definierten Oh
jekten anzustreben. Man wird daher groBe Sorgfalt darauf ver
wenden, den untersuchten Korper in wohl definierten Zustand 
Zll bringen. 

Definiertheit des Objekts, Empfindlichkeit der 
Methode sowie angestrebte Genauigkeit mussen zueinander 
in richtigem Verhaltnisse stehen. So hat es z. B. keinen Sinn, 
die Potentialdifferenz einer galvanischen Kette bis auf 0,1 m \T 
genau zu messen, wenn die in del' Kette vorkommende n/l0 
Kalomelelektrode nur auf :2 odeI' :3 m V genau ist. Erst wenn die 
KCI-Losung in del' Elektrode auf 10/ 00 genau ist, und weder das 
Quecksilber noch das HgCl noch das GetaB Verunreinigungen 
aufweisen, ist das Eigenpotential der Elektrode auf 1 m V definiert. 

Es hat ferner keinen Sinn, auf einer analytischen \Vage das 
Wasser fur eine genane Losung auf Bruchteile von mg abzu
wagen. Bei offenen GefaBen und unter Berucksichtigung der 
Wagedauer ist Wasser infolge Verdunstung auf mehrere mg 
unsicher. Sollen z. B. 100 cern einer 1 % ig. Losung bereitet 
werden, so kann man das Salz auf 0,2 mg genau abwagen. Ein 
Fehler a hierbei ist aber gleichbedeutend mit einem 100 mal1'0 
groBen Fehler bei Abwagen des Wassers. Eine Genauigkeit von 
5-10 mg fUr das Was"ergewicht ist also \-ollkommen a u::;reichend. 

[11 einelll zahlenmiiBigell Ergehnis soll die letzte Stelle· 
die Moglichkeit hahen, nm mehrere eigenc Einheiten Ull

siehpr zu I-'pin. Diese Zahl kaull ans eilwr ~chiitz\lllg hl'rvor
gt'hl'll. Die v (] rlt'tz t e Zahl dagegen m u f.\ "it' hpr "pi u:' 
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I. 
Auswagen eines GlasgefaBes mit Wasser oder Quecksilber. 

FaBt ein GlasgefaB bei to, in Luft mit Messinggewichten ausgewogen, 
w g Wasser oder q g Quecksilber, so ist der Inhal t des GefaBes bei 
18° w·v bzw. q.k wahre cm3 • 

to I v k to v k 

10 1,00153 0,073704 19 1,00261 0,073803 
11 1,00160 0,073710 20 1,00278 0,073815 
12 1,00169 0,073722 21 1,00297 0,073826 
13 1,00178 0,073733 22 1,00317 0,073838 
14 1,00189 0,073745 23 1,00338 0,073849 
15 1,00201 0,073757 24 1,00360 0,073861 
16 1,00214 0,073768 25 1,00383 0,073872 
17 1,00229 0,073780 26 1,00406 0,073884 
18 1,00244 0,073791 27 1,00431 0,073895 

II. 

Spezifisches Gewicht und Volumen des Quecksilbers zwischen 
10 und 27°. 

d = g/cm2 v = cm3/g d = g/cm2 v = cm3/g 

·1 

~---~ 

~t-l--d-
-,-- --------

t d II II 

10 13,5708 0,073693 19 13,5486 0,073808 
11 13,5683 0,073701 20 13,5461 0,073822 
12 13,5658 0,073715 21 13,5437 0,073835 
13 13,5634 0,073728 22 13,5412 0,073849 
14 13,5609 0,073741 23 13,5388 0,073862 
15 13,5584 0,073754 24 13,5363 0,073875 
16 13,5560 0,073768 25 13,5339 0,073889 
17 13,5535 0,073782 26 13,5314 0,073902 
18 13,5511 0,073795 27 13,5290 0,073915 
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III. 

Reduktion des Barometerstandes auf die geographische 
Breite 45°. 

Fur die Breite von 0° bis 450 ist die Korrektion abzuziehen, fUr die 
von 45 ° bis 90 ° dem reduzierten Barometerstand hinzuzufugen. 

!l 
640 1650 1660 6701680 69017001710/720/730/740 750 760 1770 1 780 I J ~ 

I'I:< 

0" ] ,66 !,,6111,,7] ,,7'1"76 iJ, 791,K> !] ,8411,86 1,89 1,92 1,9411,97 .1,9912,02 
5 631 66' 68 71 73! 761 79 I 81 84 86 89 91 94 91) 11,99 

10 56 i 58! 61 63 651 68' 70: 73 75 78 80 83 85 87' 90 
15 441 46, 48 50 j 53! 551 571 59 61 64 66 68 70 73; 75 
20 27129) 31 33135 37139141 43 45 471 49 51 53 i 55 
25 1,0711,08jl,lOll,1211,131,151,1711,1811,20 1,22 1,23 1,25 1,27 281 30 
30 0,83 0,8410,851°,871°,88 0,891°,91 0,92 0,93 0,95 0,96 10,97 0,>18 1,"11,0] 
35 57 j 581 58 59 60 61 G2 63 G4 65 6G 6G G7 O,flS :0,69 
40 29! 29 30' 30 31 1 311 31 321 32 33 33 34 34 ;15 \ 35 
45 0,0010,00 io,oo 10,00 ~O,OO 10,00 10,000,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00,0,00 ,0,00 

Urn der - sehr geringen - Anderung der Schwere mit der Hohe (H) 
Rechnung zu tragen, ist von dem auf 0° und 45° Breite korr. Barometer
stand b a bzuziehen 2 Hb· 10-7 • 

IV. 

Reduktion der Barometerablesung auf 0°. 

90° 
85 
80 
75 
70 
65 
60 
55 
50 
45 

Po sei der gesuchte, reduzierte, P der abgelesene, fur eine etwaige Ka
pillardepression korrigierte Barometerstand, t die Temperatur des Baro
meters, fJ der kubische Ausdehnungskoeffizient des Quecksilbers (fur die 
in Betracht kommenden Temperaturen 0,0001818), a der lineare Aus
dehnungskoeffizient der Skala (fur Messing 0,0000185, fUr Glas 0,0000085). 

Dann ist:l 

Po = P ~-ti~ = P - k. Die Korrektur kist angeniihert = (fJ - O() pt. 

Da fJ - 0( fUr Messing = 0,0001818 - 0,0000185 = 0.0001633, also fast 
genau 1/6000 ist und p im ganzen wenig von 750 = 3000/4 mm differiert, 

... 3000t t 
kann man k III erster Annaherung = -4- 6000 t =8 mm setzen. 
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Die folgenden \Vertc von k sind genan berechnet und gelten fUr eine 
Messing skala. Ist die Teilung direkt auf das Glasrohr geiitzt, so sind 
die Werte von k urn 0,007 /. zu vergroBern. 

Rei Temperaturen tiber 0° ist Ie von p abzuziehen, bei Temperaturen 
unter 0 ° zu addieren. 

t P = 6801 690 700 1 710 I 720 730 740 I 750 760 770 0,0071 

1° 0,11 0,11 0,11 0,12 0,12 0,12 0.12 0,12 0,12 0,13 0,01 
2 22 23 23 23 24 24 24 24 25 25 0,01 
3 33 34 34 35 35 36 36 37 37 38 0,02 
4 44 4-5 46 46 47 48 48 49 50 50 0,03 
5 55 56 57 58 59 60 60 61 62 63 0,04 

6 0,67 0,68 0,69 0,69 0,70 0,71 0,72 0,73 0,74 0,75 0,04 
7 78 79 80 81 82 83 84 86 87 0,88 0,05 
8 0,89 0,90 0,91 0,93 0,94 0,95 0,97 0,98 0,99 1,00 0,06 
9 1,00 1,01 1,03 1,04 1,06 1,07 1,09 1,10 1,12 13 0,06 

10 11 12 14 16 17 19 21 22 24 26 0,07 

II 1,22 1,24 1,26 1,27 1,29 1,31 1,33 1,34 1,36 1,38 0,08 
12 33 35 37 39 41 4-3 45 47 49 51 0,08 
13 44 46 48 50 52 55 57 59 61 63 0,09 
14 55 57 60 62 64 66 69 71 73 76 0,10 
15 66 69 71 73 76 78 81 83 86 1,88 0,11 

16 1,77 1,80 1,82 1,85 1,88 1,90 1,93 1,95 1,98 2,01 0,11 
17 88 1,91 1,94 1,96 1,99 2,02 2,05 2,08 2,10 13 0,12 
18 1,99 2,02 2,05 2,08 2,11 13 17 20 23 26 0,13 
19 2,10 13 16 20 23 26 29 32 35 38 Q,13 
20 21 24 28 31 34 38 41 44 47 51 0,14 

21 2,32 2,36 2,39 2,43 2,46 2,49 2,53 2,56 2,60 2,63 0,15 
22 4-3 47 50 54 58 61 65 69 72 76 0,15 
23 54 58 62 66 69 73 77 81 84 2,88 0,16 
24 65 69 73 77 81 85 2,89 2,93 2,97 3,00 0,17 
25 76 80 84 2,89 2,93 2,97 3,01 3,05 3,09 13 0,18 

26 2,87 2,91 2,96 3,00 3,04 3,08 3,13 3,17 3,21 3,25 0,18 
27 2,98 3,03 3,07 12 16 21 25 29 34 38 0,19 
28 3,09 14 ]8 23 28 32 37 41 46 50 0,20 
29 20 25 30 34- 39 44 49 54 58 63 0,20 
30 31 36 4-1 46 51 56 61 66 70 75 0,21 
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v. 
Siittigungsdruck des Wasserdampfes in mm Hg von 0°, von 100 

bis 40°. 

Zehntelgrade 

,0 ,I ' ,2 ,3 !,4 ,5 1 ,6 ,1 i .8 ' .9 

=1= ='=1=:=1= = = = 
10 9,2091 9,271 9,333 9,395, 9,458 9,5211 9,585 9,649 9,i14 !J,ii!) 
II 9,844

1 
9,910 9,976:., 1O,042! 10,109110,176110,244110,312 10,380 10,449 

12 10,518 10,588 10,658 10,728 10,799 10.870 1O,941II,013 1I,085 11,158 
13 1l,231III,305i 1I,379111,4531 11,5281 1I;60411I,680111, 756; 11,833111,910 
14 11,987 12,065 12,144: 12,223 12,302 12,382 12,462 12,543 12.624 12.701i 

i I I 
15 12,78812,870 12,953113,037113,121 13,205113,290 13,375. 13,461 13,547 
16 13,634: 13,72113,809: 13,898'13,987 14,076.

1

14,16614,256 14,347 14,438 
17 14,530i 14,622! 14,715, 14,809114,903 14,997 15,092: 15,188 15,284.15,380 
18 15,477'15,57515,67315,77215,871 15,971 16,071 16,17116,272 16,374 
19 16,47716,581 16,68516,789116,89416,999117,10517,21217.319 17.427 

20 17,53517,644 17,753 17,86317,974 18,085 18,197 18,309 18,422 18,536 
21 18,650118,76518,880 18,9961.19,113,.19,231.,19,3491.19,468 19,587 19,iOi 
22 19,827 , 19,948 20,070 20,193 20,316,20,440120,565: 20,690 20,815 20,941 
23 21,068121,196 21,324 21,453 21,583 21,714: 21,845 21,977 22,110 22,243 
24 22,377: 22,512: 22,648' 22,785: 22,922 23,060! 23,198' 23,33723,47623,616 

25 23,756 23,897.24,039124,182
1

24,326 24,47124,617
1
.24,764 24,912 25,060 

26 25,209' 25,359 25,509125,660 25,812 25,964 26,117 26,271 26,426 26,582 
27 26,739 26,89727,055: 27,2141 27,37427,53527,696: 27,85828,021 28,18;j 
28 28,349: 28,51428,680 28,847129,015 29,184i 29,354, 29,525 29,697 29,870 
29 30,043,30,217 30,392' 30,568 30,745 30,923 31,102 31,281 31,461 31,642 

30 31,824132,00732,191 32,376 32,561 32,747132,934 33,122; 33,312 33,503 
31 33,695. 33,888· 34,082 34,2761 34,471 34,667 34,864 35,062 35,261 35,462 
32 35,663,35,865 36,068,36,272; 36,477 36,683136,891 37,099 37,308 37,518 
33 37,729' 37,94238,15538,369' 38,58438,801 39,01839,23739,457 39,677 
34 39,898! 40,121 40,344 40,596 40,796 41,023, 41,251! 41,480 41, 710 41,942 

35 42,175 42,40942,64442,880 43,117 43,355! 43,595 43,836 44,078 44,320 
36 44,563·44,808 45,054 45,301 1 45,549 45,799,46,050146,302146,556.46,811 
37 47,0671 47.324! 47,582' 47,841148,102 48,36448,627 48,981 49,157 49,424 
38 49,692 49,96150,23150,50250,77451,04851,323: 51,60051,87952,160 
39 52,442 i 5:, 725153,009' ~~,294 ~3,~80' ~3,867154,156 ~4,446154, 737 ~5,0~O 
40 55,324 5n,61 : 55,91 ;)6,21 ;)6,,>1 ;)6,81 ,57.11 ;)7,41: 57,72 08,03 
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VI. 

Reduktion eines Gasvolumens auf 0 0 und 760 mm. 
Volumen v und spez. Gew. 8 eines Gases, bei der Temperatur t und dem 
Drucke H gemessen, werden fur 0 0 und 760 mm, wenn a = 0,00367 ist, 

v H 760 
vo = --. - und 80 = 8(1 + at)-

1 + at 760 H • 

t 1 + at t l+ at l t I + at H H/760 H H/760 

mm mm 
0 0 1,0000 40 0 1,1468 80 0 1,2936 700 0,921I 740 0,9737 
1 1,0037 41 1,1505 81 1,2973 701 0,9224 741 0,9750 
2 1,0073 42 1,1541 82 1,3009 702 0,9237 742 0,9763 
3 1,01I0 43 1,1578 83 1,3046 703 0,9250 743 0,9776 
4 1,0147 44 1,1615 84 1,3083 704 0,9263 744 0,9789 

5 1,0183 45 1,1651 85 1,3119 705 0,9276 745 0,9803 
6 1,0220 46 1,1688 86 1,3156 706 0,9289 746 0,9816 
7 1,0257 47 1,1725 87 1,3193 707 0,9303 747 0,9829 
8 1,0294 48 1,1762 88 1,3230 708 0,9316 748 0,9842 
9 1,0330 49 1,1798 89 1,3266 709 0,9329 749 0,9855 

10 1,0367 50 1,1835 90 1,3303 710 0,9342 750 0,9868 
11 1,0404 51 1,1872 91 1,3340 711 0,9355 751 0,9882 
12 1,0440 52 1,1908 92 1,3376 712 0,9368 752 0,9895 
13 1,0477 53 1,1945 93 1,3413 713 0,9382 753 0,9908 
14 1,0514 54 1,1982 94 1,3450 714 0,9395 754 0,9921 

15 1,0550 55 1,2018 95 1,3486 715 0,9408 755 0,9934 
16 1,0587 56 1,2055 96 1,3523 716 0,9421 756 0,9947 
17 1,0624 57 1,2092 97 1,3560 717 0,9434 757 0,9961 
18 1,0661 58 1,2129 98 1,3597 718 0,9447 758 0,9974 
19 1,0697 59 1,2165 99 1,3633 719 0,9461 759 0,9987 

20 1,0734 60 1,2202 100 1,3670 720 0,9474 760 1,0000 
21 1,0771 61 1,2239 101 1,3707 721 0,9487 761 1,0013 
22 1,0807 62 1,2275 102 1,3743 722 0,9500 762 1,0026 
23 1,0844 63 1,2312 103 1,3780 723 0,9513 763 1,0039 
24 1,0881 64 1,2349 104 1,3817 724 0,9526 764 1,0053 

25 1,0917 65 1,2385 105 1,3853 725 0,9539 765 1,0066 
26 1,0954 66 1,2422 106 1,3890 726 0,9553 766 1,0079 
27 1,0991 67 1,2459 107 1,3927 727 0,9566 767 1,0092 
28 1,1028 68 1,2496 108 1,3964 728 0,9579 768 1,0105 
29 1,1064 69 1,2532 109 ],4000 729 0,9592 769 I,OIl8 

30 1,1101 70 1,2569 110 1,4037 730 0,9605 770 1,0132 
31 1,1138 71 1,2606 III 1,4074 731 0,9618 771 1,0145 
32 1,1174 72 1,2642 112 1,4110 732 0,9632 772 1,0158 
33 1,12]1 73 1,2679 113 1,4147 733 0,9645 773 1,0171 
34 1,1248 74 1,2716 114 1,4184 734 0,9658 774 1,0184 

35 1,1284 75 1,2752 115 1,4220 735 0,9671 775 1,0197 
36 1,1321 76 1,2789 1I6 1,4257 736 0,9684 776 1,0211 
37 1,1358 77 1,2826 117 1,4294 737 0.9697 777 1,0224 
38 1,1395 78 1,2863 118 1,4331 738 0,971I 778 1,0237 
39 1,1431 79 1,2899 119 1,4367 739 0,9724 779 1,0250 
40 1,1468 80 1,2936 120 1,4404 740 0.9737 780 1,0263 



Sachverzeichnis. 

Absaugen geringer Fltissigkeitsmen-
gen 281, 358. 

Absorption, Sauerstoff- 66. 
Absorptionsbande, Messung 119. 
Absorptionskoeffizienten ftir Sauer-

stoff, Kohlensaure, Stickstoff 
im Wasser, Blut, Plasma 62. 

Absorptionskonstante, spektral-
photometrische Bestimmung 147. 

Absorptionskurve fiir Oxyhamo
globin 146. 

Absorptionsspektrum 105. 
Adamkiewiczsche Reaktion auf Al-

. lantoin 540. 
Ather, feuchter 23l. 
-, Priifung auf Peroxyd 23l. 
Atherlosliche Substanzen im Ham 

446. 
Atherschwefelsauren, Harn-, Bestim

mung 387, 394, nach Folin 386, 
nach Denis-Reed 392. 

-, Harn-, Nachweis 386. 
Athylalkohol, Bestimmung im Blut 

nach Widmark 243. 
Agarheber zur Wasserstoffionenkon

zentration-Bestimmung 78. 
Agglutination roter Blutkorperchen 

24. 
Albumin im Ham 594, 60l. 
- -Kollodiummembran 105. 
Albumosen, Biuretreaktion auf 603. 
-, Harn-, Nachweis 602. 
Aldehyd-Reagens nach Schiff 607. 
- -Reaktion auf Urobilinogen von 

Ehrlich-Bauer 578. 
Aliphatische Verbindungen im Ham, 

Bestimmung 431 ff. 
Alizarinsulfosaures Natrium als In

dikator bei der Kjeldahl-Methode 
418. 

Alkalireserve, Blut-, Bestimmung 
44. 

-, Plasma-, Bestimmung, kolo
rimetrisch 47, manometrisch 49, 
volumetrisch 59. 

Alkaloide-Isolierung nach Stas
Otto 668. 

-, Nachweis und Bestimmung im 
Harn 667, 670. 

Alkaloidfallungsreagentien 669. 
Alkapton-Ham 564. 
- -Zyanreaktion nach Lindt 564. 
Alkohol-Bestimmung im Blut nach 

Widmark 243. 
Allantoin, Bestimmung im Blut 

nach Hunter 194. 
-, - imHarn nach Wiechowsky

Handovsky 541, nach Christ
man 543. 

- -Gewinnung aus dem Ham 540. 
- -Nachweis im Harn (Reaktion 

von Schiff) 540; (Reaktion von 
Adamkiewicz) 540. 

Alveolarluft 34. 
- -Bestimmung des Azetons nach 

Widmark 458. 
-, Kohlensaure-Spannung 7l. 
- -Zusammensetzung 34. 
Ameisensaure-Bestimmung im Blut 

nach Riesser 245. 
-, - im Ham nach de Eds 432, 

nach Benedict und Harrop 
433. 

- -Nachweis im Ham 43l. 
-, Reaktion auf, nach Fenton und 

Sisson 246. 
- -Trennung von fltichtigen Stof

fen nach Fincke 246. 
Aminonaphtholsulfosaure 257. 
- bei der Phosphorbestimmung im 

Blut 258. 
p-Aminophenol s. a. Antifebrin. 
- -Nachweis im Ham 663. 
Aminosauren-Bestimmung im Ham 

512, 524. 
-, gasanalytisch nach van Slyke 

526, kolorimetrisch nach Folin 
528. 
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Aminosauren, Gesamt-, Bestimmung 
(als N aphthalinsulfoaminosau
ren) 519, mit der Formoltitration 
520, 524. 

-, Gesamt-, Darstellung aus Harn 
nach Fischer- Bergell-A b
derhalden-Ignatowski 519. 

Aminostickstoff, Bestimmung im 
Blut nach Folin 168, Formol
titration nach Henriques und 
Sorensen 520. 

Ammoniak, Entfernung aus dem 
Harn durch Permutit 501, 503. 

- -freies Wasser 174, 364. 
-, Harn-, Nachweis 360. 
-, Priifung auf Arsen-Freiheit 617. 
Ammoniakbestimmung im Blut nach 

Folin-Denis 173, nach Par
nas 174. 

-. im Gewcbe nach Parnas und 
'2Y[ozolowski 179, nach Emb
den, Carstensen und Schu
macher 179. 

- im Harn 524, kolorimetrisch 
nach Folin-Bell 364, nach 
Folin-Macallum 365. 

Ammoniummagnesiumphosphat370. 
Ammoniummolybdat-Reinigung406. 
Ammoniumoxalat 1. 
Ammoniumsulfat 184. 
-- -Reagens zur Fallung der Harn

saure 534. 
- als Standard bei der N-Bestim

mung 165, 167, 184. 
Ammoniumsulfatlosung, Priifung 

auf Pyridin 426. 
Angstrom-Einheit 106. 
Anilinderivate siehe Antifebrin. 
Anorganische Bestandteile im Harn, 

Bestimmung 332ff. 
- Blutbestandteile, Bestimmung 

249ff. 
Antifebrin, Nachweis im Harn 663. 
Antipyrin, Isolierung aus dem Harn 

665. 
-, Nachweis im Harn 664. 
Antrachinonderivate-Nachweis im 

Harn 666. 
Arabinose-Bestimmung im Harn 

nach Neuberg-Wohlgemuth 
474. 

Aromatische Verbindungen s. a. 
Phenol. 

- - im Harn 548. 

Arsazetin 629. ' 
Arsen, Atoxylarsen, Nachweis 629. 
- -Bestimmung im Harn und or-

ganischen Substanzen nach 
Marsh 620, nach Bang 621, 
nach Kleinmann-Pangritz 
624. 

- -Nachweis im Harn und organ. 
Substanzen nach Marsh 616. 

Arsenphosphorwolframsaurereagens 
fiir Harnsaurebestimmung nach 
Benedict 19l. 

Arscnpraparate, organische, Be-
stimmung im Harn 629ff. 

Arsenspiegel 619, 620. 
Asche s. Veraschung. 
Atoxyl-Nachweis im Harn 629. 
Atropin-Nachweis im Harn 670. 
Ausgleichsrechnung s. Fehlerrech-

nung. 
Azetaldehyd, Abtrennung aus al

koholhaltigen Gemischen 213. 
Azetaldehydbestimmung durch Bin

dung an Bisulfit 213. 
- im Blut nach Stepp und Fricke 

213. 
- im Harn nach Stepp und 

Fricke 470. 
Azetaldehydnachweis im Harn 468, 

nach Tollens 469, nach Rimi
ni-Lewin 469, nach Fenton
Sisson 246, 469, 655. 

Azetanilid siehe Antifebrin. 
Azetatmischung fiir Standard-Aze

tat-Elektrode 81. 
Azetessigsaure, Bestimmung im 

Harn nach Em bden u. Schliep 
461, nach van Slyke 467. 

- -Nachweis im Harn nach Ger
hardt 451, nach Arnold-Lip
liawsky 452. 

Azetonbestimmung in Alveolarluft 
nach Widmark 458. 

- im Harn nach Messinger
Huppert, Em bden- Schmitz 
453, nach Em bden und Schliep 
461, nach Csonka, kolorime
trisch, 455, nach Lax (Mikro
bestimmung) 456. 

- im Harn neben Azetaldehyd nach 
Stepp und Fricke 472. 

- (Mikro-) im Blute nach Ljung
dahl 215. 
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Azetonbestimmung, Gesamtazeton
kiirper-Bestimmung im Harn 
nachMessinger- H uppert453, 
nach Csonka455, nachLax456. 

Azetonkiirperbestimmung im Blut 
nach Engfeldt 218, nach van 
Slyke und Fitz 214. 

-, Gesamt-, nach van Slyke 464, 
465. 

- im Ham 449. 
Azetonnachweis im Harn nach Le

ga1449, nachFrommer- Emile
wicz 450, nach Gunnini! 4:")l. 

Azetphenetidin s. Phenazetin. 
Aziditat, aktuelle. im Blut 71ff., 

im Ham 316, 317. 
-, Gesamt-, Bestimmungim Magen

saft 682, 683. 

Bacterium coli zur Blutzuckerbe
stimmung nach Rona und Fa
bisch 21lo 

Balysches GebB 116. 
Bang Probe auf ]'ruchtzucker 492. 
- Probe auf Gallensauren 593. 
Bangblattchen ftir Blut 207. 
Barbitursaurederivate im Ham. 

Nachweis durch Mikrosublima: 
tion nach Ehrismann u .. Joa
chimoglu 66lo 

Barcroft-Apparat znr Bestimmung 
der Blutgase 26. 

Bardachs Nachweis von Queck
silber 645. 

Barometerstand, Reduktion 729. 
Basen, fixe, Bestimmung im Harn 

nach Fiske 328. 
-, Gesamtbestimmung im Blut

serumnach van Slyke, Hiller 
und Berthelsen 287. 

Beckmanns Gefrierpunktappara t 
303. 

Beersches Gesetz 338. 
Beleuchtungsvorrichtung bei Pho

tometer 139. 
Bence-Jonessche EiweiBkorper im 

Ham 597. 
- - -, Nachweis 597, 598. 
Benedictsche Probe zum Nachweis 

des Traubenzuckers im Harn 477. 
Benzidin 587. 
Benzidinprobe auf Blutfarbstoff im 

Harn 587. 

Benzidinproce zum Nachweis des 
Blutfarbstoffs in Fazes 589. 

Benzidinreagens fUr die Schwefel
bestimmung im Harn 388. 

Benzoylcystin 513. 
Bestimmung atherliislicher Substan

zen im Ham 446ff. 
-, Atherschwefelsauren·. im Ham 

387, 394, nach F 0 lin 386, 
nach Denis-Reed 392. 

-, Athylalkohol-. im Blnt nach 
Widmark 243. 

- aliphatischerVerbindungen431ff. 
Alkalireserve-. des BIutes 44. 
Alkaloide-, im Ham om. 670. 
Alkohol- 243. 
Allantoin-, im HInt, nach Hun
ter 194. 

-, -, imHamnach Wicehowsky
Handovskv 541, nach Christ
man 543 .. 

-, Ameisensaure-, im Blut nach 
Riesser 245. 

-, -, im Ham nach de Eds 432, 
nach Benedict llnd Harrop 
433. 

-, Aminosauren-, im Harn 512, 
524, als Naphthalinsulfamino
sauren 519, mit der Formol
titration 520, 524, gasanalytisch 
nach van Slyke 526, kolori
metrisch nach Folin 528. 

-, Aminosaurenstickstoff-, im Blnt 
nach Folin 168. 

-, Ammoniak-, im Blut nach Fo
lin-Denis 173, nachParnas174. 

-, -, im Harn nach Henriques 
und Sorensen 524, kolori
metrisch nach F 0 lin - Bell 364, 
nach Folin-Macallum 365, 
titrimetrisch nach Folin 360, 
nach Weber-Krane 362. 

-, -, im Muskelbrei nach Parnas 
und Mozolowski 179, nach 
Em bden, Carstensen und 
Schumacher 179. 

- anorganischer Blutbestandteile 
249ff. 

- aromatischer Verbindungen im 
Harn548. 

-, Arsen-,inorg. Substanzen(Harn. 
Blut usw.) nachMarsh 620, nach 
Bang 621, nach Kleinmann
Pangritz 624. 
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Bestimmung, Azetaldehyd-, durch 
Bindung an Bisulfit 213. 

-, -, im Ham nach Stepp und 
Fricke 470. 

-, Azetessigsaure-, im Harn nach 
Em bden- Schliep 461, nach 
van Slyke 467. 

-, Azeton-, in der Alveolarluft 
nach Widmark 458. 

-, -, neben Azetaldehyd 214. 
-, -, MikronachLjungdahl215. 
-, -, im Ham 471, nach Mes-

singer-Huppert 453, nach 
Csonka, kolorimetrisch 455, 
nach Lax, Mikrobestimmung 
456, nach Embden und 
Schliep 461, nach van Slyke 
467. 

-, Azetonkorper-, nach van Slyke 
und Fitz 214, nach Engfeldt 
218. 

-, Aziditat-, aktuelle, im BIut 71, 
im Ham 316. 

-, -, im Magensaft 682. 
-, -, nach Michaelis 683. 
- fixer Basen im Ham nach Fiske 

328. 
-, Bikarbonatmenge-, Alkalireserve, 

im Plasma, titrimetrisch 47, 
manometrisch 49, volumetrisch 
59. 

-, Bilirubin-, im Harn nach Sa ba-
tini 591. 

-, -, im Serum 232. 
-, BIei-, in Fazes 640. 
-, -, im Harn 635, nach Kehoe-

Edgar 637, nach Fairha1l641. 
-, BIut-, im Ham 584. 
-, Blutgase-, Ferrizyanidmethode, 

Haldane 26ff., nach Douglas
Priestley 39 [Anhang 65]. 

-, BIutkorperchen-, Volumen 21. 
-, BIutmenge-, mittels Inhalations-

methode 3, mittels Kohlenoxyd
methode 3, mittels kolloidaler 
Farbstoffe nach Seyder helm 
u. Lampe 1. 

-, Blutzucker- 195, nach Folin
Wu 198, nach Benedict 201, 
nach Folin 202, nach Lewis 
u. Benedict 204, nach Hage
dorn- Jensen 205, nach Isse
kutz-Both 208. 

-, --, gasvolumetrisch 209, 211. 

Bestimmung, Brechungsindex-, des 
Hames 3Il. 

-, Brom-, neben Chlor im Ham 
nach Ottensooser 384, nach 
Bergl und-N encki 605, nach 
Wyss-Mar kw alder 606, nach 
Bernhardt- U cko 607, nach 
Schoumow, Simanowski
Frey 605. 

-, Chinin-, im Harn, nephelome
trisch nach Sterkin u. Helf
gat 671. 

-, Chlor-, im Gewebe 254, 256. 
-, -, im Harn nach Mohr-Lars-

son 380, 383, nach Volhard
Arnold- Salkowski 380, 383, 
nach Buday 381. 

-, neben Brom nach Ottensooser 
384, nach Berglund-Nencki 
605. 

-, Chlor-, im Blut nach van 
Slyke 254, nach Whitehorn 
255, nach Koranyi 256, nach 
Tschopp 256. 

-, Cholesterin-,imBlutnachBloor, 
Pelkan und Allen 222, nach 
Szent-Gyorgyi 223, nach 
Bang-Bloor 225, nach Myers
Wardell 219. 

-, -, im Harn nach Windaus 
448. 

-, Cystin-, im BIut 171, im Ham 
nach Gaskell-Magnus- Levy 
513, nach Looney 514. 

-, Drehungsvermogen-, des Har
nes 312. 

-, Eisen-, im Blut nach Neumann 
292, nach Willstatter 292. 

-, -, in Fazes 375. 
-, - im Gewebe nach Starken-

stein und Weden 293. 
-, -, im Harn nach N eumann

Hanslian-Lintzel 373, nach 
Lachs und Friedenthal 377, 
nach Lintzel 378. 

-, EiweiJ3-, im Ham 593, nach 
Esbach 599, nach Bang 599, 
nach Folin-Denis 600, nach 
Auteririeth-Hiller 601, re
fraktometrisch 311. 

-, Euglobulin-, im Serum (Plasma) 
164. 

, Fermente-, im Magensaft 685ff. 
-, Fett-, im Harn 446 .. 
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Bestimmung, Fettsauren-, im Blut 
nach Bloor, Pelkan und 
Allen 211. 

-, -, im Blut und Plasma nach 
Bang- Bloor 225. 

-, Fibrinogen-, im Plasma 163. 
-, Formaldehyd-, im Harn nach 

Collins, Hanzlik, Shohl und 
Deming 656, 657. 

-, Gallenbestandteile-, im Harn 
590ff. 

-, Gallenfarbstoffe-, im Blutserum 
nach van den Bergh 232. 

-, Gallensauren-, im Blut nach 
Aldrich und Bledsoe 234. 

-, -, im Harn 592. 
-, GefaBkonstante-, beim Barcroft-

Apparat nach M unz er und 
Neumann 28. 

-, Gefrierpunkt-, im Blut 10, 13, 
im Harn 303. 

-, Gesamtaminosauren-, 519. 
-, Gesamtazetonkorper-, im Harn 

van Slyke 464, 465. 
-, Gesamtbasen-, 1m Serum nach 

van Slyke, Hiller und Ber
thelsen 287. 

-, Gesamtphenole-, im Harn nach 
Folin-Denis-Tisdall 551. 

-, Gesamtschwefel-, im Blut, nach 
Stockholm und Koch 270, 
nach Tschopp 270. 

-, -, im Harn nach Benedict
Denis 388, nach Fiske 390, 
nach Liebesny 391, nach De
nis-Reed 394. 

-, Gesamtsulfate-, im Blut nach 
Denis und Leche 269. 

-, -, im Gewebe 269. 
-, Globuline-, im Plasma, Serum, 

164. 
-, Glukuronsaure-, im Harn 441, 

nach Tollens 444. 
-, Glutathion-, im Blut nach Gab b e 

170. 
-, Glyzerin-, im Blute nach Tangl 

und Weiser 247. 
-. Gold-, im Harn nach Brahn u. 

Weiler 652. 
-, Hamoglobin-, im Blut, gasanaly

tisch 155, kolorimetrisch nach 
Haldane 150, nach Sahli 151, 
nach Burker 153. 

-, -, spektralphotometrisch 146. 
Rona-Kleinmann, Biut u. Harn. 

Bestimmung korperfremder Ham
bestandteile 604. 

, Harnfarbe- 296. 
-, Hamfarbstoffe-, im Ham 573. 
-, Harnkolloide-, Goldzahlmethode 

315. 
-, Harnsaure-, im Blut nach Fo

lin-Benedict 187, nach Be
nedict 191. 

-, -, im Harn, nach Kruger
Schmidt 532, nach Folin-Shaf
fer 534, nach Folin-Wu 535, 
nach Benedict-Franke 536. 

-, Harnstoff-, im Blut nach Folin
Wu 181, nach Myers 183. 

-, -, im Harn nach Fosse-Fren
kel 495, nach Folin 496, nach 
Laubender 498, nach van 
Sly ke-Cullen 499, nach 
Youngburg 501, nach Rose 
und Coleman 502, nach Folin 
und Youngburg 503, nach 
Ellinghaus 504. 

-, -, durch Spaltung im Auto
klaven 182. 

--, -, durch Urease 499, 501, 502, 
503, 504. 

-, Harnvolumen- 295, 296. 
-, Hexamethylentetramin-, im 

Harn 655, nach Schroter 656, 
nach Collins-Hanzlik- Shohl
Deming 656. 

-, Hippursaure-, im Harn 525,567, 
nach Snapper u. Laqueur 569, 
nach Folin-Flanders 571, nach 
Deznak 572. 

-, Homogentisinsaure-, im Harn 
nach Briggs 565, nach Metz
Lieb-Lanyar 566. 

-- des HUfnerschen Quotienten 14.'5. 
-, Indoxyl-, im Harn nach Jaffe 

559, nach Obermayer-Wang
B ouma- Ellinger -Maillard
Salkowski 560. 

- .. Tod-, im Harn 609, nach Wink
ler-Bernhardt 610, nach An
ten-A u tenrieth 611, nach Fel
lenberg-Lunde 612. 

-, Isoagglutination- 25. 
-, Kalium-, im Dlut nach Kra-

mer-Tisdall 281, nach Leu
lier, Velluz und Griffon 282. 

-, -, im Harn, titrimetrisch nach 
Tisdall u. Kramer 358. 

47 
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Bestimmung, Kalium·, als Platin
chlorid 357. 

-, Kalzium-, im Blut 273, 276, nach 
Rona und Kleinmann, nephe
lometrisch 273. 

-, -, in den Fazes 368. 
-, -, im Gewebe nach Corley 

u. Denis 273. 
-, -, im Harn, gravimetrisch nach 

McCrudden 367, titrimetrisch 
nach Kramer-Tisdall 368. 

-, -, im Serum nach Kramer
Tisdall 271. 

-, Kieselsaure-, in Fazes nach 
Kindt 404. 

-, -, im Harn nach Kindt 404, 
nach Isaacs 406. 

-, Kohlenhydrate-, im Harn 472. 
-, Kohlenoxyd-, im Blut 5, 68. 
-, -, mit Reversions-Spektroskop 

129. 
-, Kohlensaure-. im Blut 35, 37, 38. 
-, Kohlenstoff-, im Harn, titrime-

trisch nach Brunner-Messin
ger- Scholz 408, Mikro- nach 
Nicloux 414, gravimetrisch 
nach Messinger-Huppert
Spiro 412. 

-, Koprosterin-, in den Fazes 221. 
-, Kreatin-, im Blut 185. 
-, -, im Harn nach Folin-Bene-

dict 510. 
-, Kreatinin-, im Blut 185. 
-, -, im Harn nach Folin-Be-

nedict 510. 
-, Kupfer-, im Harn u. in d. Orga

nen, nach Schoenheimer u· 
Oshima 642, nach Kleinmann 
u. Klinke 644. 

-, Lavulose-, im Blut nach Radt 
212. 

-, Lezithin-, im Blut 228. 
-, Lipoide-, im Blut, Plasma 225, 

226. 
-, Magnesium-, im Blutserum 

nach Denis 276, nach Tschopp 
277, nachKramer-Tisda1l279. 

-, -, in Fazes 371. 
-, -, im Harn nach McCrudden 

370, nachKramer-Tisda1l372. 
-, -, in Vollblut, Milch, Eigelb 

und Pflanzensaften nach 
Tschopp 279. 

Bestimmung, Methamoglobin-, im 
Blut 69. 

-, Milchsaure-, im Blut nach 
Furth-Charnass 237, nach 
Mendel- Goldscheider 240. 

-, -, im Harn nach Warkanv 
439, nach Mondschein, nebeiI 
,B-Oxybuttersaure 440. 

-, -, im Magensaft nach Boas 
684. 

-, -, im Muskel nach Embden 
237. 

-, Morphin-, in Fazes 675. 
-, ---'--, im Harn nach Takayanagi 

674. 
-, Natrium-, in den Fazes 253. 
-, -, im Serum nach Kramer-

Tisdall 284, 352, nach Rourke 
285. 

-, - und Kalium-, im Harn, gra
vimetrische 355. 

-, Neutralschwefel-, im Harn 388, 
392, gravimetrisch nach Folin 
386, nephelometrisch nach De
nis-Reed 392. 

--, Nukleotide-, im Blut 194. 
-, Oberflachenspannung-, des Har-

nes 307. 
-, -, im Serum nach Du N ouy 

13. 
-, osmotischer Druck-, im Blut 

nach Krogh u. Nakazawa 6, 
Salge 10, nach Beckmann 13 
(s. a. Gefrierpunkt). 

-, Oxalsaure-, im Harn nach Sal
kowski-McLean 435, nach 
Widmark-Holmberg 436. 

-, Oxybuttersaure-, im Blut nach 
Engfeldt 218. 

-, -, im Harn nach Pribram
Schmitz 463, nach van Slyke 
463, 468. 

-, Oxyproteinsauren-, im Harn 
nach Furth 546. 

-, Pentosen-, im Harn 472. 
-, -, [der Arabinose] im Harn 

nach Neuberg-Wohlgemuth 
474. 

-, Pepsin-, im Magensaft, nephelo
metrisch nach Rona-Klein
mann 685, 688. 

-, Phenole-, im Blut nach Theis 
u. Benedict 236. 
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Bestimmung, Phenole-, einwertiger, 
im Harn nach Kossler-Penny
Mooser-Hensel 550, nach 
Folin-Denis-Tisdall 551, 
nach Siegfried-Zimmer
mann 554. 

-, -, neben Kresol nach Sieg
fried-Zimmermann 554. 

-, -, zweiwertige 557. 
-, Phosphate-, saure, im Magen-

saft 683. 
-, Phosphatide- (Lezithin), im Blut 

228. 
-, Phosphor-, anorganischer, im 

Blut 257, 259 nach Fiske u. 
Subbarow257, nach Embden, 
Myrback, Roche 261, nach 
Lohmann- J endrassik 260, 
nach Kleinmann 263. 

-, -, gesamter saureloslicher, im 
Blut nach Fiske und Sub ba
row 259. 

-, -, im Gewebe 259. 
-, Phosphorsaure-, im Harn als 

Uranylphosphat 397, alkalime
trisch nach Neumann - Gre
gersen, Kleinmann 398, nach 
Fiske 400. 

-, -, im Muskelextrakt und im 
Hefemazerationssaft nach Loh
mann und J endrassik 260, 
nephelometrisch nach Klein
mann 401. 

-, Porphyrine-, im Harn 582. 
-, Pseudoglobulin-, im Plasma, 

Serum 164. 
-, Purinbasen-, im Harn 532, 534, 

535,538, nachKriiger-Schmid t 
538. 

-, Purine-, im Blut nach Thann
hauser und Czoniczer 193. 

-, Quecksilber-, im Harn 644, nach 
Schumacher- J ung-Heinzel
mann 646, nach Stock 647, 
650. 

-, -, elektrolytisch 649. 
-, Reduktionsvermogen-, des 

Harns 314. 
-, Refraktion-, im Blut 18. 
-, Reststickstoff-, im Blut 161, 

nach Bang 165:nach Folin 166, 
nach Folin-Denis 167. 

Bestimmung, Rhodanwasserstoff-, 
im Harn 394, nach Edinger
Clement 395. 

-, Sauren-, im Mageninhalt 679. 
-, -, organische, im Harn nacb. 

van Slyke und Palmer 329. 
-, Sauregehalt-, im Harn 316, 321-
-, Salvarsan-, nach Autenrieth 

und Taege 631. 
-, Salzsaure-, im Magensaft nach 

Michaelis 683. 
-, Sauerstoff-, im Blut 38, 39, 65. 
-, Sauerstoffdifferenz-, im arteriel-

len und venosen Blut 35. 
-, Sauerstoffsattigung-,im Blut 32. 
-, Schwefel-, im Harn 385. 
-, -, im Blut nach Denis 268, 

nach Denis und Leche 269, 
nach Stockholm u. Koch 270. 

-, Schwefelsauren-, im Harn gra
vimetrisch nach F 0 li n 386. 
nephelometrisch nach Denis: 
Reed 392, titrimetrisch nach 
Fiske 388, nach Lie besny 391. 

-, Senkungsgeschwindigkeit-, der 
Blutkorperchen 22. 

-, Serum-Volumen- und Blutkor
perchen-Volumen- 21. 

-, spezifisches Gewicht des Blutes 
nach Hammerschlag 5, des 
Harnes mit Pyknometer 299, 
mit Urometer 302. 

-, Stickstoff-, im Harn nach Fo
lin- Wright 424, nach Folin
Farmer 425, nach Bock
Benedict 428, nach Koch
Mc Meekin 430, nach Kj el
dahl 417ff., Makro-Bestimmung 
418, Halb -Mikro -Bestimmung 
422, Mikro-Bestimmung 423. 

-, -, in Nitraten, Nitro- und 
Nitroso-Verbindungen 422. 

-, -, peptidgebundener, im Harn 
525. 

-, -, in Phenylhydrazin, OAazon 
und Hydrazonen 421. 

-, Sulfate-, im Harn nach Folin 
387, nach Fiske 390, nach Ro
senheim-Drummond 392, 
nach Denis-Reed 393. 

-, Titrationsaziditat-, im Harn 
nach Folin 326, nach Michae
lis-Henderson-Brock 326. 
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Bestimmung, Traubenzucker-, im 
Harn 474 ff., nach Pavy
Kumagawa-Suto 484, nach 
Folin - Berglund - Benedict 
485, nach Benedict-Oster
berg 487. 

-, -, im Harn durch Polarisation 
480. 

-, Trockengehalt-, im Harn 348. 
-, Trypsin-, im Magensaft nach 

Rona und Kleinmann 690. 
-, Tryptophan-, im Blut nach 

Cary 172. 
-, Urobilin-, in Fazes nach Ter

wen 581, im Harn 577,579,580, 
nach Terwen 579. 

-, Urochrom-, im Harn 573, nach 
WeiB 574. 

-, Urochromogen-, im Harn 573, 
576. 

-, Uroerythrin-, im Harn 576. 
-, Viskositat-, im Blut 15, nach 

Hess 16. 
, Wassergehalt-, im Harn 348. 

-, Wasserstoffionen-, im Blut 71 
-, -, Blutentnahme fUr 72. 
-, -, Elektroden fiir 75, 78, 79. 
-, Wasserstoffionenkonzentrations-, 

im Blut, elektrolytisch 74, nach 
Michaelis 76, nach Cullen 84, 
nach Hollo -WeiB 86, gas
analytisch 90. 

-, -, im Harn 317, mit Gaskette 
317, mit Indikatoren 317, mit 
Pufferlosungen 317, ohne Puffer 
323. 

-, Wismut-, im Harn nach Bod-
nar-Karell 632. 

-, Zucker-, im Blut 195. 
Bezugs-Elektrode 80. 
Bichromatschwefelsaure zur Alko-

holbestimmung nach Widmark 
243. 

Biliverdin s. Gallenfarbstoff. 
Bilirubin s. a. Gallenfarbstoff. 
- -Bestimmung im Harn nach Sa-

batini 591. 
--- im Serum 232. 
Birnen-Elektrode 77. 
Biuret-Reaktion 494, 601, 603. 
Blei-Bestimmung in Fazes 640. 
-.- im Harn 635, nach Kehoe· 

Edgar 637, nach FaiI:hall 
641. 

Blei-Nachweis im Harn nach Za
nardi 635, nach LedeI:er 635. 
nach Schumm, elektrolytisch 
635. 

Bleiazetat, zur Entfarbung u. Ent
eiweiBung des Harnes 297, 475, 
483. 

Blut s. a. Plasma, Serum. 
-, Absorptionskoeffizient von 

Sauerstoff, Kohlensaure und 
Stickstoff fiir 62. 

-, Athylalkohol-Bestimmung nach 
Widmark 243. 

-, Alkalireserve-Bestimmung 44. 
-, Allantoin - Bestimmung nach 

Hunter 194. 
-, Ameisensaure -Bestimmung im 

nach Riesser 245. 
-, Aminosaurenstickstoff-Bestim

mung 168. 
-, Ammoniak-Bestimmung nach 

Folin-Denis 173, nach Parnas 
174. 

-, Azetaldehyd-Bestimmung nach 
Stepp und Fricke 213. 

-, Azeton-Bestimmung, Mikro, 
nach Ljungdahl 215. 

-, Azetonkorper-Bestimmung nach 
Engfeldt 218, nach van Slyke 
und Fitz 214. 
-Bestandteile, anorganische, Be
stimmung 249ff. 
-Bestimmung im Harn 584. 

-, Chloride-Bestimmung nach van 
Slyke 254, nach Whitehorn 
255, nach Koranyi 256, nach 
Tschopp 256. 

-, Cholesterin-Bestimmung nach 
Myers-Wardell 219, nach 
Bloor, Pelkan u. Allen 222, 
nach Szent- Gyorgyi 223, nach 
Bang- Bloor 225. 

--, Cystin- und Cystein - Bestim
mung im 171. 

-, Eisen-Bestimmung, nach Nen
ma.nn 292, nach Wills tatter 
292, nach Starkenstein und 
Weden 292. 

-, Fettsauren-Bestimmung nach 
Bloor, Pelkan u. Allen 221, 
nach Bang-Bloor 225. 

-, Gallensaure-Bestimmung nach 
Aldrich n. Bledsoe 234. 



Sachverzeichnis. 741 

Blut, Gefrierpunktsbestimmung mit 
dem Beckmannschen (Frieden
thalschen) Apparat 304. 

- -Gerinnung 161. 
-, Gesamtbasen-Bestimmung nach 

Slyke, Hiller u. Berthelsen 
287. 

-, Gesamtphosphor-Bestimmung 
nach Fiske u. Sub barow 259. 

-, Gesamtschwefel-Bestimmung 
nach Stockholm u. Koch 270, 
nach Tschopp 270. 

-, Gesamtsulfate-Bestimmung im 
nach Denis und Leche 269. 

-, Glutathion-Bestimmung nach 
Gabbe 170. 

-, Glyzerin-Bestimmung nach 
Tangl u. Weiser 247. 

-, Hamatin 131. 
-, Hamoglobin-Bestimmung, gas-

analytisch 155. 
-, Hamoglobingehalt 32, 131, 149, 

155. 
-, Harnsaure-Bestimmung, nach 

Folin-Benedict 187, nach Be
nedict 191. 

-, Harnstoffbestimmung, nach Fo
lin- Wu 181, nach Myers 183. 

-, Kalium-BestimmungnachKra
mer-Tisdall 281, nach Leu
lier, Velluz u. Griffon 282. 

-, Kalziumbestimmung, nephelo
metrisch, nach Rona u. Klein
mann 273, 276. 

-, Kapillar-Entnahme zur Kohlen
saure-Bestimmung 36. 

-, Kohlenoxyd-Bestimmung 5,68, 
mit Reversions-Spektroskop 129. 

-, - -Nachweis 129, chemischer 
131, spektroskopischer 128, 129. 

-, Kohlenoxydhamoglobin, che
mischer Nachweis nach Sal
kowski 131, nach Kunkel und 
Welzel 131. 

-, Kohlensaure-Bestimmung 35, 
36, 38, 55. 

-, Kreatin-Bestimmung 185. 
-, Kreatinin-Bestimmung 185. 
-, Lavulose-Bestimmung nach 

Radt 212. 
-, Lezithin und Kephalin-Bestim

mung nach Bloor 228, 229. 
-, Lipoid-Bestimmung 225, 226. 
- im Mageninhalt 124, 690. 

BIut, Magnesium-Bestimmung nach 
Denis 276, nach Tschopp 277, 
nach Kramer-Tisdall 279. 

-, Methamoglobin-Bestimmung 69. 
-, Milchsaure - Bestimmung nach 

Fiirth-Charnass 237, nach 
Mendel- Goldscheider 240. 

-, Natriumbestimmung nach Kra
mer-Tisdall- Gittleman 284, 
nach Rourke 285. 

-, Nucleotid-Bestimmung 194. 
-, osmotischer Druck, Bestim-

mung nach Krogh u. N aka
zawa 6, nach Salge 10, nach 
Beckmann 13. 

-, Oxybuttersaure-, Bestimmung 
nach Engfeldt 218. 

-, Phenol-Bestimmung nach Theis 
und Benedict 236. 

-, Phosphatide-, Lezithin 228. 
-, Phosphor, anorganischer. Be-

stimmung nach Fiske u. Sub
barow 257, 259, nach Loh
mann u. J endrassik 260, nach 
Embden, Myrback, Roche 
261, nach Kleinmann 263. 

-, Plasmamenge 3. 
-, Purine-Bestimmung nach 

Thannhauser und Czoniczer 
193. 

-, Reaktion des 71. 
-, Refraktometrie 18. 
-, Reststickstoff-Bestimmung nach 

Bang 165, nach Folin 166, nach 
Folin-Denis 167. 

-, Sattigung mit CO2 von 40 mm 
Tension 45, 46. 

-, Sauerstoff-Bestimmung 38, 39, 
65, mit Ferrizyanidmethode 30. 

-, - -Dissoziationskurve 34. 
-, Sauerstoffbindungsvermogen 

151. 
-, Sauerstoffsattigung, prozen

tuale 32. 
-, Schwefel-Bestimmung nach 

Denis 268, nach Denis und 
Leche 269, nach Stockhol III 
u. Koch 270. 

-, Spektralphotometrie 136ff. 
-, Spektraltafel 123. 
-, Spektroskopie 105 ff. , 135. 
-, spezifisches Gewicht, Bestim-

mung nach Hammerschlag fl. 
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Blut, Tryptophan-Bestimmung nach 
Cary 172. 

-, Veraschung zur Jodbestimmung 
614. 

-, Viskositat-Bestimmung 15, nach 
Hess 16. 

- -Wagung 344. 
-, Wasserstoffionenkonzentration 

71. 
-, Wasserstoffionenkonzentrations

Bestimmung, elektrolytisch 74, 
nach Michaelis 76, kolorime
trisch 84, nach Ho1l6-WeiB 86, 
gasanalytisch 90. 

Blutentnahme 20, 73, 80, 87, 159, 
176, 244, 344. 

- aus der Arterie 159, 160. 
- fur Bestimmung der Alkali-

reserve 44. 
- fiir Blutzuckerbestimmung 196. 
- auf Filterpapier, Bangblattchen, 

207. 
- fiir Harnsaurebestimmung 187. 
-, Kapillarblut 80. 
- und Wagung des Blutes mit der 

Torsionswage 344. 
- fiir Wasserstoffionen-Bestim

mung 72. 
- fur die Zuckerbestimmung nach 

Hagedorn- Jensen 207. 
Blutfarbstoff s. a. Hamoglobin. 
- im Harn, Bestimmung 584, 

Isolierung nach Schumm 585. 
- -, Nachweis, nach Heller 585, 

na.ch Schumm 585, Guajak
probe 586, Benzidinprobe 587, 
Haminprobe 588, spektrosko
pische Untersuchung 587. 

- -Nachweis in Fazes 588. 
- -Spektroskopie in Fazes und 

Ham 589. 
-, spektroskopisches Verhalten 121. 
Blutfiltrat, Herstellung nach Folin 

161. 
Blutgallenfarbstoffe, Bestimmung 

und Nachweis nach van den 
Bergh 232. 

Blutgase, Analyse nach Haldane 
26ff. 

- -Bestimmung nach Douglas
Priestley 38 [Anhang 65]. 

Blutgruppen 24. 
Blutkiirperchen, Hamoglobingehalt 

150. 

Blutkiirperchen, rote, Resistenz-
priifung nach Simmel 20. 

- -Senkungsgeschwindigkeit 22. 
-, Volumen-Bestimmung 21. 
Blutmenge-Bestimmung mittels kol

loidaler Farbstoffe nach Sey
derhelm u. Lampe 1, mitt~ls 
der Inhalationsmethode 3, mit
tels Kohlenoxyd 3. 

Blutzuckerbestimmung 195, nach 
Folin-Wu 198, nach Benedict 
201, nach Folin 202, nach Le
wis und Benedict 204, nach 
Hagedorn- Jensen 205, nach 
Issekutz-Both 208. 

-, gasvolumetrisch nach Rona 
und Fabisch 209. 

Blutzuckervergarung 202. 
Boratliisung zur Alkalisierung des 

Blutes bei der NHs-Bestimmung 
176. 

Bouma-Probe auf Gallenfarbstoff im 
Ham 591. 

Bradshaw-Probe auf Bence-Jones
sche EiweiBkiirper im Ham 598. 

Brahn-Probe auf Melanin im Ham 
593. 

Brechungsindex des Harns 311. 
Brenzkatechin, Nachweis im Ham 

554. 
Brom, Bestimmung im Ham 384, 

604, 605, nach Ottensooser 
384, nach Berglund-N encki 
605, nach Schoumow-Sima
nowsky-Frey 605, nach Wyss
Markwalder 606, nach Bern
hardt- Urko 607. 

- -Nachweis im Ham 604. 
Bromkresolgrun 321. 
Bromkresolpurpur 3:!1. 
13romwasser, Heakiion mit Pheno-

len 550. 
Burette, Eichung 334. 
Buttersaure im Magensaft 681. 

Calcium s. KaIzium. 
Cammidge-Reaktion 492. 
Capranica-Reaktion auf Purin-

basen 538. 
Chinhydron-Elektrode 82. 
Chinin-Bestimmung im Ham, nephe

lometrisch, nach Sterkin u. 
Hefgat 671. 

- -Nachweis im Harn 670. 
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Chlor-Bestimmung neben Brom im 
Harn 384, nach Ottensooser 
384, nach Berglund-Nencki 
605. 

- -- in Geweben 254, 256. 
--- im Ham nach Mohr-Lars-

son 380, 383, nach V olhard
Arnold- Salk ow ski 380, 383, 
nach Buday 38l. 

, titrimetrisch, in Ham· 
asche 383. 

-, dialysierbarer Anteil im Serum 
289. 

- -Nachweis im Ham 379. 
-- - im Blut, nach van Slyke 

254, nach Whitehorn 255, 
nach Koranyi 256, nach 
Tschopp 256. 

Chloroform zur Harnkonservierung 
296. 

Chlorphenolrot 32l. 
Cholesterin-Bestimmung im Blut 

nach Myers und Wardell 219, 
nach Bloor, Pelkan undAllen 
222, 225, nach Bang-Bloor 
225, nach Szent-Gyorgyi 223. 

-- - im Ham nach W inda us 448. 
- -Digitonid 223. 
- -Nachweis im Ham nach Sal-

kowski 447, nach Lie bermann 
448, nach Windaus 448. 

- -ProbenachLiebermann-Bur-
chard 22l. 

- -Reaktion von Salk ow ski 219. 
Cymol-indol-indolignon 562. 
Cystein·Bestimmung im Blute 17l. 
Cystin-Bestimmung im Blute 17l. 
--- im Harn nach Gaskell, 

Magnus-Levy 513, nach Loo
ney 514. 

- im Ham 313. 
- -Nachweis im Ham nach Bau-

mann- Goldmann 512, nach 
M iiller 513. 

- -Sediment 513. 
Cystinsteine 677. 

Darsteilung, Allantoin-, aus Harn
saure 540. 

-, Bence-Jonesscher EiweiBkorper 
nach Magnus-Levy 598. 

-, Gesamtaminosauren-, aus Harn 
nach Fischer, Bergell, Ab
derhaiden-Ignatqwski 519. 

Darstellung gepaarter Glukuron
saure aus Harn 444. 

-, Glykocholsaure- 234. 
- von Hamoglobin-Kristallen 146, 

nach Willstatter-Pollinger 
147, nach Dudley u. Evans 158, 
nach Heidelberger 158, nach 
Parsons 158. 

-, Harnsaure- 19l. 
-, Hydrosulfid-, nach Nicloux 69. 
- primaren Kaliumphosphats 397. 
-, Kohlenoxyd- 69, 156. 
-, Kohlensaure- 4l. 
-, Kreatin-, aus Harn nach Bene-

dict 509, nach Folin 510. 
-, Kreatinin-, reines nach Folin 

507. 
-, - -Zinkchlorid nach F olin 505, 

nach Edgar 506, nach Bene
dict 506. 

- kOlloidalen Manganoxydes 239. 
- von NeBler-Reagens nach Fo-

lin-Wu 425, 426, nach Klein
mann 426. 

- der Sauerstoff-Dissoziations-
kurve im Blut 34. 

-, Uroerythrin-, aus Harn 576. 
Deniges-Reaktion auf Tyrosin 518. 
Dextrine, Ram- 492. 
Diathylbarbitursaure s. Verona!' 
Dialyse, Membrane fiir 103. 
Dialysierbarer Anteil von ChIor, 

Kalzium, Kalium und Natrium 
im Blut 289. 

Diazoreagens zum Nachweis der 
Gallenfarbstoffe 232. 

Diazoreaktion nach Ehrlich fiir 
Urochromogen-Nachweis 575. 

Dichte des Hames 301. 
- des Wassers 30l. 
Digitonin-Losung zur Fallung des 

Cholesterins 224. 
Diphenylaminmethode zur Lavulose-

bestimmung nach Radt 212. 
Dixanthylharnstoff 495. 
Drehungsvermogen des Harns 313. 
Duodenalsaft, Untersuchung 679, 

690. 

Echtgelb zur Bestimmung des Uro
chroms 574. 

Eichung der Spektroskope 116. 
Eigelb, Magnesium-Bestimmung im, 

nach Tschopp 279. 
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Eigelb'-Reaktion auf Urobilinogen, 
nach Ehrlich-Thomas 578. 

Eikonogen als Reduktionsmittel260. 
Eisen, Befreiung der Reagentien von 

377. 
- -Bestimmung im Blut, nach N eu

mann 292, nach Willstatter 
292. 

- - - in Fazes 375. 
- - - im Harn nach N eumann-

Hanslian-Lintzel 373, nach 
Lachs und Friedenthal 377, 
nach Lintz el 378. 

- -Bestimmung der Oxydations
stufen im Gewebe nach Star
kenstein und Weden 293. 

- -Gewinnung aus Blut und Orga
nen nach Starkenstein und 
Weden 292. 

- -Nachweis im Harn373. 
Eisenchlorid, Reaktion mit Pheno

len 550. . 
Eisenchlorid16sung nach Freseni us 

374. 
Eisenhydroxyd, kolloidales, bei der 

Azetaldehydbestimmung 213. 
-, -, zur Entfarbung und Ent

eiweiBung des Harnes 197, 297. 
-, -, bei der Kreatininbestim

mung 185. 
EiweiB im Harn 313, 593. 
- -Bestimmung im Harn, nach 

Esbach 599, nach Bang 599, 
nach Folin-Denis 600, nach 
Autenrieth-Hiller 60l. 

- -Nachweis im Harn, Koch
proben 595, Hellersche Probe 
596, Ferrozyankalium -Essig
saure-Probe 596, Sulfosalizyl
saure-Probe 597, Trichloressig
saure 597, Spiegler-Jolles-Probe 
597. 

- - - im Magensaft 690. 
EiweiBfraktionen, Serum-, nach 

Elektrodialyse 102. 
EiweiBkorper [durch Essigsaure fall

bare], Nachweis im Harn 598. 
Elektrische GliihOfen 349. 
Elektrode von Hasselbalch 75, 

von Lehmann 78, von Michae
lis 76, von Winterstein 79. 
Bezugs- 80. 

-, Birnen- 77. 
-, Chinhydron- 82. 

Elektrode, Kalomel- 80. 
-, Standard-Azetat- 8l. 
-, U- 76. 
Elektrodialyse des Serums 97ff., 

nach Ettisch 97. 
-, Serum-, EiweiBfraktionen durch 

102. 
EnteiweiBung, Blut-, nach Folin 

16l. 
- mit kolloid. Eisenhydroxyd 197. 
- mit Merkuriazetatl97. 
- mit Merkurinitrat 196. 
- mit Sublimat fiir die Blutzucker-

bestimmung 196, 209. 
- mit Trichloressigsaure 198. 
- mit Uranylazetat bei der Purin-

bestimmung 193. 
- mit Zinkhydroxyd 205. 
- fiir die Zuckerbestimmung nach 

Schenck 196, nach Patein
Dufaut 196, nach Neuberg 
197, nach Rona-Michaelis 197. 

-, Harn-, durch Kochen 296, 298, 
483. 

Entfarbung, Harn- 297. 
-, Harn-, mit Lloydschem Reagens 

486, mit Kohle 297, 475, 487, 
mit Bleiazetat 483. 

-, Harn-, fiir Traubenzucker-Nach
weis 475. 

Ergothionein 162. 
Esbach, Bestimmung des EiweiBes 

im Harn 599. 
- -Reagens 599. 
Essigsaure im Magensaft 68l. 
Euglobulin, Bestimmung im Serum, 

Plasma 164. 
Extinktionskoeffizient I> 137. 
Extraktion, Blut-, bei der Mikro

wagung 345. 
-, Schaukel-, nach Widmark 347. 
Extraktionsapparat fiir Harn nach 

Beznak 572. 
Extraktionsfliissigkeit nach Bang 

fiir die Rest-N-Bestimmung 165. 

Farbeindex des Hamoglobins 149. 
Fazes, Bleibestimmung 640. 
-, Blutfarbstoff-Isolierung und 

Nachweis 588. 
-, Blutfarbstoff-Spektroskopie in 

589. 
, Eisen-Bestimmung in 375. 

-, Hamatin in 134. 
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Fazes, Hamoglobin in 124. 
~, Kalzium·Bestimmung nach 

Kramer-Tisdall 368, 369. 
~, Kieselsaure-Bestimmung nach 

Kindt 404. 
~, Koprosterin-Bestimmung in 22l. 

Magnesium-Bestimmung in 37l. 
Morphin-Bestimmung in 675. 
Natrium-Bestimmung in 253. 

~, Santonin-Nachweis in 667. 
Urobilin-Bestimmung nach 
Terwen 58l. 

~, Veraschung zur Kieselsa ure-
bestimmung 405. 

Jcarbstoffe s. Harnfarbstoffe. 
Fehler, durchschnittlicher 706. 
~, mittlerer 703. 
~, scheinbarer, wahrer 698. 
~, systematischer, konstanter 695. 

, wahrscheinlicher 707. 
}1'ehlergesetz von G a u 13 697. 
Fehlerrechnung, Ausgleichsrech-

nung 694. 
Fehlingsche Probe zum Nachweis 

des Traubenzuckers 476. 
Fenton-Sisson-Probe auf Form

aldehyd 246, 469, 655. 
Fermente, Nachweis und Bestim

mung im Magensaft 685ff. 
Ferrizyanidmethode von Haldane 

zur Bestimmung der Blutgase 26. 
Ferrizyankalium zur Blutzucker

bestimmung 202, 205. 
~ -Liisung zur Sauerstoffbestim

mung im Blute 3l. 
~,Priifung auf Ferrozyank>tlium 

in 203. 
Ferrozyankali urn -Essigsaure-Probe 

auf Eiwei13 im Harn 596. 
Fett-Bestimmung im Harn 446. 
-- -Nachweis im Harn 446. 
l'ettsauren-Bestimmung im Blut 

nach Bloor, Pelkan u. Allen 
221, nach Bang-Bloor 225. 

~, fliichtige, im Magensaft 68l. 
Fibrinogen, Bestimmung im Plasma, 

Serum 163. 
Filtration, Mikro- 224. 
Fluoreszenzproben auf Urobilin 578. 
Fluornatrium zur Hemmung der 

Glykolyse 196. 
Formaldehyd, Bestimmung im Harn, 

nachCollins-Hanzlik- Shohl
Deming 656, 657. 

Formaldehyd, Nachweis nach Fen
ton-Sisson 246, 469,655 (nach 
Urotropin) 469, nach Stepp
Fricke 470. 

- -Reaktion nach Abelin auf 
Neosalvarsan 630. 

Formolmischung zur Formoltitra
tion 522. 

Eormoltitration, Aminosauren-, nach 
Henriques und Siirensen520. 

Fraktionierung der stickstoffhalti
gen Serum- u. Plasma-, Bestand
teile 163. 

Eriedenthals Gefrierpunktsapparat 
303. 

Fruchtzucker, Phenylhydrazinprobe 
491, Probe nach Seliwanoff 
491, Probe nach Bang 492. 

~ im Harn 314. 
Fruktose s. Fruchtzucker. 
Euchsinschweflige Saure 607. 

Garungsprobe zum Traubenzucker
Nachweis 479. 

Garungsriihrchen 479. 
Gallen-Bestandteile, Bestimmung 

im Harn 590ff. 
-, Nachweis im Magensaft nach 

Hawk und Bergeim 689. 
Gallenfarbstoff s. a. Bilirubin. 

im Harn, Nachweis 590, nach 
Gmelin 590, nach Hammar
sten 591, nach Bouma 59l. 

~ -Nachweis und Bestimmung im 
Blutserum, nach van den 
Bergh 232. 

Gallensaure, Bestimmung im Blut 
nachAldrich und Bledsoe 234. 

, - im Harn 592. 
~, Darstellung 234. 
~, Isolierung aus dem Harn nach 

Laurin-Bang 592. 
~ -Nachweis im Harn 592, Bang

sche Probe 593, Pettenkofersche 
Probe 593. 

Gasanalyse nach Haldane 42, 7l. 
Gase, Blut-, Analyse 26ff., 65. 
Gaskette, W asserstoffionenkonzen-

trations-Bestimmung im Harn 
317. 

Gasvolumen, Rcduktion auf 0;1, 
760 mm 732. 

Ga u13, Fehlergesetz 697. 
Gelatine-Kollodiummembran 105. 
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Gelatine·Losung, sulfatfrei 393. 
Genauigkeit der Messung 698, 713. 
Genauigkeitsgrenze 697. 
Gerbsaure als Alkaloidreagens 669. 
Gerinnung des Blutes 161. 
- .Hemmung 161. 
Gewebe, Bestimmung des Gesamt. 

schwefels, nach Stockholm und 
Koch 270. 

-, Bestimmung der Gesamtsul· 
fate nach Denis und Leche 269. 

-, Bestimmung des Lezithins und 
Kephalins nach Bloor 230. 

-, Chlorbestimmung 254, 256. 
-, Eisen·Gewinnung aus, nach 

Starkenstein und W eden 292. 
-, Kalziumbestimmung nach Cor· 

ley und Denis 273. 
-, Phosphor.Bestimmung259. 
GefaBkonstante·Bestimmung beim 

Barcroft.Apparat nach M iin· 
zer und Neumann 28. 

GefrierpunktsbestimmungimBlut13. 
- fiir Harn 303, 305. 
GittermeBspektroskop 111. 
Glasfiltergerat 336. 
Glastiegel 336. 
Globuline, Fallung durch Natrium· 

sulfat 163. 
-, Gesamtbestimmung im Plasma, 

Serum 164. 
- im Harn 594, 601, 602. 
Glukose s. Traubenzucker. 
Glukuronsaure, Bestimmung im 

Harn 441, nach Tollens 444. 
- .p.Bromphenylhydrazinverbin. 

dung 443. 
-, Darstellung gepaarter G. aus 

Harn 444. 
- im Harn 313, 442, 481. 
-, Orzin· und Garungsprobe 442. 
-, polarimetrische Untersuchung 

442. 
Glutathion, Bestimmung im Blute 

nach Gabbe 170. 
Glykocholsaure s. Gallensauren. 
Glykokoll, Naphthalinsulfpglykokoll 

520. 
Glyoxyl·Schwefelsaure·Reagens auf 

Tryptophan 172. 
Glyzerin.Bestimmung im Blut nach 

Tangl und Weiser 247. 
Gmelinsche Probe auf Gallenfarb· 

stoff im Harn 590. 

Gold.Bestimmung im Harn nach 
Brahn und Weiler 652. 

Goldzahlmethode zur Bestimmung 
der Harnkolloide 315. 

Goochtiegel, Herstellung 334. 
Guajak.Terpentinprobe auf Blut. 

farbstoff im Harn 586. 
- . Tinktur 586. 
Guajakprobe zum Nachweis des 

Blutfarbstoffs in den Fazes 589. 
Guareschische Reaktion auf Brom 

607. 
Giinzburg.Reaktion auf Salzsaure 

im Magensaft 680. 

Hamagglutination 24. 
Hamatin, alkalisches, Spektraltafel 

123. 
- im BIut, spektrochemischer N ach· 

weis 133. 
- in Fazes 134. 
- im Harn 133. 
-, saures, Spektraitafel 123. 
- in waBrig.alkalischer wsung, 

SpektraIta£el 123. 
- im Serum 133. 
Hamatokrit 2, 21. 
Hamatoporphyrin·Probe zum BIut· 

nachweis 136. 
-, Spektrum 123, 134. 
Hamaturie 585. 
Haminprobe nach Teichmann 588. 
Hamochromogen im Blut, spektro. 

chemischer Nachweis 133. 
- ·Probe zum Blutnachweis 136. 
-, Spektraltafel 123. 
Hamoglobin s. a. Blutfarbstoff. 
- .Bestimmung, kolorimetrisch 

nach Haldane 150, nach Sahli 
151, nach Biirker 153. 

-, Blut·, spektralphotometrische 
Bestimmung 146. 

-, Farbeindex 149. 
- in Harn, Fazes und Sputum 124, 

125. 
- ·KristaIle, Darstellung 146, nach 

WiIlstatter·Pollinger 147, 
nach Dudley u. Evans 158, 
nach Heidelberger 158, nach 
Parsons 158. 

- im Mageninhalt 124. 
, Sauerstoffkapazitat 32. 

-, Spektraitafel 123. 
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Hamoglobin, Spektroskopie 124. 
Hamoglobingehalt, gasanalytische 

Bestimmung 155. 
- im Blut 31, 32, 149. 
- eines Blutk6rperchens 150. 
Hamoglobinometer nach Haldane 

150. 
Hamoglobinnrie 585. 
Hamometer von Sahli 151. 
Haeserscher Koeffizient 299. 
Hahnfett 27. 
Hainessche L6sung zum Trauben· 

zucker-Nachweis 476. 
Haldane-Apparat 71. 
Hammarsten-Probe auf Gallenfarb-

stoff im Harn 590. 
Handorfs Probe auf Veronal 658. 
Handspektroskop, geradsichtig 107. 
- mit Reagenzglaskondensor 109. 
- mit Wellenlangenskala 108. 
Harn, atherl6sliche Substanzen446ff. 
-, Atherschwefelsaure-Bestimmung 

im 386, 387, 394, nach Folin 
386, nach Denis-Reed 392. 

, Albumin im 594, 601, 602. 
-, Albumosen-Nachweis im 602_ 
-, Alkaloide, Nachweis und Be-

stimmung 667, 670. 
-, Allantoin-Bestimmung im, nach 

Wiechowsky-Handovsky 
541, nach Christman 543. 

-, - -Gewinnung aus 540. 
-, - -Nachweis im, Reaktion von 

Schiff 540, Reaktion von 
Adamkiewicz 540. 

-, allgemeine physikalische und 
chemische Eigenschaften 295. 

-, Ameisensaure-Bestimmung nach 
de Eds 432, nach Benedict 
u. Harrop 433. 

-, -, Nachweis 431. 
-, Aminosauren-Bestimmung im 

512,524, gasanalytisch nach van 
Slyke 526, kolorimetrisch nach 
Folin 528. 

-, Aminosaurestickstoff-Titration 
mit der Formolmethode nach 
Henriq ues-S6rensen520, 524. 

-, p-Aminophenol-Nachweisim 663. 
-, Ammoniak-Bestimmung, kolori-

metrisch nach Folin- Bell 364, 
nach Folin-Macallum 36fJ, 
titrimetrisch nach Falin 360, 
nach Weber-Krane 302. 

Harn, Ammoniak-Nachweis im 330. 
-, anorganische Bestandteile 332ff. 
-, Antifebrin-Nachweis im 663. 
-, Antipyrin-Nachweis im 667. 

Antrachinonderivate-Nachweis 
im 666. 

-, aromatische Verbindungen 548. 
-, Arsen-Bestimmung im, nach 

Marsh 620, nach Bang 621, 
nach Kleinmann-Pangritz 
624. 

-, - -Nachweis im, nach Marsh 
616. 

-, Atoxyl-Nachweis im 629. 
-, Atropin-Nachweis im 670. 
-, Azetaldehyd-Bestimmung nach 

Stepp und Fricke 470. 
-, - -Nachweis im, nach Tollens 

469, nach Rimini-Lewin 469, 
nach Fen ton- Sisson 469. 

-, Azetessigsaure-Bestimmung im, 
nach Embden-Schliep 461, 
nach van Slyke 467. 

-, - -Nachweis im, nach G er
hardt 451, nach Arnold
Lipliawsky 452. 

-, Azeton-Bestimmung nach Mes
singer-H uppert-Embden
Schmitz 453, nach Csonka, 
kolorimetrisch 455, nach La x, Mi
krobestimmung 456, nach Em b
den und Schliep 461, nach 
van Slyke 476, neb en Azetal
dehyd 471. 

-, - -Nachweis im, nach Legal 
449, nach Frommer-Emile
wicz 450, nach Gunning 451. 

-, Azetonk6rper im 449. 
-, Aziditat-, aktuelle 316. 
- -Barbitursaurederivate, Nach-

weis nach Handorf 658, nach 
Ehrismann u. J oachimogl u 
durch Mikrosublimation 661. 

- -Basen, fixe, Bestimmung nach 
Fiske 328. 

-, Benee-Jonessche Eiwci13kiirper 
im, Nachweis 597. 

-, Benzidinreagens zur Schwefel
bestimmung im 388. 

-, Bilirubin-Bestimmung im, nacb 
Sabatini 591. 

-, Blei-Bestimmung im 635, nu(·h 
Kehoe-Edgar 637, nach Fair-
hall 641. 
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Harn, Blei-Nachweis im, nach 
Zanardi 635, nach Lederer635, 
elektrolytisch, nach Schumm 
635. 

-, Blut-Bestimmung im 584. 
--, Blutfarbstoff-Nachweis im, nach 

Heller 585, nach Lehmann 
585, Guajakprobe 586, Benzi
dinprobe 587, Haminprobe 588. 

-, - -Spektroskopie im 589. 
-, BrechungRindex 311. 
-, Brenzkatechin-Nachweis im 554. 
-, Brom-Nachweis im 604. 
-, Brombestimmung 605, nach 

Berglund-Nencki 605, nach 
Schoumow- Simanowsky
Frey 605, nach Wyss-Mark
walder 606, nach Bernhardt
Ucko 607. 

-, - neben Chlor-, nach Otten
sooser 384. 

-, Chinin -Bestimmung, nephelo
metrisch, im, nach Sterkin 
und Helfga t 671. 

-, Chlor-Bestimmung nach Mohr
Larsson 380, 383, nach Vol
hard-Arnold- Salkowski 380, 
383, nach Buday 381. 

-, - -Nachweis im 379. 
-, Cholesterin-Bestimmung im, 

nach Windaus 448. 
-. - -Nachweis im, nach Sal

kowski 447, nach Lieber
mann 448, nach Windaus 448. 

-, Cystein im 313. 
-, Cystin im 313. 
-, - -Bestimmung im 512, nach 

Gaskell, Magnus-Levy 513, 
nach Looney 514. 

-, - -Nachweis im, nach Bau
mann- Goldmann 512, nach 
Muller 513. 

-, Dextrine 492. 
Dichte 301. 

-, Drehungsvermogen 312. 
-, Druck, osmotischer 303. 
-, Eisen-Bestimmung im, nach 

Neumann, Hanslian-Lint
zel 373, nach Lachs und Frie· 
denthaI377, nach Lintzel378. 

-, Eisen-Nachweis im 373. 
-, EiweiB im 313, 593. 

Harn, EiweiB-Bestimmung im 593, 
nach Esbach 599, nach Bang 
599, nach Folin-Denis 600, 
nach Autenrieth-Hiller 601, 
refraktometrisch 311. 

, - -Nachweis 594. 
-, EnteiweiBung 483. 
--, Entfarbung 525, fur Trauben· 

zucker-Nachweis 475, fiir die 
Zuckerbestimmung 482, mit 
Bleiazetat 483, mit Lloydschem 
Reagens 486, mit Kohle 297, 475, 
486. 

-, Fett.Bestimmung im 446. 
-, - Nachweis im 446. 
-, Formaldehyd im, Bestimmung 

nach Collins-Hanzlik- Shohl
Deming 656, 657. 
Fruchtzucker (Fruktose),im314. 

, Fruktose-Nachweis im 490. 
-, Galaktose-Nachweis von 490. 
., Gallenbestandteile-Bestimmung 

im 590ff. . 
--, Gallenfarbstoff-Nachweisim590, 

nach Gmelin 590, nach Ham~ 
mars ten 591, nach Bouma 591. 

--, Gallensauren - Bestimmung im 
592. 

-, - -Nachweis im 592, Bang
und Pettenkofersche Proben 
593. 

-, Gefrierpunkterniedrigung 303. 
-, Gesamtaminosauren-Darstel· 

lung aus, nach Fischer-Ber
gell, Abderhalden-Igna. 
towski 519. 

-, Gesamtazetonkorper-, und Ge· 
samtazeton-Bestimmung im, 
nach van Slyke 464,465. 

-, Gesamtphenole-Bestimmung im 
551. 

-, Gesamtschwefel-Bestimmungim, 
nach Folin 387, Benedict
Denis 388, nach Fiske 390, 
nach Lie besny 391, nach 
Rosenheim-Drummond 392, 
nach Denis·Reed 394. 

, Globulin im 594, 601, 602. 
-, Glukuronsauren im 313, 481. 
-, - -Bestimmung 441, nach Tol. 

lens, Darstellung 444. 
-, - -Nachweis im 442. 
-, Gold-Bestimmung im 652, nach 

Brahn und Weiler 652. 
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Ham, Hamatin im 133. 
-, Hamoglobin im 124, 125. 
-, Harnsaure-Bestimmung nach 

Kruger-Schmidt 532, nach 
Folin- Shaffer 534, nach Fo
lin-Wu 535, nach Benedict
Franke 536. 

-, - -Nachweis im 530, 537, 
Murexidprobe531, nach Folin
Denis 531, mit Fehlingscher 
Losung 532. 

-, Hamsteine 676. 
-, Harnstoff-Bestimmung im, nach 

Fosse-Frenkel 495, nach Fo
lin 496, nach Laubender 498, 
nach Slyke-Cullen 499, nach 
Youngburg 501, nach Rose 
und Coleman 502, nach Folin 
und Youngburg 503, nach 
Ellinghaus 504. 

-, - -Nachweis im 494. 
-, Hexamethylentetramin-Bestim-

mung im 655, nach Schroter 
656, nach Collins, Hanzlik, 
Shohl-Deming 656. 

-, Hippursaure - Bestimmung im 
525, 567, nach Snapper-La
queur 569, nach Folin-Flan
ders 571, nach Beznak 572. 

-, - -Nachweis im, nach Spiro 
568, nach Dehn 568. 

-, Homogentisinsaure-Bestimmung 
im, nachBriggs 565,nachMetz
Lieb und Lanyar 566. 

-, - -Darstellung aus Alkapton
harn 465. 

-, - -Nachweis im, nach Reduk
tion 564, mit Ferrichlorid 564, 
mit Millons Reagens 564. 

-, Hydrochinon-Nachweis im 558. 
-, Indoxyl-Bestimmung im, nach 

Jaffe 559, nach Obermayer
Wang-Bouma- Elli ngcr
Maillard- Salkowski 560. 

-, - -Nachweis im, Jaffesche 
Probe 559. 

-, Jod-Bestimmung im 609, nach 
Winkler-Bernhardt 61O,nach 
Anten-Autenrieth 611, nach 
Fellenberg-Lunde 612. 

-, - -Nachweis im 609. 

Harn, Kalium-Bestimmung im, nach 
Tisdall u. Kramer 358, als 
Perchlorat nach Autenrieth 
und Bernheim 357. 

-, - -Nachweis im 356, als Platin
chlorid 355. 

-, Kalzium-Bestimmung, gravi
metrisch nach Mc Crudden 367. 
titrimetrisch, nach Kramer
Tisdall 368. 

-, - -Nachweis im 366: 
-, Kieselsaure-Bestimmung nach 

Kindt 404, nach Isaacs 406. 
-, Klarung 483. 
-, Kodein-Nachweis im 673. 
-, korperfremde Bestandteile, Be-

stimmung 604. 
-, Kohlenhydrate-Bestimmung im 

472. 
-, Kohlenstoff-Bestimmung, titri

metrisch nach Brunner-Mes
singer- Scholz 408, titrime
trisch (Mikro-) nach Nicloux 
414, gravimetrisch nach Mes
singer-H uppert- Spiro 412. 
Kokain-Nachweis im 672. 

-, Konservierung 296. 
-, Kreatin-Bestimmung nach Fo· 

lin·Benedict 510. 
-, - .Darstellung aus, nach Be· 

nedict 509, nach Folin 510. 
-, Kreatinin.Bestimmung im, nach 

Folin 507. 
-, - ·Nachweis im, nach Wey! 

504, nach Jaffe 505. 
-, Kupfer-Bestimmung, nach 

-, 
-, 
-, 

-, 
-, 
-, 

Schoenheimer und Oshima 
642, nach Kleinmann und 
Klinkc 644. 
- ·Nachweis im 642. 
Leuzin·Nachweis im 518. 
Luminal·Nachweis im 659. 
Magnesium.Bestimmung im, 
nach Me Crud den 370, naoh 
Kramer·Tisdall 372. 
- ·Nachweis im 370. 
Medinal·Nachweis im 659. 
Melanin·Nachweis im 593. 

-, Milchsaure·Bestimmung nach 
Warkany 439, nach Mond· 
schein (nehen f3.0xybutter· 
saure) 440. 
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Harn, Milchsaure-Nachweisim, nach 
Boas 438, nach Fletcher und 
Hopkins 439. 

-, Milchzucker im 314. 
-, - -Nachweis im 488. 
-, Morphin-Bestimmung im, nach 

Takayanagi 674. 
-, - -Nachweis im, Probe nach 

Pellagri 673, Probe nach Mar
quis 674. 

-, Natrium-Bestimmung und 
Nachweis nach Kramer und 
Tisdall 352. 

-, N eosalvarsan -Nachweis im, nach 
Abelin 630. 

-, Neutralschwefel-Bestimmung im 
388, 392, gravimetrisch, nach 
Folin 386, nephelometrisch, 
nach Denis-Reed 392. 

-, - -Nachweis im 386. 
-, Nukleoproteide im 598. 
-, Oberflachenspannung 307, 310. 
-, organische Praparate 629ff. 
-, Oxalsaure- Bestimmung nach 

Salkowski-McLean 435, nach 
Widmark-Holmberg 436. 

-, - -Nachweis im 434. 
-, Oxybuttersaure-Bestimmung 

nach Pribram-Schmitz 463, 
481, nach van Slyke 464,468. 

-, - -Nachweis 452. 
-, Oxyproteinsauren-Bestimmung 

nach Furth 546. 
-, Oxysauren (aromatische) Nach

weis im 558. 
-, Pentosen-Bestimmung im 472, 

der Arabinose nach Neuberg
Wohlgemuth 474. 

-, - -Nachweis im, nach Bial
Kraft 472, nach J olles 473, 
mit Phenylhydrazin 473. 

-, Phenazetin-Nachweis im 664. 
-, Phenole, einwertige, Bestim-

mung nach Kossler-Penny
Mooser-Hensel 550, nach Fo
lin-Denis-Tisdall 551, nach 
Siegfried-Zimmermann 554. 

-, - -Nachweis, mit Eisenchlorid 
550, mit Bromwasser 550, mit 
Millonreagens 550, nach Sal
kowski 550. 

-, Phenole, zweiwertige 554. 
-. Phosphoproteide, Nukleoalbu-

mine 598. 

Harn, Phosphorsaure-Bestimmung 
als Uranylphosphat, 397, alkali
metrisch nach N eumann
Gregersen-Kleinmann 398, 
nach Fiske 400, nephelome
trisch nach Kleinmann 401. 

-, - -Nachweis im 396. 
-, Polarisation 483. 
-, Porphyrine-Bestimmung im 582. 
-, - -Nachweis im 134, spek-

troskopisch 583. 
-, Proponal-Nachweis im 659. 
-, Purinbasen-Bestimmung 532, 

534,535, nachKruger- Schmidt 
538. 

-, - -Nachweis, Weidelsche Reak· 
tion 537, Capranica-Reaktion 
538. 

-, Pyramidon-Nachweis im 665. 
-, Quecksilber-Bestimmung 644, 

nach Schumacher.Jung. 
Heinzelmann 646, nach 
Stock 648, 650, elektrolytisch 
649. 

-, Reduktionsvermiigen 314. 
-, Rhodanwasserstoff-Bestim-

mung im, nach Munk 394, nach 
Edinger-Clemens 395. 

-, Saccharin-Nachweis im 665. 
-, Sauren-Gehalt 316. 
-, -, organische -Bestimmung 

nachvanSlykeundPalmer329. 
-, Salizylate-Nachweis im 662. 
-, Salvarsan-Bestimmung nach 

Autenrieth und Taege 631. 
-, - -Nachweis im 630. 
-, Santonin-Nachweis im 667. 
-, Schwefelsaure-Bestimmung385, 

gravimetrisch nach Folin 386, 
nephelometrisch nach Denis
Reed 392, titrimetrisch nach 
Fiske 388 und Liebesny 391. 

-, Stickstoff-Bestimmung, peptid
gebundene 525, nach Kj eldahl 
417, Makro-Bestimmung 418, 
Halb-Mikro-Bestimmung 422, 
Mikro-Bestimmung 423, nach 
Folin-Wright 424, nach Fo
lin-Farmer 425, nach Bock. 
Benedict 428, nach Koch-Me· 
Meekin 439. 

-, Titrationsaziditlit - Bestimmung 
nach Folin 326, nach Michae
lis-Henderson-Brock 326. 
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Ham, Traubenzucker im 313. 
-, - -Bestimmung 474, 480, 

durch Polarisation 480, nach 
Pavy·Kumagawa-Suto 484, 
nach Folin-Berglund-Be
nedict 485, Benedict-Oster
berg 487. 

-, - -Nachweis, Reduktions-
proben 475, Kupferproben 
Trommer, W orm·M tiller, 
Fehling 475, 476, Wismut
proben 478, Phenylhydrazin
proben 478, Garungsproben 479. 

-, Trockenriickstand-Bestimmung 
im 348. 

-, Tyrosin-Nachweis im, mit Mil· 
Ions Reagens 517, nach Piria 
517, nach Deniges 518. 

-, Urobilin-Bestimmung im 577, 
579, 580, nach Terwen 579. 

-, - -Nachweis, Fluoreszenzpro
ben nach Schlesinger.Hil
debrandt578, nachJaffe578, 
spektroskopisch 379, nach 
N encki-Rotschy 579. 

-, Urobilinogen-Bestimmung 577, 
579, 580. 

-, - -Nachweis 577, nach Ehr
lich -Ba uer578, nachEhr lich
Thomas 578. 

-, Urochrom-Bestimmung im, nach 
WeiB 573, 574. 

-, Uroahromogen-Bestimmung im 
573, 576. 

-, - -Nachweis im, mit Ehrlich 
Diazoreaktion 575. 

-, Uroerythrin-Bestimmung im 
576. 

-, - -Darstellung im 576. 
-, - -Nachweis im 577. 
-, Valin-Nachweis im 519. 
- -Veraschung 383, 404. 
-, Veronal-Isolierung aus dem 

Ham nach Molle-Kleist 659. 
nach Itallie - Steenhauer
Kiihn 660. 

-, - -Nachweis im 658. 
---, Wassergehalt-Bestimmung im 

348. 
-, Wasserstoffionenkonzentrations· 

Bestimmung im 317, mit Gas
kette 317, mit Indikatoren 317, 
mit Pufferlosungen 317, ohne 
Puffer 323. 

Ham, Wismut-Bestimmung im 632. 
-, - -Nachweis 632. 
Hamfarbe 296. 
Hamfarbstoffe, Bestimmung im 

Ham 573. 
-, Identifizierung 143. 
-, pathologische, im Ham 584. 
Hamindikan 8. Indoxyl. 
Hamkolloide, Bestimmung, Gold-

zahlmethode 315. 
Hamsaure, Allantoin-Darstellung 

aus 540. 
-, Bestimmung im Blut nach Fo

lin-Benedict 187, nach Be
nedict 19l. 

-, - im Harn nach Kriiger
Schmidt 532, nach Folin
Shaffer 534, nach Folin- Wu 
55, nach Benedict-Franke 
536. 

-, Darstellung 19l. 
-, Nachweis im Ham 530, 537, 

Murexidprobe 531, nach Folin
Denis 531, mit Fehlingscher 
Lasung 532. 

Hamsaurereagens nach Folin-De
nis 535, nach Folin-Benedict 
187, molybdanfrei 188. 

Harnsaurevergleichsliisung zur 
Hamsaurebestimmung im Blut 
nach Folin-Benedict 189. 

Harnsediment s. Sediment. 
Harnsteine, Untersuchung auf 676. 
Hamstoff, Bestimmung im Blut 

nach Folin- W u 181, nach 
Myers 183. 

-, - im Harn nach Fosse-Fren
kel 495, nach Folin 496, nach 
Laubender 498, nach van 
Slyke und Cullen 499, nach 
Young burg 501! nach Rose 
und Coleman 502, nach Folin 
und Youngburg 503, nach 
Ellingha us 504. 

--, - durch Rpaltung im Auto
klaven 182. 

-, - durch Urease 499, 501, 502, 
503, 504. 

-, Nachweis im Ham 494. 
Harnvolumen 295. 
Hefemazerationssaft, Phosphor-

saurebestimmung in 260. 
Hehnersche Zylinder 338. 
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Hellersche Probe auf Blutfarbstoff 
im Ham 585. 

- - auf EiweiB im Ham 596. 
Herzpunktion 160. 
Hexamethylentetramin-Bestim-

mung im Ham 655, nach 
Schroter 656, nach Collins
Hanzlik-Shohl-Deming 656. 

-, Nachweis im Harn nach Fen
ton- Sisson 655. 

Hippursaure, Bestimmung im Ham 
525, 567, nach Snapper und 
Laqueur 569, nach Folin und 
Flanders 571, nach Beznak 
572. 

- -Nachweis im Ham nach Spiro 
568, nach Dehn 568. 

Homogentisinsaure-Bestimmung im 
Ham nach Briggs 565, nach 
Metz-Lieb-Lanyar 566. 

- -DarsteHung aus Alkaptonham 
564. 

- -Nachweis im Ham nach Reduk
tion 564, mit Ferrichlorid 564, 
mit Millons Reagens 564. 

Hlifnerscher Quotient 143, 145. 
Hydrazon, Stickstoff-Bestimmung 

in 421. 
Hydrochinon, Nachweis im Harn 

558. 
Hydrosulfit zur Absorption von 

Sauerstoff 66. 
- -DarsteHung nach Nicloux 69. 

Jaffesche Probe auf Urobilin 578. 
- Reaktion auf Indoxyl 559. 
- - auf Kreatinin 505. 
Indikatoren zur Wasserstoffionen

konzentrations-Bestimmung im 
Ham 317. 

Indolignon 563. 
Indophenolreaktion auf Amino

phenol 663. 
Indoxyl-Bestimmung im Ham nach 

Jaffe 559, nach Obermayer
Wang-Bouma-Ellinger
Maillard- Salkowski 560. 

- -Nachweis im Harn, Jaffesche 
Probe 559. 

Inhalationsmethode zur Bestim
mung der Blutmenge 3. 

Jod-Bestimmung in Blut, Fett und 
Milch 614. 

Jod-Bestimmung im Ham 609, nach 
Winkler- Bernhard t 610, 
nach Autenrieth 611, nach 
Fellen berg-Lunde 612. 

- im Blute 614. 
- -Nachweis im Ham 609. 
Jolles-Probe auf Brom im Ham 604. 
- -Reaktion auf Hamindikan 560. 
Isohamagglutination 24. 

Kaltemischung 304. 
Kalium, Bestimmung im Blut naeh 

Kramer-Tisdall 281, naeh 
Leulier, Velluz, Griffon 
282. 

-, - im Ham als Platinchlorid 
355, titrimetrisch naeh Tisdall 
und Kramer 358, als Perchlo
rat 357. 

-, dialysierbarer Anteil im Serum 
289. 

-, Nachweis im Ham 356. 
Kaliumoxalat zur Gerinnungshem

mung 161. 
Kaliumphosphat, primares, Dar

steHung 397. 
Kaliumpyroantimoniat zur Na-

triumbestimmung 284. 
Kalomel-Elektrode 80. 
Kalzium, Bestimmung in Fazes 368. 
-, - im Gewebe nach Corley und 

Denis 273. 
-, - im Ham 367, 368, nephelo

metrisch naeh Rona und 
Kleinmann 273, gravimetriseh 
nach Me Crudden 367, titrime
trisch nach Kramer- Tisdall 
368. 

-, - im Serum, nach Kramer
Tisdall 271, nach Rona und 
Kleinmann 273. 

-, dialysierbarer Anteil im Serum 
289. 

- -Nachweis im Ham 366. 
- und Natrium, gravimetrische Be-

stimmung im Ham 355. 
Kaolin zur Klarung und Ent

eiweiBung des Harnes 298. 
Kapillarblut, Bestimmung des Blut

zuckers in 204. 
- -Entnahme 80. 
-, - fUr Kohlensaure-Bestim-

mung 36. 
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Kephalin-Bestimmung im Gewebe 
nach Bloor 230. 

Kjeldahl-Methode zur Stickstoff
bestimmung 417, Makro-Me
thode 418, Halb-Mikro-Methode 
422, Mikro-Methode 423. 

Kieselgur zur EnWirbung des Har
nes 297. 

Kieselsaure, Bestimmung in Fazes 
nach Kindt 404-. 

-- - im Harn nach Kin d t 404-, 
, ;lach Isaacs 406. 

- -Nachweis im Harn 403. 
Klarung des Harnes 296, 297, 483. 
Kobaltnitritreagens fiir Kalium-

bestimmung 281, 282. 
Kobaltsulfat als Vergleichslosung 

bei der Bilirubinbestimmung 233. 
Kochprobe auf EiweiB im Ham ;')94. 
Korlein, Nachweis 673. 
Kohle, aktivierte 234. 
- zur Entfarbung des Harnes 2H7, 

475, 487. 
Kohlenhydrate-Bestimmung im 

Harn 472. 
Kohlenhydratprobe mit x-Naphthol 

241. 
Kohlenoxyd, Bestimmung im Blut 

• '5, 68, mittels Reversions-Spek
troskops 129. 

-, Darstellung 69, 1;50. 
-Kapazitat 151. 
-~Iethode zur Bestimmnng der 
Biutmenge 3. 
-Nachweis, chemise her 131, 
spektrochemischer 129. 
-Reagens von van Slyke 68. 

-, Sattigung des Biutes mit 5. 
Kohlenoxydblut, spektroskopischer 

Nachweis 128, chemischer 131. 
-, Spektraltafel 123. 
Kohlenoxydhamoglobin im Biut, 

chemischer Nachweis 131. 
-, Rpektraltafel 123. 
--, Spektrum 127. 
Kohlensaure, Absorptionskoeffi

zient im Wasser, Plasma, Blut 62. 
-- -Bindungsfahigkf'it des Plasmas 

64-. 
-, Bestimmung im Bint 35, 36, 38. 
-, Darstellung 4-1. 

-}fenge im Blut [Plasma], Be-
rechnung :i.'5. 

Itnna-Klf'inmann. l~ll1t 11. Harn. 

Kohlensaurespannung in Alveolar
luft 71. 

Kohlenstoff, Bestimmung im Ham, 
titrimetrisch nach Brunner
iHessinger- Scholz 408, gra
vimetrisch nach Messinger
Huppert-Spiro 412, titrime
trisch Mikro-, nach Nicloux 
4-14. 

Kokain-Molybdanreagens auf Arsen 
nach Kleinmann-Pangritz 
624. 

-, Nachweis 672. 
Kollodiumhiilse zur Bestimmung des 

osmotischen Druckes im Blut 6. 
Kollodiummembran, Herstellung 

104. 
Kolorimeter von Biir ker 154. 
-, Mikro-, nach Du bosq 339, nach 

Kleinmann 339. 
Kolorimetrie 330, mit Vergleichs-

rei hen 330. 
Komparator 319, 324. 
Kompensations-Dialyse 289. 
- -Schaltung 81. 
Kongorotlosung zur Formaldehyd-

bestimmung 657. 
Konservierung des Harnes 296 . 
Koproporphyrin 582. 
Koprosterin-Bestimmung in den 

Fazes 221. 
Kot s. Fazes. 
Kreatin, Bestimmung im Blut 185. 
-, - imHarnnachFolin-Bene-

diet 510. 
-, Darstellung aus Harn nach 

Benedict 509, nach Folin 510. 
Kreatinin, Bestimmung im Blut 185. 
-, - im Harn naeh Folin 507. 
-, Nachweis im Harn nach Weyl 

504, nach J aff e 505. 
-, reines, Darstellung nach Folin 

507. 
---, Standard-Losnng 186. 

-Zinkchlorid, Darstellnng 505, 
nach Folin 505, nach Edgar 
506, nach Benedict 506. 

Kresol, Bestimmung neben Phenol 
nach Siegfried-Zimmer
mann 554-. 

Kryoskop nach Beckmann 303. 
- nach Guye und Bogdan 305. 
Kryoskopie 303. 

48 
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Kupfer, Bestimmung im Harn und 
Organen nach Schoenheimer 
und Oshima 642, nach Klein
mann und Klinke 644. 

- -Kalkfallung der Kohlehydrate 
nach Salkowski 240. 

- - - bei der Milchsaurebestim
mung 238, 240. 

- -Nachweis in Harn und Organen 
642. 

- -Proben zum Nachweis des Trau
benzuckers 475, Trommersche 
Probe 475, Probe' von W orm
Miiller-Fehling 476, Probe 
von Benedict 477. 

Kupferfallung von Purinbasen 539. 
Kupferreagens zur Zuckerbestim

mung im Blut 198, 200, 201. 
KupfertartratlOsung zur Zuckerbe

stimmung nach Folin-Wu 199. 
Kutanblut 161. 

Labferment, Nachweis im Magen
saft 685. 

Lackmuspapier nach Sorensen 521. 
Lactimidprobe von Spiro auf Hip

pursaure 568. 
Lavulose, Bestimmung im Blut 

nach Radt 212. 
Laktose s. Milchzucker. 
LeitfahigkeitsgefaB nach Dutoit 

381. 
Leitfahigkeitstitration 381. 
Leuzin, Nachweis im Harn 518. 
Lezithin-Bestimmung im Blut nach 

Bloor 228. 
Lie bermann- Burchardsche 

Cholesterinprobe 221. 
Lipoide, Bestimmung im Blut, 

Plasma, nach Bang-Bloor 225. 
-, - im Blut, Plasma, Gewebe 

nach Bloor 229. 
-, Gesamt-, Bestimmung im Plas

ma 226. 
- -Phosphor, Bestimmung im Blut 

nach Bloor 228. 
Lithiumoxalat zur Gerinnungshem

mung 161. 
Lloyds Reagens zur Entfiirbung des 

Harnes 486. 
Loewes Reagens zum Trauben

zucker-Nachweis im Harn 478. 
Luft, Quecksilber-Nachweis 651. 
Luminal, Nachweis im Harn 659. 

Mageninhalt, Blut [Hamoglobin] im 
124. 

Magensaft, Aziditat- und Salzsaure
Bestimmung im, nach Michae
lis 683. 

-, Bestimmung saurer Phosphate 
im 683. 

-, Blut-Nachweis im 690. 
-, EiweiB-Nachweis im 690. 
-, Galle-Nachweisnach Hawkund 

Bergeim 690. . 
-, gebundene Salzsaare im 682. 
-, Gesamtaziditat-Bestimmung im 

682. 
-, Labferment-Nachweis im 685. 
-, Milchsaure-Bestimmung im, 

nach Boas 684. 
-, Pepsin-Bestimmung im, nephe

lometrisch, nach Rona und 
Kleinmann 685, 688. 

-, Salzsaure-Bestimmung im 682. 
-, Trypsin - Bestimmung im, nach 

Rona und Kleinmann 690. 
Magnesiamischung 539. 
Magnesium, Bestimmung im Blut

serum nach Denis 276, nach 
Tschopp 277, nach Kramer
Tisdall 279, 

-, - in Fazes 371. 
-, - im Harn nach Mc Crudden 

370, nachKramer-Tisdall372. 
-, - in Vollblut, Milch, Eigelb 

und Pflanzensaften nach 
Tschopp 279. 

- -Nachweis im Harn 370. 
Magnesiumurat 370 
Manganoxyd, kolloidales, Darstel

lung 239. 
-, -, zur Oxydation der Milch-

saure 238. 
;Marquis Probe auf Morphin 674. 
Medinal, Nachweis im Harn 659. 
Melanin, Nachweis im Harn 593. 
Membrane fiir die Dialyse 104, 105. 
Merkuriazetat und Merkurinitrat 

zur EnteiweiBung des Blutes 196, 
197. 

Metaphosphorsaure zur Enteiwei-
Bung 240. 

Methamoglobin 30. 
-, alkalisches, Spektraltafel 123. 
- -Bestimmung im Blut 69. 
-, spektrochemischer Nachweis 

126. 
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Methode der kleinsten Quadrate 695, 
697,699. 

Methylrot 173. 
- -Indikator bei der Kjeldahl-

Methode 418. 
- -Methylenblau, Indikator 180. 
Mikrosedimeter 23. 
Mikrospektroskop 113. 
Mikrowage 340. 
Milch, Magnesium-Bestimmung in, 

nach Tschopp 279. 
-, Veraschung zur Jodbestim

mung 614. 
Milchsaure-Bestimmung im Blut 

nach Fiirth-Charnass 237, 
nach Mendel- Goldscheider 
240. 

-, - im Harn nach W arkany 439, 
nach Mondschein, neben p
Oxybuttersaure 440. 

- im Magensaft 680, nach Boas 
684. 

- im Muskel nach Embden 237. 
- -Nachweis im Harn nach Boas 

438, nach Fletcher und Hop
kins 439. 

Milchzucker, Rubners Probe 489. 
-, Schleimsaureprobe 498. 
- im Harn 314. 
Millons Reagens 517,550. 
Mineralaziditat des Hames 328. 
Mittel, arithmetisches 709. 
Moderationsbreite, physiologische 

96. 
Molybdan-Saure zur EnteiweiBung 

162. 
- -Strychninreagens zur nephelo

metrischen Phosphorsaure-Be
stimmung 264, 402. 

Molybdat-Reagens zur Zuckerbe
stimmung im Blut nach Folin
Wu und Benedict 199, 220, 
201. 

Morphin-Bestimmung in Fazes 675. 
- im Ham nach Takayanagi 674. 
-, Isolierung aus Harn, Fazes, Or-

ganen 676. 
- -Nachweis, Probe nach Pellagri 

673, nach Marquis 674. 
Mucin im Harn 596. 
Murexidprobe auf Hamsaure 531. 
Muskel, Bestimmung der Milch-

saure nach Em bden 237. 
-, Veraschung 634. 

Muskelbrei, Ammoniak-Bestim
mung nach Parnas und Mo
zolowski 179, nach Embden, 
Carstensen und Schumacher 
179. 

Muskelextrakt, Phosphorsaurebe
stimmung nach Lohmann und 
J endrassik 260. 

Nachweis, Atherschwefelsaure-, im 
Harn 386. 

-, Albumosen-, im Harn 602. 
-, Allantoin-, im Ham, Reaktion 

von Schiff 540, von Adam
kiewicz 540. 

-, Alkaloide-, im Harn 667, 670. 
-, Ameisensaure-, im Harn 431. 
-, p-Aminophenol-, im Harn 663. 
-, Ammoniak-, im Harn 360. 
-, Antifebrin-, im Harn 663. 
-, Antipyrin-, im Harn 664. 
-, Antrachinonderivate-, im Harn 

666. 
-, Arsen-, in organ. Substanz und 

Harn nach Marsh 616. 
-, Atoxyl-, im Ham 629. 
-, Atropin-, im Ham 670. 
-, Azetaldehyd-, im Harn nach 

Tollens 469, nach Rimini
Lewin 469, nach Fenton
Sisson 469. 

-, Azetessigsaure-, im Harn nach 
Gerhardt 451, nach Arnold
Lipliawsky 452. 

-, Azeton-, im Harn nach Legal 
449, nach Frommer-Emile
wicz 450, nach Gunning 451. 

-, Barbitursaurederivate-, im Harn 
nach Handorf 658, nachEhris
mann und Joachimoglu, 
durch Mikrosublimation 661. 

-, Bence-Jonessche EiweiBkorper-, 
im Harn 597. 

-, Blei-, im Ham nach Zanardi 
635, nach Lederer 635, nach 
Schumm, elektrolytisch 635. 

-, Blut-, im Magensaft 690. 
-, Blutfarbstoff-, in Fazes 588. 
-, -, im Harn nach Heller 585, 

nach Schumm 585, Guajak
Terpentinprobe 586, Benzidin
probe 587, Haminprobe 588. 

, Brenzkatechin-, im Harn 554. 
-, Brom-, im Harn 604. 

48* 
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Nachweis, Chinin-, im Ham 670. 
-, Chlor·, im Harn 379. 
-, Cholesterin·, im Ham nach Sal-

kowski 447, nach Lie bermann 
448, nach Windaus 448. 

--, Cystin-, im Harn 513, nach 
Baumann-Goldmann 512, 
nach M iiller 513. 

-, Eisen-, im Harn 373. 
-, EiweiB-, im Harn, Kochproben 

594, Hellersche Probe 596, Ferro
zyankalium-Essigsaure-Probe 
596, Sulfosalizylsaure-Probe 597, 
Trichloressigsaure-Probe 597, 
Spiegler-Jolles-Probe 597. 
-, im Magensaft 690. 
Fermente- 685ff. 

- Fett-, im Ham 446. 
-, Formaldehyd-, nach Fenton-

Sisson 469, nach Urotropin 469, 
nach Stepp-Fricke 470. 

, Fruktose-, im Harn 490. 
-, Galaktose-, im Ham 490. 
-, Galle-, imMagensaft nachH a w k 

und Bergeim 690. 
-, Gallenfarbstoffe-, im Blutserum 

nach van den Bergh 232. 
-, -, im Harn nach Gmelin 590, 

nach Hammarsten 591, nach 
Bouma 591. 

-, Gallensaure-, im Harn 592, 
Bangsche Probe 593, Petten
kofersche Probe 593. 

--, Glukuronsaure-, im Harn 442· 
-, Harnsaure-, im Harn 530, 537, 

Murexidprobe 531, nach Folin
Denis 531, mit der Fehlingschen 
Lasung 532. 

-, Hamstoff-, im Ham 494. 
-, Hexamethylentetramin-, im 

Harnnach Fenton- Sisson 655. 
--, Hippursaure-, im Harn, Nach

weis nach Spiro (Lactimidprobe) 
568, nach Dehn 568. 

-, Homogentisinsaure-, im Harn 
durch Reduktion 564, mit Ferri
chloridlOsung 564, mit Millons 
Reagens 564. 
Hydrochinon-, im Ham 554. 
Indoxyl-, im Ham 559. 
Jod-, im Ham 609. 
Kalium-, im Harn 356. 
Kalzium-, im Ham 366. 

N ach weis, Kieselsa ure-, in der Organ
asche 403. 

-, Kodein-, im Ham 673. 
-, Kohlenoxydhamoglobin- im 

Blut nach Salkowski 131, nach 
Kunkel u. Welzel 131. 

-, Kokain-, im Harn 672. 
-, Kreatinin-, im Harn nach W ey I 

504, nach Jaffe 505. 
-, Kupfer-, im Harn und in Orga

nen 642. 
-, Labferment-, im Magensaft 685. 
-, Leuzin-, im Harn 518. 

Luminal-, im Ham 659. 
Magnesium-, im Harn 370. 

-, Medinal-, im Ham 659. 
Melanin-, im Harn nach Brahn 

593. 
-, Milchsaure-, im Harn nach 

Boas 438, nach Fletcher und 
Hopkins 439. 

-, Milchzucker-, im Harn 489. 
-, Morphin-, im Ham 673, Probe 

nach Pellagri 673, Probe nach 
Marq uis 674. 

-, Natrium-, im Harn 352. 
, Neutralschwefel-, im Harn 386. 

-, Oxalsaure-, im Harn 434. 
-, P-Oxy1!Jlttersaure-, im Ham 

durch Uberfiihrung in Kroton
saure 452, durch Uberfiihrung in 
Azetessigsaure 453. 

-, Oxysauren-, (aromatische) im 
Ham 558. 

-, Pentosen-, im Harn nach Bial
Kraft 472, nach J Olles 473, mit 
Phenylhydrazin 473. 

, Pepsin-, im Magensaft 685. 
-, Phenazetin-, im Harn 664. 
-, Phenole-, im Blut mit Nitro-

aniIinreagens nach The i s u nd 
Benedict 236. 

-, Phenole -, einwertige, im Ham 
549, mit Eisenchlorid 550, mit 
Bromwasser 550, mit Millons
Reagens 550, nach Salkowski 
550. 

-, Phosphorsaure-, im Harn 396. 
-, Porphyrine-, im Harn 134, 

spektroskopisch 583. 
-, Proponal-, im Harn 659. 
-, Purinbasen-, im Harn, Wei-

delsche Reaktion 537, Capranica
Reaktion 538. 
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Nachweis, Quecksilber-, in der Luft 
65lo 

--, -, als Sulfid 645, nach Bar
dach 645, nach Stock 647. 

-, Rhodanwasserstoff-, im Harn 
nach M unk 394. 
Saccharin-, im Harn 665. 

-, Sauren-, im Mageninhalt 679. 
-, Salizylate-, im Harn 662. 

Salvarsan- und Neosalvarsan-, 
im Harn nach Abelin 630. 

--, Santonin-, im Harn und Fazes 
667. 

- schwefelsaurer Salze im Harn 
386. 

---, spektrochemischer, von Hama-
tin 133. 

-, -, von Hamochromogen 133. 
--, -, von Hamoglobin 125. 
---, -, von Kohlenoxydblut 128, 

129. 
-, von Methamoglobin 126. 
-, von Oxyhamoglobin 124. 
-, von Zyanhamoglobin 127. 

, spektroskopischer, von BIut 
135. 

-, Traubenzucker-, im Harn, Kup
ferproben (Trommcr, \Vorm
Muller, Fehling, Benedict) 
475, 476, Wismutprobe 478, 
Phenylhydrazinprobe 478, Ga
rungsprobe 479. 

-, Tyrosin-, im Harn mit Millons 
Reagens 517, nach Piria 517, 
nach Deniges 518. 

-, Urobilin-, im Harn Fluores
zenzproben nach Schlesinger
Hildebrandt 578, nach Jaffe 
578, spektroskopisch 579, nach 
Nencki-Rotschy 579. 

-, Urobilinogen-, im Harn nach 
der Aldehydreaktion von Ehr
lich- Ba uer 578, nach der Ei
gelbreaktion von Ehr lich- Tho
mas 578. 

-, Urochromogen-, im Harn mit 
Ehrlich-Diazoreaktion 575. 
Uroerythrin-, im Harn 577. 
Valin-, im Harn 519. 

- Veronal-, im Harn 658. 
, Wismut-, im Harn 632. 

(i-Naphthalinsulfochlorid zur Dar
stellung der Aminosauren 519. 

Naphthochinonsulfosaures Natrium 
fUr Aminostickstoff-Bestimmung 
169. 

Naphtholgrun-B als Vergleichs
liisung bei der Cholesterinbe
stimmung 220. 

N a phthoresorzin -Salzsaure, Pro be 
von Tollens auf Glukuron
saure 443. 

Natrium, Bestimmung in den Fazes 
253. 
-Bestimmung im Serum nach 
Kramer- Tisdall- Gittleman 
284, nach Rourke 285. 

-, dialysierbarer Anteil im Serum 
289. 

- und Kalium, gravimetrische Be
stimmung, im Harn 355. 

- -Nachweis im Harn 352. 
Natriumhydrosulfidliisung bei der 

Arsen-Bestimmung, Darstellung 
617. 

Natriumkobaltnitritreagens fur 
Kaliumbestimmung 281, 282. 

Natriumsulfat zur Fraktionierung 
der stickstoffhaltigen Serum
Bestandteile 163. 

Natriumsulforicinicum fur die ne
phelometrische Kalziumbestim
mung 274. 

N a tri um-thiosulfa tliisung, Titerstel
lung 454. 

Natriumwolframatzur EnteiweiBung 
161, zur Harnsaurcbestimmung 
187. 

Natriumzitrat zur Hcmmung der 
Gerinnung 172. 

Natronlauge, kohlensaurefreie 156. 
- aus metallischem Natrium 222. 
-, Prufung auf Nitritfreiheit 454. 
Nelkeniil zur Fullung des Barcroft

Apparates 27. 
Nencki-Rotschy-Probe auf Urobilm 

579. 
Neosalvarsan-Nachweis im Harn 

nach A belin 630. 
Nephelometrie 339. 
NeBlerisation bei der Ammoniak

bestimmung im Blut 176. 
NeBlerreagcnH 167, 168, 183, nach 

Bock und Benedict 183. 
-, Darstellung nach Folin- Wu 

425, nach Folin 426, nach 
Kleinmann 426. 
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Neutralschwefel, Harn·, gravime
trische Bestimmung nach F o
lin 386, nephelometrisch nach 
Denis-Reed 392. 

-, Nachweis im Harn 386. 
Nitrate, Stickstoff-Bestimmung in 

422. 
Nitro- und Nitroso-Verbindungen, 

Stickstoff-Bestimmung in 422. 
Nitroanilinreagens zur Bestimmung 

der Phenole im Blut 236. 
Nitromolybdanreagens bei der Phos

phorbestimmung 261. 
Nitrophenole bei der Wasserstoff

ionen-Bestimmung im Harn 324. 
Norit 234. 
Nukleoalbumine s. Phosphopro

teide. 
Nukleoproteide im Harn 598. 
Nukleotide-Bestimmung im Blut 

194. 
Nubecula im Harn 594. 
Nylanders Reagens zum Trauben

zucker-Nachweis im Harn 478. 

Oberflachenspannung des Harnes 
307. 

- im Serum, Bestimmung mit der 
Ringmethode Du N ouy 13. 

Obermeyer Reaktion auf Harn
indikan 560. 

Of en, elektrische 349. 
Osazon, Stickstoff-Bestimmung in 

421. 
Osmotischer Druck des Blutes, Be

stimmungnachKrogh u. Naga
zawa 6, nach Salge 10, nach 
Beckmann 13. 

• ~ - in kleinen Fliissigkeitsmen
gen 10. 

- - des Harnes 303. 
Oxalat zur Gerinnungshemmung 

216. 
-, Lithium-, zur Gerinnungshem

mung 161. 
- -Steine 678. 
Oxalsaure-Bestimmung im Harn 

nach Salkowski-McLean 435, 
nach Widmark-Holmberg 
436. 

- -Nachweis im Harn 434. 
Oxybuttersaure, Bestimmung 1m 

Blut nach Engfeldt 218. 

Oxybuttersaure - Bestimmung im 
Harn nach Pribram-Schmitz 
463, nach van Slyke 468. 

- im Harn 481. 
- -Nachweis im Harn 452, durch 

Uberfiihrung in Krotonsaure 452, 
durch Uberfiihrung in Azet
essigsaure 453. 

Oxyhamoglobin, Absorptionskurve 
146. 

-, spektrochemischer Nachweis 124. 
-, Spektraltafel 123. 
-, Spektroskopie 121. 
Oxyproteinsauren im Harn 546, Be

stimmung nach Furth 546. 
Oxysauren (aromatische), Nachweis 

im Harn 558. 

Papier fiir die Torsionswage 343. 
Paraffinieren der Flaschen 274. 
Pellagris Probe auf Morphin 673. 
Pentosen-Bestimmung im Harn 472. 
- -Nachweis nach Bial-Kraft 472, 

nach J olles 473, Phenylhydra
zinprobe 473. 

Pepsin, nephelometrische Bestim
mung im Magensaft, nachRona
Kleinmann 685, 688. 

- -Nachweis im Magensaft 685. 
Perchlorat, Kalium-Bestimmung mit 

357. 
Permutit 181, 501, 503. 
-, Ammoniak-Bestimmung mit 

364. 
- fiir ammoniakfreies Wasser 364. 
Petrolather zur Bestimmung des 

Lipoidphosphors 230 . 
Pettenkofer Reaktion auf Gallen

sauren 234, 593. 
- cWert 235. 
Pflanzensafte, Magnesium-Bestim

mung in, nach Tschopp 279. 
Phenazetin-Nachweis im Harn 664. 
Phenole, Be.stimmung im Blut nach 

Theis und Benedict 236, 
neben Kresol nach Siegfried
Zimmermann 554. 

-, einwertige, Bestimmung im 
Harn nach Kossler-Penny
Mooser-Hensel 550, nach Fo
lin-Denis-Tisdall 551, Sieg
fried-Zimmermann 554. 
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Phenole, einwertige, Nachweis im 
Harn 549, mit Eisenchlorid 550, 
mit Bromwasser 550, mit Millons
Reagens 550, nach Salkowski 
550. 

-, freie 551, gebundene 551. 
-, Gesamt-, Bestimmung im Harn 

nach Folin-Denis-Tisdall 
551. 

-, Stammlosung nach Folin-De
nis 237, 552. 

-, zweiwertige, Bestimmung im 
Harn 554. 

Phenolphthalein-Vergleichslosung 
fur Urobilin 5S0. 

Phenolrot 321. 
Phenyldimethylpyrazolon s. Anti

pyrin. 
Phenylhydrazin und Glukuronsaure 

442. 
- zum Pentosen-Nachweis im 

Harn 473. 
Phenylhydrazinprobe nach Fischer 

zum Nachweis des Trauben
zuckers 47S. 

- auf Fruchtzucker 491. 
Phenylhydrazon, Stickstoffbestim

mung in 421. 
Phosphate - Bestimmung, Uranyl

losung zur 397. 
-, saure, Bestimmung im Magen

saft 6S3. 
Phosphatide-Bestimmung im Blut, 

Serum 22S. 
Phosphatlosungen nach Sorensen 

521. 
Phosphatpuffer fur Urease 501. 
Phosphatsteine 67S. 
Phosphor, freier und saureloslicher 

im Blut 257, nach Fiske und 
Subbarow 259. 

Phosphorbestimmung im Blut nach 
Fiske und Su b barow 257, 259, 
nach Lohmann u. J endrassik 
260, nach Embden [Myrback 
und Roche] 261, nach Klein
mann 263. 

- im Harn als Uranylphosphat 397, 
alkalimetrisch, nach N eumann
Gregersen-Kleinmann 39S, 
nach Fiske 400. 

Phosphorbestimmung im Muskel
extrakt und im Hefemazerations
rest nachFiske undSu b barow, 
nach Lohmann und J en
drassik 259, 260. 

-, nephelometrisch nach Klein-
mann 401. 

- -Nachweis im Harn 396. 
- - - im Gewebe 259. 
m-Phosphorsaure zur EnteiweiBung 

167. 
Phosphormolybdansaure als Alka

loidreagens 669. 
- als Extraktionsflussigkeit bei 

Reststickstoffbestimmung 165. 
Phosphorproteide im Harn 59S. 
Phosphorwolframsaure als Alka

loidreagens 669. 
- fur Harnsaurebestimmung lS7. 
- -Phosphormolybdansaure-Rea-

gens auf Phenole 552. 
Photometer, Konstruktion und 

Handhabung 13S, 139. 
Pikrinsaure, Reinigung nach Hal

verson und Bergeim 50S, 
nach Folin und Doisy 50S,nach 
Benedict 50S. 

Pipetten "zum AusfluB" 333. 
-, "automatische", zur Gewin

nung des Blutes 203. 
-, Eichung 333. 

, Kalibrierung 205. 
-, Ostwaldsche 52. 
-, Reinigung 333. 
Piria-Reaktion auf Tyrosin 517. 
Plasma s. a. Blut, Serum. 
-, Abmessung 52. 
-, Absorptionskoeffizient von 

Sauerstoff, Kohlensaure und 
Stickstoff fur 6S. 

--, Alkalireserve (Bikarbonatmenge) 
44, titrimetrische Bestimmung 47, 
manometrische 49, volumetrische 
59. 

-, Cholesterin-Bestimmung im 223. 
-, Fettsauren-Bestimmungim 225. 
-, Fibrinogen-Bestimmung im 163. 
-, Fraktionicrnng der stickstoff-

haltigen Bestandteile 163. 
-, Kohlensaurc-Bindungsfahigkeit 

64. 
-, Lezithin- und Kephalin-Bestim

mung nach Bloor 228. 
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Plasma, Lipoide-Bestimmung im 
225, 226. 

-, Menge im Blut 3. 
-, Stickstoff-Bestimmung 164. 
Platinchlorid, Kalium-Bestimmung 

mit 355. 
Polarisation des Harns 483. 
Polarisationsapparate 481. 
Porphyrine, Bestimmung im Harn 

582. 
-, Nachweis im Harn, spektro-

skopisch 583. 
-, Spektrum 134. 
PrazisionsmaB 698. 
Prismenspektroskop IlO, Ill. 
Probefriihstiick 679. 
Proponal, Nachweis im Harn 659. 
Pseudoglobulin, Bestimmung im 

Plasma, Serum 164. 
Pufferkapazitat 94. 
Pufferlosungen zur Bestimmung der 

Wasserstoffionenkonzentration 
im Harn 317. 

Pufferung 94. 
Pufferungskurve 95. 
Purinbasen-Bestimmung im Harn 

532, 534, 535, 538, nach K r ii g e r
Schmidt 538. 
-Nachweis im Harn, Weidelsche 
Reaktion 537, Capranica Reak
tion 538. 

Purine, freie und gebundene, Be
stimmung im Blut nach Thann
hauser und Czoniczer 193. 

Pyknometer, Bestimmung des spe
zifischen Gewichts des Harns mit 
299. 

Pyramidon-Nachweis im Harn 665. 
Pyrazolonderivate s. Antipyrin. 
Pyrogallollosung zur Absorption von 

Sauerstoff 66. 

Quecksilber-Bestimmung 644, nach 
Schumacher, J ung-Heinzel
mann 646, nach Stock 648, 
650, elektrolytisch 649. 
-Nachweis als Sulfid 645, nach 
Bardach 645, nach Stock 647, 
in Luft 651. 
-Reagens zur Fallung des Aze
tons 464. 

- - - zum Nachweis der Kiesel
saure 403. 

-, spezifisches Gewicht 728. 

Reagenzglaskondensor 109. 
Reduktionsproben auf Trauben-

zucker im Harn 475. 
Reduktionsvermogen des Harns 314. 
Refraktometer 311. 
Refraktometrie des Blutes 18. 
Refraktometrische Tabellen 18. 
Reinigung gasanalytischer Apparate 

26. 
Resistenz der roten Blutkorperchen, 

Priifung nach Simmel 20. 
Rest-Stickstoff s. Stickstoff, Rest-. 
Reversions- Spektroskop nach H ar t

ridge Il2. 
Rhodaneisen als Vergleichslosung 

bei der Bilirubinbestimmung 233. 
Rhodanwasserstoff-Bestimmung im 

Harn 394, nach Edinger-Cle
mens 395. 

- -Nachweis im Harn 394. 
I-Ribose im Harn 472. 
Ringmethode von Du N ouy zur 

Bestimmung der Oberflachen
spannung 13. 

Rochelle Salz 201. 
Rodinal als Reduktionsmittel 260. 
Rubners Probe auf Milchzucker 489. 

Saccharin-Nachweis im Ham 665. 
Sattigungsdruck von Wasserdampf 

731. 
Sauregemisch zum AufschluB bei 

der N-Bestimmung 164, 166. 
Sauren-Bestimmung im Magen

inhalt 679. 
- -Gehalt des Harns, Bestimmung 

316, 321. 
-, organische, Bestimmung im 

Harn nach van Slyke und 
Palmer 329. 

Salizylate-Nachweis im Harn 662. 
Salpetersaure, Priifung auf Eisen

gehalt 374. 
Salvarsan-Bestimmung nach Au

tenrieth und Taege 631. 
- -Nachweis im Harn 630. 
Salzsaure-Bestimmung im Magen-

saft nach Michaelis 683. 
-, freie 681. 
-, gebundene, im Magensaft 682. 
Santonin-Nachweis in Fazes und 

Harn 667. 
Sauerstoff, Absorptionskoeffizient 

im Wasser, Plasma, Blut 62. 
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Sauerstoff-Absorption, Hydrosulfit 
zur 66. 

- -Bestimmung im Blnt 38, 39, 
nach der Ferrizyanidmethode 30. 

- -Differenzbestimmnng im arte
tiellen und veniisen Blut 35. 

-- -Dissoziationskuryc im Blut, 
Darstellung 34. 

Sanerstoffbindungsvermiigen des 
Blutes 151. 

Sauerstoffkapazitat 32, 151, 157. 
Sauerstoffsattigung, prozentuale. im 

Blut 32. 
Schaffgottsche Liisung zur Kiesel

saure-Bestimmung 403. 
Schaukelextraktion nach '" i d mar k 

347. 
Scheiblers Reagenz zur Fallung der 

Alkaloide 669. 
Schiffsche Reaktion auf Allantoin 

540. 
Schleimsaureprobe auf Milchzucker 

489. 
Schlesinger-Hildebrandtsche Probe 

auf Urobilin 578. 
Schwefel-Bestimmung im Blut nach 

Denis 268, nach Denis und 
Leche 269, nach Stockholm 
und Koch 270. 

- - - im Harn 385, nach Bene
dict- Denis 388, nachE'iske390, 
nachLie b esny391, nachDenis
Reed 394. 

-, Neutral-Bestimmungen im Harn 
388, 392. 

Schwefelammonium zur spektro
skopischen Prilfung des Hamo
globins 124. 

Schwefclsauren, Harn-, Bestim
mung, grayimetrisch nach 
Folin 386, titrimetrisch nach 
Fiske 388, nach Liebesny 391, 
nephelometrisch nach Denis
Reed 392. 

Sehwefclsaul'l' Sal7.l'. X;whwcis illl 
Harn 386. 

Schwefel wasserstoff, Darstellung filr 
Arsenbestimmung 61 (t 

-, Herstellung 637. 
Schweflige Saurc, Herstellung 607. 
Sediment (im Harn), Cystin 513. 
-, Kalziumsalze 36ti. 

, Leuzin 518. 
-, Magnesium 370. 

bediment (im Harn). Tyrosin 517. 
-, lTrate 531. 
Sedimentum latericium 576. 
Seliwanoff-Probe auf Fruchtzuckcr 

491. 
Senkspindel, l'rometer 302. 
Serum s. a. Blut, Plasma. 
-, Bestimmung der Gesamtbascn 

nach van Slyke, Hiller und 
Berthelsen 287. 

-, Bilirubin-Bestimmung 232. 
-Eiwei13fraktionen nach Elek-
trodialyse 102. 
-Elektrodialyse nach Ettisdl 
97. 

-, Fraktionierung der stickstoff
haltigen Bestandteile 163. 

-, Hamatin im 133. 
-, Kalium-Bestimmung naeh Kra-

mer-Tisdall 281, naeh Leu
lier. Velluz, Griffon 282. 

-, Kalzium-BestimmungnachKra
mer und Tisdall 271. 

-, Magnesinm-Bestimmung naeh 
Denis 276, naeh Tschopp 277, 
nach Kramer-Tisdall 279. 

--. Nachweis und Bestimmung yon 
Gallenfarbstoffen nach ya n den 
Bergh 232. 

-. Natriumbestimmung nach Kra
mer- Tisdall- Gi ttleman 284. 
nach Rourke 285. 

-, Oberflachenspannung-Bestim
mung nach Du Nony 13. 
osmotischer Druck im 10. 

-. Stickstoff-Bestimmung Hi4. 
-, Volumen-Bestimmung- mit dem 

Hamatokriten 21. 
Sicherheitsyorlage 62:,). 
Silberchromat nach Nielollx 225, 

414. 
Silberfallung yon Pllrinbasen 53!!. 
Silberlaktatreagens zur Harnsaure

Fallung 535. 
Soja.hohnen siehe Freasf'. 
Sonnenschein Reagens wr Alka

loidfallllng U69. 
Spektralphotometer 137. 
Spektralphotometrie des Blutes 

136f£., 142. 
Spektraltafel 123. 
Spektroskop, Belenehtungsvorrich

tung 114. 
-, Eichung 116. 
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Spektroskop, Gitter· 111. 
-, Mikro- 113. 
-, Prismen- 110, 111. 
-, Reversions- 112. 
Spektroskopie des Blutes 105ff. 
- von Blutfarbstoff in Fazes 589, 

im Harn 587. 
- von Hamoglobin 124. 
- von Kohlenoxydhamoglobin 127. 
- von Methamoglobin 125. 
- von Oxyhamoglobin 121. 
- von Zyanhamoglobin 127. 
Spektroskopischer Nachweis des 

Urobilins im Urin 579. 
- Verhalten der Blutfarbstoffe 121. 
Spektrum, Absorptions- 105. 
-, Gitter- 111. 
Spezifisches Gewicht des Blutes, 

Bestimmung nach Hammer
schlag 5. 

- - des Harnes 298, Bestimmung 
mit dem Pyknometer 299, mit 
Urometer 302. 

- - von Quecksilber 728. 
- - des Wassers 301. 
Spiegler-Jolles-Probe auf EiweiB 

im Ham 597. 
Sputum, Hamoglobin in 124. 
Stalagmometer nach Schemensky 

307. 
Stas-Otto-Verfahren zur Isolierung 

der Alkaloide 668. 
Stickstoff, Absorptionskoeffizient 

fiir Wasser, Plasma, Blut 62. 
-, Aminosauren-Bestimmung im 

Blut 168. 
-, Aminosauren-, Formoltitration 

nach Henriques und Soren
sen 520. 

-, peptidgebundener, Bestimmung 
im Harn 525. 

- im Plasma, Serum 164. 
-, Rest-, Bestimmung im Blut 

nach Bang 165, nach Folin 
166, nach Folin-Denis 167, 
im Blut (nicht EiweiB-Stickstoff) 
164. 

StickstoffbestimmungimHarn 418ff., 
kolorimetrisch nachFolin-Far
mer 425, nach Bock-Benedict 
428, nach Koch-McMeekin 
430, titrimetrisch nach Folin
Wright 424, nach Kj eldahl 
417, Makro-Bestimmung 418, 

Halb-Mikro-Bestimmung 422, 
Mikro-Bestimmung 423. 

- in Nitraten, Nitro- und Nitroso
verbindungen 422. 

- in Phenylhydrazin, Hydrazonen, 
Osazonen 421. 

Stocks Nachweis von Quecksilber 
647. 

Stokessche Losung 124. 
Streuung 708. 
Strychnin -Molybdan -Reagens bei 

der Phosphorbestimmung 262, 
264. 

Sublimat zur EnteiweiBung des 
Blutes 196. 

Sublimation, Mikro-, nach Kempf 
345. 

Sulfate, Gesamt- (s. a. Schwefel), 
Bestimmung im Blut nach Denis 
und Leche 269. 

-, Gesamt-, im Harn. Bestimmung 
nach Folin 387, nach Fiske 390, 
nach Rosenheim-Drummont 
392, nach Denis-Reed 393. 

Sulfhamoglobin 125. 
Sulfobenzoesaureimid s. Saccharin. 
Sulfosalizylsaure-Probe auf EiweiB 

im Harn 597. 

Tabellen 728. 
Taurocholsaure s. Gallensaure. 
Teichmannsche Haminprobe 588. 
Thalleiochininreaktion auf Chinin 

670. 
Thermometer nach Friedenthal 

304. 
Thionein 162. 
Thiosulfat, Titerstellung zur Eisen

bestimmung 374. 
Thymol zur Harnkonservierung 296. 
Tierkohle zur Entfarbung des Har

nes 297. 
Titrationsaziditat-Bestimmung im 

Harn nach Folin 326, nach 
Michaelis -H enders on
Brock 326. 

Toluol zur Harnkonservierung 296. 
Tonometer 41. 
Torsionswage zur Bestimmung der 

Oberflachenspannung 13. 
Traubenzucker, Bestimmung im 

Ham 474ff., nach Pavy-Ku
magawa-Suto 484, nach Fo
lin-Berglund-Benedict 485, 
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nach Benedict - Osterberg 
487. 

- im Harn 313. 
- -Nachweis im Harn, Reduktions-

proben 475, Kupferproben nach 
Trommer, W orm-Miiller, 
}<'ehling, Benedict 475, Wis
mutprobe 478, Phenylhydrazin
probe 478, Garungsprobe 479. 

Trichloressigsaure zur EnteiweiBung 
197, bei der Phosphor-Bestim
mung im Elut 257. 

- -Probe auf EiweiB im Harn 597. 
Tripelphosphat 370. 
Trockenriickstand, Bestimmung 348. 
Trommersche Probe auf Trauben-

zucker 475. 
Trypanrot zur Blutmengenbestim

mung I. 
Trypsin, Bcstimmung im Magen

saft nach Rona u. Kleinmann 
690. 

Tryptophan, Bestimmung im Elute 
nach Cary 172. 

Tyrosin, Nachweis im Harn 517, 
mit Millons Reagens 517, nach 
Piria 517, nach Deniges 517. 

Uffelmannsches Reagens auf Milch
saure 68I. 

Uranlosung zur Phosphatbestim
mung 397. 

Uranylazetat zur EnteiweiBung des 
Elutes 193. 

Urate 53I. 
Urease, Darstellung 181, 500. 
- zur Harnstoffbestimmung im 

Harn 499, 501, 502, 503, 504. 
- -Papier 18I. 
Urobilin-Bestimmung in Fazes und 

Harn nach Terwen 579, 58I. 
--- im Harn 577, 579, 580. 
- -Nachweis im Harn 578, Fluores-

zenzproben nach Schlesinger
Hildebrandt 578, nach Jaffe 
578, spektroskopischer 579, nach 
N encki-Rotschy 579. 

Urobilinogen-Bestimmung im Harn 
577, 579, 580. 

- -Nachweis im Harn 577, nach 
der Aldehydreaktion von Ehr
lich-Bauer 578, nach der Ei
gelbreaktion Ehrlich-Thomas 
578. 

Urobilinogen-Nachweis, Umwand
lung in Urobilin 578. 

Urochrom, Bestimmung im Harn 
573, nach WeiB 474. 

Urochromogen-Bestimmungim Harn 
573, 576. 

- -Nachweis im Harn mit Ehrlich
scher Diazoreaktion 575. 

Uroerythrin-Bestimmung im Harn 
576. 

- -Darstellung aus Harn 576. 
- -Nachweis im Harn 577. 
Urometer, Bestimmung des spezi

fischen Gewichts des Harns mit 
302. 

Uroporphyrin 582. 
Urotropin s. Hexamethylentetra

min. 

Valin, Nachweis im Harn 519. 
Veraschung bei Arsenbestimmung 

618, 622. 
- bei Eleibestimmung 638, 641. 
-, Fazes-, zur Kieselsaurebestim-

mung 405. 
-, Gewebe-, nach Stockholm und 

Koch, (Schmelzverfahren) 270. 
-, Harn- 404. 
-, Harn-, auf trocknem Wege nach 

Stolte 348, auf nassem Wege 
nachNeumann350, nachDehn 
353. 

-, Harn-, bei der Wismut-Bestim
mung 633. 

- bei Jodbestimmung 610, 611, 
613. 

- bei Kalziumbestimmung 274. 
- nach Koranyi 256. 
-, Milch- und Fett-, zur Jodbestim-

mung 614. 
- organischer Substanz nach Fre

senius- Ba bo 618. 
- fiir Phosphorbestimmung 265. 
- im geschlossenen System nach 

Tschopp 249. 
Veratrol zur Milchsaurebestimmung 

240. 
-, Reaktion mit Azetaldehyd 240. 
Veronal, Identifizierung 660. 
-, Isolierung aus dem Harn nach 

Molle-Kleist 659, nachItallie 
u. Steenhauer-Kiihn 660. 

-, Mikroreaktionen auf 660. 
- -Nachweis im Harn 658. 



764 Sachverzeichnis. 

Viskositat-Bestimmung des Blutes 
15, nach Hess 16. 

Vierordtsche Konstante 137. 

Wagen, Aus-, eines GlasgefaBes mit 
Wasser oder Quecksilber 728. 

Wage, Mikro-, nach Pregl 340. 
-, Torsions- 342. 
Wagner-Reagens zur Fallung der 

Alkaloide 669. 
Walpole-Prinzip 319, 324. 
Wasser, Absorptionskoeffizient von 

Sauerdtoff , Kohlensaure und 
Stickstoff fUr 62. 

--, ammoniakfreies 174, 364, 425_ 
--, spezifisches Gewicht bei ver-

Rchiedenen Temperaturen 301. 
Wasserdampf, Sattigungsdruck 731. 
Wasserstoff, Liislichkeitskoeffizient 

im Wasser und im Plasma 44. 
- fUr Wasserstoff-Elektrode 76. 
Wasserstoffionen-Bestimmung,Blut

entnahme fiir 72. 
Wasserstoffionenkonzentration im 

Blut 71. 
- -Bestimmung im Blut, elektroly

tisch 74, nach Michaelis 76, 
kolorimetrisch 84, nach Cullen 
84, nach Ho1l6- W eiB 86, gas
analytisch 90. 

--- im Harn mit Gaskette 317, 
mit Indikatoren 317, mit Puffer
liisungen 317. ohne Puffer 323. 

Wasserstoffsuperoxyd 430. 
Wasserstvffzahl, reduzierte 93. 
-, regulierte 93. 
Weidelsche Reaktion auf Purin

basen 537. 
Wellenlange 106, 117. 
Weylsche Reaktion auf Kreatinin 

504. 
Wiechowskis Fallungsreagens fiir 

Allantoin 195. 
Wismut-Bestimmung im Harn nach 

Bodnar-Karell 632. 
- -Nachweis im Harn 632. 
- -Proben zum Nachweis des Trau-

benzuckers im Harn 478. 
Wolframate zur EnteiweiBung 161. 
Worm-Miiller-Probe zum Nachweis 

des Traubenzuckers im Harn 
476. 

Xanthin in Harnsteinen, Priifung 
677. 

Xanthydrol 495. 

Zinkhydroxyd zur EnteiweiBung 
des Blutes 205. 

Zucker s. a. Traubenzucker. 
- im Blut, EiweiB-, freier u. vir

tueller 196. 
Zyanhamoglobin, Spektraltafel 123. 
-, spektrochemischer Nachweis 127. 



Berichtigungen. 
Seite 52, Zeile 8 von unten: Statt "stellt man daR Quecksilbcr 

soli stehen: "stelit man den Meniskus der Fliissigkeit tiber 
dem Quecksil ber . . .". 

Ie Ie 
Seite 91, Zeile 12 von oben: Statt log~-- : - log ~--

tHe03 tHeo3 
Seite 171, Zeile 2 von unten und Seite 198, Zeile 23 von oben: Statt 

PhoRphorwo]framsaure: W olframsaure. 

Seite lSI, FuBnote I anzufiigen: Man erhalt so eine Mischung von Mono
und Dinatriumphosphat (Yz mol) I: I mit einem pH 6,S. 

Seite 238, Zeile 9 von unten: Statt Kaliumbisulfitlosung: Kalium- oder 
NatriumbisulfitlOsung. 

Seite 255, Zeile 13 von oben: Statt 2,905 cern 2,905 g; Zeile 14 von 
oben: Statt I mg 01: I mg OINa. 

Reite 335. Die 3. Zeile von oben ist vor die 1. zu setzen. 

Rona, Praktiknm n. Verlag von Julius Springer in Berlin. 
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