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Yorwort.

Der Zweck des vorliegenden Béndchens ist nur eine kurze
Anleitung zum chemischen Arbeiten im Krankenhaus-Labora-
torium zu geben und es erstrebt in keiner Weise Vollstindigkeit
in bezug auf die Moglichkeit der Bestimmungsmethoden. Dagegen
sollen die gebrduchlichsten Methoden so einfach wie mdéglich
dargestellt und vor allem sollen die theoretischen Grundbegriffe
fir ein quantitatives Arbeiten erldutert werden. Das ganze Werk-
chen zerfillt in zwei Teile.

1. Darstellung der allgemein gebrauchlichen und der wichtigsten
quantitativen Methoden.

2. Weitere spezielle Methoden und die Bestimmung von Fer-
menten und der Wasserstoffionen.

Die Einteilung ist so gewéhlt, damit jeder, je nach Bedirfnis,
sich das notwendige anschaffen kann und der Preis dabei niedrig
bleibt. Es ist besondere Riicksicht darauf genommen, jeweils fiir
eine Bestimmung nur eine, hochstens zwei Methoden anzugeben,
um eine moglichste Klarheit zu behalten, dafiir sind aber auch
nur erprobte Methoden dargestellt und es ist bewuf3t vermieden
worden, etwa kolorimetrische Methoden neben titrimetrischen zu
bringen, wenn sich letztere als iiberlegen gezeigt haben, entweder
in bezug auf Genauigkeit oder in bezug auf Einfachheit. Das gilt
z. B. fir den Rest N, wo es keinen Zweck hat nach der Destillation
des NHj eine Colorimetrie anzuschlieBen, wéhrend eine Titration
rascher und genauer zum Ziele fiihrt.

Wenig gebrauchte Methoden sind nicht aufgenommen, wer
sie zu wissenschaftlichen Arbeiten braucht, muf} sie in einem der
groBeren Werke oder im Original nachschlagen.

Um den Umfang der Anleitung nicht unnétig zu steigern, ist

von einer Erorterung der mechanischen Handgriffe usw. abgesehen
worden. Diese konnen z. B. in dem kleinen Buch von BERNHAUER,



v Vorwort.

Einfithrung in die organisch chemische Laboratoriumstechnik
(Berlin: Julius Springer 1934), nachgesehen werden. Die Methodik
ist nur dem Prinzip nach dargestellt und im allgemeinen Teil nur
das wesentliche hervorgehoben, was erfahrungsgemial fiir den
erstrebten Zweck notwendig ist. Theoretische Erérterungen sind,
soweit dies moglich, vermieden, weil das kleine Buch nur einen
praktischen Zweck verfolgt und daher war fiir die Auswahl der
Methode auch die klinisch geforderte Genauigkeit mafgebend;
an Hand der Anleitung soll jeder, auch ohne akademische Vor-
bildung, die verschiedenen Bestimmungen durchfithren konnen.

Berlin, im Mirz 1935. '
K. HiNSBERG.
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Allgemeiner Teil.

Die analytische und Torsionswaage.

In der klinischen quantitativen Chemie beherrscht die Titration
und Colorimetrie das Feld. Trotzdem sei das prinzipiell wichtige
beim Wéagen hervorgehoben, da wohl jeder im klinischen Labo-
ratorium einmal in die Lage kommt, eine quantitative gravi-
metrische Bestimmung machen zu miissen oder sich die Materialien
zu einer volumetrischen Fliissigkeit oder Standardlésung einzu-
wiegen.

Eine gewohnliche analytische Waage gestattet es im allgemeinen
1/,0 mg Substanz zu bestimmen. Dafiir muB3 das System des Waage-
balkens und der Schalen fast ohne Reibung schwingen, was
durch scharfkantige Achatkeile auf Achatplittchen erreicht
wird. Diese groe Empfindlichkeit hat andererseits den Nachteil,
daB die Waage leicht aus dem Gleichgewicht gerdt durch unsicht-
bare Staubchen, Luftzug usw., weshalb es notwendig ist, vor Staub
zu schiitzen und die Lage des sogenannten Nullpunktes jeweils
festzulegen, weil sich durch seine Verschiebung Analysenfehler
einschleichen koénnen.

Bezeichnen wir die Skala an einer analytischen Waage nach

folgendem Schema,
4 N
/,Illl’llll“‘\“ \

0 20
10
so sollte der Zeiger der Waage in der Ruhe und unbelastet auf 10
zeigen (Ruhepunkt). Dies tut er nur in den seltensten Fallen, und
wenn man zwei Wagungen kurz hintereinander macht, so gleicht
sich bei Bestimmung der Gewichtsdifferenz der Fehler aus, wenn
man die Wigung auf den theoretischen Nullpunkt = 10 bezieht.
Liegen dagegen zwischen zwei Differenzwigungen 24 Stunden
oder mehr auseinander und wird die Waage gar zwischendurch noch
von anderen benutzt, so muBl eine eventuell zwischendurch er-
folgte Verschiebung des Ruhepunktes berechnet werden, was
folgendermaBen geschieht. Man liBt die Waage unbelastet
schwingen und notiert die hintereinander folgenden Ausschlige

Hinsberg, Bestimmungsmethoden I. 1



2 Die analytische und Torsionswaage.

nach links und rechts (ungerade Zahl) z. B. dreimal nach links
und viermal nach rechts, aus denen jeweils das Mittel gezogen
wird. Der Mittelpunkt zwischen beiden Mittelwerten ist die
Stelle, an der der Zeiger der Waage zur Ruhe gekommen wire,
wenn man sie vollstéindig ausschwingen 14Bt. Zum Beispiel

Ausschlige links  Ausschlige rechts

14,9
43 148 nach
45 14.6 vorstehendem
4’ 7 1 4’ 4 Skalenschema
Mittel 4,5 Mittel 14,675
4.5 -1 14,675
Nullpunkt = 454 14675 9,5875

2
~ 9,59 = Ruhepunkt.

Das heiBt der Zeiger kime 0,41 Teilstriche links vom theoretischen
Nullpunkt (10) zur Ruhe, was bei einer Empfindlichkeit (siehe
spiter) von 2,71 Teilstrichen pro Milligramm eine Differenz von

41
etwa 0,15 mg g’—ﬂ ausmacht. Die Empfindlichkeit bestimmt man,

indem man die eine Seite mit 1 mg belastet (Reiter) und in gleicher
Weise die Lage des Ruhepunktes festlegt. Zum Beispiel nach
1 mg Belastung rechts.

Ausschliage links 3,5 rechts 10,4

3,6 10,2

3,7 10,1

9,9

Mittel 3,60 Mittel 10,15
Ruhepunkt: 3,60 + 10,15 = 6,875.

Empfindlichkeit = 9,59 — 6,88 = 2,71 Teilstriche. Findet man
nun bei irgendeiner Belastung der Waage den Ruhepunkt oberhalb
oder unterhalb von 9,59 Teilstrichen, so bedeutet dies, dafl die
Gewichte auf den Waagschalen nicht gleich sind und zwar fir
je 2,71 Teilstriche um je 1 mg differieren. Liegt der berechnete
Ruhepunkt beim Wagen eines Tiegels z. B. fiir 13,8730 g bei 9,00,
so ist das Gewicht zu groB, da der Nullpunkt um 0,59 Teile nach
links verschoben ist, und zwar um g’% mg = 0,218 mg, so daB
sich das wirkliche Gewicht zu 13,8730 g — 0,218 mg = 13,87278 g,
abgerundet 13,8728 g ergibt. In der Praxis bestimmt man die



Berechnungsbeispiel. 3

Empfindlichkeit bei jeder Wégung, weil sie von der Belastung der
Waage abhangig ist, indem man die Gewichte aussucht, deren Ruhe-
punkte links und rechts von dem jeweils festgestellten Ruhepunkt bei
unbelasteter Waage liegen. Zum Beispiel Ruhepunkt unbelastet
9,74. Linke Waagschale Tiegel, rechte Waagschale Gewichte. Ruhe-
punkt bei 17,987 g = 10,35. Ruhepunkt bei 17,988 g = 7,62. Emp-
findlichkeit = 10,35 — 7,62 =2,73. Abweichung vom Nullpunkt

0,6
=10,35 — 9,74 = 0,61. Gewichtsdifferenz = ﬁ;’— = 0,223 mg

wirkliches Gewicht = 17,987 g 0,223 mg =17,98722 mg. (Die
Differenz muf} in diesem Falle zugezogen werden, weil der Aus-
schlag rechts vom Ruhepunkt lag.)

Bei einiger Ubung wird die geringe Mehrarbeit durch die
grofere Genauigkeit bei weitem aufgewogen, besonders wenn es
sich um geringe Gewichtsdifferenzen von einigen Milligrammen
bei analytischen Niederschlagen handelt (Phosphate nach EMBDEN
oder Cholesterin nach WINDAUS), oder um besonders genaue
Einwaagen zur Herstellung von Normallésungen usw.

Berechnung. Soll aus dem Gewicht eines Niederschlages, der
natiirlich bis zum eventuellen Gewicht getrocknet sein muf, die
Menge der gesuchten Substanz berechnet werden, so ist es nétig,
die Reaktionsgleichung zu kennen. Zum Beispiel man hat gefunden
0,0233 g AgCl, die nach folgender Gleichung entstanden sind.

HCl 4 AgNO,; = AgCl + HNO,.
36,465 g 143,337 g
Es ergibt sich aus den Molekulargewichten, daBl 36,456 g HCI
immer 143,337 g AgCl geben, demnach entsprechen den gefundenen
0,0233 AgCl
36,456 . 0,0233
143,337

Da dieselbe Menge AgCl auch aus NaCl stammen kann, oder
aus Chlor-TIonen, wenn man die verfiigharen Cl— berechnen
will, ergeben sich folgende Beziehungen
0,0233 g AgCl =0,00593 g HCI
" »  =0,00951 g NaCl=(0,4078 . 0,0233)
’ »  =0,005755 g Cl— ==(0,2474 . 0,0233).
Bestimmt man Phosphorsdure, so 1Bt sich ausrechnen, wie-
viel die gefundene Menge Niederschlag entspricht: entweder P
oder PO,= oder H;PO, oder Na,HPO, oder P,O;, wobei jeweils
nur der Umrechnungsfaktor im Verhaltnis der Molekulargewichte
verschieden ist.

g HC1 =0,2544 - 0,0233 = 0,00593 g HCI.

'1*



4 Die analytische und Torsionswaage.

Beispiel: Man bestimmt Phosphorsiure als Magnesium-
Pyrophosphat Mg,P,0, (Mol. Gew. 222,68). Es entstehen aus je
2 Mol. HyPO, 1 Mol. Mg,P,0,, was bei der Umrechnung zu be-
achten ist und es ergeben sich folgende Beziehungen: 1 g Mg,P,0,
entspricht:

0,8805 g H,PO, (Mol. Gew. 98,04)
08534 g POS  (, , 9502
0,2786 g P (. . 31,02
06379 g P,0;  (, , 142,04)
1,59915 g Na,HPO,( ,, ,, 178,05)

2+ H,0

Torsionswaage. Eine besondere Art von Waagen fiir analytische
Zwecke ist die Torsionswaage die nach dem Prinzip der Feder-
waagen gebaut ist. An einem
Haken K (Abb. 1) wird die
Waagschale mit dem Wagegut
angehéngt. Der Haken, der
durch eine Feder hochgezogen
wird, senkt sich, und seine
Bewegung wird durch eine
Spiralfeder f auf einen Um-
zeiger m ibertragen. Ferner
kann durch den Spannhebel h
der Waagebalken wieder ins
Gleichgewicht gebracht wer-
den, dabei ist die erforder-
liche Spannung proportional
der Belastung und kann an
einer geeichten Skala durch
Abb. 1. Schema der Torsionswaage nach di€ Stellung von m abgelesen
HARTMANN und BRAUN, Frankfurt a. M. werden. Die GroBe der Skala

(Beschreibung im Text.) R A
ist in allen Fallen gleich, da-
gegen der MeBbereich sehr verschieden von 5—1000 mg, so daB
im letzteren Falle noch ein Teilstrich = 2 mg ist und im ersteren
ein Teilstrich = 0,01 mg ist.

Die Wiagung mit einer Torsionswaage ist wesentlich schneller
als mit einer Balkenwaage, es ist aber zu beachten, daB die Ge-
nauigkeit mit zunehmendem MeBbereich abnimmt, wenn sich
auch fiir gewisse Wagungen, die stets innerhalb eines bestimmten
Bereiches liegen, viele Vorteile ergeben; stets bleibt der MeB-
bereich im Verhéltnis zu einer normalen analytischen Waage be-
schrankt, auch wenn, wie es bei den modernen Typen der Fall
ist, verschiedene MeBbereiche auf derselben Waage vorhanden sind.
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Fiir biologisches Material wie z. B. kleine Muskeln oder Bluttropfen
(Methode Baxa) leistet die Torsionswaage unschitzbare Dienste.

Behandlung analytischer Niedersehlige. Sollen Niederschlage
quantitativ bestimmt werden, so ist vor allem notig, dall sie
praktisch unléslich sind und dal sie restlos aus der Lésung ent-
fernt werden. Dazu filtriert man oder zentrifugiert, letzteres
besonders dann, wenn der Niederschlag nicht gewogen, sondern
in anderer Weise quantitativ gemessen werden soll.

Beim Filtrieren ist auf dreierlei zu achten:

1. daB der Niederschlag vollstindig auf dem Filter zuriick-
gehalten wird (klares Filtrat),

2. daB alles aus dem Féllungsgefall auf das Filter ausgespiilt
wird und

3.daB alle fremden Substanzen ausgewaschen werden; dazu
gehort in vielen Fillen der UberschuB des Fallungsmittels (vgl.
Ca-Bestimmung).

Das erste erreicht man, indem man an seinem Glasstab ent-
lang aus dem Féllungsgefall auf das Filter giet und das Filter
hochstens bis 10 mm vom Rande fullt, weil sonst Teilchen des
Niederschlages leicht durch Capillaranzichung an den Trichter
gelangen. Auch mul} die TeilchengréBe den Filterporen ent-
sprechen, was meist durch genaue Beachtung der Féallungsbe-
dingungen erreicht wird. Das quantitative Ausspiilen des Fallungs-
gefifles geschieht, indem man mit einem Gummiwischer die
Gefaflwinde abreibt und die Reinheit der Glaswéinde priift. Dabei
erreicht man gleichzeitig den dritten Zweck, den Niederschlag
auszuwaschen. Man priift ob vollstindig ausgewaschen ist, da-
durch, dal man in dem aus dem Trichter ablaufenden Wasch-
wasser auf einen leicht nachweisbaren Stoff priift z. B. bei der
Fillung von Ag” mit HCI auf iberschiissige CI— durch AgNO,,
indem man annimmt, daB-auch andere etwa vorhandene Salze
ausgewaschen sind, wenn keine Cl— mehr nachweisbar waren.
Ein derartig ausgewaschener AgCl-Niederschlag kann dann bis
zur Gewichtskonstanz getrocknet werden und aus seinem Gewicht
ist die Menge Chlor zu berechnen (vgl. weiter vorne).

Beim Zentrifugieren macht man sich den Unterschied im spezi-
fischen Gewicht zweier Korper zunutze. Auch ohne kiinstliche
Einfliisse wiirden sich Niederschlige absondern, meist aber lang-
samer und unvollstindiger, entsprechend der Gravitation. Durch
die Zentrifuge wird die natiirliche Gravitation um ein vielfaches
vergroBert, proportional der Umdrehungszahl und dem Trommel-
durchmesser. Die Absonderung, meist fester von fliissigen Sub-
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stanzen, ist desto schneller, je groBer die Tourenzahl, die man u. a.
soweit gesteigert hat, dal auch kolloide Substanzen der Sedimen-
tation unterliegen. Derartige in Zentrifugenglisern erzeugte
Niederschlédge konnen ebenfalls auf der Zentrifuge ausgewaschen
werden, indem sie nach jedesmaligem Zusatz der Waschfliissigkeit
und nachdem der Niederschlag aufgewirbelt war, erneut zentri-
fugiert werden (vgl. Calcium-Bestimmung).

Zentrifuge. Fir die Vollstindigkeit der Abscheidung ist es
von Noten, daB die Zentrifuge ruhig liuft. Dazu miissen ihre
Lager in Ordnung und vor allem muf} die Trommel gleichmdfig
belastet sein. Das heif3t je zwei gegeniiberliegende Gefde miissen
auf einer Waage peinlich genau gegeneinander austariert werden,
und man hat sich auch davon zu iiberzeugen, daB die ,,Ge-
hinge‘ gleich schwer sind. Austarieren kann man meistens leicht,
indem man in das eine Glas etwas Losungsmittel zusetzt.

Eine Zentrifuge darf nie abgebremst werden, weil sonst der
Niederschlag durch die Erschiitterung aufgewirbelt wird. Von
Zentrifugen laufen jene Modelle am ruhigsten und gerdusch-
losesten, die in Ketten aufgehidngt werden. In keinem Fall kann
aber von dem Austarieren abgesehen werden und fir zweck-
entsprechende Tarierwaagen ist jedenfalls zu sorgen.

Im allgemeinen sind Normallosungen im Deutschen Reich
in einwandfreier Beschaffenheit zu haben. Trotzdem sollte jeder,
der iiberhaupt quantitativ arbeitet, iiber die Technik der Her-
stellung unterrichtet sein, um auch die Moglichkeit der Kontrolle
zu haben. Es ist dabei besonders zu beachten, daB die ein-
gewogenen Substanzmengen analytisch rein sind und die theo-
retisch geforderte Zusammensetzung haben, d. h. entweder wirklich
trocken sind oder eine bestimmte Menge von Kristallwasser enthalten.

Die Oxalsdure 888% z. B. hat das Molekulargewicht 90,016,

sie kristallisiert aber mit 2 H,O, hat dann das Molekulargewicht
126,048 und fiir eine normale Oxalsidure braucht man demnach
63,024 g, die aber frisch aus Wasser umkristallisiert (ev. mehrmals)
und lufttrocken sein muBl, weil sonst ein Teil des Kristallwassers
verloren geht. Mit HNO; und AgNO; darf in verdiinnter
Losung kein Niederschlag entstehen. (Sonst verunreinigt mit
Chloriden). Oxalsiure hat in der volumetrischen Analyse grofe
Verbreitung gefunden, weil mit ihr sowohl Laugen (Acidimetrie)
als auch Kaliumpermanganat (Oxydometrie) titriert werden
konnen, und sie somit als ,,Urtiter Verwendung findet. Andere
Substanzen die zur ,,Titerstellung‘‘ von Siuren verwendet werden
konnen sind:
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Na,B,0, trocken normal = 100,640 g ad 1000 ccm
Na,CO, gegliht normal = 52,997 g ad 1000 ccm

Was mull weiter bei einer Normallosung beachtet werden ?
Die allgemeine Definition lautet: eine Normallésung enthalt im
Liter 1,008 verfiigharen H' oder die diesem H &dquivalente Menge
eines anderen Stoffes z. B. 8,000 g Sauerstoff oder 35,457 g Cl
oder 17,008 ¢ OH—. Ein zehntel Normallosung (n/,y oder 0,1n)
enthilt dementsprechend nur den zehnten Teil usw. Man kann
leicht Normallésungen von Siuren und Laugen mit der nétigen
Genauigkeit herstellen, so daB sie innerhalb der MeBmaoglichkeiten
als richtig gelten kénnen. Zum Beispiel man stellt sich durch Ein-
wigen eine genau n/;,-Oxalsdure her (6,3024 g ad 1000). Da es nun
sehr schwierig ist, ein festgelegtes Gewicht bis auf !/, mg genau ab-
zuwiegen, hilft man sich folgendermaflen: Man wiegt etwa 50 bis
100 mg mehr als die theoretisch verlangte Menge ab und be-
stimmt diese genau (siehe weiter oben). Zum Beispiel seien es in
diesem Falle 6,3946 g geworden, d. h. 92,2 mg mehr als theoretisch
verlangt. Man 16st nun in einem MeBkolben, fiillt ad 1000 ccm auf
und fiigt aus einer Biirette noch jene Menge Wasser zu, die fir die

. 92,2 .
92,2 mg notwendig sind. Das sind % = 14,41 ccm, mischt

gut und hat nun im ganzen 1014,41 cem einer genau n/;,-Oxalsiure,
wobei das zeitraubende und mithsame Auswéigen kleinster
Kristallmengen vermieden ist. Ist eine analytische Wagung nicht
moglich, so wiegt man z. B. ungefihr 4,1 ¢ NaOH ab und lost
in 1000 ccm Wasser. Wird diese Losung mit Hilfe von Neutralrot
gegen die genau n/,,-Oxalsidure titriert, so werde gefunden fiir
je 10 cem Lauge:

10,76 10,70 10,81
10,77 10,80 ccm

d.h., daB je 100 cem Lauge auf 107,68 ccm verdiinnt werden
miissen um wirklich n/;, zu sein, und dann 17,008 OH— ver-
fiigbar im Liter zu enthalten.

} Mittel 10,768 ccm

Bestimmung des Titers. Verzichtet man auf die Verdinnung,
so errechnet man einen ,,Titer‘. Da die Natronlauge zu stark ist,
sind die Mengen in Kubikzentimeter ausgedriickt, die man
gegeniiber einer wirklich normalen Sdure gebraucht, zu klein. In
dem angenommenen Fall brauchte man nur 9,29 ccem um
10 cem n/;-Oxalsdure zu neutralisieren. Das heift alle Titrations-
werte, die ich mit der ungenauen Lauge erhalte, miissen mit
einem Faktor multipliziert werden, um sie auf Werte (in ccm) zu
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bringen, die einer wirklich normalen Lauge entsprechen. Dieser

Faktor ist 13’(2)3 = 1,0768 abgekiirzt 1,08.

)

Allgemein ergibt sich:
der Titer > 1, wenn Losung zu stark
. , <1, ,, zu schwach.

Diese Korrektur ist wichtig, wenn man mit Normallésungen
rechnen will. Es wird beispielsweise ein unbekannter Teil einer ab-
gemessenen Menge (z. B. 15 cm?®) n/;y H,SO, durch Ammoniak neu-
tralisiert und der Uberschufl durch die eben besprochene Natron-
lauge ermittelt. So kann man die Menge der Schwefelsiure, die
vom Ammoniak neutralisiert wurde nur dann feststellen, wenn die
verbrauchte NaOH ebenfalls genau n/;, war oder die Titrations-
ergebnisse auf n/;, umgerechnet werden. Dazu ist der Titer da.

Beispiel: Vorgelegt 15 cem n/;y HySO,, von welcher ein un-
bekannterTeil durch NH; abgesittigt wird. Zuriicktitriert 6,360 ccm
Natronlauge (Titer 1,08), demnach Verbrauch an n/,(-Natron-
lauge errechnet 6,360 - 1,08 =6,87 ccem oder durch NHg ver-
braucht 15,00—6,87 = 8,13 cem n/;, H,SO,. Hieraus 148t sich
erst die Menge NH4 errechnen.

Eine ganze Reihe von Substanzen, die oft bei Titrationen ge-
braucht werden, #ndern ihren Titer spontan, und werden deshalb
nur selten in genauer Normalitit zur Verfiigung stehen. Hierzu
gehoren vor allem Na,S,05, KMnO,, J,, wihrend Siuren und
Laugen bei richtiger Behandlung ,titerbestandig sind.

Der Titer aller Lisungen, die nicht bestindig sind, muf vor
jedem Gebrauch bestimmt werden.

Der Begriff Normallosung ist bereits oben festgelegt worden;
er erstreckt sich auch auf oxydierende und reduzierende Substanzen.
Vom KMnO, (Mol. Gew. 158,03) als Oxydationsmittel in Normal-
losung wird verlangt, daB es so viel O, im Liter abgibt um
1,008¢ H zu H,0 zu oxydieren, das sind 8g O,. Da nun bei
Reaktion in saurer Losung 2 Mol KMnO, 5 Atome O (ergibt
10 Atome H) abgeben (wenn ein O, Acceptor vorhanden ist) nach
der Gleichung:

2K MnO, + 3H,S0, = K,S0, + 2MnS0,+ 50 (wird bei der

Kal. Permanganat Kal. Sulfat Manganoc- Titration zur
rotviolett farblos sulfat Oxydation
farblos .
. von Oxalsédure
+3H,0
verbraucht)

so folgt, daB man nur 2/;, Mol. KMnO, zum Liter l6sen mu8, um
eine Normallosung zu bekommen. Praktisch wird man grob
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31,7 g (=!/5 Mol.) auflésen und den Titer gegen eine genaue Oxal-
siure bestimmenl.

2K MnO, + 3H,80, + 5 (COOH), = K, 80, + 2 MnSO, 4

violett 5C0, + 5H,0

farblos

Der geringste Uberschu8 an KMnO, ist durch die violette
Farbe der Loésung zu erkennen, und bezeichnet den Endpunkt
der Reaktion.

Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die gebrauch-
lichsten Normallosungen mit Molekulargewichten usw.

Mole- Aqui- | Bestandig-
Substanz kular- ; : |valent-| keit des | Bemerkungen
gewicht gewicht| Titers
HCl. . ... .. 36,465 |1/,| 36,465 gut }
/ nur durch
H,80,. . . . .. 98,08 |1/,| 49,04 ys Titration zu
bestimmen
kann genau
eingewogen
werden
(COOH),.2H,0 . | 126,047 |1/,| 63,023 . nur titr.
H,PO, . . ... 98,04 |1/;| 32,68 .
Na,COy . . . . . 105,994 | 1/,| 52,997 . Kk —
Na,B,0,. 10H,0. | 381,43 |/, 190,72 i wogen werdlen
NaOH . .. .. 40,005!1/,| 40,005 ,
KOH . ... .. 56,1121/, | 56,112} empfind-
Ba(OH),.8H,0 . |315,50 |1/,|157,750 |} lich gegen
NH,0H. . . . . 35,047|1/,| 35,047 . 92
NH; . ..... 17,031 17,031 |[ fliichtig nur durch
Titration zu
Na,8,0;.5 H,0 . | 248,19 |1/, | 248,19 CO, bestimmen
empfindlich
KMnoO, . . . .. 158,03 |1/ 31,607} ver-
Toe o v 126,93 |1/;]126,93 || . YO
K.Cr,0;. . . . . 294,23 |1/,| 49,038 } kann
2 , Y } genau
KJO;. . . ... 214,03 |1/s| 35,672 gut singewogen
werden
AgNO,; . . . .. 169,888 |1/, | 169,888 kann einge-
NH,CNS . . . .| 76,11 |1/, 76,11 ” wogen werden,
! nur durch
i Titration zu
| bestimmen
| |

1 1 Mol = Molekulargewicht einer Substanz in Grammen.



10 Reaktionsgleichungen

Einige wesentliche Reaktionsgleichungen bei Titrationen
sind folgende:
. HCl 4- NaOH = Na(Cl + H,,0.
. H,80, 4+ 2 KOH =XK,S0, + 2 H,0.
. (COOH), 42 NH,OH = (C00),(NH,), + 2 H,0.
. H,80, 4- Na,B,0, = Na,S0, + H,B,0,.

fast nicht dissoziert (neutral)
. 2 HCl + Na,CO4 == 2 NaCl + CO, (Gas) + H,0.
. K,Cr,V10, + 6 HJ 44 H,80, =
6 J +K,S0, + Cr,111(80,), 4 7 H,0.
. 2 Na,S,05 42 J =2 NaJ + Na,S,0,.
mit Stirke blau farblos

8. 2 KMnO, + 5 (COOH), + 3 H,S0, =

violett

S Ot il R

-3

K,80, 42 MnSO, + 5 CO, 4 5 H,0.
farblos

9. KJO; 45 KJ + 3 Hy80, =3 K,S0, + 6 J + 3 H,0.

Die Neutralisation von Natriumborat mit Schwefelsdure geht
nur deshalb, weil die Borsidure, die bei der Reaktion frei wird,
so wenig dissoziiert ist, daB ihre Ionen nicht stéren. Das gleiche
gilt bei der Umsetzung zwischen HCI und Na,COZ;, wobei auller-
dem noch das freiwerdende CO, als Gas entweicht.

Tabelle des Dissoziationsgrades einiger Elektrolyten nach RIESENFELD.

A. Sduren
Séaure Diss. Grad Séure Diss. Grad
h/e %0 N/ %/
HCl Weinséure (n/32) . . . . 20
HBr HF .......... 10
HJ . . | etwa90 Essigsdure . . . . . . . 1,300
HNO, Kohlensgure . . . . . . 0,12
HCNS Schwefelwasserstoffsdure 0,01
H,S0, . . . 60 Blauséure . . . . unter 0,007
Oxalsaure . 31 Borsdure . . . . . . .. 0,007
H,PO, . . . 12
B. Basen AlsTiterstellung fiir n/,,-Sauren
Baso Diss. Grad Wit Na,COz kann folgende Vor-
0 schrift gelten: Man gibt in
/1 Jo einen gewogenen Platintiegel 7,0 g
KOH . .. .. 36 chemisch reines NaHCO; und
NaOH . . . . . 86 glitht schwach bis zum konstanten
Ba(OH), . . . . 75 Gewicht nach dem Abkiihlen. Es
NHOH . . .. 1.4 ergibt sich z. B. ein Gewicht
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von 54100 g Na,CO,, die man im MeBkolben auf 1000 ccm 16st
und gibt dann noch fiir die iiberschieBenden 0,1103g 20,8 ccm
Wasser mehr dazu, mischt gut und titriert eine abgemessene
Menge der Losung mit Dimethylaminoazobenzol als Indikator bis
zur Rotfadrbung mit Saure, berechnet eventuell den Titer der Séure.

Der Begriff Normallosung hat sich deshalb so stark eingebiir-
gert, weil sich hierin die verschiedensten Reagenzien wolumen-
mdfig einander entsprechen, und eine einfache Rechnung durch
Subtraktion gestatten. Deshalb soll im folgenden der Begriff
Normallgsung nur solchen Losungen vorbehalten bleiben, die
tatsichlich zur volumetrischen (titrimetrischen) Bestimmung eines
Stoffes gebraucht werden; aber dort, wo es nicht auf die Nor-
malitét, sondern nur auf den ungefihren Prozentgehalt ankommyt,
sind im folgenden die Konzentrationen in Prozenten angegeben.
Wir verstehen also z. B. unter einer n/;,, HCl eine solche von
genauestens 0,0364659%,, aber eine 39, HCl braucht nur etwa
3g HCl in 100 ccm zu enthalten.

Normallésungen werden immer im MeBkolben, andere Losungen
mit Hilfe von MeBzylindern hergestellt. FabrikmaBig hergestellte
Normallgsungen sollten nur als solche gebraucht und miissen
nachkontrolliert werden.

Sehr oft wird auch die Konzentration einer Siure usw. nach
dem spezifischen Gewicht angegeben und die nachstehende
Tabelle gibt einen kurzen Abriff der wichtigsten Sauren und
Basen des Laboratoriums in der Beziehung von spezifischem
Gewicht, Prozentgehalt und ungefdhrer Normalitit.

Spez. Ungefihre Gewichts-
Substanz G?;Y,I%ht in 10% ccm Norgma,litéit prozent
HCI. . . 1,018 3,6 etwa n 3,5
1,025 5,3 etwa 1,47Tn 51
1,050 10,7 . 2,97, 10,17
1,090 19,7 ., 047, 18,11
1,115 25,5 ,» 1,09, 22,9
1,140 31,5 ,, 8,75,, 27,66
1,190 45,6 ,, 12,70, 38,16
H,80, . 1,020 3,1 etwa 2/,n 3,03
1,030 4,6 etwa n 4,49
1,065 10,2 etwa 2,22n 9,47
1,125 19,9 . 4,32, 17,66
1,155 24,8 » 5,39, 21,55
1,295 50,0 . 10,90,, 38,61
1,660 100,0 »  21,80,, 73,81
1,84 184,0 ,,  40,00,, 100,00
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Substanz Gesyvg(ie(f}'lt . g Ungefithre Gewichts-
150 C in 100 ccm | Normalitat prozent
HNO,. . 1,025 4,7 etwa 0,7n 4,6
1,035 6,6 etwa n 6,38
1,055 10,4 etwa 1,68n 9,84
1,200 38,8 » 5,9 ,, 32,4
1,400 91,4 ,, 13,84, 65,3
NaOH . 1,045 3,96 etwa n 3,79
1,060 5,5 etwa 1,39n 4,03
1,108 10,5 ' 2,66,, 9,56
1,231 25,4 , 6,42, 20,60
1,397 50,8 ,, 12,84, 36,4
KOH . . 1,045 5,8 etwa n 5,6
1,075 9,9 etwa 1,71n 9,2
1,190 25.5 . 44, 21,4
NH, . . 0,990 1,79 etwa n 1,68
0,979 5,0 etwa 2,94n 4,89
0,958 10,0 ys 5,88,, 9,58
0,910 25,00 ,, 14,73, 22,78
0,882 35,00 ,»  20,60,, 30,85

YVerdiinnen von Losungen. Es ergibt sich nun oft die Not-
wendigkeit, aus einer konzentrierten Losung eine verdiinnte von
bestimmtem Gehalt herstellen zu miissen.

Zum Beispiel man soll aus einer 31,5%igen HCI eine solche von
5%, machen. Wie ist dies zu berechnen ¢? Man sucht die Menge der

konzentrierten Sdure, die 5g HCI enthélt, dies sind > 3 11(;0 cem ==
15,9 ccm, die auf 100 ccm aufzufiillen sind. Oder man mufl

31,5

100 ccm der konzentrierten Siure auf - 100 cem auffiillen

= 630 ccm. Diese Rechnung ist analog fiir jede andere Losung
anwendbar.

Jodometrische Siuretitration. Die schirfste Titration, weil
der Umschlag durch Stirke als Indikator von blau in farblos
am besten zu erkennen ist, ist die Jodtitration. Deshalb ist
man auch bestrebt, moglichst alle volumetrischen Messungen
mit einer Jodbestimmung auszufithren. Um auch Sduremengen
,,jodometrisch* erfassen zu koénnen, bedient man sich der Tat-
sache, dafl KJO,; und KJ in neutraler Lésung nicht miteinander
reagieren. Kommt dagegen eine Séure hinzu, so wird sowohl
HJO; wie HJ in Freizeit gesetzt und diese reagieren nach
folgender Gleichung (Banasche Methode)
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HJO, + 5HJ =3H,0 +6J
Jodsdure Jodwasser-
stoffsdure
oder da die Menge Jod proportional der Menge freier Jodsdure
und Jodwasserstoffsiure ist und diese proportional der Menge
zugefiigter Saure, 16t sich aus der Menge Jod bestimmen, wie viel
Séure vorhanden war. Die Summengleichung ist folgende:
KJO; + 5 KJ + 3 HyS0, =3 K,80, + 3 Hy0 4-6 J.
(6 Aquiv.)

woraus hervorgeht, daB 1 Aquiv. H,SO, (= % Mol.) genau 1 Atom
Jod in Freiheit setzt, selbstverstindlich auch jede andere Sédure,
ausgenommen sehr schwache Séuren wie Borsidure und Kohlen-
séure. Umgekehrt kann stets auch nur soviel Jod frei werden,
wie dem vorhandenen Jodat entspricht, und zwar die im Jodat
priaformierte sechsfache Menge so daB man aus einer abge-
messenen M enge KJO, durch einen beliebigen Uberschu8 irgend
einer Sdure immer dleselbe Menge Jod erhalt (titrierbar mit
Na,S,05) und da KJO; genauestens eingewogen werden kann,
ist somit die Moglichkeit gegeben, jederzeit eine genau berechnete
Menge Jod, die z.B. genau 5cecm einer n/ ,,-Jodlésung ent-
sprechen soll, in Freiheit zu setzen, wobei es natiirlich bis zu
einem gewissen Grade gleichgiiltig ist, in welcher Menge Fliissig-
keit, diese Menge Jod gelost ist. (Wichtig fir Titerstellung einer
Na,S,0;5-Losung.)

Es ergeben sich also zwei Prinzipien.

1. KJOy + KJ im Uberschuf8 + abgemessene Menge Sciure =
Jod ist proportional der Sduremenge.

2. KJ 4+ Siure im Uberschufy + abgemessene Menge KJOy =
Jod ist proportional der Menge KJO,.

Da aus KJO; durch den Zusatz von KJ die sechsfache Menge
des im KJO; vorhandenen Jods frei wird, mul man um eine
n-Jodlésung mit KJO, herzustellen, nur !/; Mol. ad 1000 ccm
auflésen (vgl. Tabelle S. 9).

3. Eine dritte Moglichkeit ist die Bestimmung kleinster Jod-
mengen. Diese werden nach dem Veraschen mit Cl, zu HJO,
oxydiert, das iberschiissige Cl, entfernt, und dann mit HJ um-
gesetzt, so dafl man die sechsfache Menge Jod titriert, die ur-
spriinglich vorhanden war.

Titrimetrische Fallungsreaktionen. Es gibt noch eine letzte Art
von, Titrationsanalysen, bei welchen das Reaktionsprodukt aus-
fallt und die man daher Fallungsreaktionen nennt. Zum Beispiel
bei der titrimetrischen Bestimmung des Silbers fallt auf Zusatz des

Rhodanids das farblose AgCNS (Silberrhodanid) aus. Der End-
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punkt einer derartigen Reaktion ist mit den iiblichen Farbstoff-
Indikatoren nicht zu erkennen und auch das Fillungsmittel ist
farblos, so dafl der Endpunkt nur durch Zusatz eines speziellen
Indikators, ndmlich Ferri-Ionen, die mit tiberschiissigem CNS— ein
gelbrotes l6sliches Salz bilden, zu erkennen ist.

Eine dhnliche Anwendung siehe bei der Titration der Chloride
mit Hg(NO,), mit Nitroprussidnatrium als Indikator.

Indikatoren. Nunnoch ein Wort iiber Indikatoren. Es ist allen
bekannt, daf jeder Indikator seinen Umschlagspunkt bei einer
bestimmten Wasserstoffionenkonzentration hat. Je nach der Art
der Titration muB auch der Indikator gewéhlt sein, und eine Séure
oder Lauge die mit einem bestimmten Indikator eingestellt ist,
kann auch nur mit diesem Indikator benutzt werden. Desgleichen
ist zu beachten, daB der Umschlagspunkt eines Indikators sich
andert, je nachdem ob man mit Lauge in die Siure oder umge-
kehrt titriert. Deshalb ist jede Titration in derselben Art und
unter Benutzung desselben Indikators mdglichst in gleicher
Konzentration auszufiihren. Ein Indikator selbst ist meist eine
sehr schwache Siure oder Base, dessen Ionen anders gefirbt sind
wie der undissoziierte Indikator. Die Ionen des Indikators sind
praktisch nur vorhanden, wenn Salzbildung stattgefunden hat
und da die Salzbildung besonders bei schwachen Elektrolyten
abhingig ist von der Verdiinnung, hingt der Umschlagspunkt
eines Indikators von der Verdiinnung ab, womit gleichzeitig ge-
sagt ist, daB man auf die Konzentration des Indikators und das
Fliissigkeitsvolumen achten mufl und der Umschlag ist desto
schirfer, je stirker die Sdure bzw. Base ist; bei Konzentra-
tionen unter n/y,, sind gewchnliche Indikatoren nur schlecht
brauchbar. Betrachten wir die Tabelle der Indikatoren (nach
SORENSEN, Seite 15), so finden wir einen groBen Unterschied des
Umschlagbereiches und daraus ergibt sich ebenfalls ein gesonderter
Anwendungsbereich.

Farbumschlag Anwendung fiir
z. B. alkalisch sauer
Methylorange gelb — rot starke S#uren, starke und schwache
Basen

keine organischen Séuren

Methylrot gelb — violettrot | schwache Basen und NHy

Neutralrot  gelb — rot schwache Basen und NH;, orga-

nische Sé&uren

Phenolphthaléin rot — farblos organische u. anorganische Séuren,
starke Basen

kein NH;, CO, stort.
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Umwandlungspunkte geeigneter M<ischindikatoren.

Zusammensetzung der Indikatorlésung pT

1 Teil Dimethylgelb 0,19, in Alkohol

1 Teil Methylenblau 0,19, in Alkohol 3,25
in dunkler Flasche aufbewahren

1 Teil Methylorange 0,1% in Wasser
1 Teil Indigocarmin 0,259, in Wasser 4,1
in dunkler Flasche aufbewahren

1 Teil Hexamethoxytriphenylcarbinol 0,19, in Alkohol

i Teil Methylgriin 0,19 4,0
1 Teil Methylorange 0,19, in Wasser 43
1 Teil Anilinblau 0,19, in Wasser ’

3 Teile Bromkresolblau 0,19, in Alkohol 5.1

1 Teil Methylrot 0,2% in Alkohol

[N

Teil Methylrot 0,2% in Alkohol

Teil Methylenblau 0,19% in Alkohol 54
in dunkler Flasche aufbewahren

[N

-

Teil Bromkresolblau Na 0,1% in Wasser

5
1 Teil Alizarinsulfosaures Na 0,19 in Wasser /0
1 Teil Chlorphenolrot Na 0,19, in Wasser 5.8
1 Teil Anilinblau 0,1% in Wasser ’
1 Teil Bromkresolblau Na 0,19, in Wasser 6.1
1 Teil Chlorphenolrot Na 0,19 in Wasser ’
1 Teil Bromkresolpurpur Na 0,19, in Wasser 6.7
1 Teil Bromthymolblau Na 0,19 in Wasser ’
2 Teile Bromthymolblau Na 0,1% in Wasser 6.9

1 Teil Azolithmin 0,1% in Wasser

1 Teil Neutralrot 0,19, in Alkohol

Teil Methylenblau 0,19 in Alkohol 7,0
in dunkler Flasche aufbewahren

[N
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Nach KorrHOFF, Biochem. Z. 189.

Alkalische
Saure Farbe Farbe Bemerkungen
blauviolett griin Beim pH 3,4 noch griin, bei px 3,2 blau-
violett, ausgezeichneter Indikator.
violett griin Guter Indikator, besonders bei kiinst-
licher Beleuchtung.
violett griin Bei pH 4,0 ist die Farbe blauviolett.
violett griin
weinrot griin Sehr scharfe Farbanderung. Ausge-
zeichneter Indikator.
rotviolett grin Bei pm 5,4 ist die Farbe schmutzig
blau, bei pm 5,6 schmutzig griin,
bei 5,2 rotviolett.
violett gelbgriin Bei pu 5,6 rotbraun, sehr guter Indi-
kator.
griin violett Bei pH 5,8 schwach violett.
gelbgriin blauviolett | Bei pH 5,4 blaugriin, bei 5,8 blau mit
Stich ins Violett, bei 6,2 blauviolett.
gelb violettblau Bei pH 6,2 gelbviolett, bei 6,6 violett,
bei 6,8 blauviolett.
violett blau
violettblau griin Bei pH 7,0 violettblau, ausgezeichneter

Indikator.

Hinsberg, Bestimmungsmethoden I. 2



18 Mischindikatoren.
Zusammensetzung der Indikatorlésung PT
1 Teil Neutralrot 0,1% in Alkohol 79
1 Teil Bromthymolblau 0,19 in Alkohol -
2 Teile Cyanin 0,19 in 50%igem Alkohol
1 Teil Phenolrot 0,19, in 509%igem Alkohol 7,3
Zersetzt sich beim Aufbewahren
1 Teil Bromthymolblau Na 0,19 in Wasser 75
1 Teil Phenolrot Na 0,19, in Wasser ’
1 Teil Kresolrot Na 0,19 in Wasser
3 Teile Thymolblau Na 0,1% in Wasser 8,3
2 Teile Naphtholphthaléin 0,19, in Alkohol
1 Teil Kresolrot 0,19 in Alkohol 8,3
1 Teil Naphtholphthaléin 0,19, in Alkohol
3 Teile Phenolphthaléin 0,19, in Alkohol 8,9
1 Teil Phenolphthaléin 0,19 in Alkohol
2 Teile Methylgriin 0,1% in Alkohol 8,9
1 Teil Thymolblau 0,1% in 509%igem Alkohol )
3 Teile Phenolphthaléin 0,19 in 509 igem Alkohol 9,0
2 Teile Phenolphthaléin 0,19, in 509,igem Alkohol
1 Teil Naphtholphthalsin 0,19 in 50%igem Alkohol 9,6
1 Teil Phenolphthaléin 0,19, in Alkohol
1 Teil Thymolphthalsin 0,19 in Alkohol 9,9
1 Teil Phenolphthaléin 0,19, in Alkohol
2 Teile Nilblau 0,29 in Alkohol 10,0
2 Teile Thymolphthaléin 0,19, in Alkohol 10.2
1 Teil Alizaringelb 0,1% in Alkohol ’
2 Teile Nilblau 0,19, in Wasser 10.8
1 Teil Alizaringelb 0,19, in Wasser ’
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Alkalische

Saure Farbe Farbe Bemerkungen
rosa griin Bei pH 7 schmutzig griin, bei 7,2
schwach rosa, bei 7,4 deutlich rosa.
gelb violett Beipr 7,2 orange, bei 7,4 schon violett,
Farbe schwicht beim Stehen ab.
gelb violett Bei pE 7,2 schmutzig griin, bei 7,4
schwach violett, bei 7,6 stark violett,
ausgezeichneter Indikator.
gelb violett Bei pH 8,2 rosa, bei 8,4 deutlich violett,
ausgezeichneter Indikator.
schwach rosa violett Bei pE 8,2 schwach violett, bei 8,4
stark violett.
schwach rosa violett Bei pH 8,6 schwach griin, bei 9,0 deut-
lich violett.
griin violett Bei pg 8,8 fahlblau, bei 9,0 violett.
gelb violett Farbe von gelb iiber griln nach violett,
ausgezeichneter Indikator.
schwach rosa violett Farbe iiber griin nach violett, aus-
gezeichneter Indikator.
farblos violett Bei pH 9,6 rosa, bei 10,0 violett scharf
zu sehen.
blau rot Bei pm 10,0 violett, ausgezeichneter
Indikator,
gelb violett Scharf zu sehen.
griin rotbraun

2%
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Mitunter ist es praktisch ,,Mischindikatoren‘‘ zu gebrauchen, um
den Umschlag besser erkennen zu konnen. ZumBeispiel Methylrot -
sehr wenig Methylenblau. Man sah dann alkalisch die Mischfarbe
griin, wahrend bei saurer Reaktion der Mischindikator noch
violett umschligt. Derartige Mischindikatoren besitzen, vielfach
besonders bei kiinstlichem Licht, wesentliche Vorteile. KoLTHOFF
gibt die folgende Zusammenstellung; man setzt im allgemeinen
dem Indikator einen Farbstoff mit der Komplimentéirfarbe zu,
was sich leicht empirisch ermitteln 148t oder auch aus den Ab-
sorptionskurven vorher bestimmt werden kann. Demnach ist es
prinzipiell moglich, fiir alle Indikatoren einen Farbstoff zu finden,
der als ,,Mischindikator* Verwendung findet. Dabei ist es nicht
notig, daB der zweite Farbstoff auch seine Farbe dndert, er braucht
also selbst kein Indikator zu sein, z. B. Methylenblau.

Colorimetrie.

Das Colorimeter. Die Farbtiefe zweier Fliissigkeiten vergleicht
man im Colorimeter, welches zuerst von DuBosq verwendet wurde.
Das Prinzip ist folgendes: Das Licht
wird gleichmifig von einem Spiegel
durch zwei Glastroge geworfen, geht
durch zwei massive Glasstdbe, ge-
langt in ein Prisma, durch welches
das Gesichtsfeld des Okulars in zwei
gleichen halbkreisférmigen Teilen er-
scheint, dhnlich wie es von den
Polarisationsapparaten bekannt ist.
Sind die beiden Glasstébe bisauf den
Boden der Becher getaucht oder ist
in den Bechern eine farblose Flissig-
keit, so erscheinen die beiden halb-
kreisformigen Hélften des Gesichts-
feldes bei gleichmdfiger Beleuchtung
7 gleich hell. Diese Probe ist vor jeder
‘1-/‘ colorimetrischen Bestimmung zu

. machen und peinlichst dafiir zu

Abb. 2. Colorimeter nach LEITZ,  .1y0n  daB sich weder Lichtquelle
noch Colorimeter bei der weiteren

Arbeit verschiebt. Die Stellung der Glasstibe ist an einer Skala
mit Hilfe eines Nonius bis auf 1/;,mm ablesbar (sieche Abb. 2) und
zwar wird direkt der Abstand zwischen unterer Kante Glasstab
und dem Boden des Bechers d. h. die Schichidicke der Fliissigkeit

Zum Okular

([

N \\\\\]

Vergleichslosung
Leitz, Welzlar

Versuchsldsung
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angegeben. Sind die Stabe richtig justiert, so mufl bei gleicher
Konzentration und gleicher Schichtdicke einer gefiarbten Losung,
beide Hélften des Gesichtsfeldes gleiche Helligkeit und Farbe
haben. Etwaige Abweichungen, die durch ungleichmé8ige Beleuch.
tung, optische oder mechanische Differenzen in den beiden Strahlen-
gingen bedingt sein konnen und bei der Einstellung der Glas-
stdbe nicht mehr als 0,5 mm betragen sollen, werden als additive
Fehler bei einer Bestimmung in Rechnung gesetzt. Zum Beispiel :
Es sei in beide Troge dieselbe blaue Losung eingegossen und der
linke Glasstab auf eine Schichth6he von 20 mm eingestellt, so sollen
an der Skala des rechten Glasstabes bei gleicher Farbe und Hellig-
keit der beiden Halften des Gesichtsfeldes bei verschiedenen Ein-
stellungen abgelesen werden:

20,3 20,4 20,1 20,5 20,2 20,4 20,2 20,3 20,4 20,2.

Daraus ergibt sich im Mittel 20,3 mm gegen 20,0 mm oder fir
die rechte Schichtdicke ist stets eine Korrektur von — 0,3 mm
anzubringen. Dieser , Fehler des Colorimeters®, der ebenso gut
positiv sein kann, ist vor jeder Messung zu bestimmen. Danach
darf bei Tageslichtbeleuchtung oder bei getrennt aufgestellter
Lichtquelle die Stellung des Colorimeters nicht mehr verschoben
werden, weil sich hierdurch Anderungen in der Lichtverteilung
ergeben wiirden. Man versucht diesem Fehler dadurch zu be-
gegnen, daf man Colorimeter und Lichtquelle fest miteinander
verbindet, so dall gegenseitige Verschiebungen nicht mehr ein-
treten konnen.

Farben, die sich schlecht vergleichen lassen, werden durch
ein eingeschaltetes Farbfilter aus gefirbtem Glas besser colori-
metrierbar gemacht. Man kann z. B. einer gelben Lésung durch
Einschalten eines blauen Glases einen groBeren Farbton geben,
der genauer colorimetriert werden kann. Die idealste Losung ist
hier die Anwendung von Filtern, die annidhernd monochromatisches
Licht durchlassen. Dadurch werden auch Farbniiancen weitgehend
ausgeschaltet und man kompensiert die Farbunterschiede, welche
leicht bei der Benutzung von empirisch gemischten Vergleichs-
Issungen entstehen. Praktisch erlebt man dies hédufig bei der
Bestimmung des Hamoglobins mit dem Colorimeter nach HELLIGE
oder LErrz; die Vergleichslosung ist nur in Ubereinstimmung
mit der Blutprobe bei Tageslicht, bei Lampenlicht entstehen
groBe Farbdifferenzen, die z. B. durch ein Filter vollstindig aus-
geglichen werden. Allerdings ist dann eine neue Eichung notwendig.

Es versteht sich von selbst, daBl sowohl alle Fliissigkeiten
absolut klar wie auch, daB die Glasstibe, besonders aber die
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Bodenplatten der Colorimetertriége peinlichst sauber sein miissen.
Man beachte stets, daB sich an der Unterseite der Bodenplatte
keine Tropfen oder Flecken befinden.

Das colorimetrische Prinzip. Haben zwei klare Flissigkeiten
dieselbe Konzentration an einem firbenden Stoff, so haben sie
bei gleicher Schichtdicke wie schon oben gesagt, dieselbe Farb-
tiefe. Ist die Konzentration in einer der Fliissigkeiten kleiner, so
muB die Schichtdicke gréBer sein, um gleiche Farbtiefe (Helligkeit)
bei Durchsicht zu erreichen. Zwischen der Konzentration und
der Schichthshe bei gleicher Farbtiefe besteht eine gesetzméBige
Beziehung, ausgedriickt durch das BEERsche Gesetz: Die Schicht-
dicke ist umgekehrt proportional der Konzentration, d. h. je stdrker
die Farbe desto kleiner die Schichtdicke. Nennen wir ¢; und ¢,
die Konzentration eines fiarbenden Stoffes in zwei Fliissigkeiten
und es seien, die Schichtdicken bei gleicher Farbtiefe im Colori-
meter entsprechend s, und s,, so ergibt sich nach dem BEERschen
Gesetz die Gleichung

Cy:Cy = Sp:8;
Sg . Cy

Cq =
1 8

Daraus ergibt sich, wenn die eine Konzentration (cy) bekannt ist
und die Schichthohen bei gleicher Helligkeit in einem geeigneten
Instrument gemessen wurden, dafl die unbekannte Konzentration
(¢;) berechnet werden kann.

Nehmen wir an die Konzentration (¢,) einer bekannten blauen
Losung sei 10 mg%, ihre Schichthohen, im Colorimeter unter den
oben genannten Bedingungen, seien s, = 20,0 mm, s, =27,7 mm
(Mittel); hiervon muB die Korrektur von 0,3 mm (siehe oben) ab-
20,0 . 10
——é7’4 =17,3 mg9% oder
wenn fiir eine dritte Losung c; wieder im Vergleich mit ¢, im
Mittel 12,8 mm abgelesen werden, so ergibt sich fiir ¢z nach Ab-
20 .10

12,5

sich folgendes: Es werden fiir eine Bestimmung immer mindestens
fiinf Ablesungen gemacht, daraus das Mittel genommen und die
Korrektur entweder zu- oder abgezogen. Die bekannte Vergleichs-
losung soll so gewdhlt sein, daf3 das Verhdlinis der Schichthohen
1:3 micht dibersteigt!

Das oben Gesagte gilt, solange es sich darum handelt eine
Farbe in einem farblosen Losungsmittel zu bestimmen. Sobald

gezogen werden und c¢; ist dann =

zug der Korrektur: cg= =16,0 mg% usw. Man merke
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aber das Losungsmittel selbst gefdrbt ist oder ein gefirbtes
Reagens im UberschuB zugesetzt werden muB, bilden sich bei
verschiedener Schichthshe Mischfarben aus, die, weil der Farbton
verschieden ist, nicht mehr direkt vergleichbar sind. Man hilft

sich hierbei durch die sogenannte Kom-
pensation, indem zwei Bechersysteme
iibereinander gestellt sind und je zwei
Glasstdbe immer gleichméBig verschoben
werden, so dafl die Schichthohe in dem
oberen Becherpaar oder im unteren
Becherpaar stets gleich ist (vgl. Abb. 3).
Betrachten wir die Verhéltnisse fiir den
Fall, daB eine blaue Farbe in einem
gelben Losungsmittel bestimmt werden
soll. Die Mischfarbe ist entweder gelb-
grin oder blaugriin, da der Anteil der
gelben Farbe konmstant ist pro mm
Schichtdicke, aber natiirlich beiderseits
verschieden in Erscheinung tritt, da
die Schichtdicken verschieden. Nehmen
wir an, der Anteil der gelben Farbe
betrage 10 Einheiten pro mm und die
Konzentrationen der blauen zu be-
stimmenden Farben verhalten sich wie
5:3, dann ergibt sich im gewohnlichen
Colorimeter z. B.

links 30 mm 50 Einheiten gelb--]gelb
30 mm A Einheit blau }grﬁn
rechts 10 mm 30 Einheiten gelb--|blau
10 mm A Einheit blau }grﬁn,

d. h. man kann im gewohnlichen Colori-
meter keine Farbgleichheit erreichen,
hochstens durch Farbfilter (s. oben).

Im Kompensationscolorimeter aber
wird folgendermafBen verfahren: In den
Becher 1a und 2b kommt reines gelbes
Losungsmittel (entweder das gefirbte
Reagens oder die Versuchslosung mit

QI T

Ldsungsmittel Leitz, Welzlar
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Abb. 3. Kompensationscolori-
meter nach LEITZ.

Eigenfarbe), in 1b die bekannte Vergleichslosung (gelb mit
viel blau) und in den Becher 2a die unbekannte Versuchslésung
(gelb mit wenig blau). Wird nun das Glasstibepaar 1 (Satz I,
Abb. 3) auf 30mm eingestellt und das Glasstibepaar 2 bei
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5/,fachem Konzentrationsunterschied von blau auf 50 mm
(Korrektur =0) so haben wir:

links Becher 1a 30 Einheiten gelb
2a 50 Einheiten gelb
A Einheit blau in 50 mm Schichthéhe
Summe 80 Einheiten gelb
A Einheit blau in 50 mm Schichthshe
rechts Becher 1b 30 Einheiten gelb
A Finheit blau in 30 mm Schichthéhe
2b 50 Einheiten gelb
Summe 80 Einheiten gelb :
A Einheit blau in 30 mm Schichthdhe.

Beide Seiten sind immer gleich, unabhéngig von dem Kon-
zentrationsverhdltnis der gelben und

WFTW blauen Farbe.

S Dieses System wird z. B. bei der Be-
y Seh stimmung des Krea-
i tinins gebraucht (rot

K in gelb).
Charakteristisch
7 fiir diese Art der colo-
rimetrischen Bestim-
mung mit oder ohne
Kompensation  ist,
daBl man stets eine
Vergleichslosung  be-
kannter Konzentration braucht (Stan-
dard), die keine zu grofe Differenz gegen
die unbekannte Losung zeigt und daB
sowohl Standard wie unbekannte Losung
@____ in ganz der gleichen Weise mit Rea-
genzien versetzt und behandelt werden.
Abb. 4. Methode AUTHENRIETH - KONIGS-

Colorimeter nach AUTHEN- BERGER. Man hat die Methode der Colori-
Rﬁ%ﬁj(ﬂ?ﬁgﬁ)ﬁ: S5 metrie mit verdnderlicher Schichtdicke

abgewandelt, indem man einen Glaskeil
K (Abb. 4) mit einer gefirbten Flissigkeit fiillte, die der
Farbe der colorimetrischen Reaktion entsprach. Der Glaskeil
ist beweglich und seine Stellung an einer Skala S mit
Marke Z ablesbar. Neben dem Keil wird eine gleichartig

geformte Ciivette T befestigt und die Farbe der Ciivette mit
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der des Keiles durch eine Optik DP verglichen (vergl. Abb. 4a).
Wird der Keil verschoben, so kann jeder Teil des Keiles neben
den die colorimetrische Analyse enthaltenden Trog gestellt werden
und bei einer gewissen Stellung wird Farbengleichheit erscheinen.
Dieser Punkt der Skala wird vermerkt. Mit Losungen bekannten
Gehaltes wird eine Eichkurve angelegt und man kann durch
Vergleich der gefundenen Skalenteile fiir eine unbekannte Losung
aus der Eichkurve die gesuchte Konzentration ablesen. Vor-
bedingung ist natiirlich, dal die colorimetrische Farbreaktion
stets in der gleichen Weise angestellt wird. Fiir Colorimeter nach
AvuTHENRIETH - KONIGSBERGER ist die Eichkurve eine gerade
Linie, jede Anderung um 10 Teilstriche entspricht immer derselben
Menge Substanz (z. B. 2 g Hgb). Man spricht in Q
diesem Falle von einer ,linearen Beziehung®, im -
Gegensatz zu einer ,logarithmischen®, auf die bei
den Absolutcolorimetern noch zuriickgekommen wird.
Es entfillt die jedesmalige Herstellung der Standard-
lésung, dagegen ist eine 6ftere Nacheichung des Keiles
erforderlich, da die Fillung des Keiles mit der Zeit
ihre Farbe dndert, verblat. Die Genauigkeit ist
verhaltnismaBig gering, weil die Einstellung grob ist
und steht hinter dem colorimetrischen Prinzip von
DuBosq zuriick, auch schon weil immer konische
Farbabschnitte miteinander verglichen werden miissen.
Die Methode wird noch zur Bestimmung von Hémo-
globin-Bilirubin verwendet, wo die erreichbare Ge- Abb. 5.
nauigkeit den Anforderungen der Praxis geniigt.

Auch eine Kompensationseinrichtung ist fiir diese Art der
Colorimetrie geschaffen worden, indem zwei Keile in umgekehrter
Lage hintereinander gelegt werden (siehe Abb. 5). Der eine enthélt
die Vergleichslosung (Standardheil), der andere das gefarbte
Losungsmittel. Bei der Durchsicht ergibt sich natirlich fir jeden
Punkt des Doppelkeils eine andere Mischfarbe, was die colori-
metrische Bestimmung erleichtert, aber Unterschiede in den
Farbtonen vielfach nicht ganz auszuschalten. vermag, besonders
dann nicht, wenn kiinstliches Licht verwendet wird. Denn die
Fillung des Keils entspricht zwar bei vollig weilem Tageslicht
in der Farbe der colorimetrischen Probe, aber bei gefirbtem
Licht (Glihbirne oder Gaslicht) sind die Absorptionsverhiltnisse
anders im Keil als im Trog und es entstehen deshalb Unterschiede
im Farbton, die mitunter recht storend wirken.

Haben wir bis jetzt jenen Teil der Colorimetrie besprochen,
bei welchem stets eine Vergleichslosung gebraucht wird, so

/36 § 2 jiayjaynusbunsoy
104 §Z J1aypIopusys
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kommen wir jetzt zu einem Teil, bei welchem Standardlosungen
nicht mehr notig sind, der sogenannten

Absoluteolorimetrie. Sie beruht auf dem Prinzip, daf man im
monochromatischen Licht arbeitet und die Lichtschwéichung, die
durch eine gefirbte Losung auf der einen Seite des Instrumentes
entsteht, auf der anderen Seite durch eine mefbare Abblendung
ausgeglichen wird. Der meBbare Grad der Abblendung steht
zwar nicht mehr in einem linearen Verhaltnis zur Konzentrations-
dnderung, aber man kann durch Messung von acht bis zehn ver-
schiedenen Konzentrationen eine gebogene Kurve (logarithmische
Kurve) konstruieren, aus welcher ein fir allemal alle beliebigen
Konzentrationen mit grofler Genauigkeit aus der Abblendung ab-
gelesen werden konnen, ohne jeweils eine Standardlosung her-
stellen zu miissen, so lange an der Methode nichts gedndert wird.
Dies ist von entscheidendem Vorteil, weil im klinischen Labo-
ratorium die meist sehr verdiinnten Standardlésungen: leicht ver-
derblich, oder wie z. B. beim Bilirubin einwandfreie Standard-
lésungen tiberhaupt fast nicht herstellbar sind. Deshalb ist es
von diberragender Bedeutung, die Moglichkeit zu besitzen, jederzeit,
unabhingig von Standardlgsungen, colorimetrische Bestimmungen
ausfithren zu kénnen. Dem allgemeinen Gebrauch hinderlich ist
zur Zeit noch der hohe Preis derartiger Apparate und es wire
zu begriilen, wenn zwar einfachere dafiir aber billigere Instrumente
gebaut wiirden, denn meines Erachtens steht die Prézision, mit
welcher diese Instrumente arbeiten, in keinem Verhdltnis zur
klinisch verlangten und methodisch erreichbaren Genauigkeit. Es
ist zu bedauern, daB sie in vielen Fillen iiberhaupt nicht beschafft
werden konnen. Die beiden firr derartige Messungen zur Ver-
fiigung stehenden Apparate sind das Stufo bzw. Polaphot der
Firma Zgrss und das Leifo der Firma LEITz.

Das Stufo arbeitet mit zwei symmetrischen Strahlengingen,
die vor dem Okular ein Lichtfilter passieren, welches anndhernd
nur Licht einer Wellenlinge hindurch 1a8t (vgl. Abb. 6). Die
beiden Lichtstrahlen koénnen beiderseitig durch quadratische
Blenden abgeblendet werden, wobei auf einer Trommel jeweils
ablesbar ist, wie viel Prozent der Lichtmenge zuriickgehalten
werden. Das Gesichtsfeld, ebenfalls in zwei halbkreisformige Teile
geteilt, ist bei richtiger Justierung und ohne GlasgefdBe beider-
seits gleich hell. Es kann nun in den Strahlengang links und
rechts je ein kleiner Trog (Glasgefil) mit festen planparallelen
Winden eingesetzt werden, in welchen die zu messende Losung
einerseits und das Losungsmittel andererseits gefiillt wird. Dadurch
erscheint die eine Gesichtshélfte bei richtiger Auswahl dunkler
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bei gleicher Farbe, und der Helligkeitsunterschied kann durch
Abblenden auf der anderen Seite ausgeglichen werden. Die
Trommelablesung ist nur fiir ein bestimmtes Filter giiltig und
charakteristisch fiir die jeweilige Konzentration der Losung.
Diese steht in einem linearen Verhéltnis (siehe oben) zur so-
genannten Extinktion (aus einer Tabelle ablesbar), aus welcher
sich die jeweilige Konzentration berechnen 148t. Das heit wenn
die berechneten Extinktionen sich wie 1:3 verhalten, so stehen auch
die entsprechenden Konzentrationen im Verhiltnis 1:3. Ist z. B.
fiir eine bekannte Konzentration von 150 mg%, die Extinktion

e s [T

Tl gefibe | Lichtyuelle

q

Okular

L
@

Mebtromme/ Kiiveffenhafter Photorneteriampe

Abb. 6. Stufenphotometer nach ZEISS, Jena.

4,170 gemessen worden und fiir eine unbekannte Konzentration
die Extinktion 1,986, so errechnet sich die gesuchte Konzen-
tration zu
x : 1560 =1,986:4,17
1,986

— 0
X = i1 . 150 = 71,3 mg%,.

Will man sich aber die jedesmalige Rechnung ersparen, so
konstruiert man eine Eichkurve oder Eichtabelle der folgenden
Art, aus der ohne weiteres fiir einen bestimmten Bereich jede
Konzentration abgelesen werden kann (siehe S. 32). Auch wenn
Abweichungen von den theoretischen Voraussetzungen (BEERsches
Gesetz) vorliegen, sind die so gefundenen Werte immer richtig.
Man erspart Zeit, weil das Ablesen von der Kurve sehr rasch geht
und vermeidet Rechenfehler, die die jedesmalige Umrechnung aus
dem Extinktionskoeffizienten mit sich bringen kann. Ablesungen
auf der Trommel, die oberhalb 80 und unterhalb 29, liegen, sind
mit Fehlern behaftet, und man soll nach Méglichkeit die Trommel-
ablesungen zwischen 5 und 509, halten. (Der photometrische Ein-
stellfehler liegt dann zwischen 0,3 bis 1,4%,.) Danach richtet sich
auch die Auswahl der Filter, bei welcher insbesondere darauf zu
achten ist, dall beide Gesichtshélften gleiche Farbe zeigen, auch
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wenn in den einen Strahlengang eine gefirbte Losung einge-
schaltet ist. Das Filter soll die Farbunterschiede ausgleichen,
indem es nur Licht einer bestimmten Wellenldnge durchliaft. Die
groBten Helligkeitsunterschiede findet man dann, wenn das Filter
moglichst viel von dem Licht absorbiert, welches die zu unter-
suchende Losung durchlifit. Man probiert bei gleicher Konzen-
tration und Schichtdicke alle Filter hintereinander durch und
wahlt zur Analyse eines jener Filter, bei welchem die Absorption
am groften ist, d. h. bei welchem man am stirksten abblenden

Abb. 7.
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Schematische Zeichnung des Polaphot ZEISS, Jena.

1 u. 1 Photometerdffnungen
2 u. 2’ Fernrohrobjektive

3 Wollastonprisma

4 Analysator (NICOL)

5 Prisma

6 Okular

7 Austrittsblende

8 Teilkreis um die Drehung des Ana-
lysators ablesen zu kénnen

9 Ablesemikroskop.

mull, um gleiche Helligkeit beider Gesichtsfelder zu erreichen.

Zum Beispiel:

Filter Schichtdicke Ablesung
445 30 mm 26
460 5 30
495 U 44
510 30 mm 50
530 5 o 56
550 » 54
570 30 mm 51
600 5 3» 37
620 , 44

Namen Polaphot

(s. Abb. 7)

Hier ist Filter 530
cder 550 zu wihlen:

Das Stufenphoto-
meter ist neuerdings
einer Neukonstruktion
unterworfen worden,
wobei die quadratische
Abblendung auf der
einen Seite durch ein
Nicolsches Prisma er-
setzt ist. Das neue
Instrument hat den

bekommen, und iibertrifft das
Stufo noch an Genauigkeit. Besonders sind einige technische
Verbesserungen angebracht worden, so z. B. Ablesung der Nicol-
drehung mit Mikroskop auf einer

gravierten Glasscheibe,
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die rickwirts beleuchtet ist bis auf 1/1000. An Prizision braucht
dies Instrument nicht mehr iibertroffen zu werden, es leistet viel
mehr wie iibliche Mikrochemische Methoden.

Okuilar ‘ ¢ = Ableseskala
: ical

, 3 §Gntouchsta 7 —

\
== Becher \\

Abb. 8. Leifo von LEITZ, Wetzlar.

Das Leifo, ebenfalls ein absolut Colorimeter, hat als erstes die
Messung der Lichtschwéchung durch Kreuzung von Nicolschen
Prismen eingefithrt. Wir finden bei diesem Instrument einen un-
symmetrischen Strahlengang, der einerseits die zu messende
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Losung, andererseits ein Paar Nicolsche Prismen durchsetzt.
Der Strahlengang und das Prinzipielle der Konstruktion ist aus
der vorstehenden Abb. 8 zu erkennen. ‘Die Empfindlichkeit ist
durch die Verwendung von Nicolschen Prismen sehr groB; da
ferner ein einziger Strahlengang nur optisch in zwei Teile zerlegt
wird, ist eine Dejustierung nicht zu befiirchten und das Ein-
regulieren der Lichtquelle leichter, einfacher und sicherer. Fir
die zu messende Losung ist der Becher mit verstellbarem Ein-
tauchstab beibehalten, aber es ist nur noch ein Becher nétig, da
die in der gefiarbten Flissigkeit stattfindende Lichtschwéchung
durch Drehung der Nicolschen Prismen ausgeglichen wird im
Gegensatz zum gewohnlichen Colorimeter. Hinter dem Okular
passiert das Licht ebenfalls ein Lichtfilter, welches annahernd
monochromatisches Licht von der gewiinschten Wellenlinge
durchldBt und dadurch erscheinen wieder, bei richtiger Wahl des
TFilters, die beiden Gesichtshélften in der gleichen Farbe (siehe
vorher). In dieser Beziehung ist es also dasselbe Prinzip wie beim
Stufo, und auch hier 148t sich der Extinktionsmodul oder Koeffi-
zient bestimmen, aus welchem wieder die Konzentration berechen-
bar ist, praktischer ist es aber, auch in diesem Falle eine Eich-
kurve anzulegen und aus dieser die Konzentrationen abzulesen.
Ich méchte aber besonders hervorheben, und dies gilt fiir jede
Art von Absoluteolorimetrie, da8 jede Eichkurve nur gilt:

1. fiir eine bestimmte Reaktion unter genau festgelegten Be-
dingungen, wie z. B. Erhitzen, Abkiihlen und Mengenverhéltnisse
der Reagenzien;

2. fiir eine ganz bestimmte Schichthéhe;

3. fiir ein ganz bestimmtes Filter.

Die drei Bedingungen sind genau zu beachten und jede Ande-
rung bedingt die Herstellung einer neuen Eichkurve, oder ent-
sprechender Korrektur wie sie ebenso eine neue Bestimmung des
Extinktionsmoduls nétig machen wiirde. Ein Nachteil des In-
strumentes ist seine Lichtschwiche, die es fast unméglich macht
mit blauen Lésungen zu arbeiten, es sei denn, dafl die Schichtdicke
sehr klein genommen wird, wodurch wieder der Ablesungsfehler
entsprechend gro wird. Auch geht durch die haufige Reflexion
des Lichtes, bevor es den MeBtrog passiert, viel verloren, so da@3
der gesamte MeBbereich des Nicolschen Prismas nicht ausgenutzt
werden kann.

Ich beschrinke mich auf diese prinzipiellen Darstellungen
beziiglich der einzelnen Apparate, da genaue Gebrauchs-
anweisungen von den Lieferfirmen bereitwilligst zur Verfiigung
gestellt werden und deshalb an diesem Platze iiberfliissig sind.
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Da aber in diesen Anleitungen die Methodik der Herstellung von
Eichkurven fast nicht behandelt ist, soll hier ein solches Beispiel
sowohl fir das Stufo wie das Leifo beschrieben werden.

Nehmen wir fir das Stufo oder Polaphot als Beispiel die
Harnséure im Serum.

Die erste Frage gilt der Methodik, wir wollen hier die noch
spiter genau zu beschreibende nach BENEDIKT wihlen.

Die zweite Frage gilt dem Konzentrationsbereich. Als unterste
normale Grenze ist 2,0 mg9, anzunehmen und als oberste patho-
logische Grenze 10 mg?%,. Ist der Harnsduregehalt noch groBer,
kann das Serum verdiinnt werden. Nach dem oben Gesagten soll
also bei einem Gehalt von 2 mg9%, die Trommelablesung nicht 2
und bei 10 mg9%, nicht 809, tberschreiten. Danach richtet sich
die zu wahlende Schichtdicke.

Als Prinzip bei der Herstellung von Eichkurven wollen wir
ferner festlegen, dafl die Stammsubstanz peinlichst gereinigt und
eventuell getrocknet werden muB. Auch die kéuflichen Rea-
genzien ,,zur Analyse* sind fir diese Zwecke nicht rein genug, vor
allem feucht. Weiter muf3 jede Standardlésung, welche zur Her-
stellung einer Eichkurve dient, denselben Fillungs- und Ver-
diinnungsgang durchmachen, den nachher auch das biologische
Substrat durchmachen muf}, denn mitunter bewirken diese Zu-
sitze, auch in minimalsten Konzentrationen, eine Beeinflussung
der Farbe (besonders bekannt fiir die colorimetrische Milchséure-
bestimmung). Man muB also im vorliegenden Falle die ent-
sprechende Menge der Harnsiurelosung enteiweilen, obschon
kein Niederschlag zu erwarten ist. Wir stellen uns nach der Vor-
schrift von BENEDIKT eine 10 mg?%, Harnsiure her. Da man zur
Bestimmung von Harnsdure 5 cem Serum verwendet und diese
absolut zwischen 1/;, bis 1 mg Harnsdure enthalten, miissen wir
in die verwendeten 100 ccm MefBlkolben jeweils so viel unserer
Standardlosung einfiillen, daf diese Grenzen eingehalten werden.
Jetzt stellen wir uns nach der Vorschrift der Methode die beiden
Grenzkonzentrationen her, und suchen das passende Filter, welches
sowohl beziiglich Farbengleichheit wie auch beziiglich der Ein-
stellung der Trommel unseren Anforderungen geniigt. Diese Vor-
probe kann grob geschehen und wir wéhlen beispielsweise das
Filter 561, bei einer Schichtdicke von 10 mm. Dabei soll sich die
blaue Losung z. B. im rechten Strahlengang des Instrumentes
befinden und die Trommel steht auf 100 (ganz offen). Im linken
Strahlengang befindet sich Wasser im Trog und die Abblendung
geschieht bis gleiche Helligkeit in beiden Gesichtshélften erreicht
ist. Dann nehmen wir z. B. acht Kolben Nr. 1 bis 8 und geben
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herein 1, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5 und 5 cem unserer Standardlosung,
filllen mit je etwa 70 ccem Wasser auf, fiigen Na-Wolframatlosung
und Schwefelsdure hinzu, fillen auf 100 ccm auf und filtrieren,
auch wenn es nicht notig erscheint. Dann pipettiert man von
jedem Filtrat je 80 ccm, versetzt sie mit den vorgeschriebenen
Reagenzien und colorimetriert nach 5 Minuten. Wir werden die
acht Proben nacheinander ansetzen, um die vorgeschriebene Zeit
bei allen Proben einhalten zu kénnen. Man findet z. B. bei der
Probe 1 folgende Trommelablesungen:
3,2; 34; 3,6; 3,0; 3,2; 3,2; 3,1; 3,5; 3,3; 3,5

Im Mittel 3,30
und fiir die anderen Proben folgende Mittelwerte aus je zehn Ab-
lesungen, von denen je fiinf durch Drehen der Trommel von links
nach rechts und fiinf durch Drehen der Trommel von rechts nach
links gewonnen werden.

Probe Nr. 2 3 4 5 6 7 8

Mittel 10,4 14,4 19,6 25,5 38,6 53,5 73,0
Zweite Probe 10,6 14,3 19,2 259 39,0 53,0 74,0
Ablesung Man wird dieselbe Messung noch-

Filter S67 mals wiederholen, indem der Glastrog
" s=10mm. / mit der Analysenl6sung jetzt links
[ steht, und bei geniigender Uber-

einstimmung mit der ersten Messung
/ die Kurve der Abb. 9 zeichnen kénnen,

60 / aus der ohne weiteres abzulesen ist,
daB ein Serum, welches in gleicher
Weise behandelt ist und bei welchem
die Trommelablesung im Mittel 15,5
ist, einen Harnsduregehalt von
5,2 mg%, haben mufl usw.
Mit dem Leifo machen wir es &hn-
2 lich und wihlen als Beispiel eine
colorimetrische ~Blutzuckerbestimm-
ung nach UrRBACH, die zwar urspriing-
J // lich fiir das Stufo ausgearbeitet war,
07 5 mg% 0  aber natiirlich auch fiir das Leifo ver-
Abb. 9. Eichkurve fiir das Stuto. Wendet werden kann. Wir miissen
Hams‘mmhlg%tgrﬂég?;g' im Serum megsen koénnen fir einen Bereich
von 50 bis 350 mg?%, und finden, daB3
hier das Filter 53 geeignet ist bei einer Schichtdicke von 15 mm.
(Die Methodik kann Interesses halber nachgelesen werden in
Biochem. Z. 1933, 265, 390.) Wir stellen Glucoselsungen in der

0

T~




Eichkurven. 33

gewunschten Konzentration her und behandeln sie so als ob
es Blut wire, geben die Reagenzien zu, kochen und lesen
innerhalb 3/ Stunden wie vorgeschrieben ab. Aus je zebn Ab-
lesungen nehmen wir das Mittel und finden folgende tabel-
larisch zusammengestellten Werte.

Konzentration

der Losung
mg %, Glucose 15 30 50 70 150 200 250 300 350

Mittel der
Ablesungen 35,8 33,75 31,6 29,5 22,2 19,0 16,7 14,2 124,
Diese Werte in Kurvenform angeordnet ergibt die Kurve
Abb. 10, aus der jede beliebige Konzentration eines gleich be-
handelten Blutes be-  gpsuny
stimmt werden kann., % Fltor 5
Es versteht sich <, s=mmm
von selbst, daf} zur .
Anlage  derartiger 4 N
Eichkurven beson-
dere Sorgfalt ver-
wendet werden muf. AN
Fehler in der Metho-
dik oder Ablesung sl
verraten sich da- F
durch daB der betr.
Punkt auBlerhalb der , 1 o nicht enteiweibt
Kurve liegt. ] | « enfeiweibr
Nephelometrie. ) J [
Nachdem wirdiecolo- ¢ 00 200 00 mg%
rimetrischen Metho- 4,1 10 michkurve tiir das Leito, Blutzuckerbestim-
den zur Bestimmung mung nach URBACH.
desFarbgehalteseiner
optisch klaren Losung kennen gelernt haben, wollen wir noch kurz
die Methoden streifen, die die kolloidale Tritbung einer Lésung zu
messen gestatten. Eine derartige Messung unterscheidet sich von
der Farbcolorimetrie dadurch, da8 nicht das durchgehende sondern
abgebeugte Licht gemessen wird. Und zwar ist es so, dafl desto mehr
Licht abgebeugt wird, je mehr Teilchen vorhanden sind. (Tyndall-
Phimomen.) Die prinzipielle Anordnung ist folgende. Abb. 11.
In ein Becherglas, welches eine kolloidal getriibte Losung enthélt,
fallt seitlich ein Lichtstrahl, wodurch das Gesichtsfeld a des
Okulars durch das abgebeugte Licht erhellt erscheint. Eine Matt-
scheibe (Vergleichshelligkeit) wird von der gleichen Lichtquelle
beleuchtet und dadurch erscheint das Gesichtsfeld b im Okular

Hinsberg, Bestimmungsmethoden I. 3

™~~~
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ebenfalls erhellt. Die Belichtung des Gesichtsfeldes kann durch die
beiderseitigen MeBStrommeln abgeblendet werden und man hat die
Mbglichkeit in ahnlicher Weise wie beim Stufo eine Eichkurve zu
konstruieren. Wird das Becherglas durch einen geeichten triben
Glaskeil ersetzt, so ist man in der Lage die Triibungswerte in ab-
soluten Einheiten zu bestimmen. Es werden sich die gemessenen
Helligkeiten verhalten, wie die Zahl der Teilchen bei gleicher
TeilchengréBe oder wie die Konzentration des Stoffes, aus welchen
die Teilchen entstanden sind. Ist das Gesichtsfeld der Versuchs-
l6sung heller als die Vergleichshelligkeit, so muB ich abblenden
und kann alsdann aus dem Grad der Abblendung, dhnlich wie bei
der Colorimetrie am Stufo oder Leifo, die Konzentration der
Versuchslosung aus einer Eichkurve oder dergl. berechnen. Die

?5%‘%

A0

\“\ ““‘“‘_‘_,.—'
Vergleichshellighert

eﬂfromme/

Abb. 11. Das Stufo von ZEISS als Triibungsmesser (Nephelometer).

Originalkonstruktion nach KLEINMANN arbeitet mit verschiedenen
Schichthohen #hnlich wie das Prinzip von DuBosq, worauf nur
hingewiesen sei, das Polaphot oder Leifo als Nepholometer ge-
braucht nach dem Prinzip der Abblendung. Aus der Tatsache, daf3
die Zahl der kolloiden Teilchen von ausschlaggebender Bedeutung
fiir die Nephelometrie ist, ergibt sich schon die Schwierigkeit,
reproduzierbare Werte zu erhalten. Die nephelometrisch zu
messenden Tritbungen sind alle kolloidaler Natur und bei der Her-
stellung dieser Triibungen, die naturgemédB von der Salzkonzen-
tration, dem pg, Temperatur und dergl. abhingig sind, muf} des-
halb besondere Sorgfalt angewendet werden, zumal der kolloidale
Charakter auch von der Art der Fallung abhiingig ist. Diese
Schwierigkeiten sind nicht zu unterschétzen und sehr leicht konnen
riesige Fehler entstehen durch scheinbar nebensichliche Umstédnde
2. B. Glassorten. Deshalb hat im klinischen Laboratorium die
Nephelometrie fast keine Anwendung gefunden und auch das
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Cholesterin wird lieber mit einer umsténdlichen gravimetrischen
Methode bestimmt als mit der nephelometrischen, obschon ganz
besonders ZE1ss im Polaphot durch einen getriibten Glaskeil
einen ausgezeichneten Vergleichsstandard geschaffen hat, der auch
absolute Triibungswerte anzugeben gestattet. Ich nehme aus
obigen Griinden davon Abstand, ein besonderes Beispiel zu bringen.
Das Instrument ist auch zur quantitativen Fluorescenzmessung
geeignet, was fiir einige Spezialfille in Betracht kommt.
Elektrisches Photometer. Einen weiteren Schritt, sich von
subjektiven Beobachtungsfehlern bei der Colorimetrie unab-
hingig zu machen, ist P P
durch Einfiihrung der 4 A
lichtelektrischen Zelle
in ein (Colorimeter von
Dr. B. LANGE versucht -
worden. Der Apparat +
(Abb.12) enthélteinsehr
empfindliches Ampéere-
meter (10), an welches 7
in Serienschaltung zwei ”
lichtelektrische Zellen 4 70
und 5angeschlossensind, '
die keinen Strom liefern,

p 3 , Abb. 12. Schematischer Aufbau des elektrischen
SOIdnge beide  Zellen Colorimeters nach Dr. B. LANGE.
1 Glithlampe 40 Watt.
2 Ciivette mit Losungsmittel.
3 Ciivette mit Farblosung.
4 u. 5 Photozellen.
6 u. 7 Auswechselbare Filter.
8 VerschluBklappe fiir Photozelle 5, zum

gleichméafBig von einer
Lichtquelle 1 aus be-
leuchtet werden. Wird
aber in den einen Strah-

Justieren des Gerétes.
9 Drehknopf zur VerschluBklappe 8.
10 Mikroampéremeter.
11 und 12 Drehwiderstinde zum Justieren.

lengang (vgl. Abb. 12)
eine gefdrbte Losung
eingeschaltet (Trog 3),
welche einen Teil des Lichtes absorbiert, so wird ein Strom flieBen
und die Ausschlige am Amperemeter stehen in einer logarith-
mischen Beziehung zu der Konzentration der Farbe. Damit
ist theoretisch die Moglichkeit gegeben, Farbkonzentrationen
vollkommen objektiv zu messen, denn der Beobachter hat,
nachdem das Instrument justiert ist, weiter nichts zu tun, als
aus einer speziellen empirisch gefundenen Tabelle oder Kurve,
die der Spannung entsprechende Konzentration abzulesen, bzw.
iiber den Extinktionskoeffizienten die gesuchte Konzentration
zu berechnen.

Praktische Erfahrungen liegen bisher iiber das Instrument im
klinischen Betriebe nur wenig vor. Die Handhabung ist prinzipiell

3*
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dieselbe, wie bei den Absolut-Colorimetern beschrieben. Die
Eichkurven haben dieselbe Form, und auch die Anwendung von
Farbfiltern ist moglich. Der Preis ist im Verhaltnis zu den
optischen Instrumenten gering, seine Brauchbarkeit muf sich erst
erweisen.

Deshalb moge dieser kurze Hinweis gentigen.

Polarisation. Die Losungen organischer Substanzen mit
sogenannten asymmetrischen Kohlenstoffatomen haben die Eigen-
schaft, die Schwingungen des polarisierten Lichtes aus ihrer
Richtung abzulenken. Die Ablenkung kann sowohl nach links
wie nach rechts erfolgen, dies ist abhingig von der Art der
Substanz und ebenso auch die GréBe der Ablenkung in Graden
gemessen. Deshalb spricht man auch von der Drehung der Ebene
des polarisierten Lichtes. Weiter sind neben der Natur des be-
treffenden Stoffes fir die Grofe der Drehung maligebend: die
Konzentration des Stoffes mit asymmetrischen Kohlenstoff-
atomen in der Losung, die Lénge der Schichtdicke, welche von
dem polarisierten Licht durchsetzt wird, die Temperatur der
Losung, die Wellenlinge des Lichtes und die Art des Lésungs-
mittels. Im Zusammenhang mit dem Zweck des Buches interessiert
wesentlich nur der Zucker als ,,optisch aktive Substanz‘ und
weiter nur apparative Einrichtungen, die fiir diagnostische Zwecke
mit geniigender Genauigkeit arbeiten.

Das gewohnliche Licht stellt eine elektromagnetische Schwin-
gung dar, stets senkrecht zur Fortpflanzungsrichtung aber in
allen denkbaren Ebenen. Das polarisierte Licht dagegen hat die
Eigenschaft nur in einer Ebene zu schwingen und wird u. a.
erzeugt durch gewisse Kristalle, die die Eigenschaft haben, von
normalem Licht nur Licht einer bestimmten Schwingungsrichtung
durchzulassen, d. h. polarisiertes Licht zu erzeugen. Man benutzt
in der Praxis Kalkspatprismen (Nicolsche Prismen), die mit
Canadabalsam zusammengekittet sind und bei denen die End-
flichen der natiirlichen Rhomben auf 68° abgeschliffen sind.
Dadurch wird der sogenannte ordentliche Strahl durch Total-
reflexion abgelenkt und nur der auBerordentliche Strahl durch-
setzt als polarisierter Strahl das Prisma. Die Lage der Schwingungs-
ebene des polarisierten Strahls ist abhingig von der Lage der
optischen Achse der Kalkspatprismen und solange ein weiteres
Prisma mit gleich gerichteter optischer Achse in den Gang des
polarisierten Strahles gestellt wird, geht das Licht ungehindert
hindurch. Wird das zweite Prisma aber um 90° gedreht, so herrscht
véllige Dunkelheit, weil nun das zweite Prisma fiir das polarisierte
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Licht des ersten Prismas undurchgéngig ist. Fiir alle Zwischen-
stellungen zwischen 0 und 90° erfolgt eine teilweise Abblendung.
Sind nun die Prismen I und II gleichgeschaltet und wird
zwischen die beiden Prismen eine Losung eingeschaltet, die die
Ebene des polarisierten Lichtes zu drehen vermag, so miifite das
zweite Prisma (Analysator) um einen bestimmten Betrag ge-
dreht werden, nun wieder volle Helligkeit erzeugen. Da aber
diese Stellungen von unserem unvollkommenen Auge nur schwer
erkannt werden konnen, hat man Halbschattenapparate kon-
struiert, bei denen das Gesichtsfeld des Okulars in zwei Teile
zerfillt, von denen der eine Teil durch ein fest eingebautes und
nur einen Teil des Lichtstrahles verdeckendes drittes Nicolsches
Prisma halber Lénge etwas abgedunkelt ist. Die Helligkeit
dieses Teiles des Gesichtsfeldes dient als Vergleich. Das dritte

wg  Gradteilung mii Nomiss I -~ we
JLetyuelle B M —n(] =
Galbfilter | U ~—U |
Kondensor ; 337 T
° Blende mit Glasrdhre Analysato “pe
Polarisator Laurent Scher Plotte é'mo’/e/my%%%mfwl Vernrobr

Abb. 13. Polarisationsapparat nach ZgIiss zur Zuckerbestimmung.

Prisma ist in der Abb. 13 als Laurentsche Platte eingezeichnet,
die denselben Zweck hat und in dlteren Apparaten Verwendung
fand.

Der Aufbau eines Polarisationsapparates ist vorstehend
schematisch dargestellt (Abb. 13). Das Licht geht, abgesehen von
verschiedenen Blenden, erst durch ein Gelbfilter, dann durch
einen Kondensator ; danach durch das erste polarisierende Nicolsche
Prisma (Polarisator), im untern Teil durch das dritte Prisma
(Laurentsche Platte), welches den Halbschatten erzeugt und
nachdem es die Glasréhre mit der zu messenden Lésung passiert
hat, durch den ,Analysator’, welcher um seine Léingsachse
drehbar angeordnet ist und dessen Drehung an einer Skala mit
Gradteilung und Nonius auf 1/,,% ablesbar ist. Das zwischen
den Prismen 1 und 3 liegende Rohr ist beiderseits mit plan-
parallelen Platten abgeschlossen und genau 189,4 mm lang weil
dann fiir die Zuckerbestimmung 1° Drehung = 19, Dextrose
ist. Wird das Rohr nur 94,7 mm lang genommen, so sind die
abgelesenen Werte mit zwei zu multiplizieren. Zum Schluf3
kommt ein Fernrohr mit Lupe, durch welche die Trennungslinie
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des Gesichtsfeldes scharf eingestellt werden kann, und mit dessen
Hilfe die gleichméaBige Beleuchtung, unter Drehung des Ana-
lysators, beobachtet wird.

Als Lichtquelle soll eigentlich das gelbe Licht der Natrium-
lampe, neuerdings die elektrische Natriumlampe von Osram,
genommen werden, fiir klinische Zwecke geniigt aber ein gelbes
,,passendes‘ Filter, welches in die neueren Apparate die speziell
zur Harnzuckerbestimmung gebaut sind schon eingebaut wird
(vgl. Abb. 13). Solche kleinen handlichen und wohlfeilen Apparate
gestatten Ablesungen bis auf 0,19, Zucker, was fiir praktische
Zwecke vollig ausreicht und werden von allen groen Firmen in
gleicher und guter Qualitit geliefert.

Die Messung geht in der Weise vor sich, daf das Polarisations-
rohr mit der klaren Losung gefillt wird ohne dal Luftblasen im

0 2 416k\8 10

\
[}
1

Abb. 14a. Nonius in Anfangsstellung. Abb. 14b. Gebrauch des Nonius.
Ablesung + 0,1°. Ablesung + 3,65°

Rohr bleiben. Das Instrument wird gepriift ob leer bei gleicher
Beleuchtung der beiden Gesichtshélften die Gradeinteilung auf
0,0 steht und eine eventuelle Abweichung wird bei den spéteren
Messungen beriicksichtigt. Dann wird das gefiillte Rohr eingelegt
und bei gleicher Helligkeit des Gesichtsfeldes die Drehung an
der Kreisteilung abgelesen, die sofort den Prozentgehalt Zucker
angibt.

Der Nonius. An Polarisationsapparaten, Colorimetern und dergl.
wird, um die zehntel Teile bzw. Grade abzulesen der Nonius benutzt.
Seine Handhabung ist einfach und beruht auf folgendem Prinzip:
Es ist z. B. die Strecke von 19 Teilen der Hauptteilung an einer
verschiebbaren zweiten Teilung (Nonius) in 10 Teile geteilt
(Abb. 14 a). Stehen beide Nullmarken aufeinander, so stehen
nur noch die Marken 19 der einen und 10 der anderen Teilung
einander gegeniiber. Alle anderen sind /yy, 2/39, 3/;o usw. Teile
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nach rechts verschoben. Stehen die Nullmarken nicht aufeinander

oder ist der Nullstrich des Nonius nicht gegeniiber einer anderen

Zahl der Hauptteilung, so muB ein anderer Teil des Nonius

mit der Hauptteilung gegeniiber stehen und die Nummer dieser

Teilung des Nonius gibt gleichzeitig an um wieviel zehntel Teil-

striche der Nullpunkt des Nonius nach rechts verschoben ist.
Nehmen wir als Beispiel Abb. 14 b. Die

Nullmarke des Nonius steht zwischen 3 und 49 "
und es deckt sich der 6,5te Teil mit der 1
Hauptteilung. Ablesung +- 3,65°. Natiirlichkann " I”"J' S
auch eine Einteilung 10:9 oder 5:4 Teilen L

erfolgen, wodurch die Ablesung entsprechend
ungenauer wird.

Eintauch-Refraktometer. Die Liste der
optischen Hilfsinstrumente im medizinischen
Laboratorium wére unvollstindig, wiirde nicht
auch das Refraktometer erwahnt, welches
meistens zur quantitativen Bestimmung der
gelosten Eiweilmenge gebraucht wird. Prin-
zipiell 148t sich mit dem Refraktometer die
Konzentration jedes gelosten Stoffes in einem
beliebigen Losungsmittel bestimmen, indem
die Grenzlinie der totalen Reflexion beobachtet
wird, die ihrerseits von dem Brechungsindex
bzw. der Konzentration der Losung abhéingig
ist, und zwar nimmt der Brechungsindex
einer Losung mit zunehmender Konzentration
zu. Da im Serum oder Plasma die anor-
ganischen Salze und organischen Kristalloide
gegenitber dem Eiweill nur mit einem ver-
schwindenden Betrag an dem Brechungsindex
beteiligh sind, kann der an einer Skala abge- b, 15, Schematischer
lesene Wert direkt zu dem Eiweifigehalt bzw. tauchrefraktometer,
Brechungsindex in Beziehung gesetzt werden. ZBISS.

Der Aufbau bzw. Strahlengang des Instrumentes ergibt sich
aus der nehenstehenden Skizze (Abb. 15). Das Prisma P; wird in
den Becher B mit der zu untersuchenden Losung getaucht und das
ganze in einem Temperiertrog auf die gewiinschte Temperatur
gebracht, die meist 17,5°C ist und an einem in 1/;° geteilten
Thermometer kontrolliert wird. Der Temperaturausgleich zwischen
Bad, Lésung und Prisma dauert einige Minuten. Der Lichtstrahl
durchsetzt weiter einen Prismensatz A und ein Objektiv OB und
bildet auf einer im Okular OK sichtbaren Skala eine scharfe
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Schattengrenze aus. Die Grenzlinie soll scharf und ohne farbige
Rénder sein. Ist dies bei gewohnlichem Tageslicht mit dem
Kompensator R (Abb. 16) nicht zu erreichen, so nimmt man eine
schwache elektrische Lampe, das Licht der Natriumlampe oder
ein gelbes Filter zu Hilfe.

Man stellt nun mit der Mikrometerschraube Z die Schatten-
grenze im Gesichtsfeld (Abb. 17) auf einen ganzen Teilstrich
und kann dann an
der Einteilung der
Mikrometerschraube
die Skalenteile bis auf
0,1 Teile ablesen und
0,01 Teile schitzen.
Aus der zugehérigen
Tabelle ist der zuge-
horige EiweiBwert ohne
weiteres zu ersehen
und auch mit Hilfe
der  Interpolations-
tabellen die Zwischen-
werte fir die zehntel

/////’

6‘
helles dunkles
Feld
Abb. 16. Eintauchrefraktometer ZEISS mit Abb. 17. Gesichtsfeld des
Hilfsprisma. Eintauchrefraktometers.

Skalenteile an Hand des angefithrten Zahlenbeispiels zu
errechnen.

Bevor das Instrument in Gebrauch genommen wird, muf} es
gepriift bzw. justiert werden. Zu dem Zweck fiillt man den Becher
mit destilliertem Wasser und beobachtet ob der Trennungsstrich
im Okular bei 17,5° C genau am Skalenteil 15,0 liegt, wenn die
Mikrometerschraube Z auf Null steht. Ist dies nicht der Fall,
so 16st man an der Mikrometerschraube den &ufleren Knopf
durch Linksdrehung, wodurch die innere vernickelte gerinderte
Scheibe und die Skala gegeneinander frei beweglich werden. Die
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innere Scheibe wird nun so lange gedreht bis die scharfe Schatten-
linie wieder am Skalenteil 15,0 steht, der duBlere Knopf wieder fest
angezogen ohne etwas an der Einstellung zu dndern und danach
die Justierung nochmals gepriift.

Da man im medizinischen Laboratorium meist nur wenig
Substanz zur Verfiigung hat, ist fir diese Zwecke die Verwendung
eines Hilfsprisma sehr wesentlich, weil hierdurch die EiweiB-
bestimmung mit einem Tropfen Serum oder Plasma méglich ist.
Man setzt zu diesem Zweck den Metallbecher ohne Deckel auf die
Fassung des Prismas auf und gibt auf das Hilfsprisma (P,) einen
Tropfen Serum. Die beiden Prismen werden fest gegeneinander
gepref3t, der Deckel D mit Bajonettverschluf aufgesetzt und das
Instrument in den Temperiertrog gesetzt. Nach erfolgtem Tem-
peraturausgleich kann abgelesen werden, dabei ist das Instrument
so zu halten, dafl der vom Spiegel S reflektierte Lichtstrahl
streifend auf die Beriihrungsfldche der Prismen, fillt (Abb. 16) und
der hellere Teil des Gesichtsfeldes maximal erhellt ist. Die
Trennungslinie wird durch den Komparator R scharf eingestellt.
Die Lage des Instrumentes ist nicht sehr wesentlich, da dadurch
der abgelesene Wert nicht beeinflufit wird, da in jedem Falle die
Lage der Schattenlinie auf der Skala von dem Grenzwinkel der
totalen Reflexion bestimmt wird. Dagegen ist es wichtig auf das
Prismenpaar (Nt. 1 bis 6), die Temperatur und die Justierung zu
achten. Die Temperatur wird in dem Temperiertrog durch Zugabe
von warmem oder kaltem Wasser auf 17,59 C' gehalten und even-
tuelle Temperaturabweichungen nach der Korrekturtafel von
B. WaeNER! ausgeglichen.

Die Messung ist in wenigen Minuten ausgefiihrt und erfordert
nur sehr geringe Ubung. Eine fraktionierte Bestimmung der
EiweiBkorper ist auf diesem Wege nicht méglich.

Prinzipien der Gasanalyse. In einem Gasgemisch berechnen
wir den anteilméafBigen Gehalt der einzelnen Gase, indem wir den
Gehalt in Vol.-%, angeben. Der Anteil in Vol.-%, eines Gases dndert
sich nicht, wenn der Druck sich &ndert, auch nicht durch die
Temperatur, sofern keine chemische Reaktion oder Adsorption
stattfindet. Deshalb sind bei volumetrischen Gasanalysen (siehe
IT. Band) die Angaben von Druck und Temperatur unnétig.
Zum Beispiel eine Expirationsluft behilt stets ihre Zusammen-
setzung von etwa

3,619, CO, ]
17,05% 0, ¢
79,37% N,

1 Zu bezichen durch Zgiss, Jena.

bei, gleichgiiltig ob wir
bei 37° oder 159,
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bei einem Barometerdruck von 760 oder 700 mm Hg analysieren.
Anders ist es wenn wir den Partialdruck eines Gases angeben
wollen. Dann muB3 Druck und Temperatur in Rechnung gesetzt
werden. Ein reines Gas, z. B. reine CO, (100%,ig) hat bei einem
Barometerstand von 760 mm Hg einen Partialdruck von 1 Atm.
bei 380 mm Hg Druck natirlich nur 1, Atm. Ebenso hat eine
509%ige CO, bei einem Barometerstand von 760 mm nur einen

Druck von 13—0 mm (50%, von 760) =380 mm. Oder eine 10%ige

CO,-Luftmischung hat einen Druck voni—? =76 mm Hg CO,. Der

Rest des Gasdruckes wird von den anderen Gasmolekiilen aus-
geiibt. Deshalb errechnet sich der Partialdruck P eines Gases aus
dem 9,-Gehalt a multipliziert mit dem Barometerdruck b, und
dividiert durch 100. Dies gilt fiir trockne Gase, fiir feuchte wasser-
dampfgesattigte Gase mit denen wir es fast immer zu tun haben,
muBl noch die Wasserdampfspannung d, deren GroéBe aus nach-
stehender Tabelle entnommen wird und die abhingig von der

Wasserdampfkorrektur fiir

$C Korrektur
mm Hg

1 —11,2 Nach ZeEcHMEISTER, Chem. Ztg. 1928,
13 —12,9 52, 887 geniigt es bei Temperaturen
15 —14,7 zwischen 11 und 21°C die Tem-
17 —16,7 peratur in mm vom Barometerdruck
19 —18,9 abzuziehen.

21 —21,4

Temperatur ist, von dem gemessenen Barometerdruck abgezogen
(b—d).a
100
z. B. gefunden CO, = 3,619/,
0, = 17,059/,
=20°C b = 758 mm.
(758 — 20) . 3,61
100
758 — 20) . 17,05
100

werden. Die Formel lautet demnach P =

PCOz = = 26,65 mm Hg

Po, = ( = 126,0 mm Hg.
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Etwas anderes ist es, wenn man, ein gefundenes Gasvolumen
auf die sogenannten Normalbedingungen reduzieren will, d.h.
auf die Bedingungen bei einem Druck von 760 mm und 0°C.
Das gesuchte Volumen V, ist dann in Abhéingigkeit von dem
gefundenen Volumen V und dem Druck und der absoluten Tem-
peratur T. Diese ist gleich der Temperatur in ¢ C 4 273: Demnach

Voo V- (b —d)
OT760(1 +aT)
a = 0,00367.
Fiir obiges Beispiel wiirde sich bei einem gemessenen Volumen von
_9,7.(758—20)
971 ergeben Vo = o 6,00367 . 293)
V,=8,7751.

Der Faktor, mit welchem das gefundene Volumen zu multi-
plizieren ist um V; zu erhalten, ergibt sich aus nachstehender
Tabelle. Fir b ist darin immer der abgelesene Barometerdruck
abziiglich der Wasserdampfspannung zu setzen.

Gasreduktionstabelle nach KNipPiNG zur Reduktion auf 0° und
760 mm Hg. Die Wasserdampftension ist vom Barometerdruck
abzuziehen.

mm Hg

Tem- | 700 | 705 | 710 | 715 | 720 | 725 | 730 | 1735

peratur

16° 10,86996 |0,87620 |0,88238 |0,88860 (0,89482|0,90104|0,90726 | 0,91346
170 696 31810,87934 554 17210,89792 412 032
180 396 016 632 250 (0,88866 482 102 0,90717
190 1020,86718 33210,87946 562 1760,89692 406
20° 10,85806 457 068 682 2960,88908 522 134

210 514 12810,86736 34810,87958 568 18010,89790
220 2240,85834 442 050 660 268 10,88878 485
23° |0,84936 544 14810,86756 36410,87970 576 182
240 648 256 |0,85858 462 068 672 278 |0,88882
259 364 10,84968 570 17210,86776 37810,87982 582

26° 082 684 28210,85884 484 084 686 286
27° 10,83802 402 10,84998 598 196 10,86794 394 0,87992
280 522 120 715 3120,85910 504 102 698
290 246 |0,83842 434 030 624 218 10,86814 468
30° 10,82970 564 1565 10,84748 34210,85933 526 118
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Tem-
Fm 740 745 750 755 760 765 770 775 780

16010,91968(0,92590|0,93212/0,03832(0,94454(0,950760,95796|0,96318)0,96940
1700 652 270092890| 508  128(0.94748|  367(095986 605
180  3360,91952 570  186/093804| 442 038|656 272
190 022 636| 2520,92888| ' 482|  098/0,94712]  328/0,95942
20°/090748|  322/091937|  548)  162/0,93776]  388|  002| 614

210 402 012 624 234/0,92845 456 068]0,94678 288
220 095/0,90702 312/0,91920 530 138/0,93748 356/0,94964
23°10,89790 396 004 610 216/0,92824 430 037 644
240 487 090/0,90696 300(0,91905 510 115/0,93720 324
250 186/0,89788 392|0,90994 596 200]0,92802 405 007

26°/0,88888 487 088 688 290/0,91890 492 092]0,93692
27° 592 188/0,89788 386/0,90984 584 182(0,92782 380
280 296|0,88892 490 084 682 278/0,91876 472 068
290 104 598 192/0,89786 382/0,90976 572 166/0,92760
30°(0,87712 304/0,88898 490 082 676 268(0,91860 452

Reinigen von Glassachen. Abgesehen von besonderen Vor-
schriften, die fiir einzelne Methoden gegeben werden, werden
Glassachen fiir 24—72 Stunden in eine Losung aus 100 g Na-
Bichromat, 100 cem H,S0, conc., 1000 cem H,0 (Leitungswasser)
gelegt, danach abgewaschen, gewdssert, mit destilliertem Wasser
nachgespiilt und schlieBlich entweder an der Luft oder im Trocken-
schrank bei etwa 90° getrocknet. Das Trocknen mit Alkohol-Ather,
was fiir Pipetten oft angewendet wird, ist nur bei Pipetten mit
sehr kleinem Lumen 0,1—1,0 Stangenpipetten notig. Man muf
aber stets bedenken, daB Alkohol-Ather in der Regel kleine
Mengen Fett enthalten.

Um Glasgefale vollstéindig fettfrei zu machen werden sie am
besten in einer Losung von etwa 5%, Na-Bichromat in 80%, H,SO,
auf etwa 120° 2 Stunden erwirmt, danach sehr reichlich mit
Wasser gewaschen und getrocknet, auch alkoholische Kalilauge
ist brauchbar.

Alle GefaBe in denen sich geronnenes Eiweill befindet, werden
in verdiinnte Lauge gestellt, eventuell gelinde erwirmt, der
Losungsproze mit einem Holzstab oder diinnen weichen Kupfer-
draht mechanisch unterstiitzt. Nach dem Abspiilen kann man mit
alkoholischer HCI, und dann mit Ather nachspiilen und an der
Wasserstrahlpumpe trocknen.

Fetten von Schliffen. Fir Schliffe gilt allgemein, daf sie voll-
kommen und gleichméBig diinn mit Fett eingerieben werden.
Werden die Schliffe fest ineinandergesetzt, so sollen sie klar sein,
woran man das gute Fett und die Giite des Schliffs erkennt. Als
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Fett wahle man nicht zu weiches, weil dies leicht die Hahn-
bohrungen verstopft, fast fiir alle Zwecke ist sogenanntes Ramsay-
fett zu gebrauchen, welches aus Vaseline mit einem kleinen Zusatz
von Gummi besteht. Exsiccatorendeckel usw. werden mit reiner
Vaseline eingefettet.

Mikrobiiretten. Im klinischen Laboratorium, wo fast aus-
schlieflich mit kleinsten Mengen gearbeitet wird, ist eines der
wesentlichsten Handwerkzeuge die Mikrobiirette:

Vorrats- -
[ geriB Natronkalk
0 i
1H 0 j
2 | VBirette |} Biireffe

5 Absperrhahn 2

Gummi-
geblase

7 Za

Abb. 18. Mikrobiiretten verschiedener Form.

Man versteht darunter solche bis 10 ccm Fassungsvermogen
und einer Einteilung von mindestens 2/;,,cm3. Fiir voriiber-
gehenden Gebrauch ist die Konstruktion I (Abb. 18) praktisch,
fir Losungen die man immer wieder benotigt, die Konstruktion
ITa und IIb. Bei ITa wird in der Woulfschen Flasche ein Uber-
druck durch einen Gummiballen erzeugt, wihrend bei IIb die
Fliissigkeit aus dem Vorratsgefd8 durch den hydrostatischen Druck
in die Biirette flieft, wenn der Hahn 2 gedffnet wird, nachdem
die Rohre einmal gefiillt sind. Wird aus einer Biirette immer
nur ein bekanntes Volumen abgezapft (z. B. 2 cem), so ist es
ratsam, eine Vollbiirette nach III zu verwenden, da hier der
Nachlauffehler hedeutend geringer ist, als bei den erst be-




46 Blutentnahme.

schriebenen Konstruktionen. Unter Nachlauffehler versteht man
jene Flissigkeitsmenge, die von den Winden noch abliuft,
nachdem der Ablaufhahn schon geschlossen ist. Der Fehler ist
prozentual desto grofler, je kleiner das Lumen der Birette ist,
und verschwindet, wenn man die Flissigkeit nur tropfenweise
ausflieBen 148t (30—50 Tropfen pro Minute).

Auch Makrobiiretten (50 ccm) lassen sich zum wiederholten
Abmessen derselben Fliissigkeitsmenge nach Abb. 18, ITa und IIb
herstellen. Vor allem ist darauf zu achten, daf3 die Biirette fettfrei
ist, weil sonst Tropfen an den Wandungen héngen bleiben und
die auslaufende Menge ungenau wird. Die Hahne sind geniigend
zu fetten, damit sich das ,,Kiicken“ ohne Reibung dreht.

Auf weitere Apparate des klinischen Laboratoriums braucht
nicht eingegangen zu werden, ihre Anwendung wird als allgemein
bekannt vorausgesetzt.

Blutentnahme. Mengen bis 0,2 cem Blut konnen aus der
Fingerbeere oder Ohrlappchen entnommen werden, grofiere
Mengen gewinnt man durch Venen- oder Arterienpunktion.

Wird aus der Fingerbeere Blut entnommen, so mufl diese
zuvor mit Ather gereinigt und wieder getrocknet werden. Der
Einschnitt mit der Frankschen Nadel sei so tief, dafl das Blut
freiwillig austritt. Eventuell ist es ratsam vorher die Hand in
warmes Wasser zu tauchen, oder die Ohren, besonders bei Tieren
mit einer elektrischen Birne anzuwéirmen bzw. durch Reiben mit
Toluol eine Hyperdmie zu erzeugen. Jedes Pressen und Quetschen,
um Blut gewaltsam aus den Gefdflen heraus zu treiben, ist zu
vermeiden.

Um Blut ungerinnbar zu machen, kann man eine Spur
Hirudin oder Germanin, Novirudin, Liquoid 50 mg %, Na-Fluorid
oder Na-Oxalat zusetzen. Von letzteren geniigen 5—10 mg fiir
10 ccm Blut. In jedem Falle ist gut mit einem Glasstab, der am
unteren Ende mit einem Stiickchen Gummischlauch versehen ist,
zu riihren. Am sichersten verhindert man die Blutgerinnung,
wenn man eine mit der Pipette abgemessene Menge Blut in eine
abgemessene Menge 3,89, Na-Citratlosung oder 2,89, Na-Oxalat-
l6sung gibt. Zum Beispiel 4 ccm Blut zu 1 cem 3,8%, Na-Citrat,
wobei die Verdiinnung bei der Berechnung der analytischen
Daten zu beriicksichtigen ist.

Im iibrigen ist bei der Behandlung von Blut besonders darauf
zu achten, daB keine Verinderungen eintreten, die dic beabsichtigte
Analyse storen oder unmdéglich machen; z. B. darf Blut, dessen
CO,- und O,-Gehalt bestimmt werden soll, keinen Augenblick mit
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der Luft in Berithrung sein. Auch auf Sterilitét ist gegebenenfalls
zu achten. Fir derartige Fille sind bei den einzelnen Methoden
Spezialvorschriften gegeben.

Auch die Bestandteile von Organteilen miissen vor ihrer Be-
stimmung vor Verdnderungen geschiitzt sein, was nicht immer
durch Gefrieren moglich ist.

Will man Blut hidmolysieren, d. h. die Blutkorperchen zer-
storen, so bringt man es in Reagensgldser oder dergl., die man in
eine Eis-Kochsalzmischung stellt, welche sich in einem Dewar-
getiBl (Thermostlasche) befindet. Man wartet bis das Blut fir
lingere Zeit vollkommen durchgefroren ist, taut auf, gefriert
wieder und wiederholt dies mehrere Male, bis das Blut | lack-
farben‘ geworden ist. Die Stromata lassen sich dann abzentri-
fugieren. Auch durch Verdiinnen mit der drei- bis fiinffachen Menge
destilliertem Wasser kann man Hémolyse erzielen, geringe Mengen
Ather dem Blut zugesetzt, haben denselben Erfolg. Kommt Voll-
blut zur Analyse, so mufl es entweder sofort verwendet werden,
oder man muf} durch sorgfiltiges Rithren fiir eine gleichméaBige
Wiederverteilung der Erythrocyten sorgen. Kleine Gerinngsel
lassen sich durch mehrfache Lagen Mull abfiltrieren.

Methoden zur Entfernung von Eiweifl. Bei den meisten Unter-
suchungsmethoden wird das Eiweill entfernt, wofiir eine grofle
Zahl von Methoden bekannt sind. Aber diese Methoden sind
weder qualitativ noch quantitativ gleichwertig, da auBler Eiweil3-
korpern, auch noch andere Stoffe bei der Koagulation mitgerissen
werden. So zeigt z. B. die folgende Tabelle, dal Phosphorwolfram-
séure und Phosphormolybdénséure auler dem Eiweill auch noch
Harnsdure, Xanthin, Aminosduren und Xreatinin mitfillen.
Dagegen bleiben jene Stoffe bei der Eiweififallung mit Trichlor-
essigsdure oder Metaphosphorsiure in Losung, und Wolframséure
fallt nur einen Teil der Aminosduren. Es geht ohne weiteres aus
diesem Beispiel hervor, daf die Wahl des Fallungsmittels duBerst
wichtig, wie aus den angefiihrten Beispielen fir die Bestimmung
des Rest-Stickstoffes ersichtlich ist. Ein Teil der divergierenden
Angaben iiber den Rest-N ist der Verwendung verschiedener
Fallungsmittel zuzuschreiben. Aber auch auf storende Einfliisse
auf beabsichtigte Reaktionen ist Riicksicht zu nehmen, wenn
auch dieser Umstand weniger ins Gewicht fillt. Die Tabelle ist
noch recht liickenhaft und soll nur in groben Ziigen die Wichtig-
keit des Fallungsmittels fiir die EiweiBkorper dartun. Es ist sehr
zu wiinschen, daf3 die Liicken ausgefiillt- werden.
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Ubersicht der EiweiBfallungsmittel:
AuBer EiweiB werden mitgefallt 4+ nicht gefallt —
]
&
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Spezieller Teil.

I. Anorganische Bestandteile.

Bestimmung des Ca. Das Calcium findet sich in geringer Menge
in jeder Zelle oder biologischen Fliissigkeit, reichlich in Knochen,
Zshnen und tierischen Geriistsubstanzen. Pathologisch bei
Arterienverkalkung, in verkalkten Tuberkelmassen, Harn-, Gallen-
und Nierensteinen, regelméiBig in Faeces. Im Organismus ist es
meist an PO,””” oder CO,;” gebunden. Im Blut hat das ionisierte
Calcium eine besondere Bedeutung fiir die Gerinnung und man
kann deshalb Blut leicht ungerinnbar machen, wenn man die Ca'’
durch Oxalat-Ionen ausfallt oder durch Zusatz von Oxysiuren
(Citronensédure) komplex bindet. Der Normalgehalt des Serums
ist 9,5—10,5mg-% Ca, die Erythrocyten sind calciumfrei.
Plasma enthélt weniger Calcium als Serum. Diesem Gesamiwert
ist die meiste Beachtung geschenkt worden, weil die differenzierte
Bestimmung in ionisiertes, dialysables und adsorbiertes Calcium
methodisch aufBlerordentlich schwierig ist. Der Normalwert ist
sehr konstant. Eine Erniedrigung findet sich bei Vitamin D-Mangel,
Tetanie, Rachitis und Nephritiden, wo Werte bis 6,1 mg-9%,
gefunden wurden, bei gleichzeitigem Anstieg der anorganischen
Phosphate. Erhohte Werte finden sich bei der Recklinghausen-
schen Erkrankung (bis 19 mg-9,), nach Injektion von Neben-
schilddriisenextrakten, bei Vitamin D-Hypervitaminose.

Die Islichen Ca-Salze kénnen, wie schon gesagt, durch Oxalat-
Tonen als schwerlosliches Ca-Oxalat Ca(OOC), gefallt werden.
Da Oxalsiure mit KMnO, oder anderen Oxydationsmitteln
titrimetrisch bestimmt werden kann, und andererseits im Calcium-
oxalat Ca(0O0C), die Menge Ca zur (COOH), in einem bestimmten
Verhiltnis steht, a8t sich aus dem Verbrauch an KMnO, die
Menge Ca berechnen.

Reagenzien: 1. Ammoniumoxalat 49,

gesattigtes Na-Acetat

Ammoniak 2 cem NH; (etwa 25%) ad 100 ccm
. Schwefelsaure 4,5%, (etwa n)

- D/199 KMnO,

. n/j99 Na-Oxalat genau oder n/;o,-Oxalsiure.

SO WD

Hinsberg, Bestimmungsmethoden I. 4
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Ausfiihrung. Man pipettiert in ein spitzes Zentrifugenglas
2 cem klares Serum (oder hémolysiertes und zentrifugiertes Blut),
2 cem destilliertes Wasser, 1 cem Losung 1 und 2 cem Losung 2.
Man mischt griindlich mit einem feinen Glasstab, spilt diesen mit
einigen Tropfen Wasser ab und 14t iiber Nacht stehen. Dann wird
zentrifugiert bis die Flissigkeit ganz klar (etwa 5 Minuten),
vorsichtig abgegossen und mit der Offnung nach unten auf ein
FlieBpapier gestellt, bis alle Fliissigkeit abgelaufen ist. Der Nieder-
schlag in der Spitze des Zentrifugenglases wird mit einem feinen
Glasstab aufgerithrt und die Wande und Glasstab sorgfiltig mit
3—4 cem der verdiinnten NH,-Losung (3) abgespiilt, wieder zentri-
fugiert und dies wird so lange wiederholt (4—5mal) bis sich im
Waschwasser kein Ammoniumoxalat mehr nachweisen 1af3t. (Ent-
farbung von KMnO, n/,,, nach Zusatz von verdiinntem H,SO, und
erwarmen.) Ist alles ausgewaschen, so 16st man den Niederschlag
in 2 cem 4,5%, H,S0, (Bildung von [COOH], und CaS0,), setzt fiir
1 Minute in ein siedendes Wasserbed (W.B.) und titriert mit
n/190 KMnO, bis eine eben sichtbare Rosafirbung 1 Minute be-
stehen bleibt. Die erste Entfarbung 1aft etwas auf sich warten,
wenn sich aber erst etwas MnSO, (Mangancsulfat) gebildet hat,
tritt die Entfirbung prompt ein, solange noch Oxalsiure
vorhanden ist. Man kann auch von vornherein einige Tropfen
1%-MnSO, zusetzen. Man multipliziert das Titrationsergebnis
mit dem Titer der KMnO,-Losung, den man vor Benutzung mit
der genau n/;o-Na-Oxalatlosung oder Oxalsdure eingestellt hat
(siehe S. 9).

Beispiel. 1 cem n/ygo KMnO, ist dquivalent 0,2mg Ca. Ca
Atomgewicht 40,0; Aquivalentgewicht 20,0 1/, Aquivalent-
gewicht = 0,200 g Ca in 1000 cm3 Verbraucht wurden:
0,963 KMnO,. Titer bestimmt: 1,06 (durch Titration gegen
n/;9o Oxalséiure). Verbrauch berechnet: 1,06 - 0,963 = 1,021 n/o4-
KMnO,, entsprechend 1,021:0,2 = 0,2042 mg Ca. Diese waren
in 2cem Serum enthalten, mithin in 100 cem 0,2042 - 50 =
10,2 mg-%. Wichtig ist die vollstindige Entfernung des iiber-
schiissigen Fillungsmittels, weil dieses relativ sehr konzentriert
ist und schon Spuren das richtige Resultat entscheidend falschen
konnen. Deshalb Waschwasser priifen!

Der Magensaft. Der Magen ist das einzige Organ, welches freie
Salzsdure enthdlt um die Aciditit des Magensaftes bis zum
Pg 1—2 zu bringen, der optimalen H'-Konzentration fiir die
Pepsinverdauung. Aufler freier Salzsiure findet sich im Magen
noch NaCl und ein Teil der freien Salzsiure wird vom Magen-
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schleim gebunden, der dabei als schwache Base reagiert. Das pgy
des Magensaftes ist im wesentlichen abhéngig von dem Verhéltnis
der freien zur gebundenen Salzsiure und man kann sich hieriiber
am einfachsten durch eine elektrometrische py-Bestimmung
orientieren (siehe spéter). In der Klinik ist es gebrauchlich die
freie und gebundene Salzsiure titrimetrisch unter Verwendung
von zwei Indikatoren mit verschiedenem Umschlagspunkt zu
bestimmen.

Topfers Reagens Umschlag 1 bei etwa pg 2,9 in lachsfarben
Umschlag 2 bei etwa pg 4,0 in gelb
Phenolphthaléin Umschlag 3 bei etwa pg 8,5 in rot.

Man, bestimmt bei dem ersten Umschlagspunkt die freie Salz-
sdure. Die Mitte zwischen Punkt 2 und 3 (am Umschlag nicht
zu fassen etwa pg 6,5) entspricht der gesamten Salzsiure und
endlich wird durch den Umschlag des Phenolphthaléins im
alkalischen Gebiet, die Menge der iiberhaupt verfiigharen or-
ganischen und anorganischen Séuren erfafit. Aus den Differenzen
lassen sich die einzelnen Anteile leicht berechnen. Man titriert
mit n/;,-Natronlauge oder falls es sich um subazide oder anazide
Fille handelt mit n/;, HC1 bis zum gewiinschten Umschlag und
registriert dann die gebrauchte Menge HCI als Séuredefizit. Alle
Titrationswerte werden auf 100 ccem Magensaft umgerechnet,
angegeben im Verbrauch von n/;, NaOH. Im normalen Magensaft
findet man nach einem eiweiBfreiem Probefrithstiick:

freie HC1. . . . . 20—40} n/;o NaOH-Verbrauch pro
gesamte Aciditit . 40—60 100 cem Magensaft.

Reagenzien. n/,, NaOH, n/;, HCl, 0,59, alkoholisches Tépfers
Reagens, 19, alkoholisches Phenolphthaléin.

usfiihrung. Man pipettiert genau 5—10 cem Mageninhalt in
einen kleinen Erlenmeyerkolben und gibt 1—2 Tropfen Topfers
Reagens und 2 Tropfen Phenolphthaléin zu. Die Fliissigkeit ist
jetzt normalerweise rot. Man titriert mit n/;y NaOH bis zum
Umschlag in lachsfarben, notiert die verbrauchten Kubik-
zentimeter Lauge, weiter bis zu gelb und violett (Mischfarbe aus
gelb und rot), indem jeweils der Verbrauch an Lauge ebenfalls
notiert wird. Zum Beispiel zum Versuch angewendet 7,5 ccm
Magensaft.

n/;, NaOH verbraucht bis Punkt 1 . . 3,00 ccm
bis Punkt 2 . . 4,50 ccm
bis Punkt 3 . . 4,87 ccm

ergibt fiir 100 com Magensaft 40, 50 bzw. 65 ccm n/;y NaOH.
4%
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Demnach wiirde man angeben:

freie Salzsiure . . . . . . . 40
gesamte Salzsdure . . . . . . 60
gesamte Sdure . . . . . . . 65,0.

Oder wenn nach Zusatz der Indikatoren die Farbe orange ist, und
tritt nach Zusatz von 1,34 ccm n/;, HCl zu 10 cem Magensaft der
Umschlag nach rot ein, so ist das Siuredefizit 13,4 cm3 HCI fiir
100 cem Magensaft. Die Methode ist nicht sehr genau und geniigt
im allgemeinen nur den klinischen Anforderungen.

Gesamtehloride, d. h. alle vorhandenen Chlor-Ionen kann man
nach VOLHARD bestimmen. Die Methode ist brauchbar fiir den
Harn, wo die Menge des ausgeschiedenen Chlors diagnostisch
von Bedeutung ist, wie auch fiir Magensaft. Man muB zuvor
das EiweiB entfernen, fillt dann die Chloride mit n/;, AgNO, und
bestimmt titrimetrisch den UberschuB des AgNO, mit n/1o
NH,CNS unter Verwendung von Ferriammonsulfat als Indikator.
Ammoniumrhodanid gibt mit Ag" ebenfalls einen unléslichen
Niederschlag aber auch mit Ferrisalzen eine blutrote Firbung
(Ferrirhodanid in grofler Verdiinnung gelb-rot). Deshalb tritt bei
der Titration mit n/;y NH,CNS in dem Augenblick eine bleibende
Rotfirbung ein, wo keine Ag" mehr vorhanden sind und sich das
stark gefdrbte aber 16sliche Salz Fe(CNS), bildet. Bei Gegenwart
von AgCl verschwindet die Farbe nach kurzer Zeit. Wéiren keine
Chloride vorhanden, die mit AgNO, reagieren konnten, so
wiirde man eben so viel n/;,-Ammoniumrhodanid zuriicktitrieren,
wie n/;o AgNO, zugesetzt worden ist. Da aber Ag’ als unlésliches
AgCl entfernt wurden, wird man weniger n/;, NH,CNS brauchen
und kann aus der Differenz die Menge des verschwundenen
Ag’ bzw. Cl— berechnen.

Reagenzien. 10% Na Wolframat. n/;y-Silbernitrat. n/,,-
Ammoniumrhodanid (etwa 8 g ad 1000), dessen Titer gegen die
Silberlgsung eingestellt wird. 39, H,S0,; Salpetersiure 25—30%,.
Ferriammonsulfat pulverisiert.

Ausfithrung. Magensaft oder eiweiBhaltiger Harn werden zuerst
enteiweilt, indem man 10—15 ccm in einen MeBkolben pipettiert
mit je 5 ccem Na-Wolframat und 39, Schwefelsdure versetzt und
auf 25 ccm auffiillt und filtriert.

Vom Filtrat kommen 20 ccm (oder ein anderer gemessener
Teil) in einen 50 ccm-MeBkolben, dazu etwa 3 ccm HNO, und eine
genau abgemessene Menge (20—30 cem) n/;, AgNO;. Eine be-
stimmte Menge 148t sich nicht angeben, da die Konzentrationen
der Cl— im Harn in weiten Grenzen schwanken (0,1—1,2%, NaCl),
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es muBl aber ein UberschuB vorhanden sein, d.h. man muB
mindestens 2 cem n/y-Ammoniumrhodanid zuriicktitrieren. Es
wird auf 50 ccm aufgefiillt, nach dem Absitzen des Niederschlages
durch ein trockenes Filter filtriert und vom Filtrat 25 cem mit
einer kleinen Messerspitze Ferriammonsulfat versetzt und darauf
mit n/,,-Rhodanlosung titriert bis eine schwache Rotfirbung
bestehen bleibt. Eine Rotfirbung zeigt sich beim Einfallen jeden
Tropfens, verschwindet aber beim Umschiitteln solange noch
AgCNS ausfillt. Den Titer der n/;-NH,CNS-Losung bestimmt
man durch Titration gegen 10 ccm n/;, AgNO,, indem man unter
Zusatz vom Ferriammonsulfat und HNO, wie oben die bis zum
Farbumschlag notige Menge Ammoniumrhodanid bestimmt.

Berechnung. Je mehr Ag' von Cl— gefillt wurden, desto
weniger sind noch vorhanden nach der Filtration um mit NH,CNS
gefillt zu werden.

1 cem n/;y AgNO; entspricht 1 cem n/;y NH,CNS und wenn
20 cem AgNO; vorgelegt werden und man braucht, nach der
Korrektur durch den Titer, noch 7,62 cem n/;y NH,CNS um das
tiberschiissige Silber zu fillen, so sind 12,38 cem n/;y AgNO; zur
Féllung des Chlors verbraucht worden. 1cem n/;, AgNO, =
3,564mg Chlor oder 5,85mg NaCl, demnach wéren 12,38-5,85 mg =
72,4 mg NaCl vorhanden gewesen, die bei Harn auf die gesamte
Harnmenge umzurechnen sind. Hat man 10 cem Harn von der
Gesamtmenge von 840 ccm verwendet, so ergibt sich folgende
Rechnung. Die 10 ccm wurden aufgefillt ad 25, davon nahmen
wir 20 cem die auf 50 cem gebracht wurden und titrierten davon

] 10.20 . 2¢
25 cem. Diese entsprachen somit(;_sz(;.o?i cem Harn — 4 com
Harn mit 72,4 mg, mithin Tagesausscheidung 7_2’44_8ﬂ mg

NaCl = 15,12 g.

Wichtig ist, dal man sich von der richtigen Einstellung der
Silberldsung tiberzeugt hat. Bei normaler Kost werden 11—15g
NaCl pro Tag ausgeschieden.

Chloride im Blut nach RuszNiAk. Die Kenntnis der C1-Konzen-
tration im Blut oder Serum ist von mehrfacher klinischer Be-
deutung (Erbrechen, Pneumonie, Nierenerkrankungen, Odemen
und hyperphysiren Erkrankungen). Der normale Gehalt an
Kochsalz ist: 0,45—0,50% im Vollblut und 0,56—0,629, im
Serum. Der gesamte Bestand des Kérpers ist ungefihr 150 g NaCl.
Die hochsten Konzentrationen findet man im Blut, Haut und Niere.
Im Korper dienen die Chloride dazu den osmotischen Druck auf-
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recht zu erhalten, sie schwanken infolgedessen nur in geringen
Grenzen, dagegen kommen im Harn Schwankungen von 0,1 bis
1,2 g-% vor. Aufler im Harn wird Cl auch durch den Schweil3
und Trénen ausgeschieden.

Prinzip. Zur Bestimmung miissen die EiweiBkérper entfernt
werden, um Silberverlusten vorzubeugen. In kleinen Mengen
werden die Proteine und auch Purine leicht in der Hitze mit
KMnO, in HNO; verbrannt, wobei keine Cl-Verluste auftreten,
wenn das Cl— an Ag’ gebunden ist. Der Uberschufl an KMnO,
und gebildetem Braunstein wird mit Dextrose zerstort (Reduktion
zu farblosem Manganosalz) und dann der UberschuB an Silber mit
Rhodanammonium bestimmt.

Reagenzien. n/,o, AgNO;, n/;, NH,CNS, HNO, spezifisches
Gewicht 1,4 (=609%,) chlorfrei! 10%, KMnO, chlorfrei!

Dextrose chlorfrei! (Eine Dextroselosung darf auf Zusatz von
HNO; und AgNO; keine Triibung zeigen!)

Ferriammonsulfatpulver.

Ausfiihrung. Man bestimmt zuerst den Titer der Rhodan-
l6sung indem man 2 ccm n/;q0 AgNOg mit wenig HNO4 und einer
Spur Ferriammonsulfat versetzt und mit n/;,, NH,CNS titriert.
(Mikrobiiretten.) Dann gibt man in einen Erlenmeyerkolben von
50 ccm etwa 3 ccm destilliertes Wasser und pipettiert mit einer
sogenannten Blutzuckerpipette 0,1 ccm Blut hinein, indem man
das Wasser vorsichtig mehrmals in der Pipette hochsaugt. Die
von R. angegebene Spezialapparatur ist entbehrlich. (Biochem. Z.
1921, 114, 25.) Dann gibt man sehr genau 2 ccm n/;o, AgNO,
dazu und zehn Tropfen HNO;, erhitzt auf einem Asbestdrahtnetz
zum gelinden Sieden, wahrend man aus einer Pipette oder Tropf-
glas KMnO,-Losung tropfenweise zugibt. Man kann bequem bis
vier Kolben zu gleicher Zeit oxydieren. Es bildet sich meist etwas
Braunstein. Die Oxydation ist beendet wenn die rote KMnO,-
Farbe kurze Zeit erhalten bleibt. Man entfirbt noch heill mit
Dextrose ohne weiter zu kochen und 148t erkalten. Das Chlor-
silber bildet einen dicken weilen bis brdunlichen Niederschlag
und die Fliissigkeit ist klar.

Man gibt jetzt eine Spur Ferriammonsulfat dazu und titriert
mit n/,oo NH,CNS bis zum Umschlag in gelb-rot.

Berechnung. Wenn 0,1 ccm Blut zur Analyse gelangen, 2 cem
n/y90 AgNO; vorgelegt und 0,95 cem NH,CNS zuriicktitriert
wurden, sind: [2 — (0,95 - Titer)] - 585 mg-9%, NaCl vorhanden.
1 cem njyq9 AgNO; =0,585 mg NaCl. Die Methode ist auch auf
den Harn anwendbar,
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Bequemer als die vorstehend beschriebene Methode ist
folgende 1:

Prinzip. Merkurinitrat gibt mit Nitroprussidnatrium in saurer
Losung einen Niederschlag, nicht aber in Gegenwart von NaCl,
da sich aus Hg(NO;), und NaCl das nicht dissoziierte HgCl, bildet,
welches diese Eigenschaft nicht hat. Deshalb tritt eine Triibung
erst auf, wenn iiberschiissiges Hg(NO,), vorhanden ist. Man hat
bei der Methode einen Leerwert zu bestimmen, der teils aus
Spuren von NaCl in den Reagenzien stammen kann, teils daher,
da die allererste Triibung von Hg(NO,), mit Nitroprussid-
natrium nicht zu erkennen ist.

Reagenzien. Frische Nitroprussidlosung 59%,.

2. Hg (NO,), - 2 aq. KanLBaum. 3,09 g ad 1000 unter Zusatz
von HNO; bis zur klaren Losung oder man lost 1,853 g rotes
Quecksilberoxyd in einem kleinen Uberschul von konzentrierter
HNOj; und verdiinnt ad 1000 ccm. Der Titer wird gegen eine n/;q,
NaCl-Losung bestimmt und in Milligramm NaCl pro Kubik-
zentimeter ausgedriickt. n/;y, NaCl = 0,5846 reinstes bei 1200 ge-
trocknetes NaCl ad 1000 cem H,0. Die Losung wird mit einem
Tropfen Toluol versetzt. 3.109% Na-Wolframat. 4.39%, H,SO,.

Ausfithrung. Man enteiweifit 2,0 ccem Blut nach Folin Wu,
indem man sie im MeBkolben mit etwa 10 ccm Wasser himalysiert,
dann je 2cem Na-Wolframat und 39, Schwefelsdure zusetzt,
nimmt 5 ccm Filtrat, gibt abgemessen drei Tropfen Nitroprussid-
natriumlésung dazu und versetzt aus einer Mikrobiirette mit
der Merkurinitratlosung. Die Titration ist beendet, sobald eine
Triibung sichtbar wird, die am besten vor einem schwarzen
Hintergrund und seitlicher Beleuchtung erkannt wird. Man be-
stimmt einen Leerwert, indem man 5cem der entsprechend
verdiinnten Fallungsmittel ebenso behandelt und den Verbrauch
an Hg(NOs), bis zur sichtbaren Triibung in Abzug bringt.

Entnimmt man das Blut aus der Fingerbeere oder dem Ohr-
lappchen, so verfahrt man in folgender Weise: in ein kleines
Zentrifugenglas gibt man 1,8 cem einer Mischung von: 1 Teil Na-
Wolframat, 1 Teil 3%, H,SO, und 7 Teilen Wasser (wenig haltbar),
pipettiert dazu 0,2 ccm Blut, indem man die Fliissigkeit mehrmals
hin und her saugt, mischt gut, zentrifugiert und pipettiert sich
von der klaren Flissigkeit 1,0 oder 1,5 cem in ein Kolbchen und
titriert wie oben.

1 GEYER u. RorscH, Z, Unters. Lebensmitt. 1983, 65, 66.
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Berechnung. 1 cem der Hg(NO,),-Losung entsprechen zum
Beispiel 1,00 mg NaCl (laut Bestimmung); es wurden titriert fiir
5 ccm Filtrat:

3,27 und 3,23 ccem Hg(NO;),
Mittel 3,25 ccm
Leerwert 0,05 ccm

3,20 cem = 3,20 mg NaCl.

Diese 3,20 mg stammen aus 0,5 ccem Blut und es ergibt sich
eine Konzentration von 640 mg-%, NaCl.

II. Beispiel: Fir 1,5 cem Blutfiltrat verbraucht
im Mittel 1,05 cem Hg(NO;),
Leerwert 0,03 ccemHg (NO;),
1,02 cem = 1,02 mg NaCl
aus 0,15 ccm Blut = 679 mg-9, NaCl.

Die Methode eignet sich auch ausgezeichnet fiir Harn. Man
kann, wenn notig, enteiweien oder nativen filtrierten Harn ver-
wenden. Stark gefirbte Harne schiittelt man mit Tierkohle (etwa
1g auf 20 ccm Harn) nach LarsoN und verwendet das meist
wasserklare Filtrat, von dem eine bestimmte Menge, die von der
Konzentration des Harnes abhingt, gemessen wird. Man kann
ebenso gut bei konzentrierten Harnen zur Titration eine starke
Losung von Hg(NOj), verwenden.

Fiir den Harn und Blut ist die Methode sicher derjenigen von
Ruszniak an Einfachheit iiberlegen. Man verwende nur frisch
bereitete Losungen von Nitroprussidnatrium und gewohne sich
daran stets die gleiche Menge Indikator zuzusetzen.

Ammoniak im Harn. Das vermehrte Ammoniak im Harn, ge-
bunden an Séduren, ist ein wichtiges Kriterium fiir eine Acidosis,
da sich der Kérper der anormal gebildeten organischen Séuren
(B-Oxybuttersiure und Acetessigsdure aus dem pathologischen
Fettsiureabbau) durch Neutralisation mit Ammoniak zu ent-
ledigen sucht; auch ein Teil der fixen Alkalien des Blutes wird
von den pathologisch vermehrt gebildeten Sauren beschlagnahmt
und eine Verminderung des CO,-Gehaltes des Blutes ist die
natiirliche Folge; werden aber die Fettsiuren normal zu CO,
und H,0 verbrannt, so verlaBt erstere als fliichtige Saure den
Organismus durch die Lungen, ohne Alkalien oder NH; zur
Neutralisation zu gebrauchen. Neben der schiddlichen Wirkung
als Sdure haben die sogenannten Ketonkorper auch noch eine
spezifische toxische Wirkung.

Im Gegensatz zur vermehrten NHj-Ausscheidung beim
Diabetes mellitus, findet sich eine verminderte NHg-Ausscheidung
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bei Nierenleiden und da in beiden Fillen die Verdnderungen im
Blut (verminderte Alkalireserve und Kohlensdurespannung) die
gleichen sind, ist es wichtig in allen Fallen die NH,-Bestimmung
im Harn mit heranzuziehen. Um zuverldssige Werte zu erhalten
ist einer bakteriellen Zersetzung vorzubeugen.

Die normale Ammoniakausscheidung betrigt etwa 0,7 g
N, = 59%, des gesamten Stickstoffs des Harns. Im Blut schwanken
die Werte nach oben und unten je nach der Ernidhrung.
Pathologisch kann es um das Vielfache vermehrt sein und vor
allem wesentlich mehr als 59 der gesamten Stickstoffaus-
scheidung ausmachen. Will man das Ammoniak bestimmen, so
sind die Versuchsbedingungen so zu wéhlen, dafl aus den anderen
N-haltigen Stoffen des Harns (zum Beispiel Harnstoff) kein
Ammoniak freigemacht wird. Deshalb darf man nicht mit NaOH
alkalisieren, sondern vorteilhaft mit einem Gemisch basischer
Salze, deren Alkalitdt ausreicht, um das NH; in Freiheit zu
setzen, ohne zum Beispiel Harnstoff zu zersetzen. Hierzu ge-
braucht man geséttigte Sodalésung, Na-Borat, Calcium- oder
Bariumhydroxyd, sofern der Harn eiweilfrei ist oder das Eiweif3
entfernt wurde.

Reagenzien.

1. n/yy HyS0,.

2.1/, KOH oder NaOH (eventuell Titer zu bestimmen).

3. Indikator Neutralrot 0,01

Methylenblau S}%ur ad 100 ccm Wasser.
Der Indikator gibt einen gut sichtbaren Umschlag von violett
in grin (vgl. auch Seite 16).

4. Ba(OH), in Methylalkohol, gesattigt mit 0,19, Oktylalkohol.

Apparatur. Vakuumapparatur nach S. 69, Abb. 24. Das Wasser-
bad ist auf 40°/15° temperiert. In Teil A kommen 1 ccm saurer
Harn, oder je nach NHj-Gehalt mehr oder weniger, in Teil A,
2,0 ccem der Ba(OH),-Losung in Methylalkohol und in Teil B
genauestens 2,00 cem n/yy Hy,SO,. Der Apparat wird verschlossen,
evakuiert (20 mm) und in da Wasserbad gestellt (Teil A 409),
nachdem die Anteile von A vorsichtig gemischt sind. Nach
20 Minuten ist die Destillation beendet und der Siuretiberschufl
wird durch n/,, NaOH aus einer Mikrobiirette titrimetrisch
bestimmt, nachdem zwei Tropfen Indikator zugesetzt waren.
Die Saure kann direkt titriert werden, da bei dem geringen
Volumen der Farbumschlag gut zu erkennen ist. Die jodo-
metrische Bestimmung ist auch gangbar.

Ein Blindwert, der an Stelle des Harns Wasser enthalt, ist zu be-
stimmen und der Verbrauchan Siure vom Hauptversuch abzuziehen.
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Um zu kontrollieren, ob der Harn auch geniigend alkalisiert
worden ist, empfiehlt sich der Zusatz eines Tropfens Phenol-
phthaléin.

Berechnung: 1 ccm nfyy HySO, =0,7mg N, als NH;. Zum
Beispiel

vorgelegt . . . . . . . .. 2,00 n/,,-Séure
verbraucht n/,, NaOH im Haupt-

versuch 1 . . . . . . ... 1,146 ccm
verbraucht Leerversuch . . . . 0,032cem 1,178
verbraucht vom NH, . . . . . 0,822 ccm

in 1 cem Harn 0,822 - 0,7 mg N, =0,5754 mg.
Harnmenge 1280 ccm.

Tagesausscheidung = 1280 - 0,5754 mg
=1737mg =0,737 g.

Die im Blut vorkommenden Ammoniakmengen schwanken
zwischen 0,05 bis 0,1 mg-9%,. Wegen der geringen Mengen ist die
einwandfreie Bestimmung schwierig und auf eine Darstellung
der Methodik wird an dieser Stelle verzichtet; zumal die Blut-
werte nur ein geringes klinisches Interesse besitzen.

Alkalireserve. Wie schon eben erwihnt, steht die pathologische
NH;-Ausscheidung in direktem Zusammenhang mit der Alkali-
reserve; da durch die sogenannten fixen (nicht fliichtigen) Siuren
das Alkali des Blutes beschlagnahmt ist, wird vom Organismus,
um das py-Optimum des Blutes nach Moglichkeit aufrecht zu
erhalten, vermehrt CO, durch die Lungen ausgeschieden. Dadurch
wird der Bicarbonatgehalt des Blutes vermindert, die Pufferungs-
fahigkeit herabgesetzt und allmdhlich auch die H' vergroBert
(pg verkleinert). Man spricht dann von dekompensierten Acidosen
im Gegensatz zur kompensierten, wenn die aktuelle H'-Ionen-
Konzentration des Blutes noch erhalten ist, aber die Alkali-
reserve schon vermindert. Eine vermehrte Alkalireserve findet
man bei einer Behinderung des Gasaustausches in den Lungen,
ferner durch alkalische Medikamente und Kost. Hiufiger ist die
Verminderung der Alkalireserve, die bei allen Krankheiten mit
vermehrter Saurebildung oder Retention einhergeht, Diabetes
und Niereninsuffizienz, im Hunger bei gleichzeitiger Ketonurie,
bei Schwangerschaftstoxikosen und Siurevergiftung. Die Alkali-
reserve des Blutes wird ausgedriickt in Vol.-9%, CO,, die das Plasma
bei einer Spannung von 40 mm CO, zu binden vermag. Um dies
zu erreichen, mufl das Plasma mit CO, von 40 mm Spannung
(etwa 5,5%, bei 760 mm Druck) gesittigt werden.
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Die ganze Bestimmung gliedert sich in drei Teile:
1. Vorbereitung der Apparatur und Reagenzien.

2. Entnahme des Blutes und Sattigung des Plasmas.
3. Bestimmung und Berechnung der Alkalireserve.

Apparatur. Die Apparatur ist von vAN SLYKE konstruiert
und in nebenstehender Abb. angegeben (Abb. 19). Das Niveau-
gefdl ist mit dem Apparat durch einen

dicken Vakuumschlauch verbunden. Der
Schlauch wird praktischer Weise vor Ge-

brauch mit Vaseline im Vakuum erwirmt,

um zu verhindern, da er spéater Sulfide

an das Quecksilber abgibt. Das Niveau-

Stellung I~ gefsB triagt einen seitlichen Ansatz, um
die Ablesung beiNiveau-
gleichheit zu erleichtern. ﬂ

Der Apparat selbst ist

mit Quecksilber gefiillt

und wird auf einem
handfesten Brett mit
entsprechend geformten
Klstzen und Béndern
befestigt und wahrend

des Versuchs entweder

mit der Hand oder

einem Elektromotor ge-
schiittelt. Die Plasma-

probe wird durch den

Ansatz mit Hilfe einer
Ostwaldschen  Pipette L Gummi
eingefilllt ~ (Abb. 20).

Stellung Il Damit_ die Pipette dicht
anschlieBt und das
Plasma sofort in die

7 cm———=

Kammer, lauft wird uSyke-
die Spitze mit einem Kammer
Abb. 19. 1 ccm langen Stiickchen Abb. 20. Ostwald-

Apparatnach VAN SLYKE zur ,.. pipette auf der
volumetrischen Bestimmung diinnem Druckschlauch vax SLyke-Kammer.

der Alkalireserve.  armijert, Die Kammer
selbst ist im oberen Teil feinst graduiert bis zu 2,5 cem und
tragt weiter eine Marke bei 50 ccm. Im unbenutzten Zustand soll
er standig bis in den Ansatz mit Wasser gefiillt sein. Nach
jeder Analyse und vor Gebrauch wird er mit etwa 0,99, Milch-
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séure gereinigt, indem man den Apparat von unten mit Queck-
silber fiillt, bei geschlossenem Hahn das Niveaugefal in Lage 2
bringt, in den Ansatz Milchséure bringt und dann durch den
Hahn mit etwas Luft einstromen 14B8t. Es wird heftig geschiittelt,
die verhrauchte Milchsiure durch den gebogenen Ansatz entfernt
und bis zur Sdurefreiheit mit destilliertem, dann CO,-freiem Wasser
nachgewaschen. Wird der Apparat evakuiert, indem man das
Niveaugefa etwa 80 ccm unterhalb des Hahnes senkt, so soll sich
oberhalb des Hahnes ein Tropfen Quecksilber bhefinden und wenn
das Quecksilber schnell steigt mit metallischem Klang an den Hahn
anschlagen, zum Zeichen dafir, daf keine
Gaswole  Luft durch die Hihne angesaugt ist. Anderen-
falls sind die Héhne zu reinigen, trocknen

%%0’" und frisch zu schmieren (Ramsay-Fett).
Reagenzien. 1. Etwa 0,99, Milchsidure aus
Stopfen mi# konzentrierter Milchsdure (etwa 909, spezi-
Ritrcken  fisches Gewicht 1,2) 10mal verdiinnen. Die
Milchséure wird in kleinen Portionen lingere
Zeit evakuiert und unter CO,-Abschlul aufgehoben,
indem man sie in ein Chlorcalciumrohr der neben-
stehenden Form bringt (Abb. 21). Dieser AbschluB} ist
sauberer als mit Paraffinol. Der Milchsiure wird auf

je 100 ccm 1—2 Tropfen Oktylalkohol zugesetzt.

2. Ammoniaklosung: 4 cecm  konzentriertes
Ammoniak (259,) werden mit etwas Methylorange
versetzt und auf 100 ccm aufgefillt. Diese Losung
wird mit etwas gepulvertem Ba(OH), geschiittelt,
filtriert und das geléste Ba(OH), durch ein paar
Tropfen konzentriertes Ammoniumsulfat gefallt und
nach dem Absitzen entweder filtriert oder abgegossen.
Abb. 21. 3. 109,ige Schwefelsaure.

Blutentnahme. In ein Zentrifugenglas gibt man einige Milli-
gramme Na-Oxalat und neutrales Na-Fluorid, tiberschichtet mit
Paraffinum liquidum. Das Blut wird mit trockener, eventuell
paraffinierter Spritze entnommen und unter das Paraffin langsam
ausgespritzt, danach mit einem Glasstab gleichméfBig und an-
haltend geriihrt und scharf abzentrifugiert. Man entnimmt etwa
3 ccm Plasma, fiillt sie in einen 300 ccm fassenden Scheidetrichter
mit kurzem Rohr, den man aus einer Bombe oder Gasometer
mit Luft-Kohlensdure 5,59, fiillt. Dabei wird der Scheidetrichter
langsam gedreht. Es ist auch mdglich, den Scheidetrichter mit
Alveolarluft zu fiillen, indem man die letzten Reste einer normalen
Exspiration hindurchstreichen 1at. Der Wasserdampf der Lungen-
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luft wird durch eine mit Glasperlen angefiillte Pulverflasche
von, etwa 50 g Inhalt zuriickgehalten. Die Schlauch- und Glas-
verbindungen miissen geniligend weit gehalten werden. Das
horizontale Drehen des Scheidetrichters wird mit geschlossenem
Hahn und Stopfen bei Zimmertemperatur einige Minuten fort-
gesetzt, bis Plasma und Gas im Gleichgewicht sind, dann 148t
man das Plasma durch den Hahn wunter Paraffin laufen und
entnimmt die Analysenproben mit der Ostwaldschen Pipette,
die auflen sorgfiltig abgetrocknet wird.

Analyse. Der Apparat ist vollkommen mit Hg gefillt, das
Niveaugefé8 ist in Lage 2, im Trichter befinden sich einige
Tropfen NH,-Losung, der obere Hahn ist geschlossen, der untere
Hahn offen. Die gefiillte Ostwaldpipette wird mit dem Gummi-
schlauch angeprefit und ihr Hahn ge6ffnet. Durch das fallende
Hg wird jetzt beim Offnen des oberen Hahnes der Inhalt der
Pipette eingesogen bis zur Marke, beide Hahne geschlossen. In
den Trichter kommen etwa 1,5 cem Milchsdure, die bis zur
Marke 2,5 in die Kammer eingesogen werden, der obere Hahn
wird geschlossen; darauf durch einen Tropfen Hg gedichtet und
die Kammer evakuiert, indem durch Senken des NiveaugefiBes
das Hg bis zur Marke 50 ccm abflieBt. Jetzt wird 15—20mal
heftig geschiittelt und die Flissigkeit bis auf einen kleinen Rest
nach dem untersten Teil gesaugt, ohne daBl ein Teil des Gases
mitgerissen wird. Durch den linken Schenkel steigt das Queck-
silber in die Hohe, bis es in der Kammer und dem Niveau-
gefil gleich hoch steht. Das Volumen wird abgelesen und
aus den folgenden Tabellen die Alkalireserve berechnet unter Be-
riicksichtigung von Druck und Temperatur. Zuerst mufidasVolumen
auf 760 mm reduziert werden, ohne Riicksicht auf die Temperatur;
dies geschieht durch Multiplikation des abgelesenen Volumens mit
dem Faktor der Tabelle I. Da nun weiter durch die Milchsdure
sowohl physikalisch geloste wie chemisch als Bicarbonat gebundene
Kohlenssure ausgetrieben wurde, bedarf es einer zweiten Korrektur
durch Tabelle II, aus welcher, bei Anwendung von 1 ccm Plasma,
sofort die Alkalireserve in Vol.-%, CO, fiir Bicarbonat-Kohlen-
sdure abgelesen werden kann. Bei dieser Tabelle ist fiir die
Temperaturen eventuell zu interpolieren.

Beispiel. Abgelesen: 0,60 ccem CO, Bar. 755 mm Hg. Temp.
19° C. Reduktionsfaktor I = 0,9935 - 0,60 = 0,596. Alkalireserve
aus Tabelle II ergibt fiir
0,60 ccm bei 20° 48,1 10,596 bei 200 47,7
0,59 ccm bei 200 47,1 } — 0,06

Alkalireserve = 47,64 Vol.-9, CO,
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fir 1° Temperaturdifferenz erniedrigt sich der Wert um 0,06 Vol.- 9.
Es ist dringend zu empfehlen Ostwaldsche Pipetten zu benutzen.
Stehen diese nicht zur Verfiigung, so unterschichtet man die
1,0 cem Plasma in dem Trichter unter etwas Ammoniak und
saugt alsdann ein. Das iibrige bleibt dasselbe. Kommen nur 0,5 cem
Plasma zur Analyse, so wird Milchsiure nur bis zur Marke 1,25
zugesetzt und die Werte der Tabelle II verdoppelt. Es ist in
jedem Falle ratsam, Doppelanalysen zu machen. Unter normalen
Verhiltnissen liegt der Wert der Alkalireserve des Plasmas
zwischen 77 und 53 Vol.-9, CO,; méaBige Acidose ergibt Werte
zwischen 40 und 30, Komawerte unter 20.

Tabelle I. Reduktion des Gasvolumens ohne Temperatur-
beriicksichtigung auf 760 mm Hg

Barometer Faktor Barometer Faktor
732 0,963 756 0,995
34 66 58 97
36 68 60 1,000
38 71 62 03
40 74 64 06
42 76 66 08
44 79 68 11
46 81 70 13
48 84 72 16
50 87 74 18
52 89 76 21
54 92 78 24

Tabelle II. Alkalireserve in Volumen °/, CQ, bei Anwendung von
1cem Plasma,

. Alkalireserve in . Alkalireserven in
Redurirten | Volumen 1,00, | Hodvterer | Yamen vl c0,
nach nach Abzug der nach nach Abzug der
Tabelle T gelésten CO, Tabelle T gelosten CO,

150 | 20° | 25° | 30° 150 | 20° | 25° | 30°

0,20 9,1| 9,9(10,7|11,8 0,30 18,8 119,5|20,2 | 20,8

1 10,1|10,9 | 11,7| 12,6 1 19,7 | 20,4 | 21,1 | 21,7

2 11,0 11,8 12,6 | 13,5 2 20,7 21,4 |22,122,6

3 12,0 12,8 13,6 | 14,3 3 21,7122,3|23,0123,5

4 13,0 (13,7 | 14,5 | 15,2 4 22,6 | 23,3 | 24,0 | 24,5

5 |13,9|14,7(15.5|16,1 5 23,6 /24,2 24.9|25.4

6 14,9 (15,7 16,4 | 17,0 6 24,6 25,2 | 25,8 | 26,3

7 15,9 (16,6 | 17,4 | 18,0 7 25,5 26,2 | 26,8 | 27,3

8 |16,8/17,6(18,3|18,9 8 26,5 27,1(27,7(28,2

9 17,8 18,5|19,2 (19,8 9 27,5128,1|28,7 [ 29,1

0,30 18,8 (19,5 |20,2 | 20,8 0,40 28,4 29,0 29,6 | 30,0
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Fortsetzung von Tabelle II.

. Alkalireserve in . Alkalireserven in
Reduertes | {almen 7,0, | Rt | olomon v, Co,
nach nach_.Abzug der nach nach ‘.Abzug der
Tabelle T gelosten CO, Tabelle T gelosten CO,
159 | 200 | 250 [ 300 150 | 200 | 250 | 300

0,40 28,4129,029,6 | 30,0 0,70 57,4|57,6|57,9|57,9

1 29,4 30,0 30,5 | 31,0 1 58,4 | 58,6 | 58,9 | 58,8

2 30,3 130,931,5|31,9 2 59,4 | 59,5 | 59,8 | 59,7

3 131,3(31,9(32,4 32,8 3 60,3 60,5 | 60,7 | 60,6

4 32,3 132,8/33,4|33,8 4 61,3|61,4|61,7|61,6

5 133,2/33,8(34,3 34,7 5 62,3 62,4 (62,6 | 62,5

6 34,2 34,7, 35,3/ 35,6 6 63,2 | 63,3 | 63,6 | 63,4

7 -35,2 | 35,7 | 36,2| 36,5 7 64,2 64,3 |64,5|64,3

8 36,136,6 | 37,2|37,4 8 65,2 | 65,3 | 65,5 | 65,3

9 37.1|37,6] 381|384 9 66,1 66,2 | 66,4 | 66,2

0,50 38,1138,5| 39,0{39,3 0,80 67,1/67,2|67,3|67,1

1 39,1 39,5 40,0 | 40,3 1 68,1 | 68,1 | 68,3 [ 68,0

2 40,0 (40,4 (40,9 [ 41,2 2 69,0 | 69,1 [ 69,2 | 69,0

3 41,0 (41,4 41,9 421 3 70,0 (70,0 70,2 | 69,9

4 42,0(42,4 142,8 43,0 4 71,0 71,0 (71,1 (70,8

5 429 43,3 43,8 43,9 5 71,9 72,0 72,1 | 71,8

6 43,9 | 44,3 | 44,7 | 44,9 6 72,9172,9(73,0(72,7

7 44,9 |1 45,3 | 45,7|45,8 7 73,9(73,9 74,0 173,6

8 45,8 1 46,2 | 46,6 | 46,7 8 74,8|74,8 74,9 | 74,5

9 46,8 |47,1|47,5|47.6 9 75,8|75,8 75,8 | 75,4

0,60 | 47,748,1(48,5|48,6 0,90 76,8|76,7 76,8 | 76,4

1 48,7 149,0|49,4 49,5 1 77,8 \77,7177,7 (77,3

2 49,7 50,0 | 50,4 | 50,4 2 78,7 |78,6 | 78,7 |78,2

3 50,7151,0|51,3|51,4 3 79,7179,6 |79,6 {79,2

4 51,6 51,9 52,2 52,3 4 80,7 |80,5 | 80,6 | 80,1

5 |52,6/52,853,2|53,2 5 81,6 81,5 |81,5 | 81,0

6 53,6 53,8 | 54,1 | 54,1 6 82.6182,5 82,4 (82,0

7 54,5 54,8 55,1|55,1 7 83,6 83,4 |83,482,9

8 55,5 | 55,7 | 56,0 | 56,0 8 84,5(84,4 | 84,3 | 83,8

9 56,5 | 56,7 | 57,0 56,9 9 85,5|85,3 | 85,2 84,8

0,70 57,4 57,6 57,9 57,9 1,00 86,5 86,2 86,2 | 85,7
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Eine tabellarische Ubersicht der Mineralbestandteile des
Organismus gibt folgende Tabelle nach THANNHAUSER, Lehr-
buch der Stoffwechselkrankheiten.

Mineralstoffe im Serum.

mg 9/, mg %/, Konzentration
Grenzwerte Mittelwerte in Aquivalenten
Cl. . ..... 320—400 355 0,100 n
HCO,. . . .. — 160 0,026 n
SO4. . . . .. —_ 22 0,002 n
HPO,. . . .. 3—15 10 0,002 n
Na ...... 280—320 300 0,130 n
K ...... 16—24 20 0,005n
Ca . ..... 8—16 10 0,005 n
Mg...... 1—4 21/, - 0,002n
Summe 880 saure: 0,133 n
bas.: 0,142n
Mineralstoffe in Organen (mg 9/,).
Na K ca | M a1 Gesamt | wasser-
g HPO, [l6sl. HPO,
Haut
(Kaninchen)| 179 204 18,2 8,5 — — —
Gehirn . . — |150—300, 4—41| 15 [131—145| 1000 250
Skelet-
muskel . .|150—89(330—400| 3—19|20—30| etwa 60 |500—700| 470— 650
Herz. . 110 340 7—26| 17,4 |100—170, 630 —_
Lunge . .| — —  |[14—32| — |210—260| 260 —
Leber . . —_ — 5—20 9—17| 96—207/800-1200 —

II. Organische Bestandteile.

Himoglobin. Das Hémoglobin kann nach zwei Methoden
bestimmt werden: auf Grund seiner Fihigkeit O, oder CO pro
Gramm in bestimmter Menge zu binden (1 g Hgb bindet bei
760 mm und 0°C 1,34 cmm O,) und durch seine Farbeigenschaften.
Praktisch kommt nur letztere in Betracht und wenn auch die
gebriuchlichen Methoden nicht sehr genau sind, so entsprechen
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sie doch den praktischen Bediirfnissen. Ein Mifstand hat sich
jedoch eingestellt und das ist die Unsicherheit fir den Normalwert,
den man als 1009% Hgb bezeichnet. Die Angaben hierfir
schwanken von 14—18 g und es ist selbstverstdndlich, dafl die
hiervon prozentual angegebenen Werte noch weiter schwanken
je nachdem, welcher Normalwert als Bezugszahl genommen wird.
Es ist deshalb durchaus zu begriilen, wenn alle Werte fiir Hgb,
wie es ebenso bei allen anderen Stoffen im Blut geschieht in Gramm
pro 100 cem angegeben werden. Man wird sich sehr bald an diese
Zahlen gewohnen und ihren normalen oder anormalen Wert
beurteilen lernen. Es kommt hinzu, da die von SAHLI angesetzte
Skala so hoch ist, daB normale Ménner nur 80, Frauen nur 709,
Hgb haben. Diese Werte miissen also in der Praxis korrigiert
werden und es sind zu allem UberfluB auch sogenannte korrigierte
Sahlirohrchen in Gebrauch. Es wéire vollkommen ausreichend,
wenn der praktisch am meisten gebrauchte Apparat nach SAHLI
nicht eine Einteilung in %, des Normalwertes, sondern in g-%,
erhielte.

Prinzip. Die Methode von SaHLI griindet sich darauf, daB
Blut in n/;, HCl nach kurzer Zeit salzsaures Hamatin bildet und
dal durch Verdinnen die Farben der Probe und eines Vergleich-
stabes gleich gemacht werden. Der Verdiinnungsgrad gibt gleich-
zeitig ein Mal fir die Menge vorhandenen Hgb.

Ausfihrung. Man fillt das Vergleichsrohrchen des Apparates,
der wie ein Walpolscher Komparator gebaut ist, mit n/;, HCI
bis zur Marke, fiigt aus einer Capillarpipette 20 mm3 Blut hinzu,
spiilt die Pipette mit der Fliissigkeit aus und vergleicht nach
1 Minute, indem man gewohnliches Wasser unter Mischen so lange
zugibt, bis die Farbe der Probe und des Vergleichstabes gleich
sind. Aus der Skala an dem speziell geeichten Prober6hrchen
ergibt sich unmittelbar der Hgb-Gehalt. Die Farbe des Vergleich-
stabes ist ofter zu kontrollieren; da auch normale Werte um
+209%, des Mittelwertes schwanken, mufl die Kontrolle mit
Hilfe der Sauerstoffbindung des Hgb durchgefiihrt werden. Die
Methode von BURKER liefert genauere und direkte Werte in
g-%., sie ist aber umsténdlicher und in der Praxis wird keine
solche Genauigkeit verlangt.

Reststickstoff. Der Stickstoff des Blutes oder Serums, auch
von Geweben, Driisen usw., ist einerseits im Eiweil enthalten
(Durchschnitt 16,0%,) und andererseits in solchen Stoffe, die
mit den meisten der sogenannten EiweiBfiallungsmitteln nicht
gefillt werden. Hierzu gehoren:

Hinsberg, Bestimmungsmethoden T. D
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Gehalt im Serum in mg 9,
N 1 Maximaler
ormaler pathol.
Harnstoff . . . . . . . 30—50 700
Harnséure. . . . . . . 2—4 50
Kreatin-N und 1—9
Kreatinin-N -
Aminosguren N, . . . . 5—8 bis 200
Bilirubin. . . . . . . . 0,1—0,8 5,0
Indikan . . . . . . .. bis 0,1 bis 2,5
Ammoniak-N. . . . . . 0,02—0,04 —
Rest N . . 25—40 500

Man faft den Stickstoffgehalt dieser gesamten Stoffe unter
dem Begriff Reststickstoff zusammen, dessen physiologische
Grenzen, ziemlich weit schwanken, dessen Kenntnis aber fiir die
Diagnose bei allen Formen der Nephritis, Anurie und der Urémie
duBerst wichtig ist. Auch bei Lebererkrankungen, Herzfehlern
und Chlorverlusten findet sich eine Steigerung. Daneben sind mit-
unter die Einzelfraktionen zur Frithdiagnose (Indican) ebenfalls
von Bedeutung. Die Bestimmung des Harnstoffs wird oft wegen
der leichten und schnellen Methodik vorgezogen.

Methodik, Prinzip. Ebenso wie im Organismus aller Stickstoff
der Nahrung in NH; umgewandelt wird, kann man in vitro das-
selbe erreichen, wenn man die Losung der organischen Sub-
stanzen mit konzentrierter HySO, kocht, der man etwas CuSO,
zusetzt um eine schnellere Verbrennung des Kohlenstoffs zu er-
reichen. Der gesamte N bleibt als (NH,),SO, zuriick, wird mit
NaOH oder KOH als NH; in Freiheit gesetzt, iiberdestilliert, in
einer bestimmten Menge einer n/;o, H,SO, aufgefangen und der
UberschuBl der Séure titrimetrisch bestimmt. Methode von
KserpasL. Sind die NHj-Mengen sehr klein, so verwendet man
D/gq0 bis n/g50-Séure. Nun ist mit gewohnlichen Indikatoren, zum
Beispiel Neutralrot, der Umschlagspunkt bei der Neutralisation
in so verdiinnten Losungen nur schwer zu erkennen und wegen
der groflen Verdiinnung an sich schon fehlerhaft. Deshalb benutzt
man die Tatsache, daB sich HJO; und 5 HJ = 3 J,+3 H,0
umsetzen, um die Séure ,,jodometrisch’ zu bestimmen.

KJO; und KJ reagieren nimlich nicht miteinander, deshalb
wird nur so viel Jod frei, wie durch H,SO, aus KJO; und KJ die
entsprechenden Sduren HJOy; und HJ in Freiheit gesetzt werden.
Das ausgeschiedene Jod 148t sich mit Natriumthiosulfat und
Stérke sehr genau titrieren (vgl. S. 10).



Reststickstoff. 67

Reagenzien.

. 10%, Trichloressigsdure zum Enteiweilen.
. Etwa 2n Hy,S0, (9%).
. Genau n/;y, HyS0,.
H,S0, 50 Vol.-%, puriss mit 3% CuSO, - K,80, (eventuell
mit HCIO, oder Cerisulfat).
5. 33% NaOH.
6. 19, Stéarke.
7. Mischung von n/;g KJO; und n/;q KJ in brauner Flasche
mit einem Tropfen Hg um Jodausscheidung zu verhindern.
8. n/199 Na,S,0, dessen Titer jeweils gegen die genau nfyq,
H,80, festgestellt wird.
Apparatur. Ein Veraschungsgestell (Abb. 22). Eine Destilla-
tionsapparatur nach PrEGL (Abb. 23). Bei dem Veraschungs-

W b=

zur Wasserstrah/-

Abb. 22. Veraschungsgestell nach PAUL HAACK, Wien.

gestell ist empfehlenswert eine Konstruktion, bei der die Hélse
der Kjeldahlkolben in ein gemeinsames Glasrohr ragen, aus dem
die stark sauren Dampfe bei der Verbrennung durch eine Wasser-
strahlpumpe abgesaugt werden (Abb.22). Bei der Destillations-
apparatur ist zu empfehlen, das Ammoniak aus dem Veraschungs-
kolben durch Durchblasen von Wasserdampf iiberzudestillieren,
wozu Apparate der verschiedensten Konstruktion vorhanden sind,
die im Prinzip, aber so wie Abb. 23 darstellt, arbeiten. Wird das
Blut nicht sofort enteiweillt, so versetzt man je 10 cem um die
Gerinnung zu verhiiten mit 10—20 mg reinstem Na ad K-Oxalat.
Hiervon pipettiert man dann genau 5 cem in einen MeBkolben
mit 30 cem H,0, wartet die Himolyse ab und gibt 10 ccm 109,
Trichloressigsdure unter gutem Schiitteln dazu. Der entstehende
Niederschlag muf} eine braune Farbe haben, sonst gibt man noch
tropfenweise Trichloressigsdure hinzu, schiittelt wieder und fiillt
alsdann auf 50 ccm auf. Nach 15 Minuten kann filtriert werden.

5*
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Vom Filtrat werden zweimal genau 10 cem in den Kjeldahlkolben
getan, mit 1 ccm konzentrierter HySO, versetzt und mit je zwei
Glasperlen vorsichtig erhitzt und so lange gekocht, bis alles Wasser
verdampft ist und eine griinliche klare Losung in der iibrig-
bleibenden konzentrierten H28’O vorhanden ist. Ein Leerwert,

Sammel-
gerib

Doppelwandiges
Destillationsgefi8

(

Titrierkolben

\
|I

\
\
\

//
s

Abb. 23. Deétillationsapparat zur Bestimmung des Rest N mit automatischer
Entleerung.

der statt Blut destilliertes Wasser enthilt, wird gleicherweise
behandelt. Man 148t erkalten, verdiinnt mit wenig Wasser und
spiilt den Inhalt des Kolbens guantitativ durch Einfiilltrichter I
in den Apparat iiber, indem man den Kjeldahlkolben mehrfach mit
wenig Wasser ausspiilt. Unter den Kiihler des Destillations-
apparates setzt man einen etwa 150 ccm fassenden Erlenmeyer-
kolben oder Becherglas, der 10 cem n/yoo HySO, (sehr genau
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abmessen) enthilt, gibt durch den Trichter I 3 cem 339, Natron-
lauge und beginnt mit dem Durchblasen von Wasserdampf. Das
Kiihlerrohr muf} in die vorgelegte Schwefelsdure eintauchen und
die Dampfentwicklung so geregelt werden, daf} das untere Kiihler-
rohr sich nicht erwirmt. Nach 10 Minuten wird das Vorlagegefa3
so tief gesetzt, daB das Kiihlerrohr nicht mehr eintaucht, man
148t noch weitere 10 Minuten abdestillieren und entfernt sodann
die Vorlage, in welche man 3 cem des KJOy-KJ-Gemisches gibt.
Das ausgeschiedene Jod wird aus einer Mikrobiirette mit n/ go-Thio-
sulfat und Stirke als Indikator titriert.

Es ist ratsam, der n/;o,-Schwefelsaure einen Tropfen Phenol-
phthaléin zuzusetzen, damit man an der Rotfirbung erkennen
kann, ob etwa die H,SO, von dem iiberdestillierenden NH; voll-
stindig verbraucht wurde. Man kann, um die Analyse zu retten,
oft noch eine abgemessene Menge n/;o, H,SO, nachfiillen. Es
sollen  immer 25% p Sehlfstopten
H,S0, im Uberschufl g Ltnstpren
sein. Werden neue -
Apparate in Betrieb
genommen, oder haben
alte lange gestanden,
so  blist man am Z° F wory okt
besten einige Zeit, ohne  Sertenansicht
das Kiihlwasser anzu- """

. Abb. 24. Vakuumapparatur zur Bestimmung des
stellen, reinen Wasser- “ Rest N und Harnammoniaks nach HINSBERG.

dampf durch. Die
Kiihlung darf danach erst angestellt werden, wenn der Apparat
erkaltet ist. Das Wasser des Dampfentwicklers soll mit Schwefel-
oder Phosphorsidure angesiuert sein. Kessel aus Kupfer geben
einen konstanteren Dampfstrom als Glaskolben, das Wasser darf
hier nicht angesiuert werden. Das Titrationsergebnis des Leer-
versuches ist bei jedem Hauptversuch in Abzug zu bringen.
Vakwumapparat. Eine einfache Apparatur ist die nach Abb. 24,
Sie arbeitet nach folgendem Prinzip: Ammoniak ist aus saurer
Losung nicht fliichtig, weil es als Salz gebunden ist. In alkalischer
Losung, besonders aber im Vakuum ist es sehr leicht fliichtig.
Erfolgt die Destillation in einem abgeschlossenen Vakuum, wie
es in dem oben dargestellten Apparat (Abb. 24) moglich ist, so
hat dies den Vorteil, da die Destillation schnell erfolgt und ohne
Wartung, weil nur eine beschrinkte Flissigkeitsmenge in dem
abgeschlossenen Raum destillieren kann. Das Volumen der Flissig-
keit bleibt konstant und daher ist die Titration sehr genau. Die
Konstruktion ist aus der Abbildung zu ersehen und die Hand-
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habung folgende: Man gibt in den Teil A, einen bestimmten Teil
des veraschten Blutfiltrates, z. B. 3 ccm, welches man in kleinen
Kjeldahlkolben von 10 cem auf ein bekanntes Volumen aufgefiillt
hat. Die Veraschungskolben haben folgende Form: Abb. 25.
Das gebogene Ansatz-
rohr a ist mit einem
kurzen Schliff angesetzt
und verhindert, daB3
Substanzverlust  durch
Spritzen eintritt. Die
Dampfe steigen durch
_ den Schenkel b hoch
o und das Kondensations-
H”’” obrenner  produkt flieBt durch c
Abb. 25. Veraschungskolben zur Rest N- 24t Kolben zuriick. Der
Bestimmung nach HINSBERG. Kolben wird in einer
Klammerlose eingespannt

und der Inhalt iber einem kleinen Drahtnetz mit Mikrobrenner
verascht. Dabei mull der Teil b, senkrecht stehen, damit durch
StoBen keine Fliissigkeit herausgeschleudert wird. AufBerdem
gibt man ein etwa 1cm }langes Stiick einer einseitig zu-
geschmolzenen Glascapilla;‘eillin den Kolben. Zum Veraschen
pipettiert man z. B. 5 cem eiweiBfreies Serumfiltrat in den
Metamiammer  JOlben (= 0,5 cem Blut), gibt dazu

0,5 ccm Schwefelsdure mit Kupfer-
sulfat, verascht vollkommen, fiillt
dann bis zur Marke 10 ccm auf
und entnimmt nach dem Mischen
3 ccm zur Destillation (= 0,15 ccm
%50 Blut). In A, gibt man die notige
Menge Natronlauge (1 cem) und in
= Teil B z. B. 3,00 ccm n/,oy H,SO,.
Dann werden die gefetteten Schliff-
stopfen eingesetzt, durch Hahn H
an der Wasserstrahlpumpe eva-
U U kuiert, dieser wieder geschlossen
Abb. 26'V££§§§;§%m*‘tfgrbad 7w und danach der Inhalt von A,
und A, vorsichtig gemischt, damiv

der Inhalt von A nicht heftig siedet. Das Ganze kommt mit
Teil A in ein Wasserbad (Abb. 26) von etwa 65° und mit Teil
B in ein solches von 15° und es destilliert innerhalb 30 Minuten
das gesamte Ammoniak nach Teil B. Ist die Destillation beendet,
so kann der Apparat verschlossen beliebig lange stehen, ohne

o Brenner Gestell 1
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daB sich das Resultat dndert. Zur Titration wird das Vakuum
aufgehoben, die Stopfen entfernt und der Séureiiberschul3 jodo-
metrisch wie oben angegeben bestimmt. Den Leerwert braucht
man so lange dieselben Reagenzien benutzt werden nur einmal zu
bestimmen, weil die stérenden Einfliissse der Luft fortfallen,
da die Destillation in einem abgeschlossenen Raum stattfindet.

Mit dieser Anordnung lassen sich noch 0,02 mg Stickstoff
mit einer Genauigkeit von -59, bestimmen, d.h. der Rest-
stickstoff in 0,1 ccm Blut.

Berechnung des Rest N. 1 cem n/yy, HySO, entspricht 0,17 mg
NH; oder 0,14 mg N,.

Der Titer der Thiosulfatlosung sei gefunden zu 0,971
(vgl. S. 7).

Verascht wurden z. B. 10 ccm Filtrat und destilliert. Vorgelegt
wurden 10 cem 1/, H,SO,, zuriicktitriert 4,68 ccm Thiosulfat, das
ist reduziert 4,68 - 0,971 = 4,54 ccm. Mithin verbraucht 5,46 ccm
n/190 H,S0, = 5,46 - 0,14 = 0,765 mg N,. Diese waren enthalten
in 10 cem Filtrat = 1 ccm Blut, ergibt einen Rest N von 76,5mg-9%,.
War ein Leerwert vorhanden z. B. 0,36 ccm H,SO, verbraucht, so
errechnet sich aus dem Resultat 5,46 — 0,36 = 5,10 cemn/ 5o HySO,4
verbraucht, entsprechend im Blut 0,713 mg N = 71,3 mg-9%, Rest N.

Mit der Vakuumapparatur ergibt sich folgende Rechnung:

Hauptversuch n/,, HySO, vorgelegt. . . 3,00 ccm
Thiosulfat verbraucht 2,210 ccm (Titer 0,971)
Thiosulfat reduziert. . . . . . . . . . . 2146 ccm
H,S0, verbraucht. . . . . . . 0,854 ccm
Leerwert : n/,o, H,SO, vorgelegt . . . . 3,00 ccm
Thiosulfat titriert 3,04 . . . .(Titer 0,971)
n/190 Thiosulfat reduziert Coe 2,95 cem
H,S80, verbraucht . . . . . .  0,05cem

Wirklicher Verbrauch = 0,804 =0,1125 mg N,. Verascht 0,5 ccm
Blut (5 cem Filtrat) aufgefillt ad 10 cem, davon 3 cem = 0,15 cem
Blut. Mithin 0,1125mg N, in 0,15 ccm Blut. 72,5mg N, in
100 ccm Blut.

Gesamt N. Ebenso wie man den Reststickstoff bestimmt, nach-
dem man das Eiweil entfernt hat, kann man auch den Gesamt-
stickstoff des Blutes bestimmen. Man wird zu diesem Zweck
etwa 0,1 ccm Vollblut oder Serum direkt in den Kjeldahlkolben
pipettieren mit H,SO, - CuSO, versetzen und veraschen. Dies
dauert naturgemifl wegen der gréBeren Menge organischer Stoffe,

1 Die Apparatur ist zu beziehen durch E. MULVERT, Wiesbaden,
Frankfurter Strafe 31.
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besonders Eiweif3, langer, in jedem Falle mufl man eine vollstdndig
klare Losung in konzentrierter HySO, abwarten. Der Veraschungs-
riickstand der auch hier allen N, als (NH,),SO, enthilt, wird,
wie zuvor beschrieben, bestimmt. Wesentlich ist die Bestimmung
des ges. N, fiir den Harn, umgerechnet auf die Tagesausscheidung
um das Stickstoffgleichgewicht kontrollieren zu kénnen.

Der Methodik ist nichts Neues hinzuzufiigen. Es 148t sich
aus der Differenz von ges. N und Rest N der EiweiB3stickstoff
berechnen aus dem durch Multiplikation mit 6,25 der Eiweil3-
gehalt zu bestimmen ist.

Zum Beispiel: ges. N, gefunden . . 1326 mg-9%,
Rest N, . . . . . . 46
EiweiB N, . . . . . 1280 mg-% .6,25 =
Eiweily 8,00%,.
Der Eiweifigehalt ist aber einfacher durch Refraktion zu
bestimmen.

Xanthoproteinreaktion. Bei Niereninsuffizienz gehen hohe
Xanthoprotein- und Indikanwerte fast parallel. Beide zeigen eine
Vermehrung der Darmfiulnisprodukte im Serum an, und be-
ruhen auf aromatischen Abkémmlingen des Tyrosins und Trypto-
phans. Beim Gesunden ist der Gehalt des Serums an diesen
Stoffen sehr gering, vermehrt bei Niereninsuffizienzen, Urdmie,
wo sie oft in Verbindung mit Harnstoff und Rest N-Bestimmungen
differentialdiagnostisch verwertet wird.

Prinzip. Die aromatischen Stoffe werden durch Salpetersiure
nitriert, und die entstandenen Nitroverbindungen lésen sich mit
gelb-brauner Farbe in Natronlauge.

Reagenzien. 1.209%, Trichloressigsiure.

2. Konzentrierte HNO, spezifisches Gewicht 1,4.

3. Reine 339, Natronlauge.

Ausfithrung. Das Serum wird mit gleichen Mengen 209%iger
Trichloressigsdure versetzt, gemischt und filtriert. Das klare
eiweillfreie Filtrat wird mit 1 seines Volumens an konzentrierter
HNO, versetzt und 15 Minute in leichtem Kochen gehalten, ab-
gekiihlt und etwa die Halfte des Volumens Natronlauge zugefiigt.
Normalerweise erfolgt Gelbfarbung, die in pathologischen Fallen
gelbbraun bis braun ist und nach einiger Ubung gut geschétzt werden
kann, besonders wenn man 6fter Normalproben daneben macht.

Nach den Angaben von BECHER 148t sich die Farbe in einem
Authenriethschen Colorimeter gegen verdiinnte H,Cr,0,-Losung
vergleichen und aus den Zahlen wesentliche Schliisse fiir die
Differentialdiagnose ziehen.
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Harnstoff. Der Harnstoff macht den wesentlichsten Anteil
des sogenannten Rest N (siehe dort) aus. Sein Anteil am Rest N
ist nicht konstant und ist besonders bei Niereninsuffizienz sowohl
anteilmiBig wie absolut erhéht. Seine Bestimmung bietet zweifellos
in manchen Fillen ein Kriterium zur schnellen Diagnose einer
Niereninsuffizienz und die Bestimmung, wenigstens mit diagno-
stisch geniigender Genauigkeit, ist sehr einfach und schnell ausfiihr-
bar. Die genaueste aber um-
standliche Methode ist die gra-
vimetrische mit Xanthhydrol; A
auch durch fermentative Spal-
tung in NH, und CO, 148t sich
der Harnstoffgehalt ermitteln,
die einfachste ist aber sicher
die Bromlaugenmethode von
KowaARrsky.

E =5
EEn owe

Prinzip. Ein Ureometer, wie
nebenstehende Abb. 27, wird
mit einer konzentrierten Salz-
l6sung gefillt, damit sich die Ab-
sperrfliissigkeit und das Blut- 0
filtrat nicht mischt. Das Blut-
tiltrat wird durch den Trichter A
eingefiillt, Bromlauge zugesetzt
und nach Beendigung der Gas-
entwicklung der Flissigkeits-
spiegel in beiden Schenkeln Abb. 27. Ureometer nach KOWARSKY.
gleich hoch eingestellt, das
Volumen abgelesen und die Harnstoffmenge aus der beifolgenden
Tabelleentnommen. Die Reaktion verldauft nach folgendem Schema :

NH,

oo/ + 3 BrONa = CO, +2 H,0 + N, + 3 NaBr.

NH,

Davon entweicht nur der N, gasformig, wahrend CO, von der
Lauge gebunden wird.

Aus der Gleichung ergibt sich, daB aus jedem Molekiil
Harnstoff 1 Mol Stickstoff frei wird, welcher, wie alle Gase bei
0° und 760 mm Hg, einen Raum von 22400 ccm einnimmt.
Diese 22400 ccm wiegen 28,00 g (Molekulargewicht des Stick-
stoffs) und so ist es méglich aus dem Volumen des Stickstoffs
das Gewicht des in Reaktion getretenen Harnstoffes zu berechnen.

£88388
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Reagenzien. 1. Konzentrierte Salzlosung: 150 g K,SO, und
350 g NaCl werden mit 11 Wasser bis zum Kochen erhitzt und
nach dem Abkiihlen vom Unléslichen abfiltriert.

2. 40%, NaOH ﬁ)f%mla-uge aBus 20 cem Nal?{H i{l—

3. Brom in kl. Tropfflasche [ 40 Tropfen Brom in einen Misch-

zylinder mit Glasstopfen.

4. 109, Trichloressigsiure.

Ausfithrung. Man mischt in einem Zentrifugenglas gleiche
Teile Blut oder Serum und Losung 4, zentrifugiert 10 Minuten
und nimmt von der klaren Fliissigkeit 2,5 bis 5 ccm in den Teil A
des Apparates, nachdem B und C mit der Losung 1 gefiillt waren.
Der Dreiweghahn, Hahn b, wird so gestellt, daf Flissigkeit aus B
durch d abflieBen kann, wenn a gedffnet wird, wodurch gleich-
zeitig eine zu bestimmende Menge Blutfiltrat nach B gelangt und
ein entsprechender Teil der Losung 1 durch d abflieBt, wihrend
der Teil C abgesperrt ist; a wird wieder geschlossen und der
Trichter A mehrmals mit Wasser mit Hilfe einer Wasserstrahl-
pumpe und Saugrohr ausgewaschen, dann mit Bromlauge gefiillt
und davon 5 ccm nach B abflieBen lassen. Die Gasentwicklung
beginnt sofort und ist nach etwa 10 Minuten beendet. Jetzt
wird aus Teil C durch entsprechende Drehung von b soviel Fliissig-
keit abgelassen, daB das Niveau in B und C gleich ist, wihrend
die Flissigkeiten durch den Dreiweghahn komunizieren. Das Gas-
volumen wird abgelesen, Temperatur und Barometer festgestellt
und der entsprechende Wert aus der Tabelle entnommen. Dieser
gibt die Gramm Harnstoff pro Liter fiir 1 cem gefunden N, an,
was in der Ausrechnung zu beriicksichtigen ist. Zum Beispiel
gefunden 0,553 cem N, 755 mm und 20° C (Faktor 1,95).

Tabelle zur Harnstoffbestimmung (nach KowARSKY).

1cem Stickstoff entspricht Grammen Harnstoff im Liter.
Temperatur in Celsiusgraden.

Baro- 0 0 0 ] 0 0 0

meter 10 12 14 160 | 180 | 20 22 24 25
710 1,91 | 1,90 | 1,88 | 1,86 | 1,84 | 1,83 | 1,81 | 1,80 | 1,78
720 1,94 | 1,92 | 1,91 | 1,89 | 1,87 | 1,85 | 1,84 | 1,82 | 1,80
725 1,95 | 1,93 | 1,92 | 1,90 | 1,89 | 1,87 | 1,85 | 1,83 | 1,82
730 1,97 | 1,94 | 1,93 | 1,91 | 1,90 | 1,88 | 1,87 | 1,85 | 1,83
735 1,98 | 1,96 | 1,94 | 1,93 | 1,91 | 1,89 | 1,88 | 1,86 | 1,84
740 1,99 | 1,97 | 1,96 | 1,94 | 1,92 | 1,90 | 1,89 | 1,87 | 1,86
745 2,01 1,99 | 1,98 | 1,96 | 1,94 | 1,92 | 1,91 | 1,89 | 1,87
750 2,02 | 2,00 | 1,99 | 1,97 | 1,95 | 1,93 | 1,92 | 1,90 | 1,88
755 2,04 | 2,02 | 2,00 | 1,98 | 1,96 | 1,95 | 1,93 | 1,92 | 1,90
760 2,05 | 2,03 | 2,01 | 2,00 | 1,98 | 1,96 | 1,95 | 1,93 | 1,91
765 2,06 | 2,05 | 2,03 | 2,01 | 1,99 | 1,97 | 1,96 | 1,94 | 1,92
770 2,08 | 2,06 | 2,04 | 2,02 | 2,00 | 1,98 | 1,97 | 1,95 | 1,93
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Der Leerwert ergab 0,04 ccem N, aus 5cem Bromlauge +
2 5cem Trichloressigsdure auf das Doppelte mit Wasser verdiinnt.
Aus dem Blut stammen demnach 0,513 ccem = 1,00 g Harnstoff
im Liter (100 mg-9%,). Die Tabelle gilt nur bei 2,5 cem Filtrat =
1,25 cem Blut und der Faktor ist bei 5 cem Filtrat zu halbieren
und bei 1,25 cem Filtrat zu verdoppeln. Die Menge Filtrat richtet
sich nach der Menge Harnstoff, besonders im Harn.

Auch Harn 148t sich nach dieser Methode sehr gut verarbeiten,
er ist aber stets doppelt und bei einem spezifischen Gewicht iiber
1,01 vierfach zu verdiinnen, auf jeden Fall mit Trichloressigsdure
zu fillen. Die Gesamtharnstoffausscheidung betrigt beim Mann
etwa 30 g pro die, bei der Frau etwa 27 g pro die mit groBen
individuellen Schwankungen.

Harnsidure im Blut. Jedes Blut enthilt Harnsdure, die aber
nur dann einen vergleichbaren Wert hat, wenn der Patient
mindestens 3 Tage vollig purinfreie (fleischlose) Kost erhalten
hat. AuBerdem soll das Blut morgens niichtern entnommen, sein
und zur Bestimmung wird stets Serum verwendet. Der normale
Harnsdurewert im menschlichen Serum ist 2—4mg-9% und
steigt sowohl im Laufe eines Tages bei der Nahrungsaufnahme
wie besonders bei einigen Erkrankungen Gicht, Herzinsuffizienz,
Leukémie u. a. Diagnostisch wertvoll ist der Harnsduregehalt unter
den oben angefiihrten Bedingungen. bei einer beginnenden Nieren-
insuffizienz. Bei der Gicht sind 5—10 mg oft vorkommende Zahlen
und es sind auch Werte von 50 mg-9, berichtet worden.

Das Prinzip der Methode ist, daB Harnséure ein speziell
zusammengesetztes Reagens zu reduzieren vermag, ohne dafl
andere Serumbestandteile nach Entfernung der Proteine stéren,
und die dabei auftretende blaue Farbe colorimetrisch bestimmt
wird. Gerade hier ist das Absolutcolorimeter besonders geeignet,
weil die Harnséurestandardlosungen sehr rasch zersetzt werden
und dies zu wesentlich h6heren Werten fithren kann.

Reagenzien: Die Methode ist von THANNHAUSER modifiziert
worden und braucht folgende Reagenzien.

1. Harnsiurereagens. 100 g Na-Wolframat (MERCK) werden
in einem 21 fassenden Rundkolben in 600 ccm H,0 gelost, 50 g
reines Arsenpentoxyd (Arsensdureanhydrid) zugesetzt 25 ccm
einer 859, syruposen Phosphorsiure zugegeben und mit
20 ccm konzentrierter HCI (spezifisches Gewicht 1,19) 20 Minuten
lang gekocht, abgekiihlt und auf 11 aufgefillt und filtriert.

2. Cyanidlésung: 50 g frisches NaCN werden in 335 cem einer
0,4% NaOH gelost. (Die Losung soll vor Gebrauch 2 Wochen
stehen. Nur mit Biirette abmessen.)
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3. Harnsdurestandard nach ForiN: reinste Harnsdure wird
im Vakuumexsiccator iiber H,SO, 48 Stunden in diinner Schicht
getrocknet, davon genau 1,000g - analytisch abgewogen und
quantitativ durch einen Trichter in einen MeBkolben von 1000 ccm
gespiilt, wozu man eine Loésung von 0,5 Lithiumcarbonat in
150 cem Wasser, bei 600 gelost, verwendet. Man kiihlt ab, fiigt
noch etwa 300 ccm Wasser zu, auch 25 ccm 40% Formalin und
3 ccm Eisessig. Sobald die Kohlensdure entfernt ist, wird genau
ad 1000 ccm aufgefiillt, bzw. wenn man etwas mehr Harnséure abge-
wogen hatte, auf ein entsprechend gréBeres Volumen (vgl.
hierzu S. 7).

4. 109, Na-Wolframat.

5.3% H,S0,.

Ausfithrung. In einen 100 ccem MeBkolben gibt man etwa
80 cem Wasser, genau 5 cem Serum, 5 cem Na-Wolframat und
5cem 3%, H,S0,, schittelt gut, fillt ad 100 cem auf, filtriert
nach ¥, Stunde. 80 ccm Filtrat kommen in einen frischen 100 ccm
MeBkolben, dazu 5 ccm der Cyanidlosung aus etner Biirette! (Das
Pipettieren ist sehr gefahrlich) und 2 cem Harnsidure Reagens,
filllt auf 100 ccm auf und colorimetriert nach 5 Minuten. Als
Standardlosung oder als Vergleichslosung zur Herstellung der
Eichkurve fiir das Absolutcolorimeter verdiinnt man die Harn-
sdure-Standardlosung finffach mit Wasser (20 mg-9%,) und stellt
hiervon Verdiinnungen her, die 1—10 mg-%, Harnséure enthalten.
Davon nimmt man je 5 cem und behandelt sie genau so wie das
Serum, einschlieBlich der Féllung des EiweiBles, bringt sie im
Absolutcolorimeter zur Ablesung, oder sucht sich nur eine passende
Konzentration aus, um nach DuBosq (vgl. S. 20) zu colori-
metrieren. Die angegebenen Volumina kénnen leicht auf die
Hilfte bis ein Viertel reduziert werden.

Berechnung vgl. S. 22 bzw. 32.

Harnséiure im Harn. Die Harnsdurebestimmung im Harn ist
bei Belastungsproben zur Bestimmung der Ausscheidung exogener
Harnsdure wichtig, aber die Konzentration schwankt je nach der
Tagesharnmenge in weiten Grenzen. Deshalb ist hier eine Absolut-
colorimetrie mit festliegenden Eichkurven besonders geeignet.
Der Harn ist vor der Bestimmung 1:20 zu verdiinnen.

Reagenzien. 1. Harnsdurereagens wie oben.

2. 5% Na-Cyanid mit 2 ccm konzentrierter NH; (25%,) auf
je 1000 ccm (mat Biirette abmessen), 6—8 Wochen haltbar!

3. Harnsdurestandard: 1—10 ccm Harnsdurestandard (siehe
oben) werden auf 100 ccm verdiinnt (5—10 Proben) und hiervon
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je 20 cem entsprechend der Harnmenge zur Herstellung der
Eichkurve benutzt oder bei direktem Vergleich eine dem ver-
diinnten Harn entsprechende Konzentration gewéhlt.

Ausfiikrung. 20 cem  verdinnter (1:20) Harn oder eine
Standardlosung werden in einem groBen Reagensglas mit 10 ccm
der 5%, Na-Cyanidlosung versetzt und 2 ccm Harnsdurereagens
zugegeben. Dann wird sehr sorgfaltig gemischt und nach 5 Minuten
colorimetriert, und der Wert einer gleicherweise hergestellten
Eichkurve entnommen (siehe S.32).

Bilirubin im Serum. Auch das normale Serum ist gelb geféirbt,
zum Teil von Bilirubin, zum Teil von Luteinen und Lipochromen.
Gelbfarbung des Serums durch Gallenfarbstoff ist ein Zeichen
von Leberinsuffizienz oder vermehrtem Blutzerfall (Icterus
hémolyticus und Andmia perniciosa). Wegen der anderen im Serum
vorkommenden gelben Farbstoffe, ist eine direkte Colorimetrie
ausgeschlossen, aber eine Bestimmung ist méglich, wenn man, mit
Diazobenzolsulfosdure und Bilirubin einen roten Azofarbstoff
erzeugt, der sowohl charakteristisch fiir Bilirubin ist (im Gegensatz
zu Lutein usw.) als auch eine colorimetrische Schitzung gestattet.
Man kann bei dieser Reaktion noch unterscheiden zwischen der
sogenannten direkten und indirekten Reaktion, die diagnostisch
wertvoll sind. Direkte Reaktion findet man bei allen Fallen von
VerschluBikterus, eine verzogerte direkte bei Vergiftungen,
Icterus catarrhalis und akuter gelber Leberatrophie. Bei direkter
Reaktion liefert das Serum bereits einen Diazofarbstoff ohne
Zusatz von Alkohol und zur Bestimmung desselben, gehort neben
der quantitativen Zahlenangabe auch die qualitative Probe der
direkten Reaktion.

Man gibt in zwei kleine Reagensgliser je etwa 0,25 ccm
Serum, dazu in das erste 0,2 ccm Diazolgsung (siehe spéter) in das
zweite als Vergleich 0,2 cem Wasser. Tritt Rotfarbung innerhalb
30 Sekunden auf, so ist die direkte Reaktion positiv, tritt sie
spater innerhalb 1, Stunde ein, so ist sie positiv verzdgert. Nach
1/, Stunde wird sie als negativ bezeichnet. Ohne Riicksicht auf
den Ausfall der Vorprobe wird jetzt die quantitative Schitzung
vorgenommen.

Man kann Werte bis 0,5 mg-9%, sicher als normal bezeichnen,
Werte iiber 1,0 mg-9%, sicher als pathologisch erhoht. Die Zwischen-
werte sollen auch ohne pathologisch zu sein als individuell
bedingt ohne krankhafte Symptome vorkommen.

Prinzip der quantitativen Schitzung. Das Prinzip beruht auf
der Herstellung eines Farbstoffes. Da nun kiinstliche Bilirubin-
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losungen, einen Farbstoff mit einem anderen Farbton als das
native Bilirubin geben, ist es zweckméafBig die Bestimmung mit
einem Colorimeter nach AUTHENRIETH (geeichter Vergleichskeil)
nach HYMANS VAN DEN BERGH vorzunehmen; jedem Instrument
liegt eine genaue Arbeitsanweisung bei und deshalb kann hier auf
eine Darstellung verzichtet werden. Mit einfachsten Mitteln erzielt
man, eine klinisch ausreichende Schdtzung nach BARALTSCHUK.

Reagenzien. 1. 969, Alkohol.

2. Sulfanilsdure. 0,15 g Sulfanilsdure mit 1,5 cem HCI (spe-
zifisches Gewicht 1,19) ad 100 cem H,O.

3. Natriumnitrit 0,59%,.

4. Ather.

5. Physiologische NaCl-Lésung.

Man richtet 10 gleiche Reagensgléser und gibt in Nr. 2—10 je
0,5 ccm physiologische Kochsalzlgsung. Mit einer feinen Stangen-
pipette in Rohrchen 1 einen cem Serum und davon 0,5 cem in
Rohrchen 2, mischt gut und gibt davon 0,5 cem in Rohrchen 3
usw. Den letzten V% cem verwirft man. Alle Réhrchen enthalten
jetzt 0,5 cem Losung in aufsteigender Verdiinnung. In jedes
Reagénsglas kommen nun 0,5 ccem Alkohol und 0,5 ccm frisches
Diazoreagens, bestehend aus 6,4 ccm Losung 2 mit 0,2 ccm
Losung 3, wodurch nach gutem Mischen Rosafirbungen in ab-
steigender Intensitit entstehen. Man tiberschichtet mit etwa 0,5 ccm
Ather und kann nun sehr leicht gegen einen weiBen Hintergrund
im Kontrast mit dem farblosen Ather jenes Réhrchen erkennen,
bei dem noch eben eine Farbe vorhanden ist. Dies enthdlt in
1 cem Ather noch 0,0016 mg Bilirubin = 0,16 mg-%,.

Berechnet man die Verdiinnung, so kann der Bilirubingehalt
des urspriinglichen Serums leicht ermittelt werden. Zum Beispiel
das siebente Rohrchen ist noch eben gefirbt, demnach enthalt das

sechste . . . . . .. 0,32 mg-9%, 0,16 - 2

finfte . . . . . . .. 064 , 0/16-4

vierte . . . . . . . . 128 . 016-8

dritte . . . . . . .. 2,66 ,, 0,616

zweite . . . . . . . 512 ,, 0,16-32

erste (unverdiinnt) . . 10,24 Bilirubin = 0,16 - 64.

Die Reihe kann meistens stark abgekurzt werden, da nur die
Grenzverdiinnung bestimmt werden muf. Eine colorimetrische
Bestimmung im Dubosq- oder Absolutcolorimeter ist nicht
empfehlenswert und die primitive Methode von BAKALTSCHUK
klinisch ausreichend. Auf gleiche Weise kann das Bilirubin
ebenfalls in der Galle bei entsprechender Verdiinnung bestimmt
werden.



Blutzucker. 79

Blutzucker. Das Blut enthilt normalerweise 80—120 mg-9%,
Dextrose; der Wert ist bei jedem Menschen morgens niichiern
auBerordentlich konstant. Deshalb ist die Hohe des Blutzuckers
ein ausgezeichnetes Kriterium bei allen krankhaften Verdnde-
rungen des Zuckerstoffwechsels. Der Diabetiker ist besonders auf
die Kontrolle des Blutzuckerspiegels angewiesen, abgesehen von
anderen gleichzeitig auftretenden Symptomen, z. B. Azidose und
Glucosurie. Letztere ist am Reduktionsvermdgen des Harnes
leicht zu erkennen, eventuell neben einer vermehrten Ammoniak-
ausscheidung. Neben dem Niichternwert ist die sogenannte
Belastungskurve von Bedeutung, d.h. das Verhalten des Blut-
zuckers nach einer Belastung mit 50—100 g Dextrose. Beim
Normalen soll der darauf folgende Blutzuckeranstieg nach etwa
1Y, Stunden wieder zur Norm zuriickgekehrt sein. Eine ver-
minderte K.H.-Toleranz findet sich auler beim Diabetes mellitus
noch bei Lebererkrankungen, Vergiftungen, Hyperthyreosen,
Acidosis und Hyperpituitarismus. Eine gesteigerte K.H.-Toleranz
wird bei Hypothyreoidismus, Morbus addison, Ca des Pankreas
und Hypopituitarismus gefunden. Hypoglykémien beobachtet man
bei der Addisonschen Krankheit und nach Insulininjektionen,
besonders bei empfindlichen Patienten.

Die Bestimmung des Blutzuckers griindet sich praktisch
immer auf sein Reduktionsvermogen, was auf der Anwesenheit
der Carbonylgruppe (Aldehyd) beruht. Unter den zahllosen
Methoden ist zur Zeit die nach HAGEDORN - JENSEN als besonders
einfach und zuverlissig erkannt worden. Sie beruht darauf, daB
beim Kochen in alkalischer Lésung Ferricyankalium durch Zucker
reduziert wird und daB sich der UberschuB an Ferricyankalium
nach dem Ansiuern leicht jodometrisch erfassen 148t. Dabei ist zu
betonen, daB bei der Oxydation des Zuckers (gleichzeitige Reduk-
tion des K [Fe(CN)g]) keine genauen stéchiometrischen Verhélt-
nisse vorliegen und die Resultate aus einer empirisch geeichten
Tabelle abgelesen werden miissen. Auch sind die Resultate
insofern ungenau, als im Blut noch andere reduzierende Stoffe
vorkommen, deren Reduktionswert aber im Verhéltnis zur wahren
Glucose sehr gering ist und daf es deshalb berechtigt ist, die
Werte nach der Methode von HAGRDORN-JENSEN wenigstens
klinisch und diagnostisch, als wirkliche Zuckerwerte anzusprechen.

Die Bestimmung der Fructose und Galactose siehe im zweiten
Band. Eine Schnellmethode beruht auf der Reduktion alkalischer
Pikrinséure zu Pikraminsiure, deren Farbung im Authenriethschen
Colorimeter oder in dem &hnlichen Spezialgerat von Zeiss-Ikon
gemessen wird (siehe spéter).
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Die Arbeitsvorschrift ist folgende:

Reagenzien zur Bestimmung nach HAGEDORN - JENSEN.

A. Zum EnteiweiBen.

1. 45 g kristallisiertes Zinksulfat (ZnSO, - 7 - H,0) p. a. werden
ad 100 cem in HyO gelost und hieraus zum Gebrauch eine 0,459,-
Losung hergestellt (1 cem ad 100).

2. 0,49, Natronlauge.

B. Zur Zuckerbestimmung.

1. 1,65 g Kaliumferricyanid (K3[Fe(CN)g]) und 10,6 g gegliihtes
Natriumcarbonat werden auf 11 gelést und in brauner Flasche
aufgehoben.

2. Zinksulfat-Kochsalz. 50 g Zinksulfat p.a. und 250 g NaCl
p.- a. ad 1000 ccm.

3. KJ-Losung 12,5%, in brauner Flasche mit einem Tropfen
Quecksilber aufbewahren. Zum Gebrauch werden vier Teile
Losung 2 und ein Teil Losung 3 kurz vor Gebrauch gemischt.
Die Losung darf auf Zusatz von Stirke nicht blau werden.

4. 39, Essigsdure (30 ccm Eisessig ad 1000 ccm).

5. 19, losliche Starke in gesittigter KCl-Losung.

6. n/ygo-Thiosulfat (0,7 g Natriumthiosulfat in 500 ccm Wasser).

7. Jodatlosungn/y,: 0,3566 g reinstes trockenes KJO, (Kalium-
jodat) auf 2000 ccm aufgefiillt im MeBkolben ; gibt mit KJ - Séure
genau n/y;,-Jodlosung zur Titerstellung des Thiosulfats.

Ausfiihrung. In ein Reagensglas kommen 1 cem 0,49, NaOH
und 5 cem 0,459, ZnSO,, dazu aus einer feinen Blutzucker-Pipette
0,1 cem frisches Blut, indem man die Pipette mehrmals mit der
Losung im Reagensglas ausspiilt. Das Ganze wird gut geschiittelt
und 3 Minuten in einem siedenden Wasserbad gekocht, noch heil3
in kleine Gléser (125 X 30 mm) filtriert, die sich in einem ent-
sprechenden Blechgestell befinden. Reagensglas und Filter werden
zweimal mit etwa 3 cem warmen destilliertem Wasser nach-
gewaschen, der Trichter herausgenommen und kurz abgespritzt
und das klare Filtrat-Waschwasser mit einer genauestens ab-
gemessenen Menge von 2cem (Ky[Fe(CN)g]) versetzt (am besten
ist eine Vollbiirette) (Seite 45 III). Die Mischung kommt jetzt fiir
15 Minuten in ein siedendes Wasserbad, man kann in einem Gestell
bis zu 30 Proben gleichzeitig kochen, worunter sich stets zwei
Leerwerte befinden, die kein Blut enthalten. Es werden auch immer
vom Blut zwei Parallelproben entnommen, deren Ergebnis iiber-
einstimmen mufl. Nach dem Kochen kiithlt man méglichst rasch
ab und gibt 2 cem Kaliumjodid-Zinksulfat-Kochsalz (Mischung
aus Losung 2 und 3, 1:4) dazu. (Der Zusatz von Zinksulfat
ist wichtig, weil dadurch das gebildete Kaliumferrocyanid als
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unloslicher Niederschlag entfernt wird und nur so die jodo-
metrische Bestimmung méglich ist.) Dann wird der Inhalt der
Gliaschen mit 2cem Essigsdure (Losung 4) angesduert, ein
Tropfen Starkelosung dazugegeben und mit der n/yy,-Thiosulfat-
losung bis zum Verschwinden der Blaufarbung titriert, was trotz
der Tritbung gut zu erkennen ist. Die Titrationsergebnisse werden
mit dem inzwischen festgestellten Titer multipliziert und das
Ergebnis in mg-9, aus der folgenden Tabelle entnommen, die nur
bei Anwendung von 0,1 ccm Blut gilt.

cem n/yg0-Thiosulfat (reduziert) = mg-9%, (Glucose).

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
0,0 | 385 | 382 | 379 | 376 | 373 | 370 | 367 | 364 | 361 | 358 | 0,0
0,1 | 355 | 352 | 350 | 348 | 345 | 343 | 341 | 338 | 336 | 333 | 0,1
0,2 | 331 | 329 | 327 | 325 | 323 | 321 | 318 | 316 | 314 | 312 | 0,2
0,3 | 310 | 308 | 306 | 304 | 302 | 300 | 298 | 296 | 294 | 292 | 0,3
0,4 | 290 | 288 | 286 | 284 | 282 | 280 | 278 | 276 | 274 | 272 | 0,4
0,5 | 270 | 268 | 266 | 264 | 262 | 260 | 259 | 257 | 255 | 253 | 0,5
0,6 | 251 | 249 | 247 | 245 | 243 | 241 | 240 | 238 | 236 | 234 | 0,6
0,7 | 232 | 230 | 228 | 226 | 224 | 222 | 221 | 219 | 217 | 215 | 0,7
0,8 | 213 | 211 | 209 | 208 | 206 | 204 | 202 | 200 | 199 | 197 | 0,8
0,9 | 195 | 193 | 191 | 190 | 188 | 186 | 184 | 182 | 181 | 179 | 0,9
1,0 | 177 | 175 | 173 | 172 | 170 | 168 | 166 | 164 | 163 | 161 | 1,0
1,1 | 159 | 157 | 155 | 154 | 152 | 150 | 148 | 146 | 145 | 143 | 1,1
1,2 | 141 | 139 | 138 | 136 | 134 | 132 | 131 | 129 | 127 | 125 | 1,2
1,3 | 124 | 122 | 120 | 119 | 117 | 115 | 113 | 111 | 110 | 108 | 1,3
1,4 | 106 | 104 | 102 | 101 | 99| 97 | 95| 93| 92| 90| 1,4
1,5 88| 8 | 8 | 83| 8| 79| 77| 15| 74| 72| 1,5
1,6 | 70| 68| 66| 65| 63| 61| 59| 57| 56| 54| 1,6
1,7 52| 50| 48 ) 47| 45| 43| 41| 39| 38| 36| 1,7
1,8 34 32| 31| 29| 27] 25| 24| 22| 20| 19| 1,8
1,9 171 15| 14| 12 | 10 8 7 5 3 2] 1,9

Beispiel: Den Titer der Thiosulfatlésung bestimmt man, indem
genau 2 ccm der n/yg,-Jodatlosung mit 2 cem Kaliumjodid-Zink-
sulfat-Kochsalz (Mischung 2 und 3) und 2 cem 39, Essigsiure
versetzt werden und nach Zugabe von Stirke mit Thiosulfat bis
farblos titriert werden.

Beispiel: Bei der Titerstellung werden verbraucht

1,867 cem Thiosulfat

1,872 bRl 9

1,870 ., i’
Mittel 1,870

. 2,000

Titer = m = 1,070

Hinsberg, Bestimmungsmethoden I. 6
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Glucose

: : : mg %

Verbraucht Thiosulfat beim Mittel | Glucose | nach Abzug
. des

mg % Leerwertes

, 20 reduziert 1,947

Leerversucha) 1,8
b) 1,830 (X 1,070) 1,057 | 1952 8 -
Probe 1 o) L808  » Do | 1465 | o4 86
Probe 2 a; 0, 600 Y Y N 235

0, 593 » 0,634

Mit Hilfe der vorstehend beschriebenen Methode ist es leicht
moglich, den Blutzucker bis auf 459, genau zu bestimmen und
bei einiger Ubung in der Blutentnahme wund den praktischen
Handgriffen, den Fehler auf 4-29%, herabzudriicken. Die Methode
leistet hervorragende Dienste bei den K.H.-Belastungsversuchen
bei Diabetikern oder bei erh6hter K.H.-Toleranz.

Blutzucker-Schnellmethode. Es hat seine Berechtigung, neben
der titrimetrischen Methode noch eine Schnellmethode zu be-
schreiben, die zur Diagnose zur Verfiigung stehen soll und bei
welcher keine groBe Genauigkeit verlangt wird. Das Prinzip
dieser Methoden beruht fast immer auf der Reduktion von
Pikrinsdure bei stark alkalischer Reaktion und in der Hitze.
Fehlerquellen sind die gleichzeitige Reduktion durch andere
Stoffe wie Kreatin und Aceton, die in wechselnder Menge vor-
handen sind und die Resultate storen. Es wird deshalb die
nachstehend beschriebene Methode nur zur Orientierung am
Krankenbett oder in der Sprechstunde empfohlen, fiir eine
klinische Beobachtung scheint sie nicht geeignet. '

Die Methode ist von CRECELIUS-SEIFERT ausgearbeitet, den
Apparat stellt Zeiss-Ikon, Berlin-Lichterfelde her. Der Apparat
entsprlcht im Prinzip einem Keilcolorimeter (vgl. S. 24) der aber
zu einer Spirale abgewandelt ist. Dadurch wird das Instrument
handlicher. Die Ablesung in dem am meisten interessierenden
Bereich von 70—150 mg-9%, Glucose ist geniigend genau.

Auf eine Abbildung kann verzichtet werden, ebenso auf eine
ausfithrliche Gebrauchsanweisung, die jedem Apparat beiliegt und
in welcher auch die wesentlichsten Fehlerquellen behandelt werden.

Methode. Es werden 0,2 ccm Blut aus der Fingerbeere mit
1,8 ccm Wasser gemischt, die Pipette durch mehrmaliges Auf-
saugen der Blut-Wassermischung ausgespiilt und 1 ccm einer
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1,2%, Losung reinster Pikrinsdure zugesetzt. Die Lésung soll
frisch sein. Vom eiweillfreien gelben Filtrat, welches man am
besten in graduierte Reagensglaser laufen 1483t, nimmt man einen
abgemessenen Teil z. B. 1,5 cem und gibt 109, dieser Menge an
209%iger reiner Natronlauge zu. In diesem Falle 0,15 cem, kocht
im Wasserbad oder Dampfstrom genau 5 Minuten, kihlt rasch
unter der Wasserleitung, ersetzt die verdampfte Fliissigkeit im
Reagensglas und fillt in den rechteckigen Colorimetertrog, der
zum Apparat gehért. Es wird spatestens nach 30" im Colorimeter
verglichen, den Gehalt an Glucose liest man unmittelbar auf
einer Skala im Gesichtsfeld ab, nachdem Probe und Keil
auf gleiche Farbe eingestellt waren. Das Auge mufl gut
adaptiert sein und die Beleuchtung soll mittelhell und gleich-
miBig von der Reflexion des Tageslichtes an einem weillen
Bogen herriihren.

Die Skala gilt fiir 0,2 ccm Blutprobe. Wird nur 0,1 cem ent-
nommen, so sind die Werte zu verdoppeln und 1,9 ccm Wasser
zu nehmen. Es empfiehlt sich die Reinheit der Reagenzien durch
Leerproben zu kontrollieren.

Harnzucker, Polarisation. Der Polarisationsapparat ist weiter
vorne schon beschrieben (S. 36). Die Bestimmung ist schnell und
einfach und verdient vor allen anderen den Vorzug.

Der Harn wird mit einer Messerspitze neutralem Bleiacetat
eine Zeitlang geschiittelt, am besten vorsichtshalber auch mit
wenigen Tropfen Eisessig versetzt, weil er sauer reagieren mub,
sollen durch die Behandlung mit Bleiacetat keine Verluste an
Zucker entstehen. Das Filtrat soll klar und hell sein, es wird in die
trockene Polarisationsrohre blasenfrei eingefillt, indem das obere
Deckglas von der Seite auf die vollstindig gefiillte Rohre aufgesetzt
wird. Die Deckgléser miissen trocken und sauber sein. Die Rohre
wird in den Polarisationsapparat eingesetzt und an Kreisteilung
und Nonius der Gehalt an Zucker abgelesen. Wichtig ist
natiirlich die Abwesenheit von Lévulose, die aber ohne exogene
Zufuhr nicht vorkommt und die Abwesenheit von Eiweil.
Eventuell kann durch Linksdrehung die Anwesenheit wie auch
die Konzentration von Lévulose nach Belastungsversuchen
erkannt werden.

Uber die Bedeutung des Harnzuckers soll nur soviel gesagt
sein, daBl neben der absoluten Konzentration die Tagesaus-
scheidung wesentlich ist, um im Verhédltnis zum zugefiihrten
Kohlehydrat den verbrannten bzw. assimilierten Anteil feststellen
zu kénnen.

6*
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Eiweifl im Harn. Die heute noch iibliche Schéitzung der Eiweil-
kérper nach EsBAcH ist mit erheblichen Fehlerquellen behaftet,
erfillt aber neben einem scharfen qualitativen Nachweis fiir die
praktischen Bediirfnisse ihren Zweck. Die Methode ist denkbar
einfach. In ein spezialgraduiertes Reagensglas (Abb. 28) kommt
bis zur Marke U Harn und dann bis zur Marke R das Reagens,
bestehend aus 10 g reiner Pikrinsdure und 20 g Citronensiure
ad 1000 ccm, dann schiittelt man mehrmals um. Die Probe bleibt
24 Stunden bei Zimmertemperatur ruhig stehen. Nach dieser
Zeit wird die Hohe des Bodensatzes an der eingravierten Skala

abgelesen, woraus sich sofort der Eiweifigehalt in
T 8% ergibt. Harne mit dem spezifischen Gewicht
i iiber 1,006 werden verdiinnt, desgl. bei hohem Eiwei(3-
gehalt. Es ist wesentlich, daB der zum Versuch ge-
langende Harn sauer reagiert.

Den Gesamteiweiligehalt im Serum oder Plasma
bestimmt man am schnellsten mit der Refraktion.

U— Hieriiber, sowie iiber die fraktionierte Bestimmung
. vgl. Bd. IL

- Cholesterin. Die Bestimmung des Cholesterins im
o Serum hat gewisse diagnostische Bedeutung fiir
i Nephrosen. Bei Leberkranken ist der Wert des ge-

b samten Cholesterins nicht charakteristisch, sondern nur

freies Cholesteri
Abb. 28. das Verhiltnis w . Normalerweise soll
Reagens- Cholestrinester

glas nach  djes sein 1:2 bis 1:3, wihrend sich bei Leberkranken
zué'el‘slmgm das Verhaltnis umkehren kann, d. h. die Ester nehmen
mung im Stark ab, auch wenn das gesamte Cholesterin nicht
Harn.  vermindert ist. Von Bedeutung ist ferner noch die
Cholesterindmie beim Diabetes mellitus, wo Werte bis

zu 2,89, vorkommen, bei Lipoidnephrosen, Arteriosklerose und in
der Graviditdt. Physiologisch kommen Werte von 100—200 mg-9%,
Gesamtcholesterin im Serum vor, und davon 40—80 mg-9%,

freies und 60—120 mg-%, gebundenes Cholesterin (Ester).

Die Bestimmung des freien neben gebundenem Cholesterins ist
nur méglich durch Digitoninfillung vor der Verseifung. Es folgt
zuerst die Methode zur colorimetrischen Bestimmung des gesamten
Cholesterins mit der Farbreaktion von BERNOUILLI mittels
Acetylchlorid. Die hiermit erzielten Werte sind wesentlich genauer
als die colorimetrischen Werte durch die Reaktion mit Essigséure-
anhydrid-H,S80,. Der Autor (GoRrTz, Biochem. Z. 1934, 273, 396)
gibt die Fehlerbreite zu 2%, an und betont auBerdem, dal die
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Farbe in der Kilte bis 24 Stunden unveréndert ist. Dies ist prak-
tisch von groBler Bedeutung, besonders da die Bestimmung in
0,1 cem Blut erfolgen kann.

Reagenzien. 1. Chloroform.

2. Acetylchlorid KarLBAUM. In kleinen Ampullen oder Glas-
flaschen zu beziehen und méglichst gut verschlossen und kalt
aufbewahren.

3.209%, Zinkchlorid wasserfrei in 320 g Eisessig bei 50—700
gelost unter Ausschluf von Feuchtigkeit. 6—7 Wochen haltbar.

4. Bolus alba MERCK.

5. Cholesterinstammlésung 0,4%/,, in Chloroform, aus welcher
Kontroll- und Eichlésungen von 0,01—0,08°/,, hergestellt werden.

6. NaOH purum in rotulis MERCK.

7. Digitoninlosung 1%, in Alkohol.

Apparate. Jenaer Reagensglaser 150 - 15 mm mit Rand und
genau passendem ganz glatten Korkstopfen. Filter extra diinn und
schnell filtrierend. Korken und Filter werden im Soxhletapparat
mit Chloroform extrahiert.

Glasgefalle werden in Chromschwefelsiure gereinigt und mit
Leitungswasser gespiilt. Das Acetylchlorid wird mit einer Pipette
abgemessen, deren oberes Ende ein Natronkalkrohr mit Carbo
medicinalis pulv. trigt.

Die Auswertung erfolgt am besten mit einem Absolutcolori-
meter nach einer Eichkurve.

Ausfiihrung. In die Reagensgliser kommen 1,5 cem H,0 und
0,1 cem Serum, indem man die Pipette mehrmals ausspilt. Dazu
gibt man drei Plitzchen NaOH (etwa 0,4 g) und 16st bei gelinder
Wairme unter Schiitteln. Nachdem Losung eingetreten ist, wird
21, Stunden im Wasserbad gekocht. Nach dem Erkalten wird 10ccm
Chloroform zugegeben, mit einem numerierten und extrahierten
glatten Korken verschlossen und energisch 1 Minute geschiittelt.
Man kann bis zwei Proben auf einmal in Angriff nehmen, schiittelt
sie der Reihe nach in Gruppen zu vier Stick 3 - 1 Minute. (Kon-
trolle mit Stoppubr.) Dann kommen in vier Glischen je etwa
1,2 g Bolus alba (sechs Spatel voll) und wieder wird 1 Minute ge-
schiittelt, nachdem drei Tropfen Wasser zugesetzt sind. Hierbei
soll das Chloroform kristallklar werden, was man an den Teilen
des Glases erkennen kann, die durch den Korken vor dem Bolus
alba-Beschlag geschiitzt waren (Korken herausdrehen). Je nach-
dem setzt man noch einen Tropfen Wasser oder etwas Bolus zu.
Man filtriert in ein leeres Reagensglas (Filter mit Pinzette an-
fassen) pipettiert 5 com Filtrat in einen 10 cem MeBkolben, gibt
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1 cem Eisessig ZnCl, und 1 cem Acetylchlorid dazu und erwirmt
genau 10 Minuten im Wasserbad von 70°. Die MeBkolben sind
mit extrahierten Korken verschlossen. Die Extraktion bis zum
Pipettieren in die MeBkolben soll moglichst schnell erfolgen. Nach
dem Erwirmen wird in kaltem Wasser abgekiihlt, mit Chloroform
bis zur Marke aufgefiillt und colorimetriert. Die fertigen Proben
sollen nicht linger als 50 Minuten der normalen Temperatur aus-
gesetzt werden. Ein stdndig zu verarbeitender Blindwert wird von
dem Resultat abgezogen. Die Berechnung erfolgt in bekannter
Weise nach einer Eichkurve.

Soll auch der Cholesterinester bestimmt werden, so verfahrt
man folgendermaBen!. 1 cem Serum wird in einem MeBkolben
von 25 ccm mit 15 cem Alkohol-Ather 4: 1 enteiweiBt, 30 Sekunden
im Wasserbad gekocht und nach dem Abkiihlen auf 25 cem
aufgefiillt. Man filtriert durch ein diinnes Filter und 5 cem Filtrat
werden im Wasserbad fast zur Trockne gebracht, mit etwa 1,5 ccm
Alkohol gelést, 0,5 cem Digitoninlosung zugegeben und wieder zur
Trockne verdampft. Die Cholesterinester werden mit 10 cem
Chloroform ausgezogen, indem man dreimal mit 3,5 cem aus-
schiittelt, filtriert, verdampft und der Riickstand mit 1,5 ccm H,0
und drei Plitzchen NaOH, wie oben angegeben, verseift usw.

Ein anderer Teil des Alkohol-Atherfiltrates z. B. 2,5 cem wird
ebenfalls eingedampft, der Riickstand sofort verseift und wie oben
weiter behandelt.

Es versteht sich, da Doppelproben angesetzt werden, die
alle aus 1 cem Serum gewonnen werden.

5 cem Filtrat fir die Bestimmung der Ester entsprechen
0,2 ccm Serum.

2 cem Filtrat zur Bestimmung des Gesamtcholesterins ent-
sprechen 0,1 cem Serum.

Die Differenz beider Bestimmungen ergibt das freie Cholesterin.

Bestimmung der Acetonkorper im Blut nach ENGFELD. Im Harn
geniigt meistens der qualitative Nachweis der Acetonkorper, unter
welchen man das Aceton selbst und Acetessigsdure und f-Oxy-
buttersdure versteht. Es konnen bei schwerem Diabetes bis zu
150 g Acetonkérper in 24 Stunden ausgeschieden werden, weil die
Fettsiuren vom Organismus nicht vollstindig verbrannt werden,
wenn gleichzeitig keine oder ungeniigend K.H. verbrennen. Man
findet normal 1—3 mg-%, Gesamtacetonkoérper im Blut; héhere
Werte bei Hunger, Schwangerschaft und besonders beim Diabetes
im Koma Werte bis zu 350 mg-9%,.

1 RAPAPORT und ENGELBERG, Klin. Wschr. 1931, 700.
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Besonders beim Coma diabeticum konnen groBle Mengen
Ketonkorper retiniert werden, deren Bestimmung darauf beruht,
daB Aceton leicht fliichtig ist und durch eine alkalische Jodlosung
zu Jodoform und Natriumacetat oxydiert wird. Jedes Molekiil
Aceton verbraucht dabei 6 Atome Jod.

CH;-CO-CHy+ 6 J+4NaOH = CHJ3+ CH3- COONa + 3 NaJH

Jodoform Na-Acetat 4 3 H,0.
Das iiberschiissige Jod kann nach dem Anséuern zuriicktitriert
werden. Die Acetessigsdure geht bereits in der Hitze in Aceton
itber durch Abspaltung von CO, und die f-Oxybuttersiure wird

Unferfage

H Brenner

Abb. 29. Acetonbestimmung nach ENGFELD.

durch Chromsdure erst zu Acetessigsdure oxydiert und spaltet
dann CO, ab.

Apparatur. Bei der Destillationsapparatur nachfolgender
Zeichnung (Abb. 29) sind Schlauch und Gummistopfen zu ver-
meiden, da sie Fehlerquellen mit sich bringen.

Reagenzien. 1. 5%, Ammoniak.

2. Gesittigte Bleiacetatlosung.

3. 1%, Alaunlésung.

4. Verdiinnte H,SO, 25%,

5. Chromschwefelsdure: 2 g K,Cr,0, und 20 ccm konzentrierte
Schwefelsdaure werden mit Wasser ad 100 ccm gelost.

6. 20%, Natronlauge reinst, alkoholfrei.

'; #igg:gﬁﬂgﬁ;ﬁ % } Titer téglich bestimmen.

19, Stéirkelosung.
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Ausfithrung. 2,5 cem Oxalatblut werden im MeBkolben mit
5 ccm Ammoniaklgsung versetzt, dann mit 150 cem H,O ver-
diinnt und nacheinander 5 cem Bleiessig und 10 cem Alaun zu-
gesetzt. Nach 30 Minuten wird auf 250 cem aufgefillt und klar
filtriert, eventuell durch ein doppeltes Filter. 200 ccm Kklares
Filtrat (eiweiB- und zuckerfrei!) kommen mit 100 cem H,O in den
Destillierkolben, werden mit 2 cem H,SO, angesduert und mit
Talk von einem Baboblech 10 Minuten destilliert. In der Vorlage
befindet sich kaltes Wasser, sie wird von auBen durch etwas
Eiswasser gekiihlt. Ist die erste Destillation beendet, so wird die
Vorlage mit genau 10 cem n/ygo-Jodlosung! beschickt und mit
Natronlauge (etwa 5 ccm) alkalisiert (Jodfarbe verschwindet).
Zur zweiten Destillation wird durch den Tropftrichter langsam
50 cem Chromschwefelsdure gegeben, dabei weiter 25 Minuten
destilliert und das Destillat ebenfalls mit Jod und Natronlauge
beschickt.

Haben die Vorlagen 10 Minuten gestanden, so wird mit
5—10 ccem H,SO, angesduert und sofort mit n/;,,-Thiosulfat
titriert.

Berechnung. Der Titer von Jod und Thiosulfatlosung ist in
jedem Falle zu beriicksichtigen.

Das erste Destillat liefert Aceton aus dem préformierten
Aceton und der Acetessigsdure. Jeder Kubikzentimeter Jod der
verbraucht wurde, entspricht 0,1024 mg Gesamtaceton.

Im zweiten Destillat entspricht jeder verbrauchte Kubik-
zentimeter n/;;-Jod 0,25 mg Oxybuttersiure. Destilliert wurden
200 ccm Filtrat = 2 cem Blut. — Beispiel:

Vorgelegt I. . . . . 10,00 cem Jodlssung n/y4,
zuriicktitriert . . . . 7,80 ,, Thiosulfat n/;,,
verbraucht . . . . . 2,20 ccm Jodlosung = 0,2255 mg in

2 cem Blut = 11,275 mg-9,. Aceton - Acetessigsdure, als Aceton
berechnet.

Vorgelegt II . . . . 10,00 ccm Jodlésung n/yqe
zuriicktitriert . . . . 5,31 cem Thiosulfat n/yy,
verbraucht . . . . . 4,69 ccm Jodlosung = 1,171 mg in

2 ccm Blut = 58,55 mg-9%, Oxybuttersidure.

Die Menge Filtrat, die zur Destillation genommen wird,
richtet sich nach der Konzentration der Acetonkérper. Bindende
Zahlen sind nicht anzugeben. Die Methode ist ebenfalls fiir Harn
anwendbar, entsprechend der gréBeren Konzentration sind die

1 Die Jodmenge richtet sich nach der Acetonmenge.
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Analysenmengen zu reduzieren, bzw. man kann mit nfj,-Jod
und Thiosulfatlosung arbeiten.

Diastase: Die Menge der Diastase im Harn spielt unter zwei
Bedingungen eine Rolle: Bei gewissen Erkrankungen der Pankreas
(Pankrealitis und Pankreas Ca), wobei der Diastasegehalt im Urin
erhoht ist und bei Nephritis, wo der Diastasegehalt infolge ge-
ringerer Durchléssigkeit der Niere vermindert ist. Dies kann bei
getrennt aufgefangenem Harn sogar zur Erkennung der kranken
Niere benutzt werden und aus dem Grad der Fermenterh6hung
oder -verminderung lat sich ein Riickschlul auf die Krankheit
ziehen.

Der Normalharn des Menschen soll nach der Formulierung von

0
WOHLGEMUTH an Diastase enthalten D 32 Std. = etwa 156 im cm3

380 . . 3
oder d 30’ = bis 64 im cm
Diastaseeinheiten bei einer 24stiindigen bzw. Vistiindigen Be-
stimmung im Thermostaten bei 38° C.

Prinzip. Man stellt eine Verdiinnungsreihe des zu prifenden
Harnes mit physiologischer NaCl-Losung her, versetzt diese
Verdiinnungen mit Phosphatpuffer pg 6,8 und der gleichen
Menge Stérke. Nach 30’ Aufenthalt bei 38° wird jedes Réhr-
chen mit Jod versetzt, und es entwickelt sich eine blaue Farbe
nur dort, wo noch ungespaltene Stérke vorhanden ist. In den
anderen Rohrchen ist alles zu Dextrinen, Maltose und Dextrose
abgebaut.

Das Rohrchen, welches eben noch blaue Farbe zeigt, bezeichnet
man mit ,,limes* und nimmt das vorhergehende zur Berechnung,
weil in diesem keine Stirke mehr vorhanden ist.

Die Verdiinnungsreihe kann in beliebigen Intervallen her-
gestellt werden, wodurch sich die Genauigkeit der Methode ergibt.

Reagenzien. 1. Physiologische Kochsalzlésung.

2. Etwa n/g-Jodlosung (2,54 g Jod 46,6 KJ ad 1000).

3. Losliche Stéirke 19/, (1g 16sliche Stirke MERCK oder KAHL-
BAUM in 1 1 Wasser auf dem Wasserbad hergestellt).

4. Phosphatpuffer pg 6,8 (je 50 cem m/;, Na,HPO, und
m,,-KH,PO,).

Ausfiihrung. 12 Reagensglidser werden numeriert und das
erste mit 2 cem Harn beschickt, die folgenden mit je 1 cem
physiologischer NaCl-Losung. Dann kommt aus Rohrchen 1
1 em® nach Rohrchen 2 und nach sorgfiltigem Mischen davon

Hinsberg, Bestimmungsmethoden I. 7
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1 cem nach 3 usw. Der 2. Kubikzentimeter Fliissigkeit aus
Réhrchen 12 wird verworfen. Die Réhrchen enthalten jetzt 1, 0,5,
0,25, 0,125, 0,062, 0,031, 0,016, 0,008, 0,004, 0,002, 0,001 und
0,0005 ccm Harn. In jedes Rohrchen kommt weiter 1 ccm Phosphat-
puffer und 2 cem 19/, Stirkelosung. Der Zusatz der Starke muf}
entweder vollkommen gleichméiBig oder in regelmaBigen Ab-
stinden (30") geschehen und die Reaktionsdauer im Thermostaten
(389) entsprechend eingerichtet werden. Nachdem jedes Rohrchen
30 Minuten im Thermostaten war, wird es in Eiswasser gestellt
und mit zwei Tropfen etwa n/;,-Jodlosung versetzt. Blaufirbung
zeigt unverdaute Stirke an; ist alle Stérke verdaut, so ist die Farbe
rotblau (Erythrodextrin), Achroodextrin und Zucker geben einen
schwach gelblichen Ton. Das erste blaue oder violette Rohrchen
ist ,,limes*, das vorhergehende dient zur Berechnung, indem aus-
gerechnet wird, wieviel cem-Stirke von 19/, 1 cm? Harn in
30 Minuten bei 38° abbauen kann.

Berechnung. Zum Beispiel blau ist noch das 7. Réhrchen. Das
6. enthilt 0,031 ccm Harne, die 1cem 19, Stirke abbauen:
demnach kann 1cecm Harn unter denselben Bedingungen

. 0

%(%(%ccm Stiarke abbauen = 32,2 d. h. dz(s), = 32,2; ein
unternormaler Wert.

Statt das Réhrchen vor dem ersten blauen zu nehmen, kann
man auch das letzte blaurote nehmen: Zum Beispiel blaurot ist

.. . 380 1

Rohrchen 10, dann ist d30, =000 — 500.

Gibt man in jedes Rohrchen 2ccm physiologische NaCl-
Losung und gibt 1 ccm Harn dazu und pipettiert wieder 1 ccm ab,
so ist die Verdiinnungsreihe folgende:

Rohrchen ...... 1 2 3 4 5 6  usw.
Harn cem ...... 1 0,333 0,100 0,033 0,010 0,003

oder wenn man 2 ccm Harn zu 1 cem NaCl gibt.

Harn cem ..... 1 0,666 0,444 0,296 0,1975 0,1315 usw.

Man kann also die Konzentrationsstufen je nach der geforderten
Genauigkeit beliebig variieren.

Die Methode 148t sich ebenso fiir einen 24 Stunden dauernden
Versuch verwenden, indem 19, Stirke benutzt wird und in
analoger Weise auch zur Bestimmung der Diastase im Speichel,

Faeces und Duodenalsaft. Die Werte in Diastaseeinheiten sind
0

dann anzugeben als D o4 Std. —
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Tabelle der normalen organischen Bestandteile.
in 100 ccm
Ser Harnausscheidung
nerum .
Blut oder Plasma pro die

Hamoglobin ....... 16 g — —

Rest N............ —_ 25—40 mg —
Harnstoff ....... — 30—50 mg 25—30g
Harnsaure ....... — 2—4 mg 0,7g
Bilirubin......... — 0,2—0,8 mg —
Indikan.......... — 0,1mg —_

——————
Ammoniak....... 0,02—0,04 mg 0,7¢g
Aminosdure N, 5—8 mg 1% des ges. N
.. A .
Kreatin ........ 3 6me 1.5 :
Kreatinin....... g 08

Blutzucker......... 80—120 — —

Milchséure......... 10 — —

Cholesterin ges. .... — 150—200 mg —

' freies... — 60 mg —
’s Ester... — 140 mg —_

ges. Fette ......... — 0,5—0,7g —

Acetonkérper ...... — 2mg —

Eiwei............. — 6—8¢g -
Albumin......... — 5¢g -
Globulin......... — 2—-3¢g —
Fibrinogen ...... — 0,2—0,4 ¢ —

Harn: Gesamttagesmenge fester Stoffe 55—70 g. Gesamtkonzéfitration
im Harn etwa 4%, davon NaCl etwa 19, Harnstoff etwa 29%.

%
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