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Vorwort zur dritten Auflage.

Bei der Frage nach einer Neugestaltung des Studienplanes fiir
Studierende der Medizin ist von allen Seiten anerkannt worden, daB
der Unterricht in Physiologie zu erweitern sei. Die Kenntnis der
Funktionen der einzelnen Organe bildet das gegebene und selbst-
verstindliche Fundament der gesamten Pathologie. Es ist unver-
stdndlich, weshalb der Lehrgegenstand Physiologie sich im Rahmen
der fiir den Studierenden der Medizin in Betracht kommenden Diszi-
plinen immer noch nicht die zentrale Stellung errungen hat, die
ihm seiner Bedeutung entsprechend zukommt. Der Unterricht in
Physiologie erfolgt teils in Vorlesungen, teils in praktischen Ubungen.
Es unterliegt keinem Zweifel, daf den letzteren eine ganz beson-
ders grofie Bedeutung zukommt, inshesondere, wenn sie in Gestalt
eines Seminars ausgestaltet werden. Der Studierende soll Gelegen-
heit erhalten, moglichst alle in der Vorlesung iibermittelten For-
schungsergebnisse an Hand eigener Versuche kennen zu lernen. Dazu
ist unbedingt eine Erweiterung der praktischen Ubungen erforderlich.
In Halle umfassen die ganzen Ubungen, bestehend aus einem che-
mischen und einem physikalischen Teil, 12 Wochenstunden. In dieser
Zeit lassen sich die wichtigsten Versuche durchfiithren und besprechen.

Damit der Unterricht im physiologischen Praktikum sich voll
auswirken kann und die Studierenden angehalten werden, dem Dar-
gebotenen auch geistig zu folgen und mit vollem Erfolg mitzuarbeiten,
ist anzustreben, da an seinem Schlusse eine Priifung abgehalten
wird. An ihr Bestehen miiite die Ausstellung des Praktikanten-
scheines gekniipft sein. Dafiir kénnte bei der Vorpriifung die prak-
tische Priifung in Fortfall kommen.

Entsprechend dem Bestreben, den Studierenden mit allen in Frage
kommenden wichtigen Methoden und Versuchsanordnungen bekannt
zu machen, ist die neue Auflage umgearbeitet und erweitert worden.
Vor allem ist die Anzahl der Versuche auf dem Gebiete der physi-
kalisch-chemischen Methodik vermehrt worden.

Die einzelnen Methoden sind praktisch erprobt. Es ist das
Prinzip verfolgt worden, in allen Fillen mit moglichst einfachen
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Mitteln zum Ziele zu gelangen. Die Versuchsanordnung wird dadurch
iibersichtlicher. Vor allem kann der Studierende jeden Versuch in
allen Einzelheiten selbst durchfiihren, was bei kompliziert gebauten
Apparaten oft nicht der Fall ist.

Die Auswahl der einzelnen Versuche fillt oft schwer. Aus einer
groBen Zahl mufBite in Anbetracht der beschrinkten Zeit eine engere
Wahl getroffen werden. Es seien alle diejenigen, die weiter in die
einzelnen Gebiete der Physiologie mit ihren mannigfaltigen Methoden
einzudringen wiinschen, auf das Werk von R. F.Fuchs: Physiologi-
sches Praktikum. - J. F. Bergmann, Wiesbaden. 2. Aufl. 1920 und
ferner auf das von Robert Tigerstedt: Physiologische Ubungen
nnd Demostrationen fiir Studierende, S. Hirzel, Leipzig, 1913 hin-
gewiesen. Alle diejenigen, die sich auf dem so wichtigen Gebiet
der physikalisch-chemischen Methodik weiter auszubilden gedenken,
seien auf die methodischen Darstellungen von Wolfgang Ostwald:
Kleines Praktikum der Kolloidchemie. Theodor Steinkopff, Dresden
und Leipzig, 1920 und von Leonor Michaelis: Praktikum der
physikalischen Chémie, insbesondere der Kolloidchemie. Julius
Springer, Berlin, 1921 verwiesen. .

Es ist mir eine angenehme Pflicht, den Herren Prof. Dr. Fodor,
Privatdozent Dr. Gellhorn und Dr. Wertheimer, Assistenten am
Physiologischen Institute der Universitdt Halle, fiir die praktische
Erprobung neu aufgenommener Versuche und manche Hinweise zu
danken. Ferner bin ich den Herren Bruno Marx, Leipzig, und
Universititszeichner Lektor Otto Fischer, Halle a. S, fiir die ver-
stdndnisvolle Ausfilhrung der Zeichnungen zu grofiem Danke ver-
pflichtet.

Halle a. 8., im August 1922,
Emil Abderhalden.
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Erster Teil.

Physiologische Untersuchungen
mit Hilfe chemischer Methoden.

Grundregeln und allgemeine Methoden
beim chemischen Arbeiten.

Beim chemischen Arbeiten sind bestimmte Grundregeln zu be-
achten. Wohl die wichtigste ist: unbedingte Sauberkeit. Es
bezieht sich dies nicht nur auf die Anwendung der einzelnen GefifBe
und Apparate, sondern auch auf den gesamten Arbeitsplatz. Ohne .
peinliche Sauberkeit wird man nie gute Resultate erlangen. Weitere
wichtige Grundregeln sind: Gewissenhaftigkeit und Ausdauer.
MiBlingt ein Versuch, dann wiederhole man ihn mit gr6B8ter Griindlich-
keit, bis er zu einem guten Ende fithrt. Niemals bleibe man auf halbem
Wege stehen und troste sich damit, daf der Versuch ja hitte gelingen
miissen,  wenn man alle Regeln beachtet hitte. Ein MiBerfolg bedeutet
nur dann einen Zeitverlust, wenn keine Lehren aus ihm gezogen werden.
Geht man den Fehlern auf den Grund, dann wird man viel lernen und
fiir das weitere Arbeiten wichtige Lehren ziehen. Man sei gewissenhaft
gegen sich selbst und suche keinen begangenen Fehler zu vertuschen.
Vor allem strebe man auch eine gute Ausbeute an.

Das praktische Arbeiten hat nur dann einen Wert, wenn es zu
einer gewissen Selbstdndigkeit beim chemischen Arbeiten fithrt. Diese
kann leicht erworben werden, wenn man gleich von Anbeginn des
Arbeitens an moglichst selbstindig denkt und jede einzelne Operation
denkend vornimmt. Sehr wichtig ist es, daB man iiber jeden einzelnen
Vorgang sich genaue Rechenschaft gibt. Man verfolge alle Reaktionen
an Hand von Formeln und versdume neben dem praktischen Arbeiten
die Theorie nicht. Rein mechanisches Arbeiten kann zu einer groBen
Fertigkeit fiihren. Sie wird jedoch zu keinem dauernden Gewinn
werden. Nur Verkniipfung von Praxis und Theorie wird dem prak-
tischen Arbeiten eine grundlegende Bedeutung geben.

Die einzelnen Handgriffe lassen sich nur durch praktisches Arbeiten
erwerben und konnen unmdoglich einzeln beschrieben werden. Es
seien im folgenden einige der wichtigsten Operationen kurz angefiihrt.

Abderhalden, Praktikum. 3. Aufl. 1



2 Physiologische Untersuchungen mit Hilfe chemischer Methoden.

Im allgemeinen wird man die qualitativen und die quantitativen
Reaktionen in Losung vornehmen. Die erste Aufgabe ist daher ge-
wohnlich das Losen einer Substanz. Je feiner die Partikelchen sind,
aus denen diese besteht, um so leicliter und rascher wird die Losung

Abb. 1. Einrichtung eines chemischen Arbeitsplatzes.

a Reagenzglasgestell mit Reagenz- d Wasserstrahlpumpe.
glisern und Trichtern. e Ventil.

b Bunsen- Brenner. f Manometer.

¢ Spritzflasche. g Reagentien.

eintreten. Sehr oft ist die Substanz kristallisiert oder sonst zu gré-
beren Komplexen vereinigt. Sie wird dann zuerst mechanisch in
feinste Partikelchen zerlegt. Man erreicht dies, indem man sie in
einen Moérser ¢ gibt und nun mit einem Pistill & so lange reibt,
bis die ganze Masse in feinstes Pulver verwandelt
ist (vgl. Abb. 2). In besonderen Fillen begniigt
man sich nicht mit einfachem Pulvern, sondern
schiittet die Substanz auf ein Haarsieb (Abb. 3)
aus und trennt so die feinkornige von der grob-
kornigen Masse. Die letztere wird dann nochmals
zerrieben, wieder gesiebt und auf diese Weise die
gesamte Masse in gleichméBig feines Pulver verwandelt.
Im allgemeinen geniigt jedoch das Pulvern mit dem
Pistill in der Reibschale.

Nunmehr wird die Substanz in ein Gefd iiber-
gefithrt, in dem man die Losung vornehmen will.
Um sie aus dem Morser herauszubekommen, benutzt
man entweder einen Spatel (Abb. 4), eine Federfahne (Abb. 5)
oder aber ein Kartenblatt. Schon bei dieser einfachen Operation

Abb. 8. Haarsieb.
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ergibt sich eine sehr wichtige Regel, die fiir das chemische Arbeiten
im allgemeinen von allergroBter Bedeutung ist. Diese Regel lautet:
man passe stets das anzuwendende Gefil der Substanz-

Abb. 4. Spatel.

menge, mit der man arbeiten will,
an. Man wird somit den Morser nur so
grof} wihlen, dafl man die Substanz eben
bequem zerreiben kann, ohne daB sie
beim Umriihren mit dem Pistill iiber den
Rand des Morsers hinausfillt. Um alle
Verluste zu vermeiden, stellt man diesen
am besten auf schwarzes Glanzpapier.
Wird dann wirklich etwas Substanz aus
dem Morser herausgeworfen, dann kann
man sie auf diesem einmal leicht er-
kennen und dann auch gut wieder ge-
winnen. Wird der Morser zu groB ge-
wihlt, dann verliert man leicht Substanz,

U

|
d
Abb. 5.

Feder-
fahne.

weil bei dem energischen Reiben stets etwas davon an der Morser-
innenfliche haften bleibt. Die gleiche Regel gilt fiir das zu wih-
lende GefiB, in dem man die Losung vornehmen will.

Ist man iiber die Loslichkeitsverhiltnisse der Substanz, mit der
man arbeiten will, gar nicht unterrichtet, so fiihrt man einige soge-
nannte Reagenzglasproben aus. Diese sind von allergrofter Be-

deutung. Sie schiitzen vor vielen schlim-
men Erfahrungen und vor allem vor Zeit-
und Substanzverlust. Man nimmt eine
kleine Menge der feinpulverigen Substanz
und bringt diese in ein kleines Reagens-
glas, fiigt dann das Losungsmittel in kleinen
Portionen — tropfenweise — zu und be-
obachtet, wann die Substanz eben in L&-
sung geht. Tritt nach Hinzufiigen von
etwas LoOsungsmittel in der Kilte keine
Losung ein, dann erwidrmt man, ohne vor-
laufig mehr Losungsmittel hinzuzugeben.
(Vgl. die Haltung des Reagenzglases beim
Erwirmen in Abb.6.) Wenn in der Hitze

Abb. 6.

keine Losung erfolgt ist so setzt man von neuem Lo&-
sungsmittel hinzu und erhitzt wieder. Man kann dann
leicht abschitzen, wieviel Fliissigkeit man zur Losung
der urspriinglichen Substanzmenge braucht, und danach
wihlt man die GroBe des GefiBes. Die Losung nimmt
man gewohnlich am besten in einem weithalsigen
Erlenmeyer-Kolben (Abb. 7) vor. Dieser ersetzt das
Becherglas. Es empfiehlt sich im allgemeinen, zuerst
die Substanz in das Gefil hineinzubringen und dann das Losungs-
mittel aufzugieBen, und nunmehr auf dem Wasserbade, einem Asbest-

R

Abb. 7. Erlen-
meyerkolben.

1*



4 Physiologische Untersuchungen mit Hilfe chemischer Methoden.

drahtnetze (Abb. 8) oder einem sog. Baboblech (Luftbad) (Abb. 9)
zu erwirmen, falls man die Losung in der Hitze herbeifiihren will.
Allgemeine Regeln lassen sich nicht geben, denn bald wird man in
der heiBen Fliissigkeit die Reaktion vollziehen, bald in der kalten.
Im letzteren Fall muB man so viel Losungsmittel anwenden, daf in

Abb. 8. DreifuB mit Drahtnetz. Abb. 11, Nutsche mit Saugfiasche.

- ,
Abb. 10. TFiltrierstativ mit Abb. 12, Abpressen Abb. 13. Saugrohr mit
Trichter und Becherglas. des Filterriickstandes. Trichter und Siebplatte.

der Kilte keine Substanz ausfillt. Auch hier kann man sich leichv
durch Reagenzglasproben iiberzeugen, wieviel Losungsmittel not-
‘wendig ist.

Niemals arbeite man mit unreinen Koérpern. Ergibt sich
beim Losen der Substanz, daB ein Riickstand bleibt, oder ist die
Fliissigkeit nicht vollstindig klar, dann muB man unbedingt fil-
trieren. Meist geniigt hierzu ein kleiner Trichter mit einem ge-
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wohnlichen Filter (Abb. 10) oder einem Faltenfilter, oder aber man
benutzt eine Saugflasche b, auf welcher sich eine Nutsche ¢ mit
Filter befindet (vgl. Abb. 11). Die erstere ist mit einer Wasserstrahl-
pumpe a verbunden. Wird diese in T#tigkeit gesetzt, dann evakuiert
sie die Saugflasche. Die Fliissigkeit auf der Nutsche wird rasch in
diese hineingesaugt und hierbei fast quantitativ durch das Filter
getrieben. Das Nachwaschen des Filters gestaltet sich sehr einfach.
Man giet die Waschfliissigkeit auf die Nutsche auf, am besten,
nachdem man das Evakuieren unterbrochen hat, 148t sie kurze Zeit
auf der zu waschenden Substanz stehen (unter Umstéinden empfiehlt
es sich, diese in der Waschfliissigkeit mittels eines Spatels aufzu-
rithren) und verbindet dann die Saugflasche wieder mit der Pumpe.

Abb. 14. Abb. 15, Abb. 16.
Trichter mit ab- Erwidrmen von Trichter mit Warmwassertrichter.

gesprengtem Ansatz. Filter auf dem Warmbade.

Will man das Waschwasser moglichst kurze Zeit mit dem Filter-
riickstand in Beriihrung lassen, dann unterbricht man wéhrend des
Auswaschens das Saugen nicht. Der Riickstand wird mit einem
Spatel (d in Abb. 11) oder mittels des Stopsels a einer Flasche (vgl.
Abb. 12, b= Nutsche, ¢==Saugflasche) griindlich abgepreft. Hat
man kleine Fliissigkeitsmengen, dann verwendet man mit Vorteil
sog. Siebplatten. Sie werden mit einem aufgelegten Filter in einen
passenden Trichter gelegt. Dieser wird mit Hilfe eines Stopfens auf
einer kleinen Saugflasche oder einem Saugrohr (vgl. Abb. 13) befestigt.
Das gleiche Prinzip findet sich beim sog. Hirschschen Trichter.
Hier sind Trichter und Saugplatte vereinigt.

Oft arbeitet man mit heill gesittigten Losungen. In diesem Fall
kommt es beim Filtrieren leicht zum Ausfallen der Substanz auf
dem Filter oder im Trichterhals. In vielen Fillen geniigt es, wenn
ein Trichter mit abgesprengtem Ansatz (o in Abb. 14, b= Erlen-
meyer-Kolben) benutzt wird. Oder man erwidrmt den Trichter mit
dem eingelegten Filter durch Aufsetzen auf ein Wasserbad und giefit
dann die zu filtrierende Fliissigkeit auf das heifle Filter (Abb. 15).
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Diese Art des Warmhaltens der Fliissigkeit kann man im allgemeinen
nur anwenden, wenn man es mit wésserigen Losungen zu tun hat.
Will man wihrend lingerer Zeit eine heille Fliissigkeit ohne Abkiihlen
filtrieren, dann benutzt man hierzu einen sog. Warmwassertrichter
(Abb. 16). Er besteht aus einem Metallmantel o, in den ein gewGhn-
licher Trichter ¢ mit Filter in der aus Abb. 16 ersichtlichen Weise
eingesetzt ist. In dem zwischen Trichter und Metallwand befind-
lichen Raum befindet sich Wasser, das durch den Brenner b erwirmt
wird. Das verdampfende Wasser wird erginzt. Bei der Wahl des
Filters und Trichters und der Nutsche nebst der Saugflasche gilt die
vorstehend gegebene Regel, immer alle Gefifle und Apparate in ihrer
GroBe genau den gegebenen Verhiltnissen anzupassen. Niemals ver-
wende man zu groBe Gefifie. Sie bedeuten fast in allen Fillen einen
Substanzverlust.

Nunmehr kann man in der Losung die Reaktion vornehmen.
Meistens handelt es sich um das Ausfillen einer bestimmten Ver-
bindung resp. eines bestimmten Ions durch eine zweite Verbindung
bzw. ein zweites Ion. Derartige Fillungsreaktionen sind fast in allen
Fillen in der Kilte vorzunehmen. Sind sie in der Hitze herbeige-
filhrt worden, dann wird man abkiihlen und erst die kalte Fliissig-
keit weiter verarbeiten. Die sich anschlieBende Operation ist die
Filtration (vgl. Abb. 10, S. 4. a Becherglas, b Trichter mit Filter,
¢ Stativ). Man gewdhne sich schon beim qualitativen Arbeiten
an, moglichst quantitativ vorzugehen, d. h. vom Niederschlag alles
auf das Filter zu bringen und hierbei nichts zu verspritzen oder
sonstwie zu verlieren. Benutzt man einen weithalsigen Erlenmeyer-
Kolben, so kann man die Fliissigkeit samt der Fillung direkt auf
das Filter gieBen. Am besten verwendet man jedoch hierzu einen
Glasstab, den man, wie Abb. 17 zeigt, an den Rand des Gefiles
anlegt. Man vermeidet so das HerabflieBen von Fliissigkeit an der
AuBenwand des GefiBes. Gleichzeitig verhiitet man auch das Ver-
spritzen. Gewdohnlich bleibt im Erlenmeyer-Kolben etwas Substanz
an den Winden haften. Um auch diese zu gewinnen, gieBt man
etwas vom Filtrat zuriick, 16st die Partikel mit Hilfe einer Feder.
fahne (vgl. Abb. 5) oder eines Glasstabes, der an seinem unteren
Ende ein kleines Stiick Gummischlauch aufgezogen tréigt (vgl. Abb. 18),
von der Wand ab und gieBt das Gemisch auf das Filter zum Haupt-
niederschlag. Zum Auswaschen des Erlenmeyer-Kolbens verwendet
man mit Vorteil das Filtrat, wenn man einer zu starken Vermehrung
desselben vorbeugen will, oder der Niederschlag in der Waschfliissig-
keit 16slich ist. Wird das Filtrat nicht weiter verarbeitet und ist
der Niederschlag in der zum Waschen dienenden Fliissigkeit, z. B.
in Wasser, unloslich, dann kann man mittels einer Spritzflasche die
Reste des Niederschlages leicht auf das Filter spiilen. Will man
mit heiBem Wasser auswaschen, dann benutzt man am besten eine
Spritzflasche, deren Hals man mit Filz umwickelt (Abb.19) hat. Man
kann sie dann ohne die Gefahr, sich die Finger zu verbrennen, anfassen.
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Stets priife man das Filtrat mit dem Fallungsmittel, ob
auch geniigend davon zugesetzt worden ist! Sehr wichtig ist
ferner die folgende Regel: Man bewahre im allgemeinen alle Pro-
dukte, die im Laufe bestimmter Operationen sich bilden, auf, bis
der Versuch zu Ende gefiihrt ist. Es laft sich bei MiBerfolgen die
Fehlerquelle meist leicht feststellen, wenn die einzelnen Filtrate und
Niederschlige noch zur Verfiigung stehen.

Oft 16st man eine Substanz in einem Losungsmittel, um sie um-
zukristallisieren. Auch hier sind Reagenzglasproben von aller-
grofiter Bedeutung. Man sucht festzustellen, welches die geringste
Menge Losungsmittel ist, in der die Substanz beim Erhitzen gerade
noch in Losung geht. Dann verfolgt man an der Reagenzglasprobe,

|
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Abb. 17. Abb. 18. Abb. 19.
Haltung eines Glasstabes Glasstab mit Bereitung von warmem
beim Filtrieren. Schlauchstiick. Wasser in einer Spritzflasche.

ob sich beim Abkiihlen die Substanz in schénen Kristallen abscheidet.
Nunmehr fiigt man zu der umzukristallisierenden Substanz moglichst
wenig Losungsmittel und erhitzt. Ist vollstindige Losung eingetreten,
dann 148t man sie ganz langsam sich abkiihlen. War die Losung
nicht ganz klar, sondern etwas gefirbt, dann ist es meist vorteilhaft,
etwas Tierkohle — eine Messerspitze voll — hinzuzugeben, noch-
mals aufzukochen und nunmehr zu filtrieren. Erfolgt beim Abkiihlen
der Losung keine Kristallisation oder nur eine ganz ungeniigende,
dann muB man das Losungsmittel etwas verdunsten. Es ist nicht
vorteilhaft, das Abdunsten des Losungsmittels im weithalsigen Erlen-
meyer-Kolben vorzunehmen, denn der Hals des Gefidfles wirkt als
Kiihler. Man braucht deshalb lingere Zeit, um das Abdunsten zu
bewirken. Man gieBt die Losung entweder in eine Porzellanschale
oder in eine Kristallisierschale und dunstet dann auf dem Wasser-
bade vorsichtig ein. Man lasse--hierbei- die Losung nicht aus dem
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Auge, sondern beobachte fortwidhrend, ob Kristallisation eintritt. Das
Umkristallisieren hat nur dann einen Zweck, wenn Unreinheiten
wirklich entfernt werden. Wird die Losung von vornherein zu stark
eingedampft, dann werden die Kristalle sehr leicht mit der unreinen
Mutterlauge zusammen ausgeschieden. Ganz falsch ist ein vollstindiges
Abdunsten des Losungsmittels, denn dann erhdlt man natiirlich die
urspriingliche Substanz mit allen Unreinheiten wieder. Oft beob-
achtet man das Auftreten einer Kristallhaut. Dann unterbreche man
das Eindunsten und lasse nunmehr die Fliissigkeit langsam abkiihlen.
Die Kristallmasse wird dann am besten auf einer Nutsche abgesaugt,
der Filterriickstand gut abgepreft und mit einer Fliissigkeit, in der
die Kristalie schwer oder besser gar nicht 16slich sind, nachgewaschen.
Oft wird die Kristallisation begiinstigt, wenn man von vornherein
ein Kristdllchen der betreffenden Substanz zu der erkalteten Losung
hinzugibt. Es geniigt die geringste Spur, um die Kristallisation an-
zuregen. Macht die Kristallisation Schwierigkeiten, dann kann man
sie oft durch Reiben mit einem Glasstab einleiten. Man fiahrt mit
einem solchen an den Winden des Gefdafles auf und ab. Bald fiihlt
man, daf Rauhigkeiten eintreten. Die ersten Kristalle sind er-
schienen. Nunmehr setzt die weitere Kristallisation sehr bald ein.
Manche Substanzen kristallisieren sehr schwer. Es gilt dies vor allem
von den Zuckerarten. Hier muf man Geduld iiben und oft tage-
lang warten, bis dann plotzlich Kristalle erscheinen. Je reiner
eine Substanz ist, um so leichter wird sie im allgemeinen
auch kristallisieren. Die Gewinnung von Kristallen ist eine Kunst,
die sich jedoch bei geniigender Ausdauer erlernen laft.

Es ist in manchen Fillen schwer, die den Kristallen anhaftende
Mutterlauge durch Filtration oder Abnutschen zu entfernen. Man
bringt dann die Substanz entweder auf Filtrierpapier, schligt sie in
dieses ein und preBt sie dann evtl. unter Anwendung einer Presse
aus, oder man streicht das Produkt mittels eines Spatels auf eine
Tonplatte oder einen Tonteller (vgl. Abb. 20). Steht eine Zentrifuge
zur Verfiigung, dann bringt man die Substanz auf eine mit Filter
versehene Siebplatte (Abb. 13), legt diese in ein passend konstruiertes .
Zentrifugierrohrchen und zentrifugiert. Die Mutterlauge wird dabei
abgeschleudert.

Die Zentrifuge (Abb. 21) kann sehr oft mit Vorteil zur direkten
Abschleuderung eines Niederschlages verwendet werden. In diesem
Fall wird die Fliissigkeit nebst Niederschlag direkt, d.h. ohne vor-
herige Filtration in das Zentrifugierréhrchen eingefiillt und nunmehr
zentrifugiert. Die Zentrifuge erspart besonders dann sehr viel Zeit
und auch Substanzverluste, wenn es sich um Niederschlige handelt,
die leicht durch das Filter gehen oder sehr langsam filtrieren.

Beim Filtrieren von Niederschligen, von Tierkohle, von Kri-
stallen usw. beachte man die folgende Regel, die haufig vor grollem
Zeitverlust schitzt. Die Filter sind leider oft nicht aus so gutem
Materiale hergestellt, daB sie jeden Niederschlag direkt zuriickhalten.
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Man beobachtet hidufig, daf3 die zuerst durchgehende Fliissigkeit etwas
von dem Niederschlag, der Tierkohle usw. mitnimmt. Beachtet man
das Filtrat nicht genau, dann wird mit dem Filtrieren fortgefahren,
bis die gesamte Fliissigkeit durchfiltriert ist, und erst dann sieht
man, daB im Filtrat noch Substanzmengen enthalten sind, oder aber
man beachtet zwar das zuerst durchgehende Filtrat genau, man hat
jedoch den Trichter bzw. die Nutsche gleich auf das Gefdfl aufge-
setzt, in dem das gesamte Filtrat unterkommen soll. Man entdeckt
nun, daB etwas von der Substanz bzw. von der Tierkohle hindurch-
gegangen ist. Jetzt muBl man den Inhalt des Geféfles zuriickgieflen,

Abb. 21. Zentrifuge. Abb, 22, Trockenschrank.

wiederholt mit Wasser oder einer andern Fliissigkeit ausspiilen, und
so kommt es dann zu einer Vermehrung der urspriinglichen Fliissig-
keit. Diese Storungen lassen sich leicht vermeiden, wenn man das
zunichst durchgehende Filtrat in einem kleinen Erlenmeyer-Kolb-
chen oder in einem Reagenzglas auffingt. Hat man sich davon
iberzeugt, dall das Filtrat vollstdndig klar ablduft, dann setzt man
den Trichter mit dem Filter auf das Gefdll, in dem man das ge-
samte Filtrat auffangen will. Ebenso empfiehlt es sich, die Nutsche
zundchst auf eine kleine Saugflasche aufzusetzen und zu beobachten,
ob das Filtrat klar durchgeht. Bei einiger Ubung wird man bald
beurteilen kénnen, wann diese Vorsichtsmafregel unbedingt notwendig
ist, und wann sie umgangen werden kann. Jedenfalls spart sie aufler-
ordentlich an Zeit, und mancher VerdruB3 bleibt aus.
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Die abfiltrierte Substanz wird nun getrocknet. Um diese Opera-
tion in zweckmifBiger Weise vornehmen zu konnen, mufl man die
Eigenschaften der Substanz, die man erhalten hat, kennen. Ist dies
nicht der Fall, dann muB man sie mittels kleiner Proben zunichst
kennenlernen. Es gibt keine allgemeinen Regeln, nach denen man
die Trocknung einer Substanz vollfiihren konnte. Es gibt Substanzen,
die sich im Trockenschrank (Abb. 22) bei 809 100° 120° ohne
weiteres trocknen lassen. Andere wiirden hierbei tiefgehende Zer-
setzungen erleiden. Will man bei 100° trocknen, dann kann man
die Substanz auch in einer Porzellanschale auf das Wasserbad bringen.
Man mufl hierbei hiufig mit einem Glasstab bzw. Spatel umriihren.
Ist die Substanz gegen hohere Temperatur empfindlich, dann trockne
man sie in einem gewdhnlichen mit Chlorkalzium oder Schwefelsiure
beschickten Exsikkator (Abb. 23) oder in einem sog. Vakuumexsikkator
iiber Schwefelsdure (vgl. Abb. 24). Soll neben Wasser auch Salzséure
absorbiert werden, dann gibt man in den Exsikkator ein Schélchen,
das mit Kalk gefiillt ist (vgl. Abb. 25).

Abb. 23. Gewdhn- Abb. 24. -
licher Exsikkator. Vakuumexsikkator. Abb. 25.

Enthilt die Substanz Kristallwasser, dann will man dieses oft
genau bestimmen und vor allen Dingen auch feststellen, bei welcher
Temperatur es entweicht. Am besten arbeitet man in diesen Fallen
mit dem sog. Vakuumtrockenapparat. Abb. 26 zeigt die Zusammen-
setzung dieses Apparates. Er besteht im wesentlichen aus einem
Rohr, in das man die Substanz in einem sog. Schiffchen (Abb. 27)
hineingibt. Das Rohr 148t sich durch eine Wasserstrahlpumpe evaku-
ieren. Es ist von einem Mantel umgeben. Dieser steht mit einem
Rundkolben in Verbindung. -In diesen hinein gieBt man eine Fliissig-
keit, bei deren Siedepunkt man trocknen will. Nunmehr erhitzt man
die Fliissigkeit bis zum Siedepunkt. Die Démpfe erwdrmen hierbei
das GefiB, in dem sich die Substanz befindet, und damit auch die
Substanz. Mittels eingefiihrter Thermometer kann man die Tempe-
ratur genau ablesen. Ein aufgesetzter Kiihler verhindert, daf die
verdampfende Fliissigkeit entweicht. Sie fliet immer wieder in den
Rundkolben zuriick. Man kann die verschiedensten Flissigkeiten
withlen, deren Siedepunkt man genau kennt und dann von Zeit zu
Zeit feststellen, ob die Substanz, deren urspriingliches Gewicht wir
kennen, an Gewicht abgenommen hat. Sobald die Substanz keinen
Gewichtsverlust mehr zeigt, wird man bei einer hoheren Temperatur



Grundregeln und allgemeine Methoden beim chemischen Arbeiten. 11

weiter trocknen und feststellen, ob noch Gewichtsverlust eintritt. Die
zu trocknende Substanz mul} auf alle Fille feinpulvrig sein.

In manchen Fillen wiinscht man, Fliissigkeiten zu trocknen.
Es kommt .dies besonders dann in Betracht, wenn man eine bestimmte
Substanz aus einer Fliissigkeit durch ein Losungsmittel entfernt hat,
z. B. durch Ather, Chloroform, Benzol, Alkohol usw. Wiirde man in
diesen Fillen das Losungsmittel einfach abdunsten, dann wiirde die
Substanz mit Wasser zusammen iibrig bleiben. Dieses kénnte unter
Umstédnden das Kristallisieren der Substanz verhindern oder bei wei-
teren Reaktionen hinderlich sein. Alkoholische Fliissigkeiten werden

Abb. 27. Schiffchen.
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Abb. 26. Abb. 28. Abb. 29. .
Vakuumtrockenapparat. Scheidetrichter. Abtrennung im Scheidetrichter.

mit Kaliumkarbonat, Atzkalk oder entwissertem Kupfersulfat ge-
getrocknet. Atherischen Losungen wird das Wasser am besten mit
gegliihtem Natriumsulfat bzw. Magnesiumsulfat entzogen. Auch ge-
gliihtes Chlorkalzium leistet oft sehr gute Dienste. Bei der Wahl
des Trockenmittels hat man stets die Art der in Losung befindlichen
Substanz zu beriicksichtigen. Es lassen sich auch hier keine all-
gemeinen Regeln geben. Man gibt von der Substanz, mit der man
trocknen will, moglichst wenig zu der Fliissigkeit hinzun. Man kann
schon durch einfaches Beobachten feststellen, ob z. B. Ather, den man
mit Natriumsulfat trocknen will, geniigende Mengen von diesem
Trocknungsmittel enthélt. . Sobald dieses ndmlich Wasser aufnimmt.
verliert es seine feinpulvrige Beschaffenheit. Es backt zusammen.
Ist dies der Fall, dann gibt man vorsichtig noch etwas von dem



12 Physiologische Untersuchungen mit Hilfe chemischer Methoden.

gegliihten Natriumsulfat hinzu. Verwendet man zuviel vom Trocken-
mittel, dann kann dieses unter Umstinden betrichtliche Mengen von
der Substanz aufnehmen. Es lohnt sich in allen Fillen, das Trocken-
mittel mit dem entsprechenden Losungsmittel, also im besprochenen
Falle mit absolutem Ather zu waschen. Man kann auf diese Weise
die Ausbeuten oft ganz betrichtlich steigern.

Arbeitet man an Stelle von festen Korpern mit Fliissigkeiten,
so wird man diese, falls es sich um solche von so verschiedenem
spezifischem Gewicht handelt, dal sie sich von selbst abtrennen, im
Scheidetrichter (Abb. 28) sich ,scheiden* lassen. Man 148t dann
bei abgenommenem Stopfen zunichst die spezifisch schwerere, sich
unten befindende Lésung abflieBen (Abb. 29). Man warte dann einige
Zeit ab, damit die Flissigkeit aus dem Abflufrohr méglichst voll-
stindig abtropft und beobachte ferner, ob sich nicht mnoch etwas
von der abgelassenen Fliissigkeit abtrennt. Haften an den Winden
des Scheidetrichters noch einzelne Tropfen der spezifisch schwereren
Fliissigkeit, dann klopfe man mit dem Finger gegen die Wand des
Scheidetrichters, oder man schwenke seinen Inhalt um. Will man
auf diesem Wege zwei Fliissigkeiten moglichst scharf trennen, dann
muB man dafiir Sorge tragen, da nach dem Ablassen der ersten
Fliissigkeit das Ablaufrohr ganz von ihr befreit wird. Auf diesen
Umstand wird meist zu wenig Sorgfalt verwandt. Man kann ent-
weder das Rohr durch Ablassen von etwas der zweiten Fliissigkeit
ausspiilen und dann den Rest davon in einem besonderen Gefif3
auffangen, oder aber man gieBt die spezifisch leichtere Fliissigkeit
nach dem Ablassen der spezifisch schwereren durch die obere Offnung
aus. Endlich kann man hierzu auch einen Heber anwenden.

Ist eine Scheidung auf so einfachem Wege nicht mdglich, und
wiinscht man eine bestimmte Substanz von anderen in Losung be-
findlichen ohne weitere Eingriffe abzutrennen, dann versucht man
durch Anwendung spezifisch leichterer oder schwererer Lésungsmittel
den betreffenden Korper aus der
Lésung auszuziehen. Die Heraus-
nahme einer Substanz aus der
Fliissigkeit durch ein Lésungs-
mittel wird amn besten durch sog.
Ausschiitteln vorgenommen.
Zu diesem Zweck bringt man die
Flissigkeit in einen Schiittel-
trichter, fiigt das. Losungs-
mittel hinzu wund schiittelt
wiederholt energisch durch. Ver-
wendet man ein leichtfliichtiges Losungsmittel, z. B. Ather, dann
kann bei energischem Schiitteln innerhalb des Scheidetrichters Druck
entstehen. Liiftet man nun den Stopfen. des Scheidetrichters, dann
kann es sich leicht ereignen, daf Fliissigkeit aus dem Scheidetrichter
herausgeschleudert wird. Dies 146t sich durch einen einfachen

Abb. 30.
Haltung des Schiitteltrichters beim Ausschiitteln.
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Kunstgriff vermeiden. Hat man einige Male kriftig durchgeschiittelt,
dann stellt man den Scheidetrichter auf den Kopf und &ffnet den
Hahn, schlieBt ihn wieder und schiittelt weiter (Abb. 30). Schlie8-
lich befestigt man den Schiitteltrichter in einem Stativ (vgl. Abb. 29),
wartet ab, bis das Losungsmittel sich von der urspriinglichen Fliissig-
keit vollstdndig getrennt hat und scheidet dann die beiden Schichten
durch Ablassen der spezifisch schwereren Fliissigkeit. Die geloste
Substanz gewinnt man ™ den meisten Fillen durch einfaches Ab-
dunsten des Losungsmittels, nachdem man zumeist vorher, wie oben
geschildert, das Losungsmittel getrocknet hat.

Eine genaue Trennung ist in den meisten Fillen durch einfaches
Ausziehen mit einem Losungsmittel nicht zu erreichen. Sie wird
zumeist erst durch die fraktionierte Destillation bewirkt. Be-
stimmte Verbindungen haben bestimmte Siedepunkte. Diese sind
abhingig von dem Druck, unter dem die Destillation vorgenommen
wird. Entweder destilliert man bei gewohnlichem Druck. Meist ver-
wendet man hijerbei einen Kiihler, um das Destillat zu kondensieren.
Man féingt es dann in einer sog. Vorlage auf. Oder aber man destil-
liert, wenn man leichtzersetzliche Korper hat, unter vermindertem
Druck. Es hat dies den Vorteil, dafi die zu destillierende Fliissig-
keit bei einer viel niedrigeren Temperatur siedet. Man verwendet hierzu
entweder einen einfachen Destillierkolben oder einen sog. Claisen-
Kolben (vgl. Abb. 31). Im letzteren Falle wird das Thermometer im
angesetzten Rohr angebracht. Als Vorlage dient ein zweiter Destillier-
kolben, der je nach Bedarf mit Wasser, Eis oder einer Kéltemischung
gekiihlt wird. In ihm kondensiert sich das Destillat. Der vorgelegte
Destillierkolben steht mit einer Wasserstrahlpumpe in Verbindung.
Die zu destillierende Fliissigkeit erwiirmen wir im Wasser- oder Ol-
bade, oder es wird direkt mit der Flamme oder endlich im Luftbad
auf dem Baboblech erhitzt.

Das Destillieren erfordert sehr viel Aufmerksamkeit. Die zu destil-
lierende Fliissigkeit stellt in den meisten Fillen ein heterogenes Ge-
misch dar. Man sieht, daB bei einer bestimmten Temperatur Didmpfe
auftreten oder eine Fliissigkeit sich im Kiihler kondensiert. Man be-
obachtet nun genau ein in den Dampfen befindliches Thermometer
und merkt sich die Temperatur, bei der die Destillation begonnen
hat. Nun tritt nach einiger Zeit plotzliches Steigen der Temperatur
auf. Der Quecksilberfaden schieBt in die Hohe. Jetzt weil man,
daf ein anderes Produkt zu destillieren beginnt. Man wechselt so-
fort die Vorlage und beobachtet nunmehr genau, ob die Temperatur
eine konstante bleibt. In den meisten Féllen wird bei einer be-
stimmten Temperatur ein bestimmtes Destillat itibergehen. Wenn
die Temperatur sich &ndert, d. h. wenn der Quecksilberfaden weiter
steigt, dann unterbricht man die Destillation, nimmt die Vor-
lage mit dem Destillat weg und legt eine neue Vorlage vor.
Auf diese Weise kann man die einzelnen Destillate getrennt auf-
fangen. Diese Fraktionen sind meistens noch nicht ganz einheitlich.
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Es lohnt sich, die fraktionierte Destillation mit jedem einzelnen
Destillate zu wiederholen. Selbstverstindlich kann man diese Wieder-
holung der Destillation auf eine einzige Fraktion beschrinken, wenn
man eine bestimmte Substanz zu erhalten wiinscht, deren Siedepunkt
bereits bekannt ist. Man wird dann das, was zuerst i{ibergegangen
ist, den sog. Vorlauf, weggieBen (evtl. bei sehr wertvollen Substanzen
auch diesen fraktionieren) und nur die Fliissigkeit, die bei einer be-
stimmten Temperatur {ibergegangen ist, nochmals der Destillation
unterwerfen. Auch hierbei erhilt man wieder einen kleinen Vorlauf.
Erst dann geht die reine Verbindung iiber. Ein bestimmter Siede-

Abb. 31. Abb. 32. Abb. 33.
Vakuumdestillation. Schmelzpunkt- Gewinnung von
bestimmungs- Schmelzpunkt-

apparat. rOhrchen.

punkt ist ein wichtiges Kriterium fiir die Reinheit einer Fliissig-
keit. In manchen Fillen gestattet seine Feststellung ohne weiteres
die Identifizierung der destillierten Verbindung. In den meisten
Fillen wird man jedoch bestimmte Reaktionen, die Analyse usw. zu
Hilfe nehmen miissen, um festzustellen, welche Verbindung vorliegt.

Um sich von der Reinheit einer festen Substanz zu iiberzeugen,
bestimmt man ihren Schmelzpunkt. Hat man bereits bekannte
Kérper vor sich, dann wird man aus dem Schmelzpunkt schon be-
urteilen konnen, ob das erhaltene Produkt rein ist oder nicht.
Selbstverstindlich begniigt man sich damit im allgemeinen nicht,
sondern stellt noch andere Konstanten fest, oder aber man hilt
sich an bestimmte typische Reaktionen, oder endlich, man fiihrt die
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quantitative Analyse der einzelnen Elemente, die in der Substanz
enthalten sind, durch.

Zur Schmelzpunktbestimmung bedient man sich eines sog.
Schmelzpunktapparates. Ein einfacher, leicht zu bedienender Apparat
ist der folgende. Er besteht aus einem Rundkolben, der ein langes
Ansatzrohr besitzt (vgl. Abb. 32). Das GefiB muBl aus Jenaer Glas
bestehen. Im Kolben befindet sich konzentrierte Schwefelsdure, oder,
wenn man den Schmelzpunkt héher schmelzender Substanzen fest-
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Abb. 34. Abb. 35. '
Ausziehen des Schmelzpunktrohrchens. Zuschmelzen des |
Schmelzpunktrohrehens. i
f

Abb. 36. Abb. 38. Abb. 37.
Achatmorser mit Pistill. Schutzbrille.

stellen will, Paraffin. Im allgemeinen wird man mit Schwefelsdure
auskommen. In diese taucht, bis etwa zum unteren Drittel der
Fliissigkeit, ein Thermometer ¢, das durch den Kolbenhals eingefiihrt
ist. Das Thermometer ist in einem Korkstopfen b befestigt, der den
Kolbenhals nach oben abschlieft. Beim Erhitzen der Schwefelsdure
treten Dampfe auf. Um diesen einen Abzug zu gestatten, wird in
den Kork eine Kerbe geschnitten. Die Substanz fiillt man in ein
Schmelzpunktrohrchen a ein. Diese sind leicht zu erhalten, indem
man ein Glasrohr oder ein Reagenzglas vor dem Geblise zu einer
Kapillare auszieht (Abb. 33a) und dann diese in etwa 4 cm lange
Stiicke zerschneidet (Abb. 33b). Wird nun das eine Ende der Kapillare:
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ausgezogen und dann der diinne Teil zusammengeschmolzen, dann
erhilt man das fertige Schmelzpunktrohrchen (Abb. 34 und 35). Die
Substanz, deren Schmelzpunkt man bestimmen will, wird zunichst
in einem kleinen Morser, am besten einem Achatmorser (Abb. 36),
fein gepulvert, dann it dem Schmelzpunktréhrchen aufgeschopft
und die Substanz durch leichtes Aufklopfen am geschlossenen Ende
angesammelt. Ist die Substanz sehr leicht oder haftet sie an den
Winden der Kapillare an, dann kann man sie mit Hilfe eines unten
zugeschmolzenen Glasfadens herunterstopfen. Noch einfacher ist es,
die Schmelzpunktkapillare in ein Glasrohr einzufithren und in diesem,
wie Abb. 37 zeigt, herunterfallen zu:lassen. Jetzt nimmt man das
Thermometer mitsamt dem Korkstopfen aus dem Schmelzpunktkolben
heraus und legt das Schmelzpunktrohrchen so an das Thermometer
an, dafl die Substanz sich mit der Quecksilberkugel in gleicher Héhe
befindet. Das Schmelzpunktréhrchen haftet meist ohne weiteres
durch Adhiision an dem mit Schwefelsdure benetzten Thermometer.
Zur Sicherheit kann man es noch mit Hilfe eines kleinen Kautschuk-
ringes an ihm befestigen. Jetzt beginnt man mit dem ZErhitzen,
indem man einen Brenner mit fichelnder Bewegung rund um den
Schmelzpunktkolben herumfiithrt. Handelt es sich um Substanzen,
die einen bestimmten Schmelzpunkt haben, dann geht man mit dem
Erhitzen langsam vor und beobachtet fortwihrend das Aussehen der
im Schmelzpunktréhrchen befindlichen Substanz. Man notiert sich
genau, wann eine Veridnderung eintritt. Bald beobachtet man, daB
die Substanz eine Férbung annimmt, oder aber sie beginnt zu sintern.
Endlich stellt man fest, wann die Substanz vollstindig geschmolzen
ist. Sie bildet dann eine klare Fliissigkeit. Die scharfe Beobachtung
der eintretenden Veréinderungen hat bei der Schmelzpunktbestimmung
schon sehr oft zu wichtigen Resultaten gefithrt. Handelt es sich
um Substanzen, die keinen festen Schmelzpunkt haben, sondern sich
bei erhohter Temperatur allmihlich zersetzen, dann bestimmt man
den Zersetzungspunkt, indem man das Erhitzen rasch vornimmt. Die
Zersetzungspunkte geben niemals so scharfe Werte wie die Schmelz-
punkte. FErhitzt man langsam oder umgekehrt sehr rasch, dann.
kann man den Zersetzungspunkt innerhalb groBer Intervalle finden.
Bei der Zersetzung lassen sich mancherlei Beobachtungen machen.
Bald sieht man das Auftreten von Gasen, bald kann man feststellen,
daB die sich zersetzende Substanz bei einer bestimmten Temperatur
ein bestimmtes Aussehen annimmt usw. Es kann auch vorkommen,
dall die Substanz, ohne zu schmelzen, sublimiert und schlieflich sich
ganz verfliichtigt. Handelt es sich um die Identifizierung einer
Substanz mit einer anderen bereits bekannten, dann empfiehlt es
sich, von der letzteren etwas in ein zweites Schmelzpunktréhrchen
zu geben und, wie Abb. 32 zeigt, den Schmelzpunkt der bekannten
Substanz gleichzeitig mit dem der zu identifizierenden festzustellen.
Endlich mischt man etwas von beiden Substanzen in einem kleinen
Morser zusammen und nimmt den Schmelzpunkt des Gemisches.
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Bei der Bestimmung des Schmelzpunktes bediene man sich in allen
Fillen einer sog. Schutzbrille (Abb. 38). Es konnen beim Platzen des
Schmelzpunktkolbens sonst arge Verletzungen der Augen eintreten.
Ferner lege man ein Tuch unter den Kolben, damit beim etwaigen
Herunterfallen der Schwefelsiure kein Verspritzen stattfindet.

Sehr oft arbeiten wir auch mit gasformigen Produkten. Bald
handelt es sich um Fillungsreaktionen mittels Gase, so z. B. um Aus-
fillung von Barium mittels Kohlensédure oder von Metallen, wie Kupfer,
mit Schwefelwasserstoff, bald wiinscht man andere Vorginge, wie
z. B. die Esterbildung unter Vermittlung von gasférmiger Salzsiure
oder die Infreiheitsetzung von Estern aus den salzsauren Salzen mit
Ammoniakgas herbeizufiihren. Die Gase bereiten wir uns im all-

Abb. 39. Abb. 40. Abb. 41.
Kippscher Apparat. Analytische Wage. Gewichtssatz.

gemeinen am besten in sog. Kippschen Apparaten (vgl. Abb. 39,
a = Fliissigkeit, z. B. eine Siure, b = das Material, aus dem man
ein Gas bereiten will, z. B. Marmorstiicke), oder wir entnehmen sie
sog. Bomben. '

Eine sehr wichtige Regel, die auch fiir das qualitative Arbeiten
gilt, ist die, dal man bei festen Korpern mit abgewogenen und bei
Fliissigkeiten mit abgemessenen Mengen arbeitet. Man gewdhne sich
daran, jede einzelne Operation wiegend oder messend zu verfolgen.

Beim priparativen Arbeiten erreicht man eine geniigende Genauig-
keit, wenn man mit einer einfachen Schalenwage wiegt. Am besten
halt man ein austariertes GefiB zur Aufnahme der zu wiegenden
Substanzen bereit, oder man benutzt gleich schwere Kartenblitter.
Fiir quantitative Arbeiten verwenden wir eine sog. analytische
Wage (vgl. Abb. 40). Wir bestimmen mit Hilfe der Gewichte des
Gewichtssatzes (vgl. Abb. 41) das Gewicht der Substanz bis auf Zenti-

Abderhalden. Praktikum, 3. Aufl. 2
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gramme, Milligramme und Zehntelmilligramme werden mit Hilfe
eines sog. Reiterchens, das bei geschlossener Wage auf den Wage-
baken aufgesetzt wird, festgestellt. Die Grammgewichte und die
Dezi- und Zentlgramme stellen wir stets zundchst nach den Liicken
im Wigesatz fest und kontrollieren dann die aufgeschriebenen Werte

—
— M
>
=
Abb. 43. Zange. Abb. 44. ,,Schweinchen.“

bei der Wegnahme der Gewichte von der Wage. Die Substanz wird
auf einer derartigen Wage nicht direkt gewogen, sondern stets in
einem Gefil eingeschlossen. Meist benutzt man ein sog. Wage-
gldschen (Abb. 42). Dieses wird zunéichst in ganz reinem Zustande
in einem Trockenschrank getrocknet und dann mittels einer Zange
(vgl. Abb. 43) in einem Exsikkator (vgl. Abb. 23) iibergefiihrt. Man
188t abkiihlen und bestimmt ]etzt das Gewicht des

leeren GefifBes, nachdem es im Exsikkator in die

Niahe der Wage gestellt und dann mittels der Zange

auf die Wagschale gesetzt worden ist. Ist das Ge-

wicht g festgestellt, dann gibt man

—3 die zu wiegende Substanz in das
| 1 = Wigeglidschen hinein, verschlieft und

[ | wiegt wieder. Man erhdlt das Ge-
wicht ¢, des Wigeglédschens - Sub-
stanz. g, — g ergibt das Gewicht der

[ Substanz. In manchen Fillen will man

I [ nicht den ganzen Inhalt des Wige-

[\ gliaschens beniitzen, sondern nur einen

. Teil. Man braucht dann das Gewicht

N, des Wigeglidschens nicht zu kennen,

\ sondern wiegt Wagegldschen und Sub-

{ | stanz zusammen, entnimmt dann etwas

) / von ihr und wiegt zuriick. Die Diffe-

~— | ‘7 renz der beiden Gewichte ergibt das

Abb. 45, Abb. 46. Abb. 47, Gewicht der herausgenommenen Sub-

MeBzylinder. Pipette. MaBkolben.  stanz. Hat man eine Substanz in

einem sog. Schiffchen getrocknet, dann

bringt man dieses in einem sog. ,,Schweinchen” (vgl. Abb. 44 zur
Wiégung.

Arbeitet man mit Fliissigkeiten, dann mift man diese ab. Zu
groberen Abmessungen bedient man sich der sog. MeBzylinder
(vgl. Abb. 45), fiir feinere dienen die Biiretten (vgl. Abb. 52, S. 44),
Pippetten (Abb. 46) und die MaBkolben (Abb. 47). Die letzteren
sind besonders dann zu empfehlen, wenn man von einer Fliissigkeit
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einen aliquoten Teil untersuchen will. Man gibt dann die gesamte
Losung in einen MaBkolben, fiillt bis zur Marke mit einer ent-
sprechenden Fliissigkeit, z. B. mit Wasser, auf und entnimmt mit
einer Pipette einen aliquoten Teil. Die Berechnung des gefundenen
Wertes fiir die gesuchte Substanz auf die gesamte Fliissigkeit ist
dann eine sehr einfache. Man habe z. B. die Losung auf 100 com
aufgefiillt und in 10 ccm derselben 0,1 Gramm Cl gefunden. In den
100 cem sind dann 1,0 Gramm davon enthalten.

Eine besondere Bemerkung erfordert der Gebrauch der Pipetten.
Sie bestehen aus einem mittleren, erweiterten Teil und zwei réhren-
artigen Ansétzen. Der nach oben fiihrende Ansatz dient zum Aufsaugen,
wihrend das untere, zugespitzte Ende in die aufzunehmende Fliissig-
keit taucht. Man 1dBt die Fliissigkeit bis tiber die Marke (a in
Abb. 46) steigen und verschlieBt dann das obere Ende der Pipette
rasch mit dem Daumen oder dem Zeigefinger. Jetzt liiftet man den
abschliefenden Finger sorgsam gerade so weit, daf Tropfen um
Tropfen die Pipette verlafit. In dem Augenblick, in dem der Fliissigkeits-
spiegel die Marke a erreicht hat, wird die Pipette wieder fest ver-
schlossen. Nunmehr 148t man die abgemessene (,pipettierte) Fliissig-
keit in das GefiB flieBen, in dem man sie behandeln will. Die
meisten Pipetten sind sog. ,Auslaufpipetten®, d.h. die in der
Spitze der Pipette haften bleibende Fliissigkeit ist in das Volumen
mit eingerechnet. Man darf solche Pipetten nicht durch Ausblasen
oder Ausschiitteln vollstindig entleeren. Vielmehr beriihrt man mit
der Spitze der Pipette die Wand des Gefdlles und 148t die Flissig-
keit ohne weiteres Zutun ausfliefen.

" Ein weiteres wichtiges MeBgerdt werden wir bei der MaBanalyse
in der Biirette kennenlernen.

Wo immer moglich, arbeite man mit den auf Grund der die
Reaktion veranschaulichenden Formel berechneten Mengenverhélt-
nissen und verwende, wo es angeht, sog. Normalldsungen (vgl hierzu
S. 40). Das Arbeiten wird durch dieses Vorgehen lehrreicher und
gleichzeitig ein genaueres.

Protokollfiihrung.

Die erste Einfithrung in physiologisch-chemisches Arbeiten soll
zugleich einen Einblick in die Gewinnung von Forschungsresultaten
geben. Bei jeder Forschung bilden genaue Aufzeichnungen der ein-
zelnen Versuche mit ihren einzelnen Feststellungen und Ergebnissen
die Grundlage. In den folgenden Schilderungen von Methoden ist mit
Absicht auf eine erschépfende Darstellung verzichtet worden. Es soll
der Lehrer nicht iiberfliissig gemacht werden. Jeder einzelne Versuch
wird von ihm besonders erklirt, oder aber die Schiiler stellen da Fragen,
wo sie nicht selbst sich zurecht finden. Sie fithren ein genaues Tagebuch
und schreiben sich alle Einzelheiten der Versuche auf. Es gilt dies
vor allem auch fir die Darstellung der Reaktionen in Form von

A
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Formeln. Eine reiche Erfahrung hat gezeigt, daf das Anschreiben
von Formeln an die Tafel zu keinem wirklichen Kennenlernen der
Vorgénge fithrt. Sie werden mechanisch abgeschrieben. Von viel
groflerem Werte ist es, wenn der Schiiler die Reaktionen selber in
Formeln zur Darstellung bringt. Irrt er, dann wird die Richtig-
stellung mie vergessen, weil sie an Hand eines vorhandenen Fehlers
erfolgt ist. Gewohnlich folgen einigen Irrtiimern sehr bald richtige
Resultate. Gelingt es nicht, in einem praktischen Kurse die Schiiler
so zu beeinflussen, dafl sie mit Interesse folgen und dieses durch
Fragen bekunden, dann sind die Ubungen nicht viel wert.

Die einzelnen Versuche diirfen nicht auf einzelne Zettel aufge-
schrieben werden, vielmehr ist ein richtiges Protokollbuch anzulegen.
Jeder Versuch ist in Fragestellung, Ausfihrung und Ergebnis genau
abzugrenzen. Wird spéter ein solches Protokoll wieder zu Rate ge-
zogen, dann werden alle Versuche wieder lebendig. Das einmal Er-
lebte und selbst Durchgefithrte hat einen ganz anderen Geddchtnis-
wert, als das aus Biichern Gelernte und ist auch jenen Kenntnissen
weit {iberlegen, die durch bloBes Zusehen bei einem Versuche — z. B.
in der Vorlesung — gewonnen worden sind. Aus diesen Griinden
ist die peinlich genaue Buchfiithrung ein wesentlicher Teil des ganzen
Praktikums. Der Schiiler erhdlt durch sie zugleich eine Vorbereitung
zu eigenen kiinftigen Forschungen.

Allgemeiner Gang bei der Untersuchung einer
unbekannten, festen Substanz oder Fliissigkeit.

Die erste Frage, die wir uns bei der Untersuchung einer Substanz
vorlegen, ist die, ob sie aus organischen oder anorganischen
Verbindungen besteht, oder aus beiden zugleich. In den meisten
Fillen ist die Entscheidung eine sehr einfache. Ist die Substanz fest,
dann nehmen wir etwas davon auf einen ganz reinen, blanken Platin-
oder auch Nickelspatel, glithen und beobachten die dabei auftreten-
den Verdnderungen. Tritt Verkohlung ein und verbrennt die Kohle
restlos, dann war nur organische Substanz vorhanden. Nur wenige
organische Substanzen verbrennen ohne Verkohlung, so z. B. die
Oxalsdure. Tritt zwar Verkohlung ein, bleibt aber ein glithbestin-
diger Riickstand, dann haben wir ein Gemisch von organischen
und anorganischen Bestandteilen vor uns. Wenn dagegen iiber-
haupt keine Verkohlung eintritt, sondern ein Riickstand bleibt, der
selbst starkem Glithen widersteht, dann schiieflen wir auf anorga-
nische Substanz. Es kann allerdings auch der Fall eintreten, daf3
eine anorganische Substanz sich vollstindig verfliichtigt, dies trifft
z. B. fiir das Chlorammon zu.

Erweist sich die Substanz als anorganisch, dann wird sie nach
den weiter unten angegebenen Methoden auf die einzelnen Bestand-
teile untersucht. Die Asche wird auf alle Félle auf ihre Reaktion
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gepriift. Auch kann man mit ihr schon die Flammenreaktion an-
stellen und sich so einigermaflen unterrichten. Ebenso sind die Los-
lichkeitsverhaltnisse des Aschenriickstandes von grofler Bedeutung
und geben manche Winke iiber die Art der Substanz, die vorliegen
konnte.

War die Substanz zum Teil organisch, zum Teil anorga-
nisch, dann wird man einen Teil von ihr veraschen und die Asche
untersuchen. Eine andere Portion verwendet man zur Feststellung
der organischen Bestandteile. Zun#chst wird man — auch dann,
wenn eine rein organische Substanz vorliegt — die Frage ent-
scheiden, ob die Substanz Stickstoff enthilt oder nicht. Vgl. den
folgenden Abschnitt.

Enthilt die Substanz Stickstoff, dann liegt der SchluB8 nahe,
dafl es sich um Verbindungen handelt, die entweder zum Eiweil
oder zu den Nukleinsduren, ev. auch zu Phosphatiden in Be-
ziehung stehen. Von Kohlehydraten kdme nur etwa das Chitin
bzw. das Glukosamin in Betracht. Enthélt die Substanz keinen
Stickstoff, dann werden wir in erster Linie vermuten, daB Sub-
stanzen vorliegen, die den Kohlehydraten, Fetten oder Sterinen zu-
gehoren. Der weitere Gang der Untersuchung ist durch die Eigen-
schaften der betreffenden Korperklassen gegeben. Man halte sich an
die bei den einzelnen Gruppen von Verbindungen weiter unten an-
gegebenen Reaktionen.

Sind Fliissigkeiten zu untersuchen, dann sind die Verhéltnisse
etwas komplizierter. Man wird zuerst bei der Fliissigkeit die Reaktion,
den Geruch und ev. den Geschmack feststellen und dann eine Probe
zur Trockene verdampfen und priifen, ob beim Glithen des Riick-
standes Verkohlung eintritt, bzw. Aschenbestandteile zuriickbleiben.
Wéhrend des Eindampfens wird man verfolgen, ob fliichtige Bestand-
teile entweichen, wie z. B. Ammoniak oder Fettsiuren usw. Am
besten nimmt man das Verdampfen mit einer abgemessenen Menge
in einem kleinen Koélbchen vor und 1Bt die Dampfe durch abge-
kiihltes Wasser streichen, oder man legt, falls man z. B. auf Ammoniak-
gehalt der Fliissigkeit Verdacht hat, '/,,n-Schwefelsiure vor. Ist die
Moglichkeit vorhanden, daB Sduren entweichen, wie z. B. Fettsiuren,
dann wird man diese in !/,,n-Natronlauge auffangen, und zwar in
allen Féllen in einer abgemessenen Menge. Durch Titration mit
!/,o n-Natronlauge bzw. im letzteren Falle mit !/, n-Schwefelsiure
bestimmt man, wieviel von den erwidhnten Substanzen beim Ein-
dampfen iiberdestilliert sind. Vgl. hierzu S. 41. Den Trockenriick-
stand der Fliissigkeit priift man in der oben angegebenen Weise.
Manche Substanzen wird man direkt aus der Fliissigkeit isolieren
kénnen.



22 Physiologische Untersuchungen mit Hilfe chemischer Methoden.

Qualitativer Nachweis von Stickstoff
in organischen Verbindungen.

Man gibt von der zu untersuchenden Substanz etwas in ein ab-
solut reines, ganz trockenes Reagenzglas und fiigt nun etwa das
fiinffache Volumen an Natronkalk hinzu. Man vermeide dabei, daB
der obere Teil des Reagenzglases mit dem Natronkalk in Beriihrung
kommt. Nun erhitzt man, nachdem die Substanz mit dem Natron-
kalk am besten mit Hilfe eines sauberen Glasstabes gut gemischt
wurde. Bald beobachtet man das Entweichen von Ammoniak, falls
es sich um eine stickstoffhaltige Substanz handelt. Man kann das
Ammoniak am Geruch erkennen. Sicherer ist es, in einiger Ent-
fernung von der Offnung des Reagenzglases ein feuchtes rotes Lack-
muspapier in die entweichenden Dampfe hineinzuhalten. Es blaut sich.
Man hiite sich vor Beriihrungen mit der Reagenzglasinnenwand, beson-
ders dann, wenn der Natronkalk nicht sorgfiltig in das Reagenzglas
geschiittet wurde. Endlich kann man selbst geringe Ammoniakmengen
erkennen, wenn man einen in Salzséiure getauchten Glasstab der Offnung
des Reagenzglases ndhert. Es treten Nebel von Chlorammon auf.

Die in ihrer Ausfiihrung so einfache Natronkalkmethode geniigt,
um in allen fiir uns in Betracht kommenden Verbindungen den
Stickstoff nachzuweisen, und zwar deshalb, weil er entweder in Form
.der Amino- oder Iminogruppe vorkommt, auch kann er bestimmte
Gruppen an Stelle des Wasserstoffs tragen, wie z. B. Methylgruppen.
Nicht feststellbar ist der Stickstoff in Nitlogruppen usw., die, wie
gesagt, weder in unserem Korper noch in unserer naturhehen Nah—
rung vorkommen.

Wir besitzen eine Methode, um ganz allgemein den Stickstoffgehalt
in organischen Stoffen zu erkennen. Es wird etwas von der Substanz
in ein kleines Reagenzglas gegeben. Dann bringt man ein linsen-
grofes Stiickchen von auf FlieBpapier abgetrocknetem Kalium hinzu
und erhitzt. Man hilt dabei die Offnung des Reagenzglases von sich
abgewandt. Es tritt eine heftige Reaktion ein (Schutzbrille!). Nach--
dem das Reagenzglas sich etwas abgekiihlt hat, wird es unter dem
Abzug bei moglichst tief herabgelassenem Schiebefenster in Wasser
eingetaucht, das sich in einem kleinen Erlenmeyer-Kolbchen be-
findet. Das Reagenzglas zerspringt dabei. Man filtriert nun die Losung
in ein Reagenzglas. Zu dem klaren Filtrat gibt man jetzt einen
Tropfen Eisenchloridlésung und dann einige Tropfen Ferrosulfatlosung
hinzu und erwdrmt. Es geht dabei das in Lésung vorhandene
Cyankalium in Ferrocyankalium iiber. Jetzt wird abgekiihlt und
mit Salzsdure angeséuert. Beobachtet man griine oder blaue Farbung
oder Entstehung eines blauen Niederschlages, dann ist das der Be-
-weis dafiir, dafl Stickstoff in der Substanz vorhanden ist. Es hat
‘sich Berlinerblau gebildet. Vgl. auch die quantitative Stickstoff-
bestimmung nach Kjeldahl
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I. Qualitativer und quantitativer Nachweis
anorganischer Bestandteile.
(Aschenanalyse.)

A. Qualitative Aschenanalyse.

BEs sind im folgenden nur diejenigen Elemente beriicksichtigt, die
als Nahrungsstoffe und Korperbestandteile Bedeutung haben, und
mit einfachen Mitteln nachzuweisen sind. Ferner sind nur solche
Metheden angefithrt, die bei der praktischen Durchfiihrung einer
Aschenanalyse in Aunwendung kommen. Es werden zunichst mit
Hilfe der reinen Elemente bzw. derjenigen Salze, die das ent-
sprechende Element enthalten, die Eigenschaften der einzelnen
Elemente studiert.

Es kommen fiir uns in Frage: 1. die Kationen: Natrium, Kalium,
Eisen, Kalzium, Msagnesium. 2. die Anionen: CO,, Cl, J, SO,, PO,.

Nachweis der Kationen.

Nachweis der Alkalien.

In Betracht kommen Natrium und Kalium (Prifung auf K-
und Na-Ionen). .

Flammenprobe. Es wird ein ca. 5 cm langes Stiick Platindraht
in das Ende eines Glasstabes eingeschmolzen. Das Ende des Platin-
drahtes wird zu einer Ose umgebogen. In diese gibt man etwas von
der zu untersuchenden Substanz. Ebenso gut eignet sich fiir diese
Probe ein Magnesiastdbchen. Bevor wir es verwenden, iiberzeugen
wir uns durch Ausglithen, ob es wirklich frei von Substanzen ist,
die eine Flammenféirbung geben. Das
gleiche gilt vom Platindraht. Wir
wihlen als Beispiel Kochsalz. Wir -
zerreiben dieses in einem Morser zu ;
einem feinen Pulver und bringen nun
etwas von der Substanz in die Ose des Platin-
drahtes. Nun halten wir diese in den Rand
einer Bunsenflamme (vgl. Abb. 48). Sie er-
scheint an der betreffenden Stelle gelb. Am
besten wird das Pulvern des Kochsalzes nicht
in demjenigen Raume vorgenommen, in wel- .
chem man die Flammenprobe ausfiihren will,
weil die geringsten der Luft beigemengten
Spuren von Natrium geniigen, um die simt-
lichen Flammen im ganzen Laboratorium gelb zu firben.

Kalium, wir wihlen Chlorkalium, gibt im Gegensatz zum
Natrium eine violette Firbung der Bunsenflamme. Mischen wir

Abb. 48. Flammenprobe.
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Chlornatrium und Chlorkalium, und fiithren wir mit dem Gemisch die
Flammenprobe aus, dann erblicken wir nur die durch das Natrium
bedingte gelbe Fiarbung. Die violette Farbe des Kaliums wird ver-
deckt. Um Kalium neben Natrium erkennen zu konnen, betrachten
wir die Flammenfirbung mit Hilfe eines Kobaltglases. Erblicken
wir durch dieses violette Farbung, so bedeutet das, dafl Kalium neben
Natrium vorhanden ist.

Um mittels des Kobaltglases stets ein eindeutiges Erkennen der
Kaliumflamme zu erreichen, verwende man folgende Versuchs-
anordnung. Man hilt das mit der Substanz beschickte Magnesia-
stibchen etwa in die Mitte der Hohe des Flammenrandes und hélt
nun das Kobaltglas so, daB man durch seine untere Hilfte die nicht
ybeeinfluBte“ Flamme erblickt. Man hat dann zum Vergleich dariiber
die von der Substanz beeinfluBte Flamme. Diese VorsichtsmaBregel
ist wichtig, weil die Kobaltgliser oft so beschaffen sind, daB, durch
sie betrachtet, die Flamme an und fiir sich rétlich bis violett gefirbt
erscheint.

Man kann die Probe auf Natrium und Kalium noch dadurch ver-
schirfen, daB man mit Hilfe eines Spektralapparates die Absorptions-
linien der beiden Elemente im Spektrum feststellt.

Man kann beide Elemente auch in Losungen erkennen. Man stelle
von Kochsalz und Chlorkalium eine Losung dar und bringe eine
Probe der Fliissigkeit in die Ose des Platindrahtes und fiihre die
Flammenprobe, wie oben angegeben, aus. Man erhilt wiederum die
entsprechenden Firbungen und kann auch jetzt mittels des Kobalt-
glases Kalium neben Natrium nachweisen.

Erwéhnt sei, da Kalziumion eine prachtvolle rote Flammen-
farbung gibt. Wir 16sen z. B. Kalziumchlorid in Wasser und halten
das in dieser Losung befeuchtete Magnesiastibchen bzw. den be-
feuchteten Platindraht in die Flamme.

Nachweis von Kalium und Natrium mit Hilfe von Fillungsreaktionen.
Kochsalz, NaCl, wird in wenig Wasser gelost. Zu der Losung werden
einige Tropfen einer alkalischen Losung von pyroantimonsaurem Kali,
K,H,Sb,0., hinzugefiigt. Es entsteht ein kristallinischer Niederschlag
von pyroantimonsaurem Natrium, Na,H,8b,0,. Kaliumsalze geben in
wisseriger Losung mit einigen Tropfen Natriumazetat und Weinséure
einen kristallinischen Niederschlag von saurem weinsaurem Kalium
KHC,H,0,. Die Abscheidung erfolgt aus verdinnteren Losungen
nicht sofort, sondern allmihlich. Sie wird durch Reiben mit einem
Glasstab beschleunigt. In einem Gemisch von Natrium- und
Kaliumsalz kann man die beiden Elemente erkennen, indem man
die Fliissigkeit, die diese enthdlt, in zwei Teile teilt. Zu der einen
Halfte fiigt man eine alkalische Losung von pyroantimonsaurem Kali
und priift so auf Natrium. Zu der anderen Hélfte gibt man Natrium-
azetat und Weinsdure: Prifung auf Kalium.

Eine weitere Unterscheidung liefert das Verhalten des Kaliums
und Natriums gegeniiber Platinchlorwasserstoffsidure, H,PtCl .
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Fiigt man eine etwa 10prozentige wisserige Losung davon zu der
Lésung eines Natriumsalzes, z. B. zu einer Kochsalzlosung, dann erhilt
man keine Féllung. Nimmt man dagegen eine nicht zu verdiinnte
wisserige Losung eines Kaliumsalzes, z. B. von Chlorkalium, dann
tritt bei Zusatz der Platinchlorwasserstoffsdure rasch eine Féallung von
K,PtCl; ein. Sie kann durch Zusatz von Alkohol Vervollstéi,ndigt
werden. Die Schwerloslichkeit des Kaliumplatinchlorids ist ein
Hilfsmittel, um Kalium neben Natrium nachzuweisen. Diese Eigen-
schaft ist von groBer Bedeutung. Wir werden bald sehen, daB Kalium
mit Platinchlorwasserstoffsdure quantitativ abgeschleden wird. Eine
Besonderheit zeigt bei dieser Reaktion Jodkalium. Auf Zusatz der
Platinchlorwasserstoffsdure farbt sich die Ldsung unter Abscheidung
von Jod tief braunrot!

Nachweis der Erdalkalien.

Es kommen in Betracht Magnesium und Kalzium (Priifung-
auf Mg"- und Ca"-Ionen).

Priifung auf Magnesium. Wir wihlen als Magnesiumsalz Magne-
siumchlorid, MgCl,, und als Kalziumsalz Kalziumchlorid, CaCl,.
Auf Zusatz von phosphorsaurem Natrium, Na,HPO,, Chlor-
ammonium und Ammoniak erhalten wir in der wisserigen Losung
des Magnesiumsalzes einen Niederschlag. Er besteht aus Ammo-
nium-Magnesiumphosphat, NH,-MgPO,-6H,0. Gibt man zu
der Losung von Magnesiumchlorid Natronlauge, dann entsteht ein
weifler Niederschlag von Magnesiumhydroxyd, Mg(OH),. Er 16st sich
in Chlorammoniim auf. Ammoniumhydroxyd glbt ebenfalls eine
Fallung von Magnesiumhydroxyd, doch ist sie eine nur unvoll-
kommene.

Priifung auf Kalzium. Die wisserige Lésung von Kalziumchlorid
gibt mit Natronlauge eine weifle Fillung von Kalziumhydroxyd,
Ca(OH),. Die Abscheidung ist keine vollstindige. Gibt man zu der
Fillung Wasser hinzu, dann 148t sich der Niederschlag wieder in
Losung bringen. Mit Ammoniak erhilt man keinen Niederschlag.
Ammoniumoxalat,

CO0-NH,
| ,
C00-NH,

gibt mit Kalzium-Ion einen weilen Niederschlag von Kalziumoxalat:

é:oo> co-

Dieser ist unléslich in Essiséure, dagegen l6slich in Salzsdure und
Salpetersiure. Werden diese Losungen mit Ammoniak neutrali-
siert, dann fallt das Kalziumoxalat wieder aus. In konzentrierten
Lésungen gibt Kalzium mit Schwefelsiure einen weiBen Nieder-
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schlag von Kalziumsulfat, CaSO,. Die Abscheidung ist jedoch
eine unvollkommene. In sehr verdiinnten Losungen tritt iliberhaupt
keine Féllung ein.

Nachweis der Schwermetalle.

Es kommen im wesentlichen nur Eisensalze in Betracht und von
den beiden Formen: Ferro- und Ferriverbindungen hauptséchlich die
letzteren. Naehweis der Ferriionen, Fe™-Ionen'). Wir gehen aus von
Ferrichlorid, FeCl,. Dieses 1ost sich in Wasser mit rotbrauner
Farbe. Verdiinnt man stirker, dann geht die Farbe in Gelbbraun
bis Hellgelb iiber. Diese Gelbfirbung ist ein aufllerordentlich feines
Reagens auf Eisen. Erhilt man beim Losen irgendeiner Asche in
verdiinnter Salzsiure eine Gelbfirbung, dann kann man ziemlich
sicher annehmen, da Eisen anwesend ist. Gibt man zu der Losung
von Eisenchlorid Natronlauge oder Ammoniak, dann erhélt man
einen braunen, gallertartigen Niederschlag von Ferrihydroxyd,
Fe(OH),. Nach Zusatz von Ammoniumazetat firbt sich die Losung
braunrot Es hat sich Eisenazetat gebildet:

CH, - COO\
CH -COO—Fe.
CH COO/

Kocht man die Losung energisch, dann scheidet sich ein braunroter
Niederschlag von basischem Eisenazetat ab. Er ist nicht ein-
heitlich und besteht aus

CH,- COO\ CH,- COO\
CH -CO00 /Fe und HO—Fe.
HO HO

Das Eisen kann auf diese Weise quantitativ aus der Losung entfernt
werden. Fiigt man zu der Eisenlosung Natriumphosphat Na,HPO,,
hinzu, dann fillt Eisenphosphat, FePO,, in Form eines gelbhehwenBen
N 1ederschlages Die Fillung ist in Esmgsaure unléslich, I8slich in
Mineralssiuren. Mit Ferrozyanwasserstoffsdure, H Fe(CN)B, bzw.
Ferrozyankalium entsteht ein blauer Niedersehlag von Ferriferro-
zyanid: Fe [Fe(CN),],, Berlinerblau genannt. Sehr empfindlich ist die
Reaktion mit Rhodanwasserstoffsiure, HCNS, bzw. Rhodan-
alkali. Man erhilt eine blutrote Fétrbung unter Bildung von Ferri-
rhodanid: Fe(CNS),. Leitet man in die Losung von Eisenchlorid
Schwef elwasserstoff ein, so werden die Ferriionen zu Ferroionen
reduziert. Die Losung wird hierbei milchigweill getriibt. Es hat sich
Schwefel abgeschieden.

1) Haben wir Ferroionen vor uns, dann oxydieren wir sie durch Kochen
mit Salpetersiure zu Ferriionen.
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Gang der qualitativen Analyse zum Nachweis der Kationen.

Wir richten den Gang der qualitativen Analyse so ein, wie er
auch bei der quantitativen Analyse durchgefithrt wird. Wir er-
leichtern und vereinfachen dadurch die gesamte Analyse. Der Analysen-
gang ist fiir einfache Salze und fiir Gemische anwendbar. Die Grund-
regeln des Analysengangs sind:

1. Es diirfen keine Elemente mit den Reagentien zu-
gefiihrt werden, die wir nachweisen wollen.

2. Es muB eine ganz bestimmte Reihenfolge im Nach-
weis der einzelnen Elemente peinlich genau innegehalten
werden. Wir schlieBen aus dem Auftreten einer Fillung auf Zusatz
bestimmter Reagentien auf ein bestimmtes Element. Um diesen
SchluB eindeutig ziehen zu kénnen, darf kein anderes Element zugegen
sein, das auch eine Fillung mit dem gleichen Reagens ergibt. Der
Analysengang ist so eingerichtet, daf} er fiir einzelne Salze wie fiir
Gemische von solchen einwandfrei ist.

Man beginnt mit der Flammenreaktion:

Gelbe Farbung der Flamme: Natrium.

Kontrolle mittels des Kobaltglases, ob nicht neben Natrium
Kalium zugegen ist. Erscheint jetzt die Flamme violett gefirbt,
dann haben wir neben Natrium noch Kalium vor uns.

Violette Farbung der Flamme: Kalium.

Der Nachweis der Alkalien wird durch Fallungsreaktionen (vgl.
S. 24) sichergestellt.

Wir haben zwei Fille besonders zu betrachten: 1. Die Substanz
16st sich in Wasser und 2. sie ist in Wasser unloslich. Im ersteren
Falle verlangt die Durchfithrung der Analyse keine besonderen MaB-
nahmen. Im zweiten Fall sind wir gendtigt, die Substanz in Sdure
zu losen. Zur Priifung auf die Kationen koénnen wir Salzsdure oder
Salpetersiure als Losungsmittel wahlen. Zur Feststellung der Anionen
kommt nur Salpetersiure in Frage, wir wiirden sonst den Nachweis
von Chlor unméglich machen (bei Anwendung von HCl!). Am besten
ist es schon, wenn wir ganz allgemein als Losungsmittel Salpeter-
sdure verwenden. Wir nehmen davon nur einen kleinen Uberschuf.
Die Substanz mufB klar gelost sein. Den UberschuB der Siure
stumpfen wir durch tropfenweisen Zusatz von Ammoniak ab. Sobald
eine Trilbung entsteht, héren wir mit dem Ammoniakzusatz auf und
schiitteln um. Lost sich die Trilbung nicht ganz klar auf, dann
geben wir tropfenweise Salpetersiure zu, bis die Losung vollstindig
klar ist. Wiirden wir einen UberschuB3 an Siure haben, dann miiBten
wir ihn mit den Fillungsmitteln beseitigen und zu diesem Zwecke
sehr viel davon anwenden. Unter Umstéinden wiirden wir auch eine
Fillung nicht erreichen, weil wir vom Féllungsmittel nicht genug
zufiigen.

Beim Losen in Sdure beachten wir scharf, ob nicht etwa Kohlen-
siure entweicht. Ist das der Fall, dann notieren wir diese Beobachtung.
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Sehr wesentlich ist, daB die Analyse mit vollem Verstindnis fir
den Verlauf der Reaktionen durchgefiihrt wird. Ferner sind die
ganzen Kenntnisse der Eigenschaften der Verbindungen in Anwen-
dung zu bringen. Ein bestimmtes Kation kann bestimmte Anionen
ausschlieBen. Haben wir z. B. Eisen gefunden und hat sich die Sub-
stanz in Wasser gelost, dann kommt z. B. Phosphorsiure nicht in
Frage, weil ja Eisenphosphat in Wasser nicht 16slich ist. Haben wir
ein Wasser unlosliches Kalksalz vor uns, dann priifen wir nicht auf
Halogene! Haben wir ein in Wasser leicht losliches Kalksalz, so
prifen wir nicht auf Schwefelsiure.

Priffung auf Eisen'): Wenn die Priifung einer besonderen kleinen
" Probe mit Rhodanlosung positiv ausfillt, so fiigen wir zu der Losung
Ammoniumazetat und kochen energisch. Ist Eisen zugegen, dann
bemerkt man beim Zusatz des Reagenses eine Dunkel-braun-rot-
Fiarbung. Beim Kochen fillt basisches Eisenazetat aus. Bei Anwesen-
heit von Phosphorsidure fillt schon in der Kilte FePO,. Auch in
diesem Falle wird aufgekocht. Wir filtrieren durch ein kleines, an-
gefeuchtetes Filterchen eine Probe des Niederschlages ab und fiigen
zu dem ersten filtrierten Tropfen Rhodanlésung. Bleibt das Gemisch
farblos, dann filtrieren wir den ganzen Niederschlag ab und ver-
wenden einen Teil des Filtrats zur Priiffung auf Kalzium und Magne-
sium und einen Teil zum Nachweis der Halogene. Trat jedoch Rot-
fairbung auf, dann wissen wir, daB nicht alles Eisen geféllt worden
ist. Wir geben zum Gemisch noch mehr Ammonazetat zu, kochen
und wiederholen die Probe mit Rhodanammon, nachdem wir wiederum
einen kleinen Teil des Gemisches abfiltriert haben.

Priifung auf Kalzium: Wir setzen zum Filtrat vom Eisenazetat
Ammoniumoxalatlésung. Féllt kristallinisches Kalziumoxalat,
dann wird abfiltriert. Auch hier iiberzeugen wir uns nach Zusatz
von Ammonoxalat zu dem zuerst filtrierenden Tropfen, dafl alles
Kalzium gefallt ist.

Priifung auf Magnesium: Wir geben zu der Losung phosphor-
saures Natrium, Ammoniak und Chlorammon und erhalten
bei Anwesenheit von Magnesium einen Niederschlag von Magnesium-
ammoniumphosphat. Er fiallt aus konzentrierten Losungen opak-
weil}, gallertig, aus verdiinnten dagegen kristallinisch aus.

Ist kein Eigen zugegen, dann priifen wir durch Zusatz von Am-
moniumoxalat direkt auf Kalzium. Fillt auch jetzt nichts, dann
prifen wir in der gleichen Losung auf Magnesium.

Wie wichtig die Innehaltung der gegebenen Reihenfolge ist, mag
folgendes Beispiel zeigen. Wir wollen annehmen, daf die zu priifende
Losung Kalzium enthalte. Wir beginnen mit der Priifung auf Mag-
nesium und erhalten bei Zusatz von Natriumphosphat sofort einen
Niederschlag von Kalziumphosphat. Da wir bei Anwendung der
Reagentien Natriumphosphat, Ammoniak und Ammoniumchlorid eine

1) Eisenhaltige Losungen sind gefirbt.



Qualitative Aschenanalyse. 29

Fallung als fiir Magnesium charakteristisch ansehen, so verféllt der
Unkundige leicht einem Irrtum. Der Kundige erkennt aber am Aus-
gehen des sich bildenden Niederschlages, daf nicht Magnesium vor-
liegt. Priift man zuerst auf Kalzium und dann auf Magnesium,
dann ist jeder Irrtum ausgeschlossen, weil nunmehr das erstere zuerst
vollig entfernt wird, bevor auf Magnesium gepriift wird.

Nachweis der Anionen.

Nachweis von Kohlensiure (COj-Ion). Kalziumkarbonat, CaCO,,
wird mit Salpetersiure iibergossen. Wir beobachten das Auftreten
von Gasblasen. Halten wir das Reagenzglas an das Ohr, dann horen
wir ein knisterndes Gerdusch. Wollen wir uns iiberzeugen, ob das
entwickelte Gas wirklich Kohlensiure ist, dann leiten wir es am
besten in Barytwasser ein. Kohlensdure bildet mit Baryt einen schwer
I6slichen Niederschlag von Bariumkarbonat, BaCO,.

Nachweis von Chlor (Cl-Ion). Wir beniitzen zum Nachweis des
Chlors irgendeines der vorher gebrauchten Chloride, z. B. Kochsalz.
Wir 16sen dieses in Wasser und fiigen zu der Losung nach er-
folgter Zugabe von sicher halogenfreier, verdiinnter Sal-
petersdure eine verdiinnte Losung von Silbernitrat, AgNO,,
hinzu. Es tritt sofort eine Féllung von Silberchlorid, AgCl, auf.
Kochen wir die Losung, dann ballt sich der Niederschlag zusammen.
Er sinkt zu Boden. Die Fillung sieht zun#chst rein weil aus.
Die Farbe geht jedoch beim Belichten in Violett und schliefilich in
Grau iiber. AgCl 16st sich in Ammoniak auf.

Genau die gleiche Féllung erhalten wir beim Zusatz von Silber-
nitratlosung zu einer solchen von Magnesiumechlorid, Kalzium-
chlorid usw. Die verschiedenartigsten Salze, welche Chlor enthalten,
geben mit Silbernitrat eine Fillung.

Nachweis von Jod (J’-Ion): Wir gehen aus von Jodkalium. Dieses
16st sich leicht in Wasser. Auf Zusatz von Silbernitrat in der
mit Salpetersdure versetzten Losung erhalten wir eine Fillung, die
gelb aussieht. Es ist Jodsilber, Agd, ausgefallen. Der Niederschlag
ist in Ammoniak so gut wie unléslich. Gibt man zu der Losung
von Jodkalium etwas Chlorwasser, dann findet Abscheidung von
Jod statt. Man kann dieses mit Schwefelkohlenstoff aufnehmen.
Dieser firbt sich dabei rotviolett. Stirkekleister wird durch Jod
blau gefirbt. Man muB mit dem Zusatz des Chlorwassers vorsichtig
sein, denn wenn man groflere Mengen davon hinzufiigt, dann wird
das elementare Jod zu Jodsdure oxydiert. Die Farbung des Schwefel-
kohlenstoffes verschwindet dann. Figt man zu einer Losung von
Jodkalium verdiinnte Salpeterséure, dann wird sofort Jod abge-
schieden. Hat man etwas von einer Stérkeldsung zugesetzt, dann
tritt Blaufdrbung ein. Beim Kochen mit Eisenchloridlésung
entweicht ebenfalls Jod. (Vgl auch S.25: Abscheidung von Jod auf
Zusatz von Platinchlorwasserstoffsiure.)
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Haben wir Cl und J zusammen in der Losung, dann trennen wir
den aus AgCl und AgJ bestehenden Niederschlag mittels Ammoniak.
Das erstere 16st sich, das zweite bleibt ungelést. Um eindeutig zu
erfahren, ob das zugesetzte Ammoniak etwas vom Niederschlag gelost
hat, filtrieren wir vom Ungeldsten durch ein Filterchen ab und fiigen
zum Filtrat so viel Salpetersiure zu, bis die Reaktion sauer ist. Es
fallt nunmehr gelostes AgCl aus.

Nachweis der Schwefelsiure (SO7-Ion). Wir gehen von irgend einem
Sulfat, z. B. von Magnesiumsulfat, MgSO,, aus und l6sen dieses
in Wasser. Geben wir zu der Losung Barythydrat, Ba(OH),, (bzw.
Bariumchlorid), dann erhalten wir eine Féllung von Bariumsulfat,
BaSO,. Die Abscheidung ist eine quantitative.

Nachweis der Phosphorsidure (PO’Y-Ion).” Wir 16sen Natriumphos-
phat, Na,HPO,, in Wasser. Auf Zusatz eines l6slichen Eisensalzes,
z. B. von Eisenchlorid, tritt eine Fillung von Eisenphosphat, FePO,,
ein. Figt man Natriumazetat hinzu, dann ist die Fillung eine
quantitative, weil das Eisenphosphat in Essigsdure vollstindig un-
léslich ist. Gibt man zu der Lésung von Natriumphosphat sogenannte
Magnesiamixtur (vgl. S. 52), dann tritt ein weiBer kristallinischer
Niederschlag von Magnesiumammoniumphosphat, NH, - MgPO, -6 H,0,
auf. Dieser ist in Ammoniak und Chlorammonium unldslich, dagegen
16slich in Siuren. Auf Zusatz einer salpetersauren Losung von molyb-
dénsaurem Ammoniak (vgl. S.52) gibt Phosphorsiure beim Er-
wirmen einen gelben Niederschlag von phosphormolybdénsaurem
Ammoniak, (MoO,),, - (NH,),PO,. Er ist unléslich in Salpetersiure,
lI6slich in Ammoniak.

Gang der qualitativen Analyse zum Nachweis der Anionen.

Wir beginnen die Analyse damit, daBl wir zu einem Teil der zu
untersuchenden Losung sicher halogenfreie, verdiinnte Sal-
petersdure zusetzen. Tritt Aufbrausen auf, dann haben wir Kohlen-
sdure vor uns. Nunmehr setzen wir Silbernitratléosung zu. Tritt
eine Fillung ein, dann versetzen wir sie — am besten nach Abgieflen
der iiberstehenden Fliissigkeit (Dekantieren) — mit Ammoniak und.
schiitteln tiichtig um. Verschwindet der Niederschlag voéllig, dann
liegt AgCl vor. Bleibt ein ungeldster Anteil, dann ist AgJ vorhanden.
AgJ ist unléslich in Ammoniak. Es erhebt sich nun die Frage, ob
nicht neben Jod noch Chlor zugegen ist. Wir filtrieren von AgJ ab
und siuren das Filtrat mit Salpetersiure an. Bleibt die Losung
klar, dann war kein Chlor vorhanden. Bildet sich jedoch ein Nieder-
schlag, dann haben wir AgCl vor uns.

Wir haben bereits S. 28 erwidhnt, daB zum Halogennachweis das
Eisen aus der Losung entfernt sein mufB. Ist das nicht geschehen,
dann erhdlt man beim Versuch, den mit AgNO, erhaltenen Nieder-
schlag mit Ammoniak zu 16sen, eine Fillung von Eisenhydroxyd.

Zu einer weiteren, besonderen Probe fiigt man BaCl, und priift
so auf SO,-Ton.
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Endlich setzt man zu einer mit konzentrierter Salpetersiure ver-
setzten Losung molybddnsaures Ammon und kocht. Ein gelber,
kristallinischer Niederschlag zeigt das PO,-Ion an.

Bei Verwendung der Magnesiamixtur zum Nachweis der Phos-
phorsédure darf man natiirlich nicht ansduren, da ja der zu erwar-
tende Magnesium-Ammonium-Phosphat-Niederschlag nur in ammo-
niakalischen Losungen entsteht. Ferner entferne man bei eisenhaltigen
Losungen zuerst das Eisen mit Ammonazetat. Da jedoch dabei
unter Umstdnden alle Phosphorsidure ausfallen kann, ist bei Gegen-
wart von HEisen stets zur Kontrolle die Probe mit molybdénsaurem
Ammon ohne Entfernung des Eisens auszufiihren.

Bei der Priifung auf Halogene und auf Schwefelsdure
vergesse man niemals den Zusatz von Salpetersédure! Ag-Ion
gibt ndmlich mit CO,-Ion, SO,- und PO,-Ion auch Niederschlige. Sie
sind alle in Salpeterséure leicht 16slich. Ebenso 16sen sich Barium-
phosphat und -carbonat leicht darin auf.

B. Quantitative Aschenanalyse.

Zur Ausfihrung der Analyse nehmen wir entweder Blut oder
Milch, oder aber wir stellen uns ein kiinstliches Aschengemisch dar.
Zu Ubungszwecken ist das letztere vorzuziehen. Wir geben in Mengen
von etwa 0,01—0,1 Gramm Natriumphosphat, Chlorkalium, Magnesium-
phosphat, Kalziumchlorid und Eisenphosphat zusammen. Dazu fiigen
wir 5 Gramm vollstindig aschenfreien Rohrzucker und mischen das
Ganze gut durch. Mit dem Zusatz des Rohrzuckers bezwecken wir,
ein Material zur Verkohlung und schlieflich zur Verbrennung zu
haben. Haben wir Milch oder Blut zur Analyse gewahlt, dann werden
diese Fliissigkeiten zuerst auf dem Wasserbad in einer Platinschale
zur Trockene eingedampft und dann bei 120° im Trockenschrank
vollstindig getrocknet. Das kiinstliche Aschengemisch ist direkt zur
Veraschung geeignet. Diese kann auf trockenem oder nassem Wege
vorgenommen werden.

a) Veraschung auf trockenem Wege durch Gliihen.

Die Platinschale ¢ wird auf ein auf einem Dreiful befindliches
Tondreieck oder auf ein passend konstruiertes Gestell (vgl. Abb- 49, ¢)
gestellt und nun mit einem gewShnlichen Bunsenbrenner b vom Rande
‘her allméhlich erwidrmt (vgl. Abb. 49). Der Beginn des Erhitzens muf3
vorsichtig durchgefiithrt werden, um zu vermeiden, daB durch Ver-
spritzen Substanz verloren geht. Spéter erhitzt man stirker. Es tritt
bald Verkohlung auf. Die Kohle kann auch Feuer fangen. Verluste
entstehen hierbei nicht. Von Zeit zu Zeit rithrt man die Kohle
mittels eines Platindrahtes durch. Dieser verbleibt wihrend der
ganzen Veraschung in der Platinschale. Nachdem alles verkohlt, und
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die Kohle eine Zeitlang gegliiht worden ist, unterbricht man das
weitere Erhitzen. Man 148t den Schaleninhalt sich abkiihlen und
zieht nun die noch kohlenstoffhaltige Asche mit destilliertem Wasser
aus. Man zerkleinert dabei grobere Stiicke mit dem Platindraht
oder einem Platinspatel, oder aber man zerreibt die
gesamte Masse mit einem aus Achat bestehenden
{ Pistill in der Platinschale. Es.ldft sich auf diese
[ Weise das Auslaugen der Asche mit Wasser viel besser

! herbeifithren. Nun filtriert man durch ein vollstéandig

. aschefreies Filter, und zwar so, dafl moglichst wenig
ST\ Kohle -auf das Filterchen kommt. Die wisserige Lo-
sung muf} vollstindig klar ablaufen. Ist sie triib, dann

L\, wird sie sofort in die Platinschale zuriickgegeben und
“F) \_ der Schaleninhalt nach Zugabe des Filters zunichst

auf dem Wasserbad zur Trockene verdampft, dann im
» Trockenschrank bei 1009—120° vollends getrocknet

und nunmehr wieder gegliiht und das Ausziehen mit

Wasser wiederholt. Wenn das Filtrat vollstindig klar
ist, dann wird es vorldufig in einem kleinen Erlenmeyer-Kolben fiir
sich aufbewahrt. Das Filter gibt man zu dem Schaleninhalt zuriick,
trocknet im Trockenschrank bei 120° und setzt das Glithen fort.
Es gelingt nun sehr leicht, in ganz kurzer Zeit die gesamte Kohle
zu verbrennen. Es verbleibt dann eine reine Asche. Sie ist gew6hn-
lich nicht weiBl, sondern durch das vorhandene Eisenoxyd etwas
rotlich-gelb gefirbt. Nun wird die Asche mit verdiinnter Salzséure
aufgenommen. Die Losung farbt sich dabei — durch die Anwesen-
heit des Eisens bedingt — gelblich. Diesen salzsdurehaltigen Auszug
gibt man zu dem frither abfiltrierten wésserigen Auszug. Schalen-
innenfliche und Platindraht werden sorgfaltig mit destilliertem Wasser
abgespiilt. Die gesamte Losung dient zum Nachweis von Eisen, Kal-
zium, Magnesium und von Phosphorsiure. Zur Bestimmung des Chlors
mufl man eine zweite Portion fiir sich veraschen, weil bei der eben
geschilderten Art der Veraschung etwas Chlor verloren geht. Um dies
zu verhindern, setzt man vor dem Glihen 2—5 Gramm Natrium-
karbonat hinzu, mischt die ganze Masse tiichtig durch und glitht nun.
Selbstverstindlich darf man die Asche in diesem Falle nicht mit
Salzsiure aufnehmen. Man zieht sie mit Salpetersiure aus. Eine
besondere Portion der Substanz wird verwendet, um die Alkalien
zu bestimmen.

1. Bestimmung von Eisen, Kalzium, Magnesium und von Phosphor-
sdure. Aus der salzsauren Losung der Gesamtasche wird durch Zu-
satz von essigsaurem Ammonium in der Kilte das Eisen als Eisen-
phosphat gefillt. Der Niederschlag wird durch ein aschefreies Filter
filtriert, mit Wasser gut ausgewaschen und dann im Filtrat das Kal-
zium mit oxalsaurem Ammon als Kalziumoxalat abgetrennt.
Es wird wieder auf einem aschefreien Filter filtriert, mit Wasser
nachgewaschen und im Filtrat plus Waschwasser durch Ubersittigen

Abb. 49. Veraschung.
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mit Ammoniak das Magnesium als phosphorsaure Ammoniak-
magnesia gefillt. Im Filtrat dieser Fillung wird der Rest der
noch vorhandenen Phosphorsidure durch Magnesiamischung nieder-
geschlagen.

In allen Féallen werden zunichst die Niederschlige im Filter mit
dem Trichterchen in einen Trockenschrank gebracht und hier bei 100
bis 120° getrocknet. Dann gibt. man Filter und Niederschlag in einen
gewogenen Platintiegel und gliiht. Es empfiehlt sich, Filter und
Niederschlag getrennt zu veraschen (vgl. S. 34). Man erhilt so Eisen-
phosphat, Kalziumoxyd und Magnesiumpyrophosphat. Die
gesamte Ausbeute an Phosphorsdure berechnet sich aus den
drei Komponenten: Eisenphosphat, Magnesiumpyrophosphat und end-
lich aus der mit Magnesiamischung ausgefillten Phosphorsiure, die
auch als Magnesiumpyrophosphat zur Wigung kommt.

Bei der Bestimmung des Kalziums begniigt man sich nicht mit
der Wigung des Kalziumoxyds, sondern man raucht den Kalzium-
oxydriickstand mit Schwefelsdure ab und fiihrt dadurch das Kalzium-
oxyd in Kalziumsulfat iiber und wiegt darauf wieder.

Berechnung der Analysenresultate.

1. des Ca aus CaO und CaSO,:

Beispiel: Gefunden 0,0077 Gramm CaO. Die Uberfiihrung in
CaS0, ergab 0,0186 Gramm.

CaO : Ca =0,0077:2; z = 0,0055 Gramm Ca.
N e N et
56,09 40,09
CaSO, : Ca =0,0186:2; z=0,0054 Gramm Ca.
N e’ N, ! .
136,16 40,09

2. des Fe und der P,0, aus dem Eisenphosphatnieder-
schlag:

Beispiel: Gefunden 0,2246 Gramm FePO,.
1FePO, : Fe = 0,2246:2; = 0,0831 Gramm Fe.
[ —— [ p—
150,85 55,85

2 FePO, : P,0;, = 0,2246 :2; 2 = 0,1057 Gramm P,0;.
[ ——— [ ag——

301,70 142

3. des Mg und der P,0, aus Mg,P,0..
Beispiel: Gefunden 0,0214 Gramm Mg,P,0..

Mg,P,0. : Mg, = 0,0214:2; 2 = 0,0047 Gramm Mg.
N, e’ e

222 64 48,64

Mg,P,0, : P,0; = 0,0214:2; 2 =0,0136 Gramm P,O,.
N——— N, o’

22264 142
Abderhalden, Praktikum. 3. Aufl 3
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4. der P,0, aus Mg,P,0, (nach Fillung des Restes der
Phosphorsédure mit Magnesiummixtur).

Beispiel: Gefunden 0,0420 Gramm Mg,P,0..

Mg, P, 0, : P,O, = 0,0420 :2; x = 0,0268 Gramm P,O,.
N et e !

222,64 142

Summe der Phosphorsiure:

a) mit Eisen gefallen . . . . . . . 0,1057 Gramm
b) mit Magnesium gefallen . . . . 00136
¢) mit Magnesiamixtur gefillte P, O . 00268
0,1461 Gramm P,O,.

Bestimmung des Chlors.

Bei der Veraschung wird auch hier zunichst mit Wasser ausgezogen
und erst dann vollstindig verascht. Die Asche wird in Salpetersiure
gelost und die Losung mit dem wésserigen Auszug vereinigt.

Aus der salpetersauren Losung wird dann das Chlor in der ge-
wohnlichen Weise durch Zusatz von Silbernitrat, solange ein Nieder-
schlag entsteht, gefdllt. Es wird dann durch ein aschefreies Filter-

— chen filtriert. Filter und Niederschlag gibt man in einen
| @ gewogenen Porzellantiegel, erhitzt bis zum Schmelzen
— und wiegt wieder. Es empfiehlt sich, Filter und Nieder-
il schlag getrennt zu glithen. In diesem Falle wird letzterer
mit Hilfe einer Federfahne aus dem Filter auf ein Stiick
g Glanzpapier gekratzt und das Filterchen dann im Porzel-
lantiegel verascht. Darauf gibt man den Niederschlag
in den gleichen Tiegel. Man vermeidet so das Eintreten

\ von Reduktion.
\7 Mit Vorteil verwendet man einen sog. Goochtiegel
\ (vgl. Abb. 50). Er besteht aus einem Tiegel a, dessen
\  Boden nach Art einer Siebplatte durchlochert ist. Er wird
)' mit Hilfe eines Stiickes Kautschukschlauches auf einem
T sog. VorstoB befestigt und dieser durch den Stopfen einer
. Abb.so.  Saugflasche b gefiihrt. Jetzt giet man in den Tiegel eine
e it wiisserige Suspension von sorgfiltig gereinigtem, langfase-
rigem Asbest und saugt ihn mit Hilfe der’ Wasserstrahl-
pumpe fest. Auf den so gebildeten dichten Asbestfilz legt man eine
Siebplatte (vgl. Abb. 13) und saugt darauf noch etwas Asbest fest.
Man filtriert nun so lange Wasser durch das so gebildete Filter hin-
durch, bis das Filtrat ganz klar ablduft, d. h. keine Asbestflocken
mehr mitfihrt. Dann stellt man den von der Saugvorrichtung ab-
genommenen Goochtiegel in einen gewdhnlichen Porzellantiegel, trocknet
bei 1209 gliitht ihn dann mit diesem, 148t im Exsikkator abkiihlen
und wiegt. Nun setzt man den Goochtiegel wieder auf die Saugflasche
und filtriert den Niederschlag ab, trocknet ihn dann im gleichen
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Porzellantiegel und glitht wieder. An Stelle des Porzellantiegels kann
man auch ein kleines Schélchen als Unterlage wihlen.

Man kann auch das Chlorsilber durch ein gewogenes Filterchen
filtrieren und dann den getrockneten Chlorsilberniederschlag plus Filter
direkt zur Wigung bringen.

Berechnung. Beispiel: Gefunden 0,5598 Gramm AgClL
AgCl : Cl =0,5598:2; x = 0,1385 Gramm ClL

[ -

143,34 35,46

Bestimmung der Alkalien.

Die Losung der gesamten Asche, die man ohne Zusatz in der
oben beschriebenen Weise darstellt, wird in eine Platinschale ge-
gossen und auf dem Wasserbade zur Trockene eingedampft. Den
Riickstand nimmt man mit Wasser auf und gibt nunmehr in einem
Becherglase eine Losung von Barytwasser hinzu, bis die Bildung eines
Hiutchens auftritt. Dann wird auf dem Wasserbade erwidrmt und
hei3 filtriert. Wahrend des Filtrierens wird der Trichter mit einem
Uhrglase bedeckt, um die Anziehung von Kohlensidure zu verhindern.
Das Filtrat wird jetzt mit Ammoniak und kohlensaurem Ammon ge-
fallt. Man 1Bt einige Stunden stehen, filtriert dann und verdampft
das Filtrat in einer Porzellanschale auf dem Wasserbade. Die Am-
moniaksalze werden abgeraucht, der Riickstand mit Oxalsdure wieder-
holt eingedampft und schlieBlich gegliiht. Den verbleibenden Riick-
stand nimmt man in wenig heilem Wasser auf, filtriert durch ein
kleines Filterchen, gibt das Filtrat in eine kleine Platinschale von
bekanntem Gewicht, dampft ein und gliiht den Riickstand. Lost sich
der verbleibende Riickstand in Wasser nicht klar auf, dann wird noch-
mals durch ein kleines Filter filtriert und das Filtrat nunmehr mit
Salzsdure in der gleichen Platinschale wieder eingedampft. Es hinter-
bleiben dann die Chloralkalien. Diese werden gewogen. Man kennt
dann die Gesamtsumme von Chlorkalium und Chlornatrium.

Nun wird das Chlorkalium in der schon frither angegebenen Weise
(vgl. S.24) mit Hilfe von Platinchlorwasserstoffsdure unter Anwen-
dung von Alkohol abgetrennt. Man bringt dann das ausgefallene
Kaliumplatinchlorid zur Wigung und berechnet daraus die Menge
des vorhandenen Kaliums. Man kann dann sehr leicht durch Ab-
zug des KCl-Wertes von der bekannten Summe von Chlorkalium plus
Chlornatrium den Gehalt an Chlornatrium und daraus den Natrium-
gehalt feststellen.

Berechnung der Analysenresultate.

Beispiel: Die Summe der Chloralkalien betrage 0,3656 Gramm.
Hieraus seien 0,0564 Gramm K,PtCl, erhalten worden.

K,PtCl, : K, =0,0564: 2.
S .

N
485,96 : 78,20 = 0,0564 : 2. x=—0,0093 Gramm K.
3*
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K, PtCl, : 2KCl=0,0564: .
[ .- 7 U —
485,96 :149,12=0,0564:2z. x=0,0172 Gramm KCI.

0,3656 Gramm KCl - NaCl | NaCl (58,46): Na (23)==0,3484 : z.
0,0172 Gramm KCl | 2z=0,1371 Gramm Na.

0,3484 Gramm NaCl. I

b) Veraschung auf nassem Wege
(Verfahren von Neumann).

Die Veraschung mit Hilfe des sog. Sduregemisches muB in einem
gut ziehenden Abzug vorgenommen werden. Das Sauregemisch be-
steht aus gleichen Teilen konzentrierter Schwefelsiure und Salpeter-

siure vom spez. Gewicht 1,4. Die Ver-
aschung nimmt man in einem Rund-
kolben a (Abb. 51) aus Jenaer Glas vor.
Diesen stellt man in schiefer Lage auf ein
Baboblech und 148t das Sduregemisch aus
einem Tropftrichter  allm#hlich in ihn
einflieBen. Der Rundkolben soll einen
Inhalt von etwa 3/, Liter haben.

Man gibt zunéchst die Substanz in den
Rundkolben hinein. Sie braucht nicht
trockenzu sein. Man kann auch Fliissig-
keiten, z. B. Harn, direkt veraschen. Dann
fiigt man 5—10 ccm des Sduregemisches
hinzu und erwérmt mit kleiner Flamme.
Sobald die Entwicklung der braunroten
Dampfe nachlaBt, gibt man aus dem Tropf-
trichter tropfenweise weiteres Siuregemisch
hinzu, und zwar etwa 5 ccm, und fahrt
damit fort, bis ein Nachlassen der Reak-
tion eintritt, d. h. bis die Bildung der
braunroten Dédmpfe abzunehmen beginnt.
Man iiberzeugt sich davon, daB die Ver-
brennung beendigt ist, indem man das
ZuflieBen des Sauregemisches fiir einige
Zeit unterbricht, weiter kocht und dann
beobachtet, nachdem die braunen Dampfe
verschwunden sind, ob die Fliissigkeit im

Voraschung maoh Neumann, Kolben dunkel gefirbt ist oder sich gar

noch schwérzt. Ist das der Fall, dann
mufl man von neuem Siuregemisch hinzugeben, weiter kochen und
nach einiger Zeit wiederum unterbrechen, um das Aussehen der
Fliissigkeit feststellen zu konnen. Ist die Fliissigkeit schlieBlich gelb
oder ganz farblos, und tritt nach weiterem, etwa 10 Minuten lang
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dauverndem Erhitzen keine Dunkelfirbung und auch keine Gasent-
wicklung mehr ein, dann ist die Veraschung vollstindig beendigt.
Jetzt fiigt man zu der Fliissigkeit etwa dreimal soviel Wasser hinzu,
als man Siuregemisch verbraucht hat, und kocht 5—10 Minuten.
Hierbei entweichen braune Dadmpfe, die von der Zersetzung der ent-
standenen Nitrosylschwefelsdure herriihren.

Bestimmung der Alkalien, des Chlors, des Eisens,
des Kalziums, des Magnesiums und der Phosphorsiiure
nach Veraschung auf nassem Wege.

Bestimmung der Alkalien.

Es wird zun#chst die Aschenlésung in einer Platinschale einge-
dampft, dann die Schwefelsdure durch vorsichtiges Erhitzen zum
groBten Teil abgeraucht. Nun nimmt man den Riickstand in Wasser
auf, kocht, gibt Chlorbariumlésung hinzu, solange ein Niederschlag
entsteht, und dann Barytwasser bis zur stark alkalischen Reaktion.
Jetzt filtriert man bei bedecktem Trichter. Der Niederschlag wird
sorgfaltig ausgewaschen und das Filtrat dann genau so weiter ver-
arbeitet, wie es oben bei der trockenen Veraschung beschrieben wor-
den ist (vgl. S. 35).

Bestimmung des Chlors.

Bei der Veraschung mit dem Siuregemisch wird das in der Lo-
sung vorhandene Chlor quantitativ ausgetrieben. Man muB, um auf
diesem Wege das Chlor bestimmen zu konnen, die entweichenden
Déampfe in eine Silbernitratlésung einleiten. Es fillt dann Chlorsilber
aus. Die Ausfithrung der Bestimmung ist eine ziemlich komplizierte.
Es ist deshalb im allgemeinen die Bestimmung des Chlors auf dem
Wege der trockenen Veraschung vorzuziehen. Es sei auf diese ver-
wiesen (8. 34).

Bestimmung des Eisens.

Der Eisengehalt wird titrimetrisch festgestellt. Das Prinzip
der Methode ist das folgende: Man erzeugt in der Aschenldsung einen
Niederschlag von Zinkammoniumphosphat. Dieser reifit alles Eisen
quantitativ mit. Das so abgetrennte Eisenoxyd macht nach dem
Losen in Salzsiure aus Jodkalium &dquivalente Mengen Jod frei, die
dann nach Stérkezusatz mit einer Thiosulfatlésung von bekanntem
Gehalt bestimmt werden. Es sind folgende Lésungen erforderlich:

1. Eisenchloridlésung. Sie muf 2 mg Eisen in 10 ccm ent-
halten. Sie wird hergestellt, indem man genau 20 ccm einer Eisen-
chloridlosung'), die 10 Gramm Eisen im Liter enthdlt, in einen

.1) Diese bereitet man sich nach Fresenius, wie folgt: 10,04 Gramm blank-
geputzter diinner, weicher Eisendraht — entsprechend 10 Gramm reinem Eisen —
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LitermaBkolben gibt, dann 2 cem konzentrierter Salzsdure zusetzt
und mit Wasser genau bis zur Marke auffiillt. Man kann die Lésung
lange unverindert aufbewahren. Am besten wihlt man dazu eine
Flasche mit brauner Farbe.

2. Eine Thiosulfatlosung. Es werden 40 Gramm Natriumthio-
sulfat in etwa 1 Liter Wasser gelost. Die Losung wird gleichfalls in
einer braunen Flasche aufbewahrt. Von dieser Losung verdiinnt man
einen Teil unmittelbar vor dem Gebrauch um das 40fache.

3. Eine Stérkeldsung. Es wird in !/, Liter kochenden Wassers
1 Gramm I6sliche Stérke aufgelost. Man kocht dann noch weitere
10 Minuten.

4. Endlich braucht man sog. Zinkreagens. Etwa 25 Gramm
Zinksulfat und ca. 100 Gramm Natriumphosphat werden jedes fiir
sich in Wasser gelost und die Losungen in einem Litermafkolben
vereinigt. Der sich bildende Niederschlag von Zinkphosphat wird
durch Zusatz von verdiinnter Schwefelsdure gerade in Losung ge-
bracht und dann auf 1 Liter aufgefiillt.

Alle Reagenzien miissen selbstversténdlich frei von Eisen sein.

Zunéchst wird nun die Thiosulfatlésung eingestellt. Es
werden 10 ccm Eisenchloridlésung in einem Kolben mit etwas Wasser,
einigen Kubikzentimetern Stirkelésung und etwa 1 Gramm Jodkalium
versetzt. Dann wird auf 50—60° erwdrmt und mittels der Thio-
sulfatlosung titriert, bis die blaue Farbe iiber Rotviolett gerade ver-
schwunden ist. Die Losung mufl mindestens 5 Minuten farblos bleiben.
Fiarbt sie sich wieder violett, dann mull noch etwas von der Thio-
sulfatlosung zugegeben werden. Die verbrauchten Kubikzentimeter
der Thiosulfatlosung entsprechen bei Anwendung der obengenannten
Eisenchloridlgsung gerade 2 mg Eisen.

Jetzt beginnt man die Bestimmung des Eisengehaltes in der
Aschenlosung. Zunéchst wird das Eisen ausgefdllt. Man verdiinnt
die Aschenlosung und kocht sie dann etwa 10 Minuten, kiihlt ab
und gibt jetzt 20 cem des Zinkreagenses hinzu. Nun versetzt man
unter guter Abkiihlung so lange mit Ammoniak, bis der weille Nieder-
schlag von Zinkphosphat gerade bestehen bleibt. Bis zur anndhern-
den Neutralisation setzt man konzentriertes Ammoniak, dann aber
stirker verdinntes zu. Jetzt gibt man aber etwas mehr Ammoniak
hinzu, bis der weille Niederschlag gerade verschwunden ist!). Dann
wird auf dem Baboblech bis zum Sieden erhitzt. Sobald sich kristal-
linische Tritbung zeigt, erhitzt man noch etwa 10 Minuten. Man muf
hierbei vorsichtig sein, weil die Fliissigkeit oft zu stoBen beginnt.

werden in einem schiefliegenden langhalsigen Koiben in Salzsiure gelost. Die
Lésung wird mit chlorsaurem Kali oxydiert und der UberschuB an Chlor durch
gelindes Kochen vollstindig entfernt. Nun wird die Losung in einem MaBkolben
genau auf 1 Liter verdiinnt.

1) Sind reichlich Erdalkaliphosphate vorhanden, dann bleibt der Nieder-
schlag bestehen. In diesem Falle muB man die Reaktion mit Hilfe von Lack-
muspapier kontrollieren.
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Der kristallinische Niederschlag kann leicht von der Fliissigkeit durch
Dekantieren abgetrennt werden. Man gieBt von der heiflen Fliissig-
keit etwas durch ein Filter von etwa 4 em Durchmesser und priift
eine kleine Probe mit Salzsiure und Rhodankalium. Es darf keine
Rotfirbung eintreten. War jedoch eine solche aufgetreten, dann muf
man das Filtrierte wieder in den Kolben zuriickgeben und von neuem
kochen. Dann priift man wieder. Bei negativem Ausfall der Probe
wird der Niederschlag im Kolben etwa dreimal durch Dekantieren
mit heifem Wasser gewaschen. Das letzte Waschwasser darf, wenn
man zu etwa 5 ccm davon einige Kristalle von Jodkalium, ferner
Starkelosung und einen Tropfen Salzsiure zugibt, keine oder doch
nur eine #uBerst schwache Violettfarbung geben.

Jetzt wird der Trichter mit dem Filter, den man zum Abfiltrieren
der Probe benutzt hat, .auf den Kolben gesetzt und der Filterriick-
stand in verdiinnter heiBer Salzsdure gelost und dann mit heiem
Wasser wiederholt nachgespiilt. Eine Probe des letzten Waschwassers
darf mit Rhodankalium keine Eisenreaktion mehr geben. Ebenso
mufl das Filter eisenfrei sein. Nun ist alles Eisen in salzsaurer
Losung im Kolben enthalten. Der Kolbeninhalt wird zunichst mit
verdiinntem Ammoniak neutralisiert, bis gerade wieder der weille
Zinkniederschlag erscheint, und dieser dann durch tropfenweisen Zusatz
von verdiinnter Salzsdure wieder geldost. Die Losung 148t man sich
auf etwa 50—60? abkiihlen, und nun wird genau so, wie es oben
fiir die Titerstellung der Thiosulfatldsung angegeben worden ist, mit
dieser titriert.

Die Berechnung des Eisengehaltes ist sehr einfach. Wurde z. B.
bei der Titerstellung festgestellt, dal 10 ccm Eisenchloridldsung
= 2 mg Eisen 9,2 ccm Thiosulfatlosung erforderten, und brauchte
man bei der Hauptitration 18,4 ccm der Thiosulfatlosung, dann be-
rechnet sich der Eisengehalt nach der Proportion: 9,2:2 —18,4:2;
x==4 mg RHisen.

Bestimmung des Kalkes.

Die Aschenlésung wird nach dem Erkalten abgekiihlt und mit
etwas Wasser verdiinnt, kurz aufgekocht und dann in ein Becher-
glas oder in einen Erlenmeyer-Kolben iibergefiihrt. Der Kolben wird
einmal mit Wasser nachgespiilt, dann gibt man unter Umriihren das
4—>bfache Volumen an Alkohol hinzu. Man benutzt den Alkohol
auch zum weiteren Ausspiilen des Kolbens. Dann wird auf dem
Wasserbade erwdrmt, bis der Niederschlag von Kalziumsulfat sich
flockig abzusetzen beginnt. Nach etwa 12 Stunden wird durch ein
aschefreies Filterchen filtriert. Man wischt mit 80-—90prozentigem
Alkohol nach und verascht im gewogenen Platintiegel, oder man
sammelt den Niederschlag auf einem gewogenen Filter und wiegt
dann Filter plus Niederschlag nach erfolgtem Trocknen bei 120° bis
zur Gewichtskonstanz.
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Bestimmung des Magnesinms.

Die Aschenlésung wird zunichst durch Eindampfen und Abrau-
chen vom groBten Teil der Schwefelsdure befreit, dann gibt man zum
Riickstand Wasser und Ammoniak hinzu. Nach erfolgter Ubersitti-
gung tritt meist schon eine Fillung von Ammoniummagnesiumphos-
phat ein. Enthdlt die Fliissigkeit nicht genug Phosphorsiure, dann
setzt man Natriumphosphatlosung zu. Nach 12stiindigem Stehen wird
abfiltriert, mit 2,5 prozentiger Ammoniaklésung gewaschen, dann ge-
trocknet und verascht, und zwar wird zuerst das Filterchen, das
aschenfrei sein muB, fiir sich in den Porzellantiegel hineingegeben
und verascht. Erst dann gibt man den Niederschlag in den Tiegel
(vgl. hierzu S. 34). Zuletzt fiigt man noch einige Tropfen verdiinnter
Salpeterssure hinzu, trocknet, gliiht abermals und wigt nun das
Magnesiumpyrophosphat. Dieses mull rein weif} sein.

Bestimmung der Phosphorsiiure.

Es sind folgende Liosungen erforderlich: 1. Eine 50 prozentige Am-
monnitratlosung, 2. eine 10prozentige, in der Kilte hergestellte, fil-
trierte Ammonmolybdatlésung, 3. '/, n-Natronlauge und */, n-Schwefel-
sdure, endlich eine 1prozentige, alkoholische Phenolphthaleinlésung.

Bei der Durchfithrung der Veraschung mit dem Siduregemisch
miissen hier einige Modifikationen eintreten. Einmal darf zur Ver-
aschung nicht mehr als 40 ccm des Sduregemisches gebraucht werden.
Ist die Veraschung beendigt, dann fiigt man ungefdhr 140 ccm Wasser
hinzu, so dal man schlieflich 150—160 ccm Fliissigkeit hat. Nun
gibt man 50 cem 50prozentiges Ammoniumnitrat hinzu und erhitzt
auf 70—80° d. h. bis gerade Blasen aufzusteigen beginnen. Darauf
werden 40 ccm Ammoniummolybdatlosung zugesetzt. Der entstandene
Niederschlag von phospormolybdénsaurem Ammoniak wird durch-
geschiittelt. Er scheidet sich hierbei kérnig ab. Man 1li8t dann
15 Minuten stehen. Das Filtrieren und Auswaschen erfolgt durch
Dekantieren. Man bringt den Kolben am besten auf ein Baboblech
und 188t durch vorsichtiges Neigen die Fliissigkeit auf ein aschefreies
Faltenfilterchen flieBen. Dies hat man vorher gedichtet, indem man'
durch AufgieBen von eiskaltem Wasser die Poren moglichst zusam-
menzieht. Man reguliert den ZufluB so, dafl das Filterchen niemals
ganz leer lduft. Das Filter selbst fiillt man hochstens bis zu zwei
Drittel an. Nachdem die Flissigkeit vollstindig durchgegossen ist,
wobei sehr wenig von dem Niederschlag auf den Filter kommen soll,
wird der Niederschlag mit 150 cem eiskaltem Wasser versetzt. Beim
EingieBen des Wassers werden gleichzeitig die Kolbenwinde abge-
spiilt. Man schiittelt kréftig durch und 148t den Niederschlag sich
wieder absetzen. Es wird wieder filtriert und das Dekantieren noch
zwei- bis dreimal wiederholt. Waschwasser und Filterchen diirfen gegen
Lackmuspapier nicht mehr sauer reagieren. Nunmehr gibt man das
ausgewaschene Filter in den Kolben zu der Hauptmenge der Fillung,
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fiigt 150 com Wasser hinzu und verteilt das Filter durch heftiges
Schiitteln iiber die ganze Fliissigkeit. Jetzt 16st man den gelben
Niederschlag, indem man aus einer Biirette gemessene Mengen einer
1/, n-Natronlauge hinzuflieBen 146t. Es wird hierbei nicht erwarmt.
Nachdem eben eine farblose Fliissigkeit entstanden ist, hért man mit
dem Zusatz auf. Dann gibt man noch einen UberschuB von 5 bis
6 ccm '/, n-Natronlauge hinzu und kocht die Fliissigkeit etwa 15 Mi-
nuten lang. In dieser Zeit sind gewdhnlich die Ammoniakdimpfe
mit den Wasserdimpfen vollstindig verflichtigt. Man priife die
Wasserddampfe durch Hineinhalten eines feuchten roten Lackmus-
papieres. Wird dieses noch blau gefirbt, dann muB das Kochen
weiter fortgesetzt werden. Nach dem volligen Abkiihlen unter der
Wasserleitung und nach Erginzung der Fliissigkeitsmenge auf etwa
150 cem setzt man 6—8 Tropfen Phenolphthaleinlosung hinzu und
titriert dann den UberschuB an Alkali durch !/, n-Schwefelsiure zu-
riick. Die Berechnung ist eine auBerordentlich einfache. Die Anzahl
der zugefiigten Kubikzentimeter !/, n-Natronlauge minus der ver-
brauchten Kubikzentimeter !/, n-Schwefelséiure geben mit 1,268 multi-
pliziert die Menge P,0, in Milligrammen oder mit 0,554 multipli-
ziert die Menge Phosphor in Milligrammen.

MaBanalyse.

Bei der Gewichtsanalyse haben wir die Reagenzien, die z. B.
zum Ausfillen dienen, stets in einem Uberschusse angewandt. Es kam
in erster Linie darauf an, den Stoff, den man nachweisen wollte,
quantitativ zur Abscheidung zu bringen. Ein Uberschuff mufl nur
dann moglichst vermieden werden, wenn die betreffende Fillung im
Fillungsmittel 16slich ist.

Bei der MaBanalyse gehen wir im Gegensatz dazu stets von
Reagenzien mit genau bestimmtem Gehalte aus. Wir ermitteln dann,
wieviel wir von diesen brauchen, um eine bestimmte Reaktion ge-
rade durchzufithren. Um diesen Punkt zu erkennen, miissen wir be-
stimmte Erkennungszeichen haben. Bei manchen Reaktionen wird
das Ende durch einen Farbenwechsel oder durch das Auftreten oder
Verschwinden eines Niederschlages exakt angezeigt. Bei Zusatz von
Permanganatlosung zu einer Eisenoxydullésung z. B. wird die rote
Farbe des Permanganats ganz plotzlich bestehen bleiben. Es ist dies
dann der Fall, wenn das Eisenoxydul oxydiert worden ist. Gibt man
zu salpetersaurem Silber eine Kochsalzldsung von genau bekanntem
Gehalt, dann kann man, wenn die Fillung sorgfiltig vollzogen und
das Fillungsmittel aus einer Biivette zugefiigt wird, genau erkennen,
wann gerade noch ein Tropfen der Kochsalzlosung in der salpeter-
sauren Silberlésung eine Fallung erzeugt. Liest man die angewandte
Zahl von Kubikzentimetern der Kochsalzlosung genau ab, dann laBt
sich auf sehr einfache Weise berechnen, wieviel Silber in der Lésung
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vorhanden ist. Wir haben drei solche mafanalytische Bestimmungen
bereits kennengelernt. Vgl. 8. 37, 40.

In den meisten Fillen muBl man, um den Endpunkt -einer Re-
aktion zu erkennen, eine besondere Substanz, einen sog. Indikator,
hinzusetzen. Geben wir z. B. Lackmustinktur zu einer Sdure, dann
farbt sich die Losung rot. Die Farbe wird in dem Augenblicke in
blau umschlagen, wenn durch Zusatz von Lauge die Sdure neutrali-
siert worden ist.

Eine grofle Bedeutung haben die sog. Normallosungen erlangt.
Diese enthalten im Liter 1 Gramm-Aquivalent, d. h. das Aquivalent-
gewicht des betreffenden Regenses in Grammen ausgedriickt. Wenn
wir beispielsweise zu Natronlauge Salzséure geben, dann erhalten wir
eine Reaktion, die durch folgende Gleichung dargestellt wird:

Na(OH) -+ HCl = NaCl 4 H,0.

Diese Gleichung zeigt nicht nur den qualitativen Verlauf der Re-
aktion an, sondern gleichzeitig auch die Mengenverhédltnisse, in
denen diese Verbindungen reagieren. Wir kénnen an Stelle der Ver-
bindungen die Molekulargewichte eintragen.

- Na(OH) -+ HCl — NaCl -+ H,0.
[ p— \p—
23161 135,45 58,4518
N e ————
40 36,45 76,45
R e Y e ——
76,45

Wir bezeichnen die Mengen einer Verbindung bzw. eines Ions,
die mit bestimmten Mengen einer zweiten Verbindung bzw. Ions in
Reaktion treten, als chemisch gleichwertig oder aquivalent. Ver-
binden sich Wasserstoff und Chlor, dann tritt ein Atom Chlor mit
einem Atom Wasserstoff in Reaktion. In diesem Fall ist ein Atom
Wasserstoff einem Atom Chlor &dquivalent. Setzen sich Salzsdure
und Natriumhydroxyd um, dann tritt ein Molekiil HCl mit einem
Molekiil Na(OH) in Reaktion, d. h. es ist ein Molekiil Salzsiure einem
Molekiil Natronlauge #quivalent. Die Aquivalentgewichte sind
im ersteren Falle gleich den Atomgewichten und im letzteren
TFalle gleich den Molekulargewichten. Wenn Schwefelsiure und
Natriumhydroxyd sich umsetzen, so sind, da die Schwefelsdure
zweibasisch, Natriumhydroxyd dagegen nur einsiurig ist, zwei Mole-
kiile Natronlauge einem Molekiil Schwefelsiure &dquivalent, d. h. das
Aquivalentgewicht der Schwefelsdure ist, auf ein Molekiil
Natronlauge bezogen, halb so groBl als das Molekulargewicht.
Wenn wir endlich Phosphorsédure mit Natronlauge neutralisieren
wollen, dann brauchen wir drei Molekiile von dieser. Das Aquivalent-
gewicht der Phosphorsédure ist somit gleich einem Drittel ihres
Molekulargewichtes, immer bezogen auf ein Molekiil Natronlauge.
Gehen wir von Bariumhydroxyd aus, so sind fiir ein Molekiil
dieser Base zwei Molekiile einer einbasischen Sdure zur Neutrali-
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sation erforderlich. Das Aquivalentgewicht vom Bariumhy-
droxyd ist somit halb so groB als das Molekulargewicht,
unter der Voraussetzung, dall man eine einbasische Sdure als Aus-
gangspunkt wéhlt.

Viel ibersichtlicher werden die Verhdltnisse, wenn wir als Grund-
lage die Theorie der Losungen wéhlen. Die Lehre von der
elektrolytischen Dissoziation sagt aus, daBl Séuren dadurch
charakterisiert sind, daB ihre Losungen freie Wasserstoffionen ent-
halten, Basen dagegen geben OH-Ionen ab. Vergleiche die folgenden
Formeln:

HC HNO, H,S0, ~ H,PP,
[ [ N A o e’
VAN VN /1IN 1IN0 N
7N VAN VAR BN VA T NN
4 4 v N 4 y oM X
H T H NO, H H 80, H H H PO,
OHNa (OH),Ba (OH),Fe
N — (g — [ p—
N VAR ZINCN
VRN N / I NN
v \ AR A T N
OH Na OH OH Ba OH OH OH Fe

Salze sind dadurch charakterisiert, daf sie weder Wasserstoffionen
noch Hydroxylionen abzuspalten vermdgen. Wenn wir auf Salzséure,
Schwefelsiure oder Phosphorsiure Natronlauge einwirken lassen, dann
konnen wir an Hand der folgenden Gleichung leicht feststellen, daf
stets dieselbe Reaktion abliuft.

HCI+ Na(OH) =NaCl -+ H,0,
H,S0, + (Na(OH)), =Na,S0, -2 H,0,
H,PO, + (Na(OH)), == Na, PO, 4-3 H,0,
oder moderner dargestellt:
H*4-Cl"+Nat+OH =Na* -} (1~ 4 H,0 usw.

Die Gleichungen reduzieren sich, da einzelne Teile, wie C17, Na™,
auf beiden Seiten unverindert wieder erscheinen, auf:

H* 4+ O0H-=H,0.
Stets vereinigen sich Wasserstoffionen und Hydroxylionen. Wir
kénnen von diesem Gesichtspunkt aus eine Normallsung auffassen,
als eine Losung, die im Liter eine ganz bestimmte Wasserstoff-
ionen- bzw. Hydroxylionenkonzentration aufweist.

Die Benutzung der Normallsungen ergibt eine sehr einfache Be-
rechnungsweise. Nach der gegebenen Definition enthalt z. B. Nor-
malzalzsdure in einem Liter 36,45 Gramm HCl, die Normalnatron-
lauge 40 Gramm NaOH im Liter. Nach der Gleichung HCl 4 NaOH
= NaCl + H,O entsprechen 40 Gramm NaOH genau 36,45 Gramm
HCl. Es mufl somit je 1 ccm der normalen Salzsiure einem Kubik-
zentimeter der normalen Natronlauge entsprechen und auch um-
gekehrt. Hat man z. B. mit einer Normalsalzsdure eine Natronlauge
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von unbestimmtem Gehalt unter Zusatz eines Indikators titriert
und fiir 100 ccm derselben 90 ccm Normalsalzsdure zur Neutrali-
sation verbraucht, so enthalten diese 100 ccm Lauge 90 >< 0,040,
d. h. 3,60 Gramm NaOH, d. h. man multipliziert die verbrauch-
ten Kubikzentimeter der Normallé6sung mit dem in Milli-
grammen ausgedriickten Aquivalentgewicht des zu be-
rechnenden Korpers.

Man iiberzeuge sich durch Ausfithrung einiger Beispiele davon,
dal gleiche Volumina von Normallosungen sich genau entsprechen.
Man fiille in eine Biirette Normalsalzsiure (Abb. 52) mittels eines

q Trichterchens ein. Dieses wird dann entfernt. Nun-
i mehr lassen wir durch Offnen des eingefetteten
i Hahns von der Normallosung etwas ausflieBen, da-
mit die Biirette bis zur Ausflubmiindung mit der
Losung gefiillt ist. Jetzt lesen wir den Stand der
Normallésung in der Biirette ab. Wir bringen zu
diesem Zwecke den Meniskus der Fliissigkeit in
. Augenhohe und stellen fest, mit welchem Teilstrich
[ der Kalibrierung der untere Meniskus sich deckt.
Die festgestellte Kubikzentimeterzahl wird aufge-
schrieben. Nun gibt man in ein Erlenmeyer-Kolb-
chen 15 cem Normalnatronlauge und fiigt dazu ein
; paar Tropfen Phenolphthaleinlosung?). Die Fliissig-
= keit farbt sich rot. Nun liBt man von der Normal-
salzsdure vorsichtig aus der Biirette (Abb. 52) zu-

L__T flieBen. Sobald 15 cem zugegeben sind, beobachtet

|\ man, dall die Fliissigkeit sich entfirbt. Bei Zusatz

. \ eines Tropfens von Normalnatronlauge aus einer
N\ u zweiten Biirette tritt sofort wieder Rotfirbung auf.
' .\ Wir nehmen ferner 50 cem */,, n-Natronlauge.

Abb. 52. Diese enthélt in einem Liter 4 Gramm Natronlauge.
o it ciner Wir brauchen in diesem Falle 5 cem der Normalsalz-
sdure, um vollstdndige Neutralisation herbeizufiihren.

Eine andere Biirette fiilllen wir mit Normalnatronlauge. In ein
Erlenmeyer-Koélbchen geben wir 30 cem Normalsalzsidure, 1—2 Tropfen
Methylorange als Indikator und lassen nun aus der Biirette (Abb. 52)
Normalnatronlauge zutropfen, bis die Ubergangsfarbe des Indikators
sich zeigt. Wir brauchen 30 ccm der Normalsalzsiure, um 30 ccm
Normalnatronlauge zu neutralisieren. Haben wir etwas zuviel Nor-
mallauge bzw. Normalsdure hinzugefiigt, dann koénnen wir durch Zu-
satz von Normalsidure bzw. Normallauge wieder zuriicktitrieren.

Ein Beispiel moge die Titration einer Lauge erliutern. Wir lesen
den Stand der Normallésungen in beiden Biiretten ab. Die n-Sdure-
Biirette zeige einen Stand von 1,5 cem. Nach erfolgter Titration
betrage der Stand 46,50 ccm. Somit sind 45,0 cem zugesetzt worden.

) 1 Gramm Phenolphthalein in 100 Gramm verdiinnten Weingeistes geldst.
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Die n-Lauge-Biirette weise beim Beginn des Versuches den Stand
O ccm auf. Zum Zuriicktitrieren seien 0,8 ccm gebraucht worden.
Diese 0,8 ccm miissen wir von den 45,0 cecm n-Sdure-Losung abziehen.
Es waren somit zur Neutralisation 44,2 ccm notwendig. Somit haben
wir das in Milligrammen ausgedriickte Aquivalentgewicht der ge-
suchten Lauge mit 44,2 zu multiplizieren.

Haben wir eine beliebige Losung von Lauge, deren Gehalt uns
unbekannt ist, so konnen wir, wie schon oben erwéhnt, sehr einfach
unter Anwendung von Normalsiure den Gehalt an ihr feststellen.
Zuerst wird das Volumen der Lauge, z. B. von Natronlauge, genau
abgemessen, indem man sie in einen MaBkolben iiberfithrt und dann
mit destilliertem Wasser auf ein bestimmtes Volumen auffiillt. Dann
nehmen wir 10 ccm dieser Losung, geben Methylorange oder einen
anderen Indikator, z. B. alizarinsulfosaures Natrium, zu und lassen
nun aus einer Biirette Normalsalzsiure zuflieBen, bis die Ubergangs-
farbe des Indikators sich zeigt. Wir wollen annehmen, dafl wir.
22,7 cem Normalsalzsiure gebraucht haben. In 1000 ccm Normal-
salzsiure sind 36,45 Gramm Salzsiure enthalten. Diese kdnnen
40 Gramm Natronlauge = 1000 ccm Normalnatronlauge neutralisieren.
1 cem der Normalsiure entspricht somit 0,04 Gramm Na(OH) und
22,7 cem Saure folglich 22,7 >< 0,04 = 0,908 Gramm. Die angewandten
10 cem Lauge enthalten somit 0,908 Gramm Na(OH).

Chlorbestimmung nach Volhard.

Wir benétigen dazu die folgenden Losungen: 1. eine */,,-n-Rho-
danammonlésung. 2. eine !/, -n-Silbernitratlésung und 3. eine Eisen-
alaunlosung. Diese dient als Indikator. Zu der zu untersuchenden
Cl-Ton enthaltenden Losung fiigen wir halogenfreie Salpetersidure und
einige Tropfen der Eisenalaunlésung. Eine Biirette beschicken wir
mit der !/,,-n-Rhodanammonlésung und eine mit der */,,-n-Silber-
nitratlésung. Den Stand beider Biiretten haben wir aufgeschrieben.
Jetzt lassen wir von der '/, -n-Silbernitratlésung so viel zuflieBen.
daB sicher alle Cl-Ionen geféllt sind. Wir haben nunmehr in der
Losung: AgCl als Niederschlag, iiberschiissige, zuviel zugesetzte Ag-
Ionen und Eisenionen. Jetzt lassen wir von der '/ ,-n-Rhodan-
ammonlosung zufliefen. Da wo die Tropfen hinfallen, entsteht so-
fort eine rote Farbung von Rhodaneisen Fe,(CNS),. Schiitteln wir
um, dann verschwindet die rote Farbung. Es bildet sich ein weiller
Niederschlag von Silberrhodanid, AgCNS. Dieser Vorgang vollzieht
sich so lange, als freie Ag-Tonen in der Losung vorhanden sind. In
dem Augenblick, in dem das nicht mehr der Fall ist, bleibt die durch
das Eisenrhodanid bewirkte rote Farbung bestehen. Es ist dies das
Signal dafiir, daf alle zuviel zugesetzten Ag-Ionen zuriicktitriert sind.

Nehmen wir an, die '/ ,-n-Silbernitrat enthaltende Biirette hitte
beim Beginn der Titration den Stand 12,8 ccm gehabt. Es sei der
Stand nach erfolgtem Zusatz der AgNO,-Losung 42,0 ccm. Somit
wiren 29,2 ccm zugesetzt worden.
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Der Stand der die Rhodanammonldsung enthaltenden Biirette
sei 0 ccm gewesen. Zum Zuriicktitrieren waren 3,2 cem notwendig.
Wir miissen somit von der 29,2 ccm */,,-n-AgNO,-Losung die zuviel
verwendeten 3,2 ccm abziehen. Es verbleiben 26,0 ccm. Die Be-
rechnung des Chlorgehaltes ist nun sehr einfach. Da wir */ -n-Lé-
sungen angewandt haben, multiplizieren wir das in Zehntel-Milligramm
ausgedriickte Aquivalentgewicht des Chlors = 0,003545 mit 26,0.
(Vgl. auch die Kjeldahl-Stickstoffbestimmung.)

Qualitative Mikroanalyse.

Mikrochemischer Nachweis von Kalium (nach Macallum).

Zum Nachweis geringster Spuren von Kalium ist ganz besonders
dassog. Kobaltreagens, Kobaltnatriumhexanitrit, CoNa,(NO,),
.geeignet. Dieses wird bereitet, indem man 20 Gramm XKobaltnitrit
und 25 Gramm reines Natriumnitrit in 75 cem verdiinnter Essigsiure
(10 ccm Essigsdure auf 75 com Wasser verdiinnt) 16st. Es findet bei
der Vermischung der genannten Substanzen eine lebhafte Entwicklung
von Stickstoflperoxyd statt. Tritt eine Abscheidung auf, so wird
abfiltriert, das Filtrat auf 100 ccm aufgefiillt’ und in einer mit einem
Glasstopfen: gut verschlieBbaren Flasche am besten im Eisschrank
aufbewahrt.

Gibt man eine geringe Menge des Kobaltreagenses zu einer Ka-
liumlésung, so entsteht sogleich ein orangegelber Niederschlag von
dodekaédrischen Kristallen. Sie sind in kaltem Wasser und in 80 pro-
zentigem Alkohol sehr wenig 16slich. Ist nur sehr wenig Kalium
vorhanden, dann erhélt man beim Zusatz des Reagenses keine Fillung,
sondern hochstens eine gelbe Farbung. Um auch in diesem Falle
die Anwesenheit der Kobaltkaliumverbindung nachzuweisen, wendet
man eine Lésung von saurem Ammoniumsulfid, (NH,HS, (1 Teil
Sulfidreagens und 1 Teil Wasser) an. Das Kobalt wird augenblicklich
unter Bildung von schwarzem Kobaltsulfid ausgefillt. Die Ammonium-
sulfidlésung bereitet man durch Einleiten von Schwefelwasserstoff,
den man durch eine Waschflasche, die Wasser enthélt, geschickt hat,
in eine Ammoniaklésung (von der Dichte 0,96). Es wird so lange
eingeleitet, bis der Ammoniakgeruch verschwunden ist und Geruch
nach Schwefelwasserstoff auftritt.

Wir stellen uns nunmehr mit dem Gefriermikrotom mehrere
Schnitte durch Lebergewebe dar. Diese bringen wir einzeln auf
einen Objekttriger und bedecken sie mit dem Kobaltreagens. Nach
einer Stunde gieflen wir das Reagens ab, entfernen den letzten Rest
mit Hilfe von Filtrierpapier, geben dann Wasser hinzu, lassen es,
soweit wie moglich, abtropfen und nehmen den letzten Rest auch mit
Hilfe von FlieBpapier weg. Nun lifit man die Ammoniumsulfidlésung
einwirken. Wir nehmen von ihr etwas und geben dazu das gleiche
Volumen reinen Glyzerins, das wir mit einem Volumen Wasser ver-
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diinnt haben. Nun bedecken wir das Priparat mit einem Deckglas
und betrachten unter dem Mikroskop, an welchen Stellen Kobalt-
sulfid entstanden ist.

Sehr hiibsche Priparate erhdlt man auch, wenn man einzellige
Lebewesen wihlt, wie z. B. Hefezellen. Zu diesen setzt man etwa
2 Volumina des Kobaltreagenses, 1iit es eine Stunde einwirken und
zentrifugiert dann die Zellen ab. Das Reagens wird abgegossen,
Wasser auf die Zellen gegeben und wiederum zentrifugiert. Auf
diese Weise werden die Zellen gewaschen. Dann bringt man sie auf
einen Objekttrager und behandelt sie mit der Glyzerin-Ammonium-
sulfidmischung.

Mikrochemischer Nachweis von Eisen in Geweben,

Wir wihlen zum Nachweis von Eisen Lebergewebe. Dieses Organ
wird in kleine Stiicke zerschnitten, die nicht mehr als 5 mm Durch-
messer haben diirfen. Sie werden sofort in absoluten Alkohol gelegt.
Nach 24 Stunden wird der Alkohol durch frischen ersetzt und dies
am Ende des zweiten Tages wiederholt. Die Behandlung mit Alko-
hol darf auf keinen Fall weniger als 48 Stunden dauern. Selbst-
verstdndlich miissen alle Instrumente, Gefaie und Losungen, die man
anwendet, vollstindig frei von Eisen sein. Ist das Gewebe geniigend
gehértet, so bringt man es eine halbe Stunde lang in véllig reines,
destilliertes Wasser und stellt dann mit dem Gefriermikrotom Schnitte
her. Man bedient sich hierbei mit Vorteil fliissiger Kohlensidure als
Gefriermittel. Die Dicke der Schnitte darf nicht mehr als 20 u be-
tragen. Nun werden die Schnitte 24 Stunden lang in eine frisch
bereitete 0,5 prozentige wisserige Losung von Hématoxylin gebracht.
Die braungelbe Farbe, die das Gewebe annimmt, kann teilweise
durch Auswaschen mit destilliertem Wasser beseitigt werden. Am
besten legt man die Schnitte in absoluten Alkohol und gibt dann
das gleiche Volumen Ather hinzu. Nach 2 Stunden ist das unange-
griffen gebliebene H#amatoxylin zumeist vollstéindig entfernt. Das
Gewebe ist nun nur noch ganz leicht braungelb gefarbt. Man kann
noch mit Eosin oder Safranin nachfdrben. Dann werden die Schnitte
durch absoluten Alkohol von Wasser befreit, mit Xylol behandelt
und dann in Benzol eingebettet. Unter dem Mikroskop sieht man
iiberall da, wo anorganisches Eisen vorkommt, sei es in Form eines
Oxyds oder als Phosphat oder locker an Eiweil gebunden, die blauen
oder blauschwarzen Flecken des Eisenhdmatoxylins.

Zum Nachweis von organisch gebundenem Eisen verwendet man
die folgende Methode. Man stellt ebenfalls wieder Schnitte von
Gewebe dar und bewahrt sie in Alkohol auf. Man ibertrigt sie
dann auf einen Objekttriger und gibt mit Hilfe einer Génsekielspitze
einen Tropfen verdiinnten Glyzerins hinzu. Nun wird der Schnitt
unter dem Mikroskop zerzupft, und zwar am besten mit elfenbeinernen
Nadeln, um zu vermeiden, dal Eisen von auBlen zugefiihrt wird.
Man gibt einen Tropfen der sauren Ammoniumsulfidlésung hinzu.
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Nachdem das Glyzerin mit dem Sulfidreagens mit Hilfe eines Génse-
kiels gut durchgemischt worden ist, wird das Deckglas aufgelegt,
und nunmehr unter dem Mikroskop festgestellt, ob Eisenreaktion
eingetreten ist. Meist wird man einige Kornchen Ferrosulfid er-
blicken. Nun wird das Préparat 3—8 Tage in einem Trockenschrank
bei 60° belassen. Man beobachtet dann, da der Kern der Zellen-
ganz allmdhlich eine schwache Griinfirbung annimmt. Diese Férbung
nimmt von Tag zu Tag zu, bis die Kerne ganz dunkelgriin aussehen.
Um zu beweisen, daB in der Tat Ferrosulfid vorliegt, 148t man unter
das Deckglas etwas Wasser eindringen, um das Glyzerin und das
Ammoniumsulfid wegzuwaschen. Dann bringt man einen Tropfen
einer Mischung von gleichen Teilen O0,5prozentiger Salzsiure und
1,5 prozentiger Kaliumferrizyanidlosung unter das Deckglas. Man
erhalt eine tiefblaue Farbung.

Quantitative Mikroanalyse.

Bestimmung kleiner Mengen von Kalzium?).

Es sind folgende Fliissigkeiten erforderlich:

1. n/ .,-Kaliumpermanganatldsung, die gegen eine */,,-Natrium-
oxalatlosung genau eingestellt ist. Die Feststellung des Titers erfolgt
jedesmal vor Anstellung der Titration. Dagegen ist die 2/, ,-Natrium-
oxalatldsung, die aus einer 2/ .-, 0,56 Prozent Schwefelsdure enthaltende
Stammlésung hergestellt ist, lange Zeit haltbar.

2. n-Schwefelsidurelosung.

3. 30prozentige NH,Cl-Losung.

4. n-Oxalsdurel6sung.

5. Gesattigte Losung von Ammonium-
azetat.

6. 2prozentiges Ammoniak.

Es sei die Bestimmung von Ca in

Serum, Plasma oder einer anderen Fliissig-

keit mit sehr geringem Ca-Gehalt geschil-

dert. Man gibt in ein etwa 12 ccm fas-

sendes Zentrifugierréhrchen 2 cem der zu

untersuchenden Fliissigkeit, fiigt je einen

Tropfen von n-H,SO,-Losung und einer

30 prozentigen NH, Cl-Losung, sowie 1 ccm

n-Oxalsdurelésung und 0,5 cem geséttigte

Ammonijumazetatlosung hinzu und sorgt

fir gute Durchmischung. Dann 18t

Abb. 53. man 1—2 Stunden stehen. In dieser

Zeit hat sich das ausgefallene Kalzium-

oxalat zum groBten Teil am Boden des ZentrifugierrShrchens ab-
gesetzt. Nunmehr wird 20 Minuten lang zentrifugiert. Die iiber-

1) Kramer und Tisdall
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stehende Fliissigkeit wird dann mit einem zu einer Kapillare aus-
gezogenen Heberchen (a), dessen Spitze nach oben umgebogen ist,
abgesaugt (vgl. Abb. 53). Den Niederschlag (n) wischt man mit einer
2prozentigen Ammoniaklosung. Darauf wird wieder wiahrend 15 Mi-
nuten zentrifugiert. Das Waschen und Zentrifugieren wird noch
zweimal wiederholt, dann wird die Fliissigkeit wieder abgesaugt und
der Niederschlag in 3 ccm n-H,SO,-Losung auf dem Wasserbade bei
800 gelost. Nunmehr erfolgt bei dieser Temperatur die Titration mit
n/, so-Kaliumpermanganatlosung, bis die Rosafarbe 1 Minute bestehen
bleibt. Von der verbrauchten Kubikzentimeterzahl der Permanganat-
16sung werden 0,02 cem abgezogen, da soviel Kaliumpermanganat
zur Farbung der Fliissigkeit erforderlich ist. Die Differenz ergibt die
in 10 com Fliissigkeit enthaltene Kalziummenge in Milligrammen an.

Kapillaranalyse.

Wir schneiden ca. 2 cm breite Filtrierpapierstreifen b (Schleicher
& Schiill, Diiren [Rheinland], Sorte 598) und héngen einen solchen
mit dem einen Ende in die zu untersuchende Fliissigkeit ¢, z. B. Harn,
Milch, Galle usw. Das andere Ende ist in der Klemme eines
Stativs a befestigt (vgl. Abb. 54). Wir beobachten,
dafB nach kurzer Zeit Fliissigkeit im Streifen hoch-
steigt.

Zum Nachweis von Harnstoff betupfen wir
den Streifen mit Merkurinitratlosung. Wir erhalten
eine weille Triibung.

Zum Nachweis von Eiweil und Peptonen
wird der Streifen, nachdem er in eine eiweill- bzw. =
peptonhaltige Fliissigkeit eingetaucht worden war, {22 I
zuerst mit heiler Kupfersulfatlésung und dann mit ¢ | !
Atzalkalilssung betupft. An den Stellen des Strei- ' '

fens, an denen Eiweill bzw. Pepton sich befindet,
erhiilt man rotviolette Farbung (Biuretreaktion). Abb. 54,
. . . . Kapillaranalyse mittels
In einem weiteren Versuch lassen wir den Streifen Filtrierpapier.

in eine sehr verdiinnte Tyrosinlésung eintauchen
und weisen nachher auf ihm diese Aminosdure durch Auftupfen von
Millons Reagens nach.

Man vergleiche ferner das Verhalten verschiedener:Milch-, Gallen-
und Harnarten.

Bestimmung des spezifischen Gewichtes von
Fliissigkeiten.

a) Mit Hilfe eines Ardometers.

Man gibt die zu bestimmende Fliissigkeit in ein hohes zylinder-
formiges GefaB (z. B. einen MeBzylinder). Dann liBt man in ihr

Abderhalden, Praktikum, 3. Aufl. 4
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den Ariometer schwimmen (Abb. 55). Er darf weder die Wandungen
des Gefifles, noch seinen Boden beriihren. Der Teilstrich der Skala,
bei dem das Niveau der Fliissigkeit die Spindel des schwimmenden
Ardometers schneidet, gibt bei geeichten Instrumenten direkt das spe-

s

Abb. 55.
Ardometer,

Fliissigkeit.

zifische Gewicht an. Die Eichung wird meist bei 16°
vorgenommen. Bestimmt man das spez. Gewicht einer
Fliissigkeit bei einer anderen Temperatur, dann muf
man eine Korrektur vornehmen. Einfacher ist es, die
Bestimmungen bei 16° vorzunehmen.

b) Mit Hilfe eines Pyknometers.

Es gibt sehr verschiedene Formen von Pyknometern.
Wir wihlen ein Glaskdlbchen, das einen eingeschliffenen,
von einer Kapillare durchbohrten Stépsel trigt, in dem
sich eine Marke befindet (vgl. Abb. 56). Es wird zuerst
der Pyknometer leer gewogen. Darauf fiillt man ihn
genau bis zur Marke mit destilliertem Wasser und wiegt
wieder. Man entleert nun das Gefil}, spiilt es mit Alko
hol aus und schlieBlich mit reinem Ather. Dann trocknet
man es durch Aussaugen mit der Wasserstrahlpumpe.
Nun wird es in der gleichen Weise mit der zu unter-
suchenden Fliissigkeit gefiillt. Die Temperatur mufl wéh-
rend der ganzen Bestimmung die gleiche bleiben. Das
Fillen des Pyknometers geschieht in der Weise, daf3
man zuerst so viel Fliissigkeit hineingibt, dal3 die ganze
Kapillare des Stopsels gefiillt ist. Dann nimmt man
aus der Kapillare mit Filtrierpapier so viel von der
Fliissigkeit heraus, bis diese nur noch bis zur Marke
reicht. Es sei g, das Gewicht des Pyknometers, g, das
Gewicht nach der Fiillung mit destilliertem Wasser,
g, dasjenige nach der Fiillung mit der zu bestimmenden
Die Temperatur ¢ sei konstant. Es ist dann das Ge-

wicht des Wassers w=—g¢, —g¢,, das der untersuchten Fliissigkeit

Abb. 56.
Pyknometer.

f=g,— g,- Der Quotient 5 gibt das Verhiltnis der

Gewichte gleicher Volumina bei der Versuchstempe-
ratur t°. Um daraus das spez. Gewicht der unter-
suchten Fliissigkeit berechnen zu kénnen, ist erst aus
dem gefundenen Wassergewicht der Inhalt des Pykno-

— meters zu ermitteln. .1 cem Wasser von 4° wiegt

1 Gramm. Mit steigender Temperatur nimmt infolge
der Ausdehnung das Gewicht ab (vgl. in Landolt-

Bornsteins physikalisch-chemischen Tabellen das Gewicht von 1 ccm
Wasser bei verschiedener Temperatur bezogen auf 4°). Teilt man
das gefundene Wassergewicht w durch das Gewicht von 1 ccm
Wasser (m) bei der Versuchstemperatur ¢°, so erhilt man den Inhalt
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des Pyknometers gleich %Z und durch Division dieses Wertes in das

Gewicht der Flissigkeit f das Gewicht von 1 cem der letzteren, oder
das spez. Gewicht bei t°, bezogen auf Wasser von 49:

f
—_m.
w
Atomgewichte').
Kalium (K) = 39,10
Natrium (Na) = 23,00
Magnesium (Mg) = 24,32
Kalzium (Ca) = 40,09
Barium (Ba = 137,37
Eisen (Fe) = 55,85
Kupfer (Cu) = 63,57
Silber (Ag) = 107,88
Platin (Pt) = = 195,00
Molybddn (Mo) = 96,00
Chlor (C) — 3546
Jod (J) = 126,92
Schwefel (S) = 32,07
Phosphor (P) = 31,00
Wasserstoff (H) = 1,008
Sauerstoff (0) = 16,00
Stickstoff (N) = 14,01
Kohlenstoft- (C) = 12,00
Verhiiltniszahlen
zur Berechnung von Analysenresultaten.
K,PtCl, : K, = 1: 0,160919
K,PtCl, : 2KCl = 1 : 0,307272
NaCl : Na = 1: 0,393430
Mg,P,0, : Mg, = 1:0,218469
CaO : Ca = 1:0,714744
CaSO, : Ca = 1 :0,294433
FePO, : Fe = 1: 0,370255
2FePO, : P,O, = 1:0,470666
Mg,P,0. : P,O, = 1:0,637801
AgCl : Gl = 1:0,247383
BaSO, : H,S0, = 1 : 0,420176
BaSO, : 8 = 1:0,137380

1) Es sind nur diejenigen Elemente beriicksichtigt, die in den aufgefiihrten
Versuchen vorkommen.
4*



52 Physiologische Untersuchungen mit Hilfe chemischer Methoden.

Herstellung einiger Reagenzien.

Magnesiamischung: 110 Gramm kristallisiertes Magnesiumchlorid
und 140 Gramm Ammoniumchlorid werden in 1300 ccm Wasser ge-
16st. Zu der Losung fiigt man 700 Gramm 10 prozentigen Ammoniaks.
Nach mehrtigigem Stehen wird filtriert (vgl. S. 30).

Molybdiinsaures Ammoniak: 50 Gramm Molybdénsiiure werden in
200 Gramm 10prozentigen Ammoniaks geldost. Zu der Losung fiigt
man 750 Gramm Salpetersiure vom spez. Gewicht 1,2. Nach mehr-
tagigem Stehen treten oft Kristallabscheidungen ein. Von diesen wird
abgegossen (vgl. S. 30).

Millons Reagens: Quecksilber wird in dem zweifachen Gewicht
Salpetersdure vom spez. Gewicht 1,42 gelost. Zum Schlusse wird etwas
erwirmt. Nun setzt man das doppelte Volumen Wasser hinzu, 148t
iber Nacht stehen, filtriert die Losung und gibt ein K6rnchen Kalium-
nitrit zu (vergl. Tyrosinnachweis).

Glyoxylsiure: Zu 1000 cem einer gesittigten wisserigen Losung
von Oxalsdure gibt man 60 Gramm Natriumamalgam. Es erfolgt leb-
hafte Wasserstoffentwicklung. Ist diese beendigt, dann verdiinnt man
die Losung nach erfolgtem Abgielen vom Quecksilber mit der drei-
fachen Menge Wasser (vgl. Tryptophannachweis).

Briickes Reagens (Quecksilberkaliumjodidlésung): In 1000 cem
Wasser werden 100 Gramm Jodkalium geldst und in die heife Losung
so viel Quecksilberjodid in kleinen Portionen eingetragen, als in
Losung geht. Man 14Bt nun erkalten und filtriert dann von ab-
geschiedenen Kristallen ab. Zum Schlusse fiigt man noch einige
Kristalle von Jodkalium zu (vgl. Glykogendarstellung).

Qualitativer Nachweis organischer
Verbindungen.

Bei der organischen Analyse steht uns kein so einheitlicher Gang
zur Verfiigung, wie bei den anorganischen Stoffen. Wir priifen auf
die einzelnen Verbindungen unter Zugrundelegung ihrer Zusammen-
setzung an Elementen und ihrer besonderen Eigenschaften. Unter
der sehr groflen Anzahl von organischen Verbindungen, die im Tier-
und Pflanzenreich vorkommen, werden wir hier nur diejenigen heraus-
greifen, die wir ohne zeitraubende und schwierige Methoden erkennen
konnen. Es ist nicht der Plan dieser kurzen Anleitung, ein mog-
lichst vollstindiges Bild des von der physiologischen Chemie Er-
reichten zu geben. Vielmehr soll das kleine Werk durch moglichste
Beschrinkung der nachzuweisenden Verbindungen und der einzelnen
Methoden die Moglichkeit schaffen, sich mit einigen wenigen Hand-
griffen von der Art einer zu priifenden Substanz zu iiberzeugen.

Es kommen fiir uns in Betracht: Vertreter der Gruppe der Kohle-
hydrate, der Fette, der Proteine und der Nukleinsiuren und manche



Qualitativer Nachweis der Kohlehydrate. 53

Abbauprodukte dieser Verbindungen. Dazu kommen dann noch
einige Gallenbestandteile und ferner das Adrenalin (Suprarenin).
Damit wir einen bestimmten Gang -der Untersuchung aufstellen
kénnen, miissen wir die wichtigsten Eigenschaften der einzelnen
Korperklassen kennenlernen. Wir beginnen mit den Kohlehydraten.

Kohlehydrate.
1. Qualitativer Nachweis der Kohlehydrate.

a) Nachweis von Traubenzucker, Glukose, Dextrose.

Es kommen im wesentlichen drei Methoden in Betracht, um
Traubenzucker nachzuweisen.

1. Die Reduktionsproben. Sie beruhen darauf, daf die Aldehyd-
gruppe des Traubenzuckers bei alkalischer Reaktion auBerordentlich
leicht oxydiert wird. Sie entnimmt den dazu nétigen Sauerstoff
vorhandenen Metalloxyden. Diese werden dabei reduziert. Daher
der Name Reduktionsproben.

H-C.OH
HO . C. H
H.C.OH
H.C.OH
CH,0H

Um festzustellen, daB die Reduktionsproben an und fiir sich nicht
charakteristisch fiir Kohlehydrate, sondern fiir freie Aldehydgruppen
bzw. fiir Ketogruppen (Fruchtzucker!) sind, geben wir zu etwa 3 ccm
einer !/, -n-Silbernitratlosung einen Tropfen der kiuflichen Formal-
dehydlosung (ca. 40°/;) und fiigen 1—2 Tropfen Ammoniak hinzu.
Wir schiitteln die Losung durch Hin- und Herbewegen des Reagenz-
glases. Wir erhalten einen prachtvollen Silberspiegel. Das Reagenz-
glas muB sorgfiltig gereinigt und vor allem fettfrei sein.

Als Beispiel- fiir Kohlehydrate wihlen wir eine 1prozentige Losung
von Traubenzucker in Wasser. Zu einer Probe davon setzen wir
zunichst Natronlauge und fiigen vorsichtig Kupfersulfatlosung hinzu.
Ein UberschuB an Kupfersulfat ist zu verhiiten, weil sonst beim
Kochen leicht Kupferoxyd abgeschieden werden kénnte, dessen schwarze
Farbe die ganze Reaktion verdecken wiirde. Nunmehr kochen wir
das Gemisch auf und beobachten dann nach einiger Zeit das Auf-
treten eines ziegelroten Niederschlages. Es hat sich Kupferoxydul:

Cu=o0 Cu
Cu— 0~ +0
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gebildet (Trommersche Probe). An Stelle von Natronlauge und
Kupfersulfat konnen wir auch eine Losung von Natronlauge -} Seig-
nettesalz (weinsaures Kalinatron) in Wasser und Kupfersulfatlésung
verwenden (Fehlingsche Ldsung). Das Resultat ist genau das-
selbe. Nehmen wir an Stelle von Kupfersulfat ein anderes Metall-
oxyd, z. B. Wismutoxydsalz, dann erhalten wir ebenfalls Reduktion.
Bei Verwendung von Wismutoxydsalz bildet sich nach lingerem
Kochen eine grau-schwarze Fillung eines Gemisches von Reduktions-
stufen (Almen-Nylandersche Probe).

Praktisch wichtig ist, da Chloro-
form auch Reduktion ergibt. (Unmittel-
bar nach Chloroformnarkose Harn nicht
zum Zuckernachweis verwenden bzw.
durch Kochen Chloroform verdampfen?)!)
Ferner ist einzuprédgen, dafll freie Glu-
kuronséure reduziert, jedoch nicht gért !

2. Girungsprobe. Wenn wir zu einer
Traubenzuckerlosung Hefezellen hinzu-
fiigen, dann beobachten wir, daB nach
einiger Zeit an der Oberfliche der Fliissig-
keit Gasblasen auftreten. Sie beginnt
sich mit Schaum zu bedecken. Geben
wir die Zuckerlésung in einen Stehkolben
und fiigen wir etwas Preflhefec hinzu.
dann koénnen wir leicht nachweisen, daB
das sich entwickelnde Gas Kohlensiure

Abb. 57, Grversuch. ist. indem wir den Kolben mit einem
zweiten, der Barytwasser enthilt, durch
ein Rohr verbinden (vgl. Abb. 57). Wir beobachten, da bald Gas-
blasen auftreten. Jede einzelne Blase umgibt sich mit einer Nieder-
schlagsmembran. Es scheidet sich Bariumkarbonat ab. In der Fliissig-
keit selbst bleibt das zweite Produkt der alkoholischen Garung, der
Alkohol, zuriick. Aus einer bestimmten Menge Traubenzucker er-
halten wir eine bestimmte Menge Kohlensidure. Rs geht dies ohne
weiteres aus der beistehenden Formel hervor:

CH,,0,=2C,H,0H -2 CO,.
Die Zerlegung des Traubenzuckers in Kohlensdure und Alkohol ist

allerdings keine dirckte und auch keine vollkommene. Es treten
mehrere Zwischenstufen auf.

) Chloroform liefert beim Kochen mit Natronlauge Ameisensiure, die dann
reduzierend wirks.

CT Na| O]

meZ-|cl - Nal[oH| —» 3NaCl-2H,0-| H.COONa.
‘\ |

NCL Naf O

Chloroform Na IO H .




Qualitativer Nachweis der Kohlehydrate. 55

Es sei hier gleich erwihnt, daB die Aldohexose Galaktose und
die Ketohexose Fruchtzucker (Fruktose, Livulose), die gleichen
Proben geben wie der Traubenzucker, nur vergirt die Galaktose
schwer.

Man stellt empirisch fest, wieviel Kohlensiure eine bestimmte

Menge Traubenzucker liefert, indem man das Kohlensiureglas in
einem Rohr auffingt, das eine Einteilung besitzt. Wir nehmen einen
sog. Eudiometer, fiillen diesen mit Wasser und lassen nun die Kohlen-
siure in dem oben abgeschlossenen Rohr aufsteigen und beobachten,
wieviel Kohlensdure aus der zugesetzten
Menge Traubenzucker entstanden ist.
Traubenzucker liefert 46,54 Prozent CO,
{1 cem CO, [760 mm 0°] entspricht 4 mg
Glukose). Bei 349 findet sich das Tempe-
raturoptimum fiir die Hefegdrung.

Es sind im Handel sog. Gdrungs-
rohrchen (Abb. 58) zu haben. Es exi-
stieren mannigfache Formen davon. Die
Einrichtung ist im Prinzip in allen Fillen
die gleiche. Wir lassen in einem Rohr-
chen, das eine Einteilung besitzt und
mit der zuckerhaltigen Fliissigkeit gefiillt
ist, Hefe auf diese einwirken. Die Kohlen- Abb. 38.
siure sammelt sich dann in dem Rohr ¢#rprobe mit Kontrollversuchen.
und wir kénnen nach einiger Zeit, wenn
die Girung beendigt ist, ablesen, wieviel Kubikzentimeter Kohlensiure
entstanden sind. Auf einer dem Apparat beigegebenen Tabelle 148t
sich direkt entnehmen, wieviel Gramm Zucker der beobachteten
Menge Kohlensdure entsprechen.

Wir diirfen jedoch diese Girungsprobe niemals ausschlieflich in
der eben genannten Weise durchfiihren. In allen Fillen miissen wir
zwei Kontrollproben ansetzen. Einmal miissen wir uns davon
iiberzeugen, daB die angewandte Hefe wirklich befdhigt ist, Zucker
zu vergdren. Wir konnen das leicht feststellen, indem wir die Hefe,
die wir zur Ausfiihrung von Zuckerproben verwenden wollen, zu einer
Zuckerlosung hinzufiigen und diese mit der Hefeaufschwemmung in
ein Girungsrohrchen hineingeben (Abb. 58b) und beobachten, ob
Kohlensiure abgeschieden wird. Ferner miissen wir kontrollieren, ob
die Hefe nicht in sich vergirbare Kohlehydrate enthdlt. Um diese
Fehlerquelle auszuschlieBen, suspendieren wir etwas von der Hefe,
und zwar die gleiche Menge, die wir anwenden wollen, um in der
zu priifenden Fliissigkeit Zucker nachzuweisen, in Wasser uud fiillen
das Gemisch in ein Girungsrohrchen ein (Abb. 58a). Nun beobachtet
man, ob sich Kohlensiure abscheidet.

Den Versuch selbst nehmen wir am besten, wie folgt, vor. W1r
geben in ein Reagenzglas etwas Hefe (etwa 1 Gramm) und fiigen
5 cem Wasser hinzu. Nun schiitteln wir so lange energisch um, bis
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die Hefe in der Fliissigkeit gleichméfig verteilt ist. Sie sieht milchig
aus. Jetzt geben wir sofort in jedes Gérungsrohrchen 1 ccm des
Gemisches und fiigen dann zu Probe 1 Wasser, zu Probe 2 die
1prozentige Zuckerlésung und zu Probe 3 die zu priifende Losung
hinzu. Man verschlieBt die Offnung des Girungsrohrchens mit dem
Daumen und kippt es um. Es wird dadurch bewirkt, daB die Fliissig-
keit das eigentliche Rohr des Girungskélbchens restlos ausfiillt.
Luftblasen diirfen keine vorhanden sein. Man liest nach 12—24 Stun-
den ab. Der Versuch ist einwandfrei verlaufen, wenn entweder die
Probe 1 (a in Abb. 58) keine Selbstgéirung anzeigt oder aber eine
geringe Gasentwicklung aufweist. Ferner zeigt die 2. Probe (b in
Abb. 58) Kohlenséureentwicklung und Probe 3 ein gleiches Verhalten
wie Probe 1 oder aber eine gréBere Ansammlung von Gas in der
Kuppe des Girungsréhrchens (¢ in Abb. 58). In letzterem Fall ist
das Ergebnis im Sinne eines positiven Zuckernachweises zu betrachten.
DafBl das abgeschiedene Gas Kohlensiure ist, kénnen wir leicht be-
weisen, indem wir Natronlauge im Rohrchen aufsteigen lassen. Die
Kohlensiure wird vollstindig absorbiert, oder aber wir geben etwas
Barytlosung hinzu und stellen fest, daB ein Niederschlag von Barium-
karbonat entsteht.

3. Bestimmung des Zuckers durch Polarisation. Der Trauben-
zucker enthdlt vier asymmetrische Kohlenstoffatome. Er ist optisch

A _ - aktiv, und zwar besitzt er ein ganz
M@—— e AU pestimmtes Drehungsvermégen.
Abb. 59. Polarisationsrohr. Bringen wir die auf Traubenzucker

zu untersuchende Flissigkeit in
ein Polarisationsrohr (vgl. Abb. 59), so kénnen wir mit Hilfe eines
Polarisationsapparates (vgl. Abb. 62, S. 61) leicht feststellen, ob die
Fliissigkeit ein Drehungsvermégen besitzt.

Beispiel: Bei Verwendung eines 1 dm langen Polarisationsrohres
sei die Drehung «==5,3%. Die spezifische Drehung des Trauben-
zuckers ist = 52,74° nach rechts (-} 53°). Das Gewicht G des die
festgestellte Drehung gebenden Traubenzuckers berechnet sich auf,
100 ccm Losung nach der Formel:

5,3 100‘ 5:3 = abgeles'ener Drehungswinkel,
= ———— £52,74 =[a]P spezifische Drehung,
52,14 -1 J 1= Liénge des Polarisationsrohres in dm.
G=10,04 g.

Die Drehung allein ist jedoch nicht maBgebend, denn es kénnen in
der zu priifenden Lésung mancherlei andere Substanzen vorhanden
sein, die ebenfalls optisch aktiv sind. Diese kénnen in der gleichen
Richtung drehen oder aber auch ein entgegengesetztes Drehungs-
vermodgen besitzen. Durch derartige Verbindungen konnen grole
Fehler bei der Berechnung des Traubenzuckergehaltes aus dem ab-
gelesenen Winkel entstehen. Ein Urteil dariiber, ob das Produkt,
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dessen Drehungsvermégen wir festgestellt haben, ausschlieBlich aus
Traubenzucker besteht, kénnen wir uns bilden, indem wir aus dem
abgelesenen Winkel den Traubenzuckergehalt berechnen und den
erhaltenen Wert durch eine quantitative Reduktionsprobe und die
Gérprobe kontrollieren. Es entstehen aus der optisch aktiven Glukose
inaktive Zerfallsprodukte. War das Drehungsvermogen ausschlieBlich
durch Traubenzucker bedingt, dann muB jetzt, wenn wir nach voll-
endeter Gdrung die Drehung ablesen, das Drehungsvermégen voll-
stdndig verschwunden sein. Ist das nicht der Fall, dann beweist.
dies mit Sicherheit, daf8 noch andere optisch-aktive Stoffe in Lésung
sind, welche nicht Traubenzucker entsprechen. Durch Ausfiihrung
einer Reduktionsprobe konnen wir uns dann davon iiberzeugen, ob
noch andere reduzierende Zucker vorhanden sind.

Setzen wir die nach erfolgter Vergirung vorhandene Drehung der
Fliissigkeit in Rechnung (bei einer ---Drehung ziehen wir diese von
der urspriinglichen Drehung ab, und umgekehrt zihlen wir eine
— -Drehung dieser hinzu), so konnen wir den Traubenzuckergehalt
genau feststellen — immer vorausgesetzt, daB nicht ein anderer ver-
gérbarer Zucker zugegen war.

Wir haben bereits festgestellt, daB die beiden letzten Proben auf
Traubenzucker sich leicht quantitativ gestalten lassen. Dies ist
auch mit der ersten Probe, der Reduktionsprobe, der Fall. Wir
kennen eine ganze Reihe von quantitativen Bestimmungen des
Traubenzuckers, die auf Reduktionsproben beruhen. Das Prinzip ist
in allen Féllen das gleiche (vgl. S. 64).

Nachweis von Traubenzucker mit Hilfe von Phenylhydrazin.

LaBt man auf ein Molekiil Traubenzucker ein Molekiil Phenylhydrazin
einwirken, dann erhilt man nach der folgenden Gleichung ein sog.
Hydrazon:

CH,(OH) [CH(OH)J,- CH(OH)-C_p - H,N. NH.C,H,
— CH,(OH). [CH(OH)), - CH(OH).CH — N.NH.C,H, 4 H,0.

Dieses ist in Wasser sehr leicht 16slich und 148t sich nicht abtrennen.
Gibt man ein zweites Molekiil Phenylhydrazin hinzu, dann reagiert
dieses mit dem Traubenzucker zunichst unter Oxydation der benach-
barten sekundéren Alkoholgruppe zu Carbonyl und darauf folgender
Kuppelung. Wir erhalten ein sog. Osazon, vgl. die folgende Formel:

Bildung der Ketogruppe
e N

CH,(OH)- [CH(OH)],-C0.CH — N.NH.C,H, -- H,N-NH - C,H,
— CH,(OH)-[CH(OH]),-C-CH = X .NH . C,H, - H,0.
U

N.NH.C,H,
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Das Osazon des Traubenzuckers, Glukosazon genannt, ist in
Wasser schwer 16slich und kristallisiert bald aus. Zur Darstellung
von Glukosazon darf man nur ganz reines Phenylhydrazin an-
wenden. Es muf} vollstindig farblos oder doch hochstens leicht gelb
gefirbt sein. Am besten verwendet man Phenylhydrazin, das man
sich selbst aus Anilin bereitet hat (vgl. Darstellung organischer Pri-
parate). Das kéufliche Phenylhydrazin ist meistens unrein. Es ent-
hilt Oxydationsprodukte und ist braun gefirbt. Am besten reinigt
man es, indem man es bei 15 mm Druck destilliert und das farb-
lose Destillat durch wiederholtes Abkiihlen auskristallisieren 1a8t.
Den fliissig gebliebenen Teil gieBt man jedesmal ab. Dann werden
die Kristalle in etwa dem 3-—4fachen ihres Volumens getrockneten
Athers gelost. Die Losung wird in einer Kiltemischung abgekiihlt
und die ausgeschiedene Base scharf abgenutscht. Um zu vermeiden,
daB die auf dem Filter sich befindlichen Kristalle wieder in Losung
gehen, stellt man die Saugflasche mit der Nutsche am besten in
einen Emailletopf und umgibt dann Nutsche und Saugflasche mit
Eisstiickchen. Den Filterriickstand wascht man mit stark abgekiihltem
Ather. Jetzt wird die Destillation wiederholt, und zwar ebenfalls
bei 15 mm Druck. Meist geniigt jedoch das Umbkristallisieren aus
Ather, um ein geniigend reines Priparat zu erhalten.

Um die Glukose in das Osazon iiberzufiithren, verwendet man eine
Mischung, bestehend aus einem Volumen Phenylhydrazin und einem
solchen von 50 prozentiger Essigsdure. Dieses Gemisch verdiinnt man
mit der dreifachen Menge Wasser. Es mul} hierbei eine klare Losung
entstehen. Diese Mischung bereitet man sich erst kurz vor der Aus-
fiibrung der Probe. Man gibt sie nun zu der zuckerhaltigen Fliissig-
keit und erhitzt 45 Minuten auf dem Wasserbade. Am besten nimmt
man die Probe am Reagenzglase vor und stellt dieses direkt in das
kochende Wasser. Bald beginnt beim Abkiihlen der Losung die Aus-
scheidung des Glukosazons. Handelt es sich um Harn, dann benutzt
man 5—10 ccm davon. Der Harn muBl frei von Eiweil und ganz
klar sein.

An Stelle der oben angegebenen Mischung kann man auch ein,
Gemisch von 2 Teilen salzsaurem Phenylhydrazin und 3 Teilen wasser-
haltigem Natriumazetat verwenden. Ist das salzsaure Phenylhydrazin
nicht farblos, dann wird es aus heiBem Alkohol umkristallisiert.

Das Glukosazon kristallisiert in zu Biischeln vereinigten Nadeln.
Der Schmelzpunkt liegt bei 205°.

Es sei hier noch bemerkt, daB der Fruchtzucker genau das
gleiche Osazon liefert, nur ist die Reihenfolge des Eintrittes der
Phenylhydrazinreste die umgekehrte. Die Hydrazone miiBten ver-
schieden sein, doch sind sie bisher nicht isoliert worden. Vgl. die
folgenden Formeln:
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CH,(OH)- [CH(OH)],-CO-CH, -OH + H,N-NH.C,H,
— CH,(OH).[CH(OH)],-C-CH,0H -} H,0
Il

N-NH.C,H,
Bildung der Aldehydgruppe
,———r\.

—

CH,(OH)-[CH(OH)],-C- C/ -+ H,N-NH.C,H,
[
N.NH-C,H,

— CH,(OH)- [CH(OH)],-C-CH-N.NH . C,H, -- H,0.
il
N.NH.-C,H,

b) Nachweis von Pentosen.

Praktisch kommt vor allem ihr Nachweis im Harn bei Pentos-
urie in Betracht. Die Pentosen des Harns ergeben als Aldehyd-
zucker auch die Reduktionsproben. Sie sind jedoch nicht gérfahig.

Gibt man zu pentosehaltigem Harn (etwa 5 ccm) das gleiche
Volumen konzentrierter Salzsiure und ein etwa hanfkorngrofes Stiick
Phlorogluzin, so erhdlt man beim langsamen Erwidrmen bis zum
Sieden eine schon violettrote Farbung. Den Farbstoff schiittelt man
mit Amylalkohol aus. Man la6t das Gemisch einige Zeit stehen, bis
sich die amylalkoholische Losung eben abgeschieden hat. Sie wird
abgegossen. und nunmehr mit dem Spektroskop (vgl. Teil II, Blut)
untersucht. Die amylalkoholische Losung zeigt genau in der Mitte
zwischen D und E einen Absorptionsstreifen.

Eine weitere Pentosenprobe ist die folgende: 5 cem einer Losung
von 1 Gramm Orzin in 500 cem 30prozentiger Salzsiure, der 25 Tropfen
des offizinellen Liquor ferri zugegeben sind, erhitzt man zum Sieden.
In die heifle Losung lat man nun den zu untersuchenden Harn
vorsichtig zutropfen (ca. 20 Tropfen). Es entsteht eine violettblaue
Firbung. Die spektrale Untersuchung des Farbstoffs ist bei dieser
Probe nicht notig.

¢) Nachweis von Rohrzucker (Saccharose), Milchzucker (Laktose)
und Malzzucker (Maltose).

C1.H,,04,

Das Disaccharid Rohrzucker liefert bei der Hydrolyse ein Molekiil
Traubenzucker und ein Molekiill Fruchtzucker. Beide Kompo-
nenten reduzieren, wihrend die Saccharose selbst kein Reduk-
tionsvermdgen zeigt. Diesen Umstand konnen wir dazu benutzen,
um Rohrzucker zu identifizieren. Haben wir eine kristallinische, sl
schmeckende Zuckerart vor uns, die an und fir sich Metalloxyde
nicht reduziert, dagegen nach erfolgter Spaltung Reduktion zeigt,
dann diirfen wir ziemlich sicher auf Rohrzucker schlieBen. Die Fest-
stellung des Drehungsvermogens und des Verhaltens gegeniiber dem
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Fermente Invertin sichert die Diagnose. Der Rohrzucker dreht nach
rechts. Nach erfolgter Zerlegung in Trauben- und Fruchtzucker finden
wir Linksdrehung, weil der Fruchtzucker stérker nach links als der
Traubenzucker nach rechts dreht. Dieser Umkehrung des Drehungs-
vermogens bei der Spallung verdankt das entstehende Gemisch
Fruktose und Glukose den Namen Invertzucker. Durch die Un-
fihigkeit zu reduzieren unterscheidet sich der Rohrzucker scharf von
den beiden anderen biologisch wichtigen Disacchariden Maltose und
Milchzucker.

Zur Herbeifiihrung der Hydrolyse kochen wir eine 5prozentige
Rohrzuckerlosung etwa eine Minute mit verdiinnter Salzsiure, nach-
dem wir uns {iberzeugt
haben, daB beim direk-
ten Kochen der an-
gewandten Losung mit
Fehlingscher Losung
oder mit Natronlauge
und Kupfersulfat keine

Reduktion eintritt.
Nach dem Kochen prii-
fen wir wieder eine
von der Hauptmenge
abgegossene Probe auf
ihr Reduktionsvermo-
gen. Meist tritt schon
deutliche Abscheidung
von Kupferoxydul auf.
Setzt man das Kochen
mit der Hauptmenge
fort, dann erhilt man

mehr reduzierende

Substanz, bis aller
Rohrzucker zerlegt ist.
Bei der Ausfithrung
der Reduktionsprobe mufl man geniigende Mengen von Lauge zu-
geben. Ein Teil davon wird zur Bindung der Siure, die man zur
Hydrolyse verwendet hat, verbraucht. Die Reaktion mufl deutlich
alkalisch sein. Man fiige erst dann die Kupfersulfatlésung hinzu,
nachdem man die alkalische Reaktion mittels roten Lackmuspapiers
festgestellt hat. Es wird dann in der gewohnten Weise gekocht.

UbergieBt man Rohrzucker mit Magensaft und 148t das Gemisch
etwa 2 Stunden im Brutschrank (Abb. 60) stehen, dann kann man
auch deutliche Reduktionen feststellen. Die Spaltung des Rohrzuckers
ist jedoch nicht etwa durch ein Ferment, das im Magensaft ent-
halten ist, herbeigefiihrt worden, sondern durch die Salzsdure des
Magensaftes. UbergieBt man Rohrzucker mit Darmsaft, dann tritt
nach kurzer Zeit positive Reduktion ein. In diesem Fall ist die

Abb, 60. Brutschrank.
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Spaltung durch das Ferment Invertin bewirkt worden. Auch Hefe
enthéilt dieses Ferment.

Den Verlauf der Hydrolyse des Rohrzuckers durch Siuren oder
durch Invertin kann man sehr schon feststellen, indem man im Po-
larisationsrohr die Drehung verfolgt. Die anfingliche Rechtsdrehung
geht in Linksdrehung tiber. Man bringe zu einer 5prozentigen Rohr-
zuckerlosung Darmsaft oder 10 prozentige
Salzsdure, fiille das Gemisch in ein Polari-
sationsrohr (Abb. 61) und stelle das Dreh-
ungsvermogen des Gemisches mit Hilfe eines
geine Ablesung gestattenden Polarisations-
apparates (Abb. 62) fest. Man beobachte
alle 5 Minuten das Fortschreiten der Hydro-
lyse. In den Zwischenzeiten wird das Rohr
bei einer bestimmten Temperatur, z. B. 37° Abb. 61.
gehalten. Um Temperaturschwankungen
wahrend des Ablesens der Drehung auszuschliefen, wihlen wir ein
Rohr, das einen Wassermantel besitzt (vgl. Abb. 61). Der Kautschuk-
schlauch @ verbindert das AusflieBen des Wassers. Die Mengen-

Abb. 62. Polarisationsapparat.

verhéltnisse der Fliissigkeiten richten sich nach dem Inhalt des Po-
larisationsrohres. Man kann bei jeder Konzentration — zu verdiinnt
darf man allerdings nicht arbeiten — die Hydrolyse verfolgen und
so den EinfluB der Substratmenge und des hydrolysierenden Agenses
feststellen.
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Milchzucker und Malzzucker reduzieren beide direkt. Sie unter-
scheiden sich im Drehungs- und Gdrungsvermdgen. Der erstere ver-
girt schwer. Charakteristisch fiir Milchzucker bzw. seinen Baustein
Galaktose ist die Bildung von Schleimsiure beim Oxydieren mit
konzentrierter Salpetersiure (vgl. die Darstellung der Schleimsiure).

d) Nachweis von Stirke.
(06H1005)n -H,0.

Wir konnen die Stérke schon in vielen Féllen an ihrem Aussehen
erkennen. Unter dem Mikroskop beobachten wir die eigenartig ge-
schichteten Stidrkekorner. Gibt man zu gewdhnlicher Stérke etwas
Wasser in einer Porzellanschale und erwirmt dann gelinde auf einem
Wasserbad, dann beobachtet man bald ein Quellen der Stirke, sog.
Kleisterbildung. Fiigt man zu Stérke eine Ldsung von Jod in
Jodkalium, dann tritt Blaufirbung auf. Mit Hilfe dieser Reaktion
konnen wir beim Abbau der Stérke feststellen, wann sie zerlegt ist.
Beim Auftreten der néchsten Abbaustufen, der Dextrine, beobachten
wir ebenfalls Fiarbung mit Jod. Es sind alle Farbennuancen von
blaurot, weinrot, tief rotbraun usw. vertreten, bis schlieflich der
Abbau iiber die Dextrine bis zur Maltose und weiter ganz bis zu
Traubenzucker durchgefithrt ist. Die Jodreaktion bleibt dann aus,
d. h. wir beobachten nur die Farbe der zugesetzten Jodlosung.

Reine Stidrke reduziert die Fehlingsche Losung nicht. Wird sie
jedoch mit verdiinnter Siure, z. B. Salzsdure, gekocht, dann erhalten
wir bald reduzierende Produkte. Schon die entstehenden Dextrine
zeigen Reduktion. Wir konnen uns leicht davon iiberzeugen, dal
mit der Dauer des Kochens immer mehr Produkte entistehen, welche
reduzierend wirken. Die Hydrolyse schreitet mit der Dauer des Ko-
chens fort. Das groBe Molekiil wird in immer kleinere Teile zerlegt.
Man koche eine Stirkelosung mit 10prozentiger Salzsdure 1 Minute,
2 Minuten, 3 Minuten und 5 Minuten und stelle jedesmal die Re-
duktion von Fehlingscher Losung fest (vgl. hierzu S. 64). )

Spaltung der Stdrke mit Hilfe der Diastase des Spei-
chels. Wir sammeln einige Kubikzentimeter Speichel. Selbstverstdnd-
lich darf wdbrend des Sammelns keine Nahrung, vor allen Dingen
kein Kohlehydrat, aufgenommen werden. Es geniigen 5 cocm Speichel.
Zur Kontrolle geben wir zu 1 ccm des gut vermischten Speichels
Natronlauge und darauf Kupfersulfatlosung und kochen. Es darf
keine Reduktion eintreten. Nun geben wir von den iibriggebliebenen
4 ccm Speichel 2 cem zu 1 Gramm Stdrke und bringen das Gemisch
in einen Brutschrank. Nach 2 Stunden priifen wir, ob reduzierende
Substanzen vorhanden sind. War der Speichel gut wirksam, dann
erhalten wir ohne weiteres Abscheidung von Kupferoxydul. Oft muf3
man lingere Zeit warten, bis deutliche Reduktion nachweisbar ist.
Den Rest des Speichels erwidrmen wir auf 100° und setzen ihm dann
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auch 1 Gramm Stirke zu. Er erweist sich nunmehr als ganz un-
wirksam. Die Diastase ist zerstort. :

Den gleichen Versuch fithren wir mit Kartoffelscheiben aus.
Eine rohe Kartoffel wird in Scheiben geschnitten. Auf die eine
Scheibe bringen wir mit Hilfe eines Glasstabes etwas Jodlosung. Wir
beobachten, daf3 iiberall da, wo Stirkekdrner vorhanden sind, Blau-
farbung eintritt. Eine andere Scheibe iibergieBen wir in einem Erlen-
meyer-Kélbchen mit Speichelfliissigkeit. Wir bringen es dann in
einen Brutschrank. Nach 12 Stunden erhalten wir beim Auftupfen
der Jodlosung keine Blaufirbung mehr. Die iiberstehende Fliissig-
keit zeigt deutliche Reduktion. Die Stidrke ist zu reduzierenden
Bestandteilen abgebaut worden.

Die Stirke verschwindet viel rascher und die Reduktionsprobe
tritt viel frither auf, wenn wir nicht rohe Kartoffeln nehmen, son-
dern die Kartoffelscheibe vorher kochen. Es wird dann das Stirke-
korn fiir die Diastase viel leichter angreifbar. Es ist durch das
Kochen gequollen. Wird eine Kartoffelscheibe mit verdiinnter Salz-
siure gekocht, dann kdnnen wir ebenfalls das Verschwinden der
Stirke mit Hilfe der Jodreaktion beweisen und zeigen, daBl im Hydro-
lysat reduzierende Stoffe vorhanden sind.

e) Nachweis von Zellulose.
(C,H,,0,),-H,0.

10~5/n

Zellulose ist durch ihre Unloslichkeit in allen gebrauehhchen
Lésungsmitteln ausgezeichnet. Nur im sog. Schweizerschen Re-
agens — ammoniakalische Losung von Kupferoxyd?!) — lost sie sich.
Wir lésen 30 g Zinkchlorid, 5 g Jodkalium und 1 g Jod in 14 cem
Wasser. Von dieser Chlorzinkjodlésung fiigen wir etwas zu
Zellulose. Es tritt Violettfirbung ein.

Kochen wir Zellulose, z. B. Filtrierpapier, mit Siuren, z. B. konz.
Salzsiure, dann beobachten wir auch Losung. Es ist jedoch nicht
die Zellulose in Lésung gegangen, sondern die beim Kochen mit
Séuren entstehenden Abbauprodukte haben sich gelost. Entnehmen
wir etwas von der Losung, und verdiinnen wir sie mit Wasser, dann
erhalten wir auf Zusatz von geniigend Natronlauge und Kupfer-
sulfatlosung beim Kochen Reduktion. Setzen wir das Kochen mit
Sdure lang genug fort, dann entsteht aus der Zellulose ausschlieBlich
Traubenzucker.

In ein Erlenmeyer Kolbchen bringen wir etwas konz. Schwefel-
sdure. Nun tauchen wir einen Streifen Filtrierpapier in die Losung.
Es tritt sofort Gelbfirbung des Streifens ein. Geben wir vorsichtig
(Schutzbrille!) etwas Wasser zu, der Schwefelsiure, wobei Erwidrmung
auftritt, dann zeigt sich Abscheidung einer schwarzen Substanz. Sie
besteht aus Kohlenstoff.

1) Man 15se reines Kupfer in konzentriertem Ammoniak unter Luftzutritt.
Das Reagens muf} frisch bereitet werden.
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f) Nachweis von Glykogen.
(Ce H1005)n ) H;_,O .

Glykogen firbt sich mit Jodjodkaliumlgsung braun. Es redu-
ziert die Fehlingsche Losung nicht. Die Speicheldiastase zerlegt
Glykogen zu reduzierenden Korpern. Ebenso kénnen wir das Poly-
saccharid, genau so, wie es bei der Stidrke beschrieben worden ist,
durch Kochen mit Sduren schlieflich vollstindig zu Traubenzucker
aufspalten. Hierauf beruht eine quantitative Bestimmungsmethode
des Glykogens. Es wird nach der vollstindigen Spaltung nach den
unten angegebenen quantitativen Methoden die entstandene Trauben-
zuckermenge festgestellt.

2. Quantitativer Nachweis von Kohlehydraten.

1. Quantitative Bestimmung des Traubenzuckers mit Hilfe der
Fehlingschen Losung.

Bereitung der Fehlingschen Losung: Es werden 34,639 Gramm
reines kristallisiertes Kupfersulfat in Wasser aufgelost. Die Losung
wird dann auf 500 cem verdiinnt. Jetzt 16st man 173 Gramm kri-
stallisiertes, vollig reines, weinsaures Kalinatron (Seignettesalz) in
wenig Wasser, fiigt 100 ccm Natronlauge hinzu, in der 50 Gramm
Atznatron gelost sind und verdiinnt nun gleichfalls auf 500 cem.
Beide Losungen werden getrennt aufbewahrt, am besten in braunen:
Flaschen. Zur Ausfiihrung der Bestimmung verwendet man jedesmal
gleiche Volumina von beiden Losungen. Sie lassen sich einige Zeit
aufbewahren. Man iiberzeuge sich jedesmal vor dem Gebrauch, ob
die Losung noch brauchbar ist. Wenn eine im Reagenzglas gekochte
Probe nach etwa einstiindigem Stehen einen Niederschlag von Kupfer-
oxydul abscheidet, dann mufl die Losung verworfen werden. 20 ccm
der genau nach der Vorschrift dargestellten Fehlingschen
Losung entsprechen 0,1 Gramm Traubenzucker. Wir miissen
uns vor dem Gebrauch der Lésung davon iiberzeugen, daBl der an-
gegebene Titer richtig ist. Zu diesem Zwecke geben wir in eine
Biirette eine genau 1 prozentige Traubenzuckerlosung. Sind genau
10 cem davon notwendig, um 20 ccm der Fehlingschen Losung
vollstdndig zu reduzieren, dann entspricht sie der Vorschrift. Tritt
die vollstindige Reduktion frither oder spiter ein, d. h. ist weniger
oder mehr von der Zuckerlosung erforderlich, dann ist der Titer ein
anderer. Ist die Reduktion z. B. schon bei Zusatz von 9 ccm eine
vollsténdige, dann wiirden die 20 ccm Fehlingscher Losung 0,09 Gramm
Traubenzucker entsprechen.

Als Beispiel wihlen wir zuckerhaltigen Harn. Wir iiberzeugen
uns zunichst durch eine qualitative Probe, wieviel Traubenzucker
der Harn ungefahr enthdlt. Ist der Harn reich an Glukose, dann
mufl er vor der Bestimmung verdiinnt werden. Zu diesem Zwecke
nehmen wir beispielsweise 10 ccm des Urins mit Hilfe einer Pipette
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auf und lassen diese in einen MaBkolben von 100 ccm einBieBen.
Dann filllen wir diesen mit destilliertem Wasser bis zur Marke auf,
vermischen die Fliissigkeit durch Umschiitteln und geben sie in eine
Biirette. Ist jedoch der Zuckergehalt ein geringer, dann kann man
den Urin unverdiinnt anwenden. In diesem Falle wird er direkt in
die Pipette eingefiillt. Diese ist gewthnlich in 50 cem eingeteilt. Auf
ein Drahtnetz oder eine Asbestplatte, die sich auf einem Dreiful
befindet, gibt man nun eine etwa 250 cem fassende Porzellanschale
(vgl. Abb. 63). In diese fiigt man aus einer Pipette

20 ccm der Fehlingschen Losung, d. h. 10 ccm

der Kupfersulfatlosung und 10 cem der Seignette-

salzlésung. Die Losung verdiinnt man mit 80 cem

Wasser. Nunmehr erwidrmt man die Fehling-

sché Losung ganz allm#hlich zum Kochen und

1aBt nun aus der Biirette 1 cem des Harn hinzu-

flieBen. Man ldfit ein paar Sekunden kochen und

stellt nun fest, ob die Fliissigkeit noch blau ge-

firbt ist. Es setzt sich das ausgeschiedene Kupfer-

oxydul rasch zu Boden, wenn nahezu bzw. alles

Kupferoxyd zu Kupferoxydul reduziert ist. Man

kann beim Betrachten der Fliissigkeit gegen die

weile Schalenwand leicht erkennen, ob noch Blau-

firbung vorhanden ist. Ist dies der Fall, dann

148t man wiederum einen Kubikzentimeter Harn

hinzuflielen, kocht wieder kurze Zeit, wartet ab

und fahrt so fort, bis schlieBlich die Blauférbung

verschwunden ist. Man darf bei der Ausfithrung

dieser Operationen nicht langsam vorgehen, weil

sonst das gebildete Kupferoxydul sehr leicht durch

den Sauerstoff der Luft wieder in Kupferoxyd

iibergefithrt wird. Man wiirde so viel zu niedrige

Werte fiir den Traubenzucker erhalten. Ist die , .. A0 o
iiber dem abgeschiedenen Kupferoxydul befindliche Fehlingscher Losung.
Flissigkeit nicht farblos, sondern gelb gefdrbt,

dann ist dies ein Zeichen dafiir, daB zuviel Harn (Zucker) zugesetzt
worden ist. Die Seignettesalzlosung hat den iiberschiissigen Trauben-
zucker, der nicht mehr durch vorhandenes Kupferoxyd oxydiert
werden kann, verindert. In den meisten Fillen wird beim Zusetzen
des Harns das entstandene Kupferoxydul sich rasch absetzen. Ist
dies nicht der Fall, dann ist die Beobachtung, ob noch Blaufirbung
vorhanden ist, sehr erschwert. Es empfiehlt sich in allen Fillen,
um Zeitverlusten vorzubeugen, kleine Reagenzgliser mit kleinen
Trichtern und dazu passenden Filtern vorriatig zu halten. Setzt sich
das Kupferoxydul nicht rasch ab, dann wird eine kleine Probe durch
das Filterchen abfiltriert. Man kann dann im Filtrat, wenn man das
Reagenzglas gegen eine weille Fliche halt, leicht erkennen, ob noch
Blaufirbung vorhanden ist. Ist dies der Fall, dann wird die Fliissig-

Abderhalden. Praktikum. 3. Aufl. 5
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keit rasch zuriickgegossen (Filter und Reagenzglas auswaschen und
Waschwasser auch zufiigen!) und mit dem Zusatz des Harns fort-
gefahren. Zeigt das Filtrat Gelbfirbung, dann ist, wie oben bereits
betont, zu viel Harn zugesetzt worden. Es mufl die Bestimmung
wiederholt werden. Kennt man einmal die Grenze, bei der die Re-
duktion eine vollstindige ist, dann kann man bei Wiederholung der
Probe rasch vorgehen, und nun den Endpunkt sehr scharf bestimmen.
Es empfiehlt sich in allen Fillen, die Probe mehrfach auszufiihren.
Sehr vorteilhaft ist es, bei Wiederholung der Bestimmung verschie-
dene Mengen der Fehlingschen Losung anzuwenden. Man kann z. B.
von 10 ccm Fehlingscher Losung ausgehen oder auch einmal 30 cem
derselben anwenden. Die Berechnung des Zuckergehaltes ist eine
ganz einfache. Wir haben oben schon angegeben, dafi 20 ccm der
Fehlingschen Losung 0,1 Gramm Traubenzucker entsprechen. Neh-
men wir an, wir hitten 25 com des Urins zugesetzt, um 20 com der
Fehlingschen Lésung vollstindig zu reduzieren. Der angewandte
Urin soll von 10 cem auf 100 cem verdiinnt worden sein. Die ge-
samte Urinmenge soll 1000 cem betragen. Die gebrauchten 25 ccm
verdiinnten Urins enthalten 0,1 Gramm Traubenzucker. Folglich kom-
men auf die 100 cem des verdiinnten Urins 0.4 Gramm Trauben-
zucker, d. h. 10 cem des unverdiinnten Urins enthalten 0,4 Gramm
Traubenzucker. In 1000 ccm Urin sind folglich enthalten 100 > 0,4
Gramm Traubenzucker = 40 Gramm Glukose.

Die eben beschriebene Art der Ausfiilhrung der Zuckertitration
mit Hilfe der Fehlingschen Losung gibt keine ganz exakten Re-
sultate, weil das Reduktionsvermdgen des Traubenzuckers bei ver-
schiedener Konzentration der Zuckerlésung und bei verschiedenen
Verdiinnungsgraden der Fehlingschen Losung ein verschiedenes
ist. Doch geniigt die angegebene Bestimmungsweise in den meisten
Fillen. Genauere Werte gibt die folgende Art der Ausfithrung der
Zuckerbestimmung mit Hilfe der Fehlingschen Losung. 50 cem der
Fehlingschen Losung werden zum Kochen erhitzt. Man gibt aus
einer Biirette von dem unverdiinnten Harn in Portionen so lange
hinzu, bis die Fliissigkeit nach dem Kochen nicht mehr blau erscheint.
Man stellt durch diese Vorprobe den ungefihren Zuckergehalt des
Harnes fest. Jetzt verdiinnt man den Harn so lange mit Wasser,
bis er 19/, Zucker enthdlt. Man erhitzt nun wiederum 50 cem der
Fehlingschen Losung, ohne sie mit Wasser zu verdinnen, und
gibt nun dieselbe Menge des zuckerhaltigen Urins hinzu, die man
beim Vorversuch gebraucht hat, um Reduktion herbeizufiihren, kocht
2 Minuten lang und beobachtet, welche Farbe die Fliissigkeit hat.
Ist die Farbe noch blau, dann fithrt man den Versuch noch einmal
aus und gibt 1 cem der Zuckerlésung mehr hinzu. Zeigt dagegen
die gelbe Farbe an, dal bereits zuviel der Harnlosung hinzugefiigt
worden ist, dann gibt man bei der Wiederholung des Versuches
1 ccm des Urins weniger hinzu. Durch weitere Versuche sucht man
den Endpunkt der Reaktion zu treffen. Es ist dies dann der Fall,
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wenn in zwei Versuchen beim Zusatz von 0,1 ccm mehr oder we-
niger die eine Probe noch blédulich, die andere bereits. gelblich.ge-
funden wird. Es muB dann der Endpunkt zwischen diesen beiden
Werten liegen. Wir kennen dann ganz genau die Quantitit der Urin-
menge, welche notwendig ist, um 50 ccm der Fehlingschen Losung
vollstindig zu reduzieren. Die betreffende Menge Urin enthilt dann
0,2375 Gramm Traubenzucker. Es 148t sich mit Hilfe diese Wertes
der Zuckergehalt der gesamten Urinmenge leicht berechnen.

2. Quantitative Bestimmung des Traubenzuckers nach Bertrand.

Das Prinzip, auf dem die Methode beruht,-ist das gleiche, wie bei
der Zuckerbestimmung mit Fehlingscher Losung. Es wird jedoch
das bei der Reduktion des Kupferoxydsalzes gebildete Kupferoxydul
direkt bestimmt. Es wird in einer Losung von Ferrisulfat in Schwefel-
siure gelost und das neben Kupfersulfat in Losung gegangene Ferro-
sulfat mit einer genau eingestellten ca. '/,, n-Kaliumpermanganat-
losung titriert. Die Einstellung der Permanganatlosung wird mit
reinem Ammoniumoxalat vorgenommen.

Zur Ausfihrung der Methode sind die folgenden Losungen er-

- forderlich: 40 Gramm reines kristallisiertes Kupfersulfat werden zu
1 Liter Wasser gelost. Ferner 16st man 200 Gramm Seignettesalz
und 150 Gramm Atznatron in Wasser und fiillt auf 1000 ccm auf.
Endlich bereitet man eine Losung von Ferrisulfat in Schwefelsdure.
50 Gramm Ferrisulfat werden in 200 ¢em reiner konz. Schwefelsdure
gelost und dann auf 1 Liter verdiinnt. Die Losung muf} ganz frei
von Ferrosulfat und reduzierenden Stoffen sein. Man stellt das mit
der Permanganatlosung fest. Es darf keine Entfarbung eintreten.
Die Kaliumpermanganatlosung mufl im Liter 5 Gramm Kaliumper-
manganat enthalten, Sie wird nun gegen Ammoniumoxalat eingestellt.
Es werden genau 0,25 Gramm reines Ammoniumoxalat in 50 ccm
Wasser gelost. Dann fiigt man 2 com reine konz. Schwefelsiure zu,
erwirmt auf 70° und 148t zu der heifien Losung aus einer Biirette
unter Umschiitteln die, wie oben angegeben, hergestellte Kaliumper-
manganatlosung zuflieBen, bis eine schwache, bleibende Rotfiarbung
eintritb. Man bendtigt gewdhnlich etwa 22 ccm der Perman-
ganatlosung. 71

Wir nehmen zur Zuckerbestimmung zuckerhaltigen Harn. | f
Er darf nicht mehr als 0,5 Prozent reduzierenden Zucker | '
enthalten. Ist die Konzentration eine gréfiere, dann muf
der Harn verdiinnt werden. Man stellt am besten durch
einen Vorversuch mit Fehlingscher Losung den ungefihren - |
Zuckergehalt fest. T

Nun gibt man 20cem Harnin ein Erlenmeyer-Koélbchen é‘ﬂ’dﬁg,

“von 150 cem Inhalt, fiigt je 20 ccm der Kupfersulfatlsung
und der Seignettesalzlosung hinzu und erhitzt zum Sieden. Sobald die
ersten Blasen aufsteigen, merke man sich genau die Zeit und halte die
Lésung genau 3 Minuten in gelindem Kochen. Zur Kontrolle der Zeit

5*
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verwendet man mit Vorteil eine auf 3 Minuten eingestellte Sanduhr
(vgl. Abb. 64). Nun li8t man das abgeschiedene Kupferoxydul absitzen.
Die iiberstehende Fliissigkeit mul blau gefirbt sein. Man filtriert
durch einen mit Asbest belegten Goochtiegel (vgl. S. 34). Der Asbest
muBl gut gereinigt sein. Man sucht den groBten Teil des Nieder-
schlages im Erlenmeyer-Kolben zuriickzuhalten und wischt ihn
durch Umschwenken in heiflem Wasser, 148t wieder absitzen und gieB3t
das heile Waschwasser durch den Goochtiegel. Hierdurch wischt
man auch den Teil des Kupferoxyduls, der schon auf dem Asbest
sich befindet. Nun wird ohne Erwdrmung der im Erlenmeyer-
Kolbchen sich befindende Kupferoxydulniederschlag in 20—25 cem
der Ferrisulfatlosung gelost und die Losung durch das Asbestfilter
gegossen. Man spiilt mit kaltem Wasser nach und bestimmt nun un-
verziiglich mit Hilfe der Permanganatlésung, deren Titer man genau
kennt, das in Losung befindliche Ferrosulfat. Die Endreaktion ist
erreicht, wenn die griine Farbe der Losung in rosa iibergegangen ist.

Bei der Berechnung des Zuckergehaltes stellt man zunichst die
Anzahl Milligramme Kupfer fest, die den verbrauchten Kubikzenti-
metern der Permanganatlosung entsprechen. Aus der unten mitge-
teilten Tabelle ergibt sich dann die entsprechende Menge Trauben-
zucker, ausgedriickt in Milligrammen. Die ganze Bestimmung dauert,
falls man iiber die fertigen Losungen verfiigt, hochstens 20 Minuten.

Tabelle.

Cu |d-Glukose| Cu |d-Glukose| Cu ‘d-Glukose Cu |d-Glukose| Cu |d-Glukose
in mg in mg in mg in mg in mg in mg in mg in mg in mg in mg

204 | 10 572 | 29 91,8 | 48 |1247 | 67 |1556! 86
224 11 59,1 | 30 93,6 ' 49 1264 68 | 1572 87
243 12 60,9 | 31 954, 50 1281 69 | 1588 88
2,3 13 628 | 32 97,0 51 1298+ 70 | 1604 89
283 14 646 | 33 | 989 ' 52 1314 71 | 1620, 90
30,2 15 665 34 |1006 53 1831 72 | 163,60 91
322 16 633 | 85 1023 54 |1347 73 | 1652 92

34,2 17 70,1 | 86 |104,1 55 |136,3 74 166,793
36,2 18 72,0 . 37 |1058 56 [137,9 75 1683 94
38,1 19 738 | 88 |107,6 57 |189,6 76 169,9 95
40,1 20 75,7 | 89 109,3 . 58 |141,2 77 17150 96
420 | 21 7151 40 tu1 ! 59 1428 0 78 1781 97
43,9 22 793 41 112,8 | 60 |1445 79 1746 98
458 23 81,1 1 42 |1145 ] 61 [1461 ! 80 176,21 99
47,7 24 82,9 1 43 [1162| 62 1477 81 177,81 100
49,6 25 84,7 44 |117,91 63 [1493 82 }

51,5 26 86,4 , 45 [1196 1 64 11509, 83

53,4 27 882 46 121,3 65 152,51 84

558 | 28 90,0 47 1230 | 66 |154,0 85

Fette und Bausteine.

Nachweis: Wir gehen von einem Ol oder von einem festen Fett
aus. Man fithre mit dem Ol oder Fett einige Loslichkeitsbestim-
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mungen durch, indem man kleine Stiicke davon in ein Reagenzglas
gibt und dann mit Ather, Alkohol, Chloroform, Schwefelkohlenstoff,
Tetrachlorkohlenstoff Losungsversuche ausfithrt. Wird etwas von
dem Ol oder Fett mit gepulvertem, saurem schwefelsaurem Kalium
in ein trockenes Reagenzglas gegeben und das Gemisch erhitzt,
dann tritt ein stechender

CH,0H CH,
| I

CHOH — 2 H,0 = CH

| 7

CH,0H o %
Glyzerin Akrolein

Geruch nach Akrolein auf. Beim Erhitzen ist zundchst Spaltung des
Fettes in Fettsiure und Glyzerin eingetreten. Das Glyzerin ist unter
Wasserentziehung in Akrolein iibergegangen. Hélt man iiber das Re-
agenzglas ein Stiickchen Filtrierpapier, das man mit ammoniak-alka-
lischer Silberlosung getrinkt hat, dann tritt sofort Reduktion ein. Es
farbt sich der Filtrierpapierstreifen augenblicklich schwarz.

Die gleiche Reaktion erhalten wir natiirlich, wenn wir Glyzerin
selbst mit saurem schwefelsaurem Kalium erhitzten. Glyzerin ist eine
sl schmeckende, zdhe Flissigkeit.

Die anderen Komponenten der Fette, die Fettsduren, sind nicht
so leicht zu erkennen. Es wird sich zumeist um den Nachweis von
Palmitin- und Stearinsiure handeln. Beide sind bei gewohnlicher
Temperatur fest. Sie kristallisieren in perlmutterglinzenden Bldttchen
und sind in Wasser so gut wie unléslich, dagegen 16sen sich ihre
Alkalisalze leicht. Es bilden sich die sog. Seifen. Diese Eigen-
schaft benutzen wir zur Erkennung der genannten Fettsiuren. Wir
setzen Alkali hinzu und stellen die Auflosung fest. Schwer loslich
sind die Magnesium- und besonders die Kalziumsalze. Diese
Seifen finden wir unter besonderen Verhiltnissen im Darminhalt und
besonders in den Fizes. Zu der Losung von Fettsiuren in Alkali
setzen wir Mineralsiure (z. B. Salzsiure), bis ein Uberschufl davon
vorhanden ist. Die Fettsduren fallen wieder aus.

Emulgierung von Fett durch Alkalikarbonat.

Wir geben zu vollstindig neutralem Olivendl 0,25 prozentige Soda-
losung und schiitteln nun im Reagenzglas energisch durch. Es tritt
zundchst eine Triibung der Sodalésung auf. Die vorher vorhandene
Olschicht ist zum groBten Teil verschwunden. Wir beobachten, dafl
nach kurzer Zeit die kleinen Tropfchen sich zu gréBeren sammeln.
Diese steigen an die Oberfliche der Fliissigkeit auf. Die Sodalésung
ist bald wieder vollstindig klar. Die Olschicht hat sich wieder ab-
geschieden, Nimmt man Ol, das ranzig ist, oder bereitet man sich
solches durch Zusatz von freier Fettsiure zu Neutralfett, dann er-
halten wir ebenfalls beim energischen Schiitteln Zerstdubung in feinste
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Tropfchen. Die Emulsion bleibt jedoch jetzt lingere Zeit bestehen.
Wollen wir eine bleibende Emulsion herstellen, dann fiigen wir etwas
Gummi arabicum hinzu, bevor wir umschiitteln.

Spaltung des Fettes in seine Bestandteile.

Wir gehen von 50 Gramm Schweinefett aus und zerlegen dleses
durch Kochen der alkoholischen Losung mit Lauge (Kali- oder Natdn-
lauge). Es werden 20 Gramm Kalihydrat in einer Porzellanschale
gepulvert und dann unter Umschiitteln allméhlich zu 100 Gramm
absolutem, in einem Rundkolben von 500 cecm Inhalt befindlichen
Alkohol zugegeben. Starkes Erhitzen vermeidet man durch Einstellen
des Kolbens in kaltes Wasser. Wihrend diesen Operationen hat man
das Schweinefett unter Zugabe von etwas Alkohol durch Erwidrmen
auf dem Wasserbad in einer Schale zum Schmelzen gebracht und
gieBt nun die geschmolzene Masse in den die alkoholische Kalilauge
enthaltenden Kolben hinein. Noch anhaftende Teilchen Fett werden
durch Erwiérmen mit etwas Alkohol auf dem Wasserbade in Losung
gebracht und dann die alkoholische Losung ebenfalls in den Kolben
hineingegeben. Die ganze Masse wird nun energisch durchgeschiittelt
und auf das Wasserbad gesetzt. Man kocht nunmehr etwa 1 Stunde.
In kurzer Zeit ist die Hydrolyse vollstindig. Man erkennt die Be-
endigung der Reaktion daran, daBl eine in ‘Wasser gegossene Probe
vollstiandig klar bleibt. Es tritt keine Abscheidung von Fett mehr ein.

Wir haben nunmehr in der Losung den dreiwertigen Alkohol
Glyzerin, ferner iiberschiissiges Kalihydrat und Athylalkohol und
endlich die Fettsduren in Form ihrer Alkalisalze, sog. Seifen. Um
diese Mischung zu trennen, wird der Inhalt des Kolbens unter Um-
riihren ganz allméihlich in verdiinnte, auf etwa 80° erwirmte Schwefel-
siure eingetragen. Die Schwefelsiure bereiten wir, indem wir
12 Gramm konz. Schwefelsdure in 250 ccm Wasser eingiefen. Die
Fettsduren scheiden sich als 6lige Schicht ab. Beim Abkiihlen er-
starrt die Schicht. Sie wird mit einem Glasstab durchgestoBen und
die Flissigkeit durch ein nasses Filter gegossen. Das Filtrat enthilt
den anderen Bestandteil der Fette, den Alkohol: Glyzerin.

Die Fettsduren sind noch keineswegs rein. Sie schliefen noch
anorganische Bestandteile ein. Zur Reinigung wird die feste Masse
im Morser zerstoBen und das Gemisch auf ein Filter gebracht. Zu-
néchst wird griindlich mit destilliertem Wasser gewaschen, und zwar
so lange, bis das abfiltrierte Waschwasser mit Barytwasser keine
Reaktion auf Schwefelsiure mehr gibt. Vom anhaftenden Wasser
trennt man die Fettsiuren, indem man das Gemisch durch Erwirmen
auf dem Wasserbad wieder zum Schmelzen bringt, dann erkalten
1aBt und nunmehr die Masse auf Filtrierpapier legt. Die so erhal-
tenen Fettsiuren stellen ein Gemisch dar. Sie bestehen aus Olséure,
Palmitin- und Stearinsiure. Die beiden letzteren sind fest. Die
erstere ist bei gewohnlicher Temperatur fliissig.
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Die isolierten Fettsduren bilden mit Alkalien l6sliche Salze, sog.
Seifen. Brmgen wir von dem Gemisch etwas in ein Reagenzglas und
geben dazu einen kleinen UberschuB von Natronlauge, dann tritt
Losung ein. Gibt man Salzsidure hinzu, dann scheiden sich die Fett-
siuren wieder ab. Eine Fillung erhdlt man auf Zugabe von Chlor-
kalziumlosung. Es bilden sich unlosliche Kalkseifen. Auf Zusatz
von Bleiazetat erhdlt man eine zihe, klebrige Masse. Es haben sich
Bleiseifen gebildet. Die festen Fettsiuren lassen sich von der Ol-
siure trennen, indem man das Fettsiuregemisch auf dem Wasserbad
zum Schmelzen bringt und dann 70 prozentigen Alkohol hinzufiigt
und noch eine Zeitlang weiter erhitzt. Jetzt wird heiB filtriert und
dann abkiihlen gelassen. Beim Abkiihlen tritt Kristallisation ein.
Die Olsdure bleibt in Losung. Es wird abfiltriert und der Riick-
stand mit 70 prozentigem Alkohol gewaschen.

Aus dem Filtrat der Fettsiuren 148t sich das Glyzerin ge-
winnen. Es wird zunédchst die vorhandene Schwefelsiure mit Natron-
lauge neutralisiert und dann das Gemisch auf wenige Kubikzenti-
meter eingedampft. Der Riickstand wird mit 50 ccm absolutem
Alkohol vermischt. Dann wird filtriert und auf dem Wasserbade
wieder stark eingeengt. Es wird wieder mit absolutem Alkohol aus-
gezogen. Zu der Mischung setzt man nun etwa 15 cem Ather hinzu.
Jetzt schiittelt man im Scheidetrichter gut durch und 148t 24 Stunden
stehen. Dann wird filtriert und die &therisch-alkoholische Losung
auf dem Wasserbade vorsichtig abgedampft. Es hinterbleibt das
Glyzerin als Sirup. Er schmeckt intensiv siiff. Man fiihre mit einer
Probe die oben beim Fett beschriebene Akroleinreaktion aus.

An Stelle von Schweinefett kann man mit Vorteil auch Olivendl
anwenden. Die Ausfithrung der Methode ist im iibrigen die gleiche.

Spaltung von Fett durch Lipase. Einem frisch getdteten Tiere wird
die Pankreasdriise entnommen. Sie wird fein zerschnitten und dann
in einer Reibschale tiichtig durchgequetscht. Nun fiigt man 5 Gramm
Butter zu Wasser von 40°, ferner einige Tropfen Rosolsiurelosung
und vorsichtig soviel */,,-n- Natronlauge, daB die Mischung deutlich
rot gefarbt ist. Jetzt setzt man 2 Gramm des zerquetschten Pan-
kreasgewebes hinzu und stellt die Mischung in den Brutschrank.
Nach einiger Zeit beobachtet man, daBl die Farbe des Gemisches in
Gelb umschldgt. Das neutrale Fett ist in Alkohol und Fettsiuren
zerlegt worden.

Sterine.

Nachweis von Cholesterin. Cholesterin ist in Wasser voll-
standig unloslich. Dagegen 16st es sich in heiBem Alkohol, in Ather
und Chloroform. Lost man etwas Cholesterin in letzterem, und
unterschichtet man mit konz. Schwefelsidure, so firbt sich die Chloro-
forml6sung rasch blutrot (Salkowskis Probe). GieBt man die Lé-
sung in eine Schale aus, dann geht die Farbe in Blaugriin und
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endlich in Gelb iiber. Die Schwefelsiure selbst zeigt eine deutlich
griine Fluoreszenz. Hat man Cholesterin in einer Fliissigkeit nach-
zuweisen, dann kann man die Probe dadurch verschirfen, dal man
diese mit Chloroform durchschiittelt und dann die Chloroformschicht
mit Schwefelsiure unterschichtet. Fiugt man zu einer Losung von
Cholesterin ein wenig Chloroform, 2—3 Tropfen Essigsdureanhydrid
und dann vorsichtig tropfenweise konzentrierte Schwefelsdure, dann
tritt zunichst eine rosarote und bald darauf eine blaue Farbung ein.
SchlieBlich farbt sich die Losung griin (Liebermannsche Probe).
Cholesterin schmilzt gegen 1479.

Eiweillstoffe und Bausteine.

Nachweis: Das Eiweil kommt in der Natur in verschiedenen
Zustéinden vor. Wir kennen scheinbar geloste Eiweilkorper, ferner
zdhfliissige, halb feste und vollkommen feste Eiweillkérper. In den
meisten Féllen handelt es sich um ~den Nachweis von Eiweill in
Korperfliissigkeiten. In diesen Fillen wird man es meistens mit Pro-
teinen zu tun haben, die eine scheinbare (kolloide) Ldsung bilden.

1. Nachweis der EiweiBkorper durch Anderung ihres Zu-
standes: Um die Eigenschaften der Proteine kennenzulernen,
nehmen wir z. B. Blutserum. Ebensogut kann man Eiereiweil}
oder z. B. Hefemazerationssaft nehmen. Alle diese Produkte ent-
halten mehrere EiweiBkorper nebeneinander. Die Hauptmasse der
Proteine wird durch Globuline und Albumine gebildet. Wenn wir
etwas Blutserum mit Wasser verdiinnen, dann beobachten wir das
Auftreten einer Triibung. Dieselbe Beobachtung machen wir, wenn
wir Blutserum in einen Dialysierschlauch einfiillen und dann gegen
destilliertes Wasser dialysieren. Verfolgen wir die Ursache der Trii-
bung etwas genauer, dann kdnnen wir leicht feststellen, dal Eiweil
ausgefallen (ausgeflockt) ist, und zwar handelt es sich um das Serum-
globulin. Es sind ihm die Losungsbedingungen entzogen worden.
Schiitteln wir etwas von dem Serum ldngere Zeit im Reagenzglas,
dann koénnen wir ebenfalls das Auftreten einer Ausflockung fest-
stellen. Es sind die Globuline denaturiert worden. Wir verdiinnen
nunmehr 1 Teil des Serums mit 5 Teilen Wasser und kochen auf.
Bald beobachten wir, dal die Losung ein opakes Aussehen annimmt.
Eiweil ist geronnen (Koagulationsprobe). Die Fillung wird ver-
vollstdndigt, wenn wir vorher der Flissigkeit etwas sehr stark ver-
diinnte Essigsidure (2°/,,ige Losung) zufiigen. Man muf mit dem
Zusatz der Sdure auBerordentlich vorsichtig sein, denn wenn ein
UberschuB davon vorhanden ist, dann erhilt man Azidproteine, die
dann der Koagulation beim Erhitzen entgehen. Man gebe die sehr
stark verdiinnte Essigsiurelosung mit einem Glasstab in einzelnen
Tropfen zu. Ein Zuwenig an hinzugesetzter Essigsdure 146t sich leicht
durch weiteren Zusatz gutmachen. Verfolgen wir die Koagulations-
probe mit Hilfe eines Thermometers, den wir in die Flissigkeit im
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Reagenzglas eintauchen, dann konnen wir feststellen, daBl die Ge-
rinnung nicht mit einem Male eintritt. Vielmehr sehen wir, da bei
verschiedenen Temperaturen neue Massen von Eiweill gerinnen.

Die Koagulation ist eines der gebréuchlichsten Mittel, um rasch
Eiwei nachzuweisen. Hat man Losungen vor sich, die nur sehr
wenig Eiweil enthalten, dann erleichtert man sich den Nachweis
des Eiweifles, indem man neben Essigsdure noch einige Tropfen einer:
10 prozentigen Ferrozyankaliumlésung hinzufiigt. Es entsteht ein
flockiger Niederschlag. Geben wir zu dem unverdiinnten Serum eine
konzentrierte, wésserige Losung von Ammoniumsulfat oder von
Natriumsulfat oder Magnesiumsulfat, dann erhalten wir beti
geniigendem Zusatz eine Fillung. Filtrieren wir diese ab, und fiigen
wir zu dem Filtrat weitere Mengen der genannten konzentrierten
Salzlésungen, dann tritt wiederum Fillung ein. Wir konnen so die-
Eiweiflkorper durch fraktionierte Fillung trennen. Geben wir zu der
ausgeflockte Proteine enthaltenden Losung Wasser hinzu, d. h. setzen
wir die Konzentration an der zugefiigten Salzldsung herab, dann
16st sich die Ausflockung wieder (revensible Zustandsidnderung).

2. Nachweis von EiweiB mit Hilfe von Farbenreaktionen.
Fiigen wir zu der verdiinnten Eiweill6sung Alkali, z. B. Natronlauge,
und dann tropfenweise sehr stark verdiinnte Kupfersulfatlésung hinzu,
dann erhalten wir eine violettrote Farbung: Biuretprobe. Die
gleiche Farbenreaktion erhalten wir auch mit etwas modifizierter
Farbe, wenn wir an Stelle der Eiweistoffe Peptone oder manche
siureamidartig verkettete Aminosiduren, sog. Polypeptide, verwenden.
Man darf also niemals aus dem positiven Ausfall der Biuretreaktion:
allein auf die Anwesenheit von Eiweil schlieBen. Nur dann, wenn
auch die Koagulationsprobe ein positives Resultat gibt, wird man
die Anwesenheit von Eiweil mit grofter Bestimmtheit vermuten
diirfen, denn nur ganz wenige EiweiBlkorper sind in der Hitze 16s-
lich, so z. B, die Gelatine.

Die nun folgenden Farbenreaktionen sind typisch fir
ganz bestimmte Bausteine der EiweiBkorper. Wir konnen sie
ebensogut mit diesen selbst erhalten, wie mit den Proteinen, in
denen sie enthalten sind. Gibt ein Produkt, das man auf Eiweil
untersuchen will, eine bestimmte Farbenreaktion nicht, dann darf
man selbstverstindlich nicht den SchluBl ziehen, daBl nun Eiweil} aus-
geschlossen sei. Es kann ja derjenige Baustein, der die betreffende-
Reaktion gibt, fehlen.

Fiigt man zu der EiweiBlosung konzentrierte, farblose') Sal-
petersdure hinzu, dann tritt schon in der Kilte sofort nach dem
Zusatz Gelbfirbung ein. Erhitzt man, dann wird zunédchst die Gelb-
farbung intensiver, schlieBlich geht sie in Orange tiber. Diese Re-
aktion, Xanthoproteinreaktion genannt, ist charakteristisch fiir:

1) Ist die zur Verfiigung stehende Salpetersiure gefirbt, dann koche man.
sie, bis sie farblos ist.
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die aromatischen Bausteine der Eiweilkorper, fiir Phenylalanin,
Tyrosin und auch fiir Tryptophan.

Gibt man zu der EiweiBlésung Millons Reagens (vgl. seine
Darstellung S. 52), dann entsteht zunichst ein weiBer, flockiger
Niederschlag. Dieser wird beim Kochen des Gemisches rot. Der
positive Ausfall der Millonschen Reaktion weist auf das Vorhanden-
sein des Phenolderivates Tyrosin hin. Es ist dies neben Oxy-
tryptophan der einzige Eiweifibaustein, der mit Millons Reagens
diese Firbung gibt. Die genannte Xanthoproteinreaktion und die
Reaktion mit Millons Reagens geben auch feste Eiweilkérper. Wenn
wir etwas von den betreffenden Reagenzien auf unsere Haut oder
unsere Nigel geben, dann kénnen wir nach kurzer Zeit das Auftreten
einer Gelb- bzw. Rotfirbung beobachten.

Eine weitere Probe der Eiweilllosung versetzen wir mit einem
UberschuB an Natronlauge und geben basisches Bleiazetat hinzu.
Beim Kochen beobachten wir, daB nach einiger Zeit eine graue Far-
bung auftritt. Nach und nach entsteht eine schwarzbraune Fallung.
Es hat sich Bleisulfid abgeschieden. Diese Reaktion, Schwefelblei-
probe genannt, ist typisch fir den Schwefelgehalt der Eiweifkorper
und insbesondere charakteristisch fiir den Baustein Zystin.

Versetzt man die EiweiBlésung mit Glyoxylsdure (vgl S.52)
und unterschichtet dann die Losung vorsichtig mit konzentrierter
Schwefelsdure, dann erhilt man an der Beriihrungsstelle der beiden
Flussigkeiten einen schon violetten Ring. Man kann ihn durch vor-
sichtiges Schiitteln der Losung verbreitern und schliefilich bewirken,
daB das ganze Gemisch die violette Farbe annimmt. Der Zusatz
der Schwefelsiure mufl sehr vorsichtig erfolgen. Man hélt hierbei
das Reagenzglas schrig und 148t an der Wand die schwere Schwefel-
sdure herunterflieBen. Der positive Ausfall dieser Reaktion ist cha-
rakteristisch fiir den Baustein Tryptophan. Hier sei erwdhnt, dafl
das freie Tryptophan mit Bromwasser eine schon rosarote Fir-
bung gibt. Das gebundene Tryptophan reagiert mit Bromwasser
nicht. Man kann so mit Hilfe dieser Reaktion gebundenes und
freies Tryptophan sehr scharf unterscheiden.

Eine weitere Reaktion, die offenbar mit dem Tryptophan*
gehalt des Eiweiles zusammenhéngt, ist diejenige mit p-Dimethyl-
aminobenzaldehyd:

C-N(CH,),
7N
HC CH
| 1l
HC CH
\i:\/
C.CHO.

Man bringt zu der verdiinnten EiweiB}16sung 5 Tropfen einer 5 proz.,
schwach schwefelsauren Losung von p-Dimethylaminobenzaldehyd
und 148t dann unter hiufigem Umschiitteln konzentrierte Schwefel-
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sdure bis zum Auftreten einer rotvioletten oder dunkelvioletten Far-
bung zuflieBen. Hat man nur wenig Eiweil in Losung, dann nimmt
man diese Probe am besten in folgender Weise vor: Man bereitet
sich eine Losung von p-Dimethylaminobenzaldehyd in konzentrierter
Schwefelsdure im Verh#ltnis 1:100 und unterschichtet dann die be-
treffende eiweiBlhaltige Losung. Man erhidlt an der Grenze der beiden
Fliissigkeitsschichten einen deutlich violettroten Farbenring.

Eiweilkorper, welche Histidin und Tyrosin enthalten, geben
die sog. Diazoreaktion. Man gibt zu der Serumlésung einen Uber-
schuf von Sodaldosung und dann 3—5 cem einer ganz frisch be-
reiteten sodaalkalischen Losung von einigen Zentigrammen Diazo-
benzolsulfosdure. Nach kurzer Zeit tritt eine dunkelkirschrote
Farbung auf.

Endlich kennen wir eine Farbreaktion, die Eiweill, Peptonen,
Polypeptiden und Aminosduren gemeinsam ist. Wir setzen zu
der zu untersuchenden Ldsung 0,2 cem einer 1 prozentigen Nin-
hydrinlésung = Triketohydrindenhydratlésung (Triketohyd-

rindenhydrat: C,H, CO\C(OH\).Z) und erhitzt eine Minute. Es tritt

Ns 074
Blaufarbung ein.

Eine grofe Bedeutung hat der Nachweis von EiweiB im Harn.
Steht eiweiBhaltiger Urin zur Verfiigung, dann benutzen wir diesen,
oder aber wir bereiten solchen kiinstlich durch Zusatz von Serum
oder Eiereiweil zu Urin. Wir priifen znnichst die Reaktion des
Harnes. Ist er mnicht klar, dann wird vor der Ausfiihrung
der Probe filtriert. Der klare Harn wird, wenn er sauer reagiert,
direkt zum Sieden erhitzt. Entsteht hierbei ein Niederschlag, dann
miissen wir ausschliefen, dal Phosphate ausgefallen sind. Wir
geben zu der Probe 1—2 Tropfen verdiinnte Essigsdure und kochen
wieder auf. Bleibt hierbei die Triilbung bestehen, dann handelt es
sich um Eiweil, tritt dagegen Lésung ein, dann waren Phosphate
ausgefallen. Wenn der Harn alkalisch reagiert, dann ist er vor dem
Aufkochen mit verdiinnter Essigsdure schwach anzusiduern.

Eine weitere, zum Nachweis von Eiweil im Harn oft verwendete
Probe ist die folgende: Man gieBt in ein Reagenzglas etwa 5 cem
des filtrierten, vollstdndig klaren Harnes. In ein zweites Reagenz-
glas gibt man 5 ccm konz. Salpetersdure. Diese iiberschichtet man
nun vorsichtig mit dem Harn. Man muB dabei jede Vermischung
der Proben vermeiden. Dies wird am besten erreicht, wenn man das
Reagenzglas, in dem der Harn sich befindet, moglichst wagerecht
hdlt und dann den Harn langsam in das gleichfalls in mdglichst
wagerechter Lage sich befindende Reagenzglas mit der Salpetersidure
flieBen 146t. Man beobachtet dann an der Beriihrungsstelle der beiden
Fliissigkeitsschichten einen weiflichen triitben Ring (Hellersche
Probe). Man beachte, dall normale Urine an der Berithrungsstelle
einen roten oder rotvioletten, durchsichtigen Ring geben. Diese Fir-
bung rithrt vom Indigofarbstoff her.
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Essigsdure-Ferrozyankalium-Probe: Man gibt zu 10 ccm
klaren Urins 10—15 Tropfen verdiinnte Essigsiure. Dann fiigt man
tropfenweise 10 prozentige Ferrozyankaliumlosung hinzu. Jeder Uber-
schull an dieser ist zu vermeiden. Enthilt der Harn Eiwei}, so ent-
steht ein weiBler, flockiger Niederschlag oder doch eine Triibung,
wenn es sich nur um Spuren von Eiweifl handelt.

Man darf sich niemals mit einer dieser letzteren Proben allein
begniigen. Man fiithre stets alle drei genannten Proben nebeneinander
aus. AuBerdem filtriere man den entstandenen Niederschlag ab
und stelle mit jhm die oben angegebenen (vgl. S. 78—75) Farben-
reaktionen an.

Einwirkung von Pepsinsalzsiiure oder von Magensaft auf EiweiB.

Am besten verwenden wir zu diesem Versuche ein hartgesottenes
Ei. UbergieBen wir ein solches (vgl. Abb. 65) oder ein Stiick des
koagulierten EiereiweiBes in einem Becherglas mit Magensaft oder

Abb. 65. Verdauung eines Eies durch Magensaft.

Pepsinsalzsiure, dann beobachten wir nach einigem Stehen bei 37°
im Brutschrank (vgl. Abb. 60, S. 60), daB Losung des festen Eiweiles
eintritt. Die vorher scharfen Kanten und Ecken des koagulierten
Eiweifles runden sich allm#hlich ab. Gleichzeitig wird die vorher
klare Losung der Pepsinsalzsdure bzw. des Magensaftes opaleszierend.
Setzt man den Versuch einige Stunden fort, dann verschwindet das
EiereiweiB schlieBlich vollstindig. Es ist das Eiweil in Peptone
iibergefithrt worden.

" Sebr schén konnen wir den Abbau des Eiweilles durch Fermente
mittels der Dialyse verfolgen. Bringen wir in einen Dialysier-
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schlauch eine EiweiBlosung und dialysieren gegen destilliertes Wasser,
dann kénnen wir auch nach Tagen und selbst nach Wochen in der
AuBenfliissigkeit keine Spur ‘von biuretgebenden Substanzen nach-
weisen, wenn wir dafiir sorgen, da durch Zusatz von Toluol und
Chloroform jede Bakterienwirkung ausbleibt. Wenn wir dagegen bei
einem zweiten Versuche in den Dialysierschlauch Pepsinsalzsdure bzw.
Magensaft geben, dann kénnen wir nach kurzer Zeit in der AuBen-
fliissigkeit durch Zusatz von Alkali und Kupfersulfatlosung rotviolette
Firbung beobachten. Der kolloide EiweiSkorper

ist in die nicht kolloiden Peptone iibergegangen,

die durch die Wand des Dialysierschlauches hin-

durch diffundieren. Nehmen wir an Stelle des

EiereiweiBes Elastin oder Bindegewebe, dann kon-

nen wir gleichfalls feststellen, dall diese genuin

festen Eiweilkorper von Pepsinsalzsédure leicht an-

gegriffen werden. Es tritt ebenfalls deutliche Biuret-

reaktion in der Verdauungsfliissigkeit auf. Hierbei

muB allerdings beriicksichtigt werden, daB die

Pepsinsalzsiure und der Magensaft meist an und

fiir sich schon Biuretreaktion geben. Man kann in

diesem Fall nur eine Verstirkung der Reaktion

feststellen. Es 148t sich die Menge der biuret-

gebenden Korper ungefihr bestimmen, indem man

nach Zugabe einer bestimmten Menge Natronlauge

zu der Verdauungsfliissigkeit aus einer Biirette

verdiinnte Kupfersulfatlosung zufliefen 14t und

beobachtet, wann deren blaue Farbe die Biuret-

farbe verdeckt.

Nimmt man das Elastinstiickchen aus der Pep-
sinsalzsdure heraus und wischt es sorgfiltig mit
Wasser ab, dann erhdlt man, wenn man neues
Wasser zusetzt, nach einigem Stehen bei 37°% in
diesem Biuretreaktion. Es ist dies ein Beweis
dafiir, dal das Elastin in sich wirksames Ferment
aufgenommen hat, das weiter Eiweil zu Pepton
abbaus. Gerinnﬁl?‘? 'v((;)(ii Milch

Die Salzsiure liBt sich im Magensaft direkt —durch Labferment.
nachweisen, indem wir Silbernitratlosung hinzu-
setzen. Es fillt Chlorsilber aus. Selbstverstindlich koénnte diese
Reaktion auch durch vorhandene Chloride, z. B. Kochsalz, bedingt
sein. Man iiberzeuge sich mit Hilfe eines Lackmuspapieres, dafl der
Magensaft sauer reagiert. Man verwende zur Priifung ferner Kongo-
papier.

Fiigen wir etwas von dem Magensaft zu Milch hinzu, dann be-
obachten wir, daB nach kurzer Zeit Gerinnung eintritt (Abb. 66).
Die Milch scheidet sich in zwei Teile, einmal in eine Fliissigkeit,
das sog. Milchserum und ein Gerinnsel. Dieses besteht aus dem
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Kalksalz des Kaseins. Ferner enthilt es Fett. Dieser Gerinnungs-
vorgang wird durch ein besonderes Ferment, Labferment
genannt, herbeigefiihrt. Bewahrt man das Gemisch lingere Zeit bei
37° auf, dann geht das Gerinnsel unter Bildung von Peptonen in
Losung. Das Pepsin greift auch hier ein und baut ab.

Abbau von Proteinen und Peptonen durch Trypsin.

Figt man zu koaguliertem Eiereiweil Pankreassaft oder eine
Losung eines kiduflichen Pankreatinpréparates, dann tritt nach
einiger Zeit ebenfalls Losung ein. Auch hier entstehen zunéchst
Peptone. Doch kann man fast gleichzeitig auch das Auftreten von
freien Aminosiuren nachweisen. Wir wihlen an Stelle des Eier-
eiweiles kéiufliches Kasein, iibergiefen 10 Gramm davon in einer
Stopselflasche mit 100 cem Wasser und geben dazu 1 Gramm kéuf-
liches Pankreatin bzw. Trypsin und soviel einer Sodaldsung oder
Ammoniak, daBl die Losung gerade alkalisch reagiert. Um das Ein-
treten von F#ulnis zu verhindern, giefen wir etwas Toluol auf die
Flissigkeit. Nun stellen wir das Gemisch in den Brutschrank. Schon
nach etwa 4—6 Stunden beobachten wir, dall an der Wand des
GefiBles weile Punkte erscheinen. Nach weiteren 12 Stunden ist
die Abscheidung der erwidhnten Massen eine viel umfangreichere.
Unter dem Mikroskop erweisen sich die Punkte als Kristallnadeln.
Sie geben mit Millons Reagens Rotfirbung. Es handelt sich um
Tyrosin. Man kann also durch einfache Beobachtung feststellen, daf
neben Peptonen sehr rasch Aminoséuren auftreten. Man priife ferner
das Verdauungsgemisch vor Beginn des Versuches mit Hilfe von
Bromwasser auf Tryptophan. Die Reaktion wird im allgemeinen
negativ ausfallen. Nachdem die Verdauung einige Zeit gedauert hat,
erhdlt man mit Bromwasser positive Bromwasserreaktion. Ks ist
dies ein Zeichen dafiir, daB nunmehr Tryptophan abgespalten worden
ist. Die freie Aminosdure geht in Losung.

Es laBt sich leicht zeigen, daBl eiweilspaltende und pepton-
spaltende Fermente sich auch in den Korperzellen finden. Entnimmt
man einem eben getoteten Tier unter Anwendung aller aseptischen
und antiseptischen Vorsichtsmafregeln ein Stiick eines Organes, z. B.
der Leber, und bringt man dieses in ein sorfiltig sterilisiertes GeféB,
dann beobachtet man, da nach einiger Zeit das Gewebe zerfillt.
Um zu verhindern, daBl das Organ eintrocknet, wird sterilisiertes
Wasser hinzugegeben. Um jede Moglichkeit des Eintretens von Faul-
nis zu verhindern, wird das Wasser mit Chloroform unterschichtet.
Zur Sicherheit kann man die Fliissigkeit auch noch mit Toluol be-
decken. Es tritt trotz Fehlens jeglicher Mikroorganismen bald Ein-
schmelzen des Gewebes ein. Man kann auch hier zeigen, daf} relativ
bald Tyrosin auftritt, ein Zeichen dafiir, dafi die EiweiBkorper weit-
gehend gespalten werden. Man nennt diesen Vorgang Autolyse.

Den Nachweis von peptolytischen Fermenten in den Gewebs-
zellen kann man zu einem ganz besonders {iberzeugenden ge-
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stalten, wenn man folgenden Versuch anstellt. Man entnimmt einem
eben getdteten Tier z. B. eine Niere und schneidet diese durch. Man
erdfinet durch den Schnitt zahlreiche Zellen. Von diesem Gewebe
bringt man ein Stiickchen in ein Erlenmeyer-Kélbchen und iiber-
gielt es mit einer 25-prozentigen, sterilisierten Seidenpeptonlésung.
Das Seidenpepton bereitet man sich aus Seidenabfillen, indem man
100 Gramm Seidenfibroin mit 500 cem 70 prozentiger Schwefelsdure
vier Tage bei Zimmertemperatur stehen 148t. Dann wird die
Schwefelsiure mit Baryt quantitativ entfernt, und darauf das so-
wohl schwefelsiure- wie barytfreie Filtrat unter vermindertem Druck
zur. Trockene verdampft. Zum erwdhnten Versuche kann das so
dargestellte Pepton direkt verwendet werden. Das Seidenpepton ist
in Wasser spielend loslich. Es enthdlt viel 1-Tyrosin. Wird das
Pepton gespalten und dabei Tyrosin in Freiheit gesetzt, dann scheidet
sich die schwerlésliche Aminosdure sofort aus. Man beobachtet dann,
daB3 auf dem betreffenden Gewebsstiick sich nach ganz kurzer Zeit
Tyrosinkristalle abscheiden.

Harnstoff.

NH,
=0 °
“NH,

Nachweis: Erhitzt man etwas Harnstoff in einem trockenen
Reagenzglas, dann beobachtet man das Entweichen von Ammoniak.
Man halte wihrend des Erhitzens ein feuchtes, rotes Lackmuspapier
iiber die Offnung des Reagenzglases. Es wird blau gefirbt. Wihrend
des Erhitzens ist der Harnstoff geschmolzen. Die Schmelze wird bei
weiterem Erhitzen wieder fest. Es ist unter Abspaltung von Ammoniak
sog. Biuret entstanden: ’

~NH, /NH,

Co CO
SNHH|
@-Ir — DNH - NH,.
oo DO

“Nm,  NH,

Lost man die feste Masse nach erfolgter Abkiihlung in Wasser und
gibt etwas Natronlauge hinzu, so erhélt man beim Zusatz einer sehr
verdiinnten Kupfersulfatlosung eine intensiv rotviolette Féarbung
(Biuret-Reaktion).

Lost man einige Harnstoffkristalle auf einem Uhrglas in einigen
Tropfen Wasser und gibt konzentrierte Oxalsdurelésung hinzu, so
erfolgt bald Abscheidung von oxalsaurem Harnstoff:

NH,
Cco -C,H,0, 4+ H,0.
“NH,
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Verwendet man an Stelle der Oxalsiure Salpetersidure, dann erhilt
man Kristalle von salpetersaurem Harnstoff, CON,H, - HNO,.

Harnséiure.
NH—C=0
| ]
0—C C—NH
'\ >0=0.
NH—C—NH

Nachweis. Man bringe etwas Harnsdure in eine kleine Porzellan-
schale, fiige ein paar Tropfen Salpetersiure hinzu und verdampfe
auf dem Wasserbade bis zur Trockene. Es bildet sich zunichst eine
gelb gefirbte Masse, die bei volligem Trocknen eine rote Farbe an-
nimmt. Gibt man einen Tropfen Ammoniak hinzu, am besten mit
Hilfe eines Glasstabes, dann erhilt man eine prachtvoll purpurrote
Farbe. Nimmt man an Stelle des Ammoniaks Alkalilauge, dann
tritt blauviolette Firbung ein. Jeder UberschuB an Ammoniak
bzw. Natronlauge ist zu vermeiden, und ebenso darf man beim Ab-
dampfen mit der Salpetersiure nicht zu stark erhitzen. Man nennt
diese Probe Murexidprobe.

Gallenfarbstoffe und Gallensiuren.

Nachweis: Wir benutzen dazu Galle. In ihr befindet sich auch
Cholesterin, auf das wir bei dieser Gelegenheit auch priifen kénnen.
Die aus einer Gallenblase entnommene Galle wird je nach ihrer Kon-
zentration mit Wasser verdiinnt. FEinen Teil schiittelt man mit
‘Chloroform durch und unterschichtet dann die Chloroformlésung mit
konzentrierter Schwefelsiure. Man erhiilt eine purpurrote Firbung des
Chloroformauszuges (Nachweis von Cholesterin nach Salkowski).

Eine andere Probe wird vorsichtig mit konzentrierter Salpeter-
siure, die etwas salpetrige Saure enthalt, unterschichtet. An der Be-
rithrungsstelle der beiden Schichten beobachtet man einen farbigen
Ring. Er zeigt alle Farben des Spektrums. Sie werden durch ver-
schiedene Oxydationsstufen des Bilirubins hervorgebracht (Nachweis
des Gallenfarbstoffs nach Gmelin).

Man setze etwas von der Galle zu Harn und #berzeuge sich, dal}
man mit der gleichen Reaktion leicht den Gallenfarbstoff nach-
weisen kann.

Zum Nachweis von Gallensduren gebe man in einem Reagenz-
glas zu etwa 1 ccm Galle eine Messerspitze voll Rohrzucker. Dann
unterschichte man vorsichtig mit konzentrierter Schwefelsiure. Die
Temperatur darf dabei nicht auf tiber 70° steigen. Man erhilt eine
zuerst kirschrote, dann prachtvoll purpurrote Férbung. Petten-
kofersche Reaktion auf Gallensduren (Furfurolreaktion).

Die gleichen Reaktionen kann man natiirlich auch mit den reinen
Verbindungen ausfiihren.
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Nachweis von Adrenalin (Suprarenin) in der Nebenniere.

Eine Nebenniere vom Kaninchen, Hund, Rind oder einer anderen
Tierart wird so zerschnitten, daB8 jedes Stiick Rinde und Mark auf-
weist. Ein solches Stiickchen legen wir in verdiinnte Eisenchlorid-
16sung. Wir beobachten, daB die Markschicht sich fast momentan
grin fiarbt. Bald nimmt auch die Losung die griine Farbe an.
Adrenalin selbst gibt mit 1 prozentiger wisseriger Ninhydrinlésung
gekocht Blaufirbung.

Den Rest des Nebennierengewebes iibergiefen wir in einem
Reagenzglas mit Wasser und schiitteln durch. Nun giefen wir etwas
von der Fliissigkeit ab und geben dazu ganz verdiinnte Eisenchlorid-
16sung. Es tritt Griinfirbung auf. Uber den biologischen Nach-
weis des Adrenalins vgl. EinfluB auf GefdBweite, Blutdruck und
GroBe der Pupille.

Analysengang zur Erkennung organischer
Verbindungen.

I. Priiffung mit Natronkalk, ob die Substanz stickstoff-
haltig oder stickstoffrei ist.

A. Die Substanz enthilt keinen Stickstoff.
In Frage kommen:

I. Kohlehydrate: Priifung der Léslichkeit in Wasser.

a) Die Substanz 16st sich in Wasser: Glukose, Fruktose,
Galaktose, Maltose, Laktose, Dextrine reduzieren
Metalloxyde in alkalischer Loésung (Alkali zusetzen und
Kupfersulfatlosung oder Benutzung von Fehlingscher
Losung und Kochen).

Dextrine geben mit Jodjodkaliumlosung weinfarbene
Reaktionen.

Rohrzucker reduziert Metalloxyde in alkalischer Losung
nicht. Erst nach Spaltung mit verdiinnter Salzsdure
tritt Reduktion ein. Man koche mit der Sdure, mache
dann mit Alkali alkalisch (Priifung mit dem Lackmus-
papier!) und priife mittels Fehlingscher Losung auf
Reduktionsvermdogen.

Mit den erwihnten einfachen Methoden kénnen wir nur die
folgenden Feststellungen machen:

1. primédr reduzierende Zucker (Glukose, Fruktose, Ga-
laktose, Maltose, Laktose, Dextrine). Die Dextrine kénnen
wir mittels der Jodreaktion erkennen;

Abderhalden. Praktikum. 3: Aufl. 6
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2. sekundir reduzierende Zucker (Rohrzucker).
b) Die Substanz 16st sich in Wasser nicht.

1. Es entsteht eine opaleszierende, scheinbare Losung: Gly-
kogen, oder die Substanz quillt auf und bildet Kleister:
Stiarke. Diese gibt mit Jodjodkaliumlésung eine
Blaufidrbung, Glykogen dagegen eine Braunfiarbung.
Durch Spaltung mit Saure (z. B. Salzsdure) erhalt man re-
duzierende Abbaustufen. Auch hier macht man die Losung
durch Zusatz von Alkali alkalisch, bevor man die Reduk-
tionsprobe vornimmt.

2. Die Substanz verindert mit Wasser ihren Zustand nicht:
Zellulose. Beim energischen Kochen mit konzentrierter
Salzséure (im Abzug!) tritt Spaltung in reduzierende Zucker
ein. Das Hydrolysat wird mit Alkali alkalisch gemacht
(Priifung mit rotem Lackmuspapier!), dann fiigt man Kupfer-
sulfat hinzu und kocht.

II. Fette und ihre Bausteine:

Fette 16sen sich nicht in Wasser. Sie bilden beim Schiit-
teln mit ihm eine Emulsion. Sie losen sich in Chloroform,
Ather, Tetrachlorkohlenstoff, Schwefelkohlenstoff usw.
Beim Erhitzen mit saurem schwefelsaurem Kalium entwickeln
sich Dampfe von Akrolein.

Glyzerin ist eine siifl schmeckende Fliissigkeit. Sie 16st sich
in Wasser. Glyzerin gibt die Akroleinprobe.

Fettsduren: Palmitin- und Stearinsdure sind bei gewohn-
licher Temperatur fest. Sie losen sich nicht in Wasser, wohl
aber in Alkali unter Bildung von Seifen. Sie bilden schwer 16s-
liche Kalziumsalze.

III. Sterine: Cholesterin: Perlmutterglinzende, in Wasser ganz
unlosliche Kristalle. Sie 16sen sich spielend in Chloroform. Unter-

schichtet man die Chloroformlésung mit konzentrierter Schwefel-
siure, dann erhdlt man eine prachtvolle Rotfarbung.

B. Die Substanz enthilt Stickstoff.

Ihre Loésung wird mit 0,2 ccm einer 1 prozentigen Ninhydrin-
16sung gekocht.
I. Es tritt Blaufdarbung auf:
1. Eiweifistoffe, Peptone, Aminoséduren.
2. Adrenalin.
II. Es tritt keine Blaufdrbung auf:
1. Harnstoff.
2. Harnséure.

3. Gallensduren.
4. Gallenfarbstoffe.
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I. Blaufirbung mit Ninhydrin.

Die Substanz zeigt kolloiden Zustand. Sie koaguliert nach
Ansduern ihrer Losung mit stark verdiinnter (etwa 29/, iger) Essig-
siure und Kochen. Mit Natronlauge und verdiinnter Kupfer-
sulfatlosung gibt sie Biuretreaktion. Es liegt Eiweil vor. Man
fithre alle ,Bausteinreaktionen® aus, um festzustellen, ob be-
stimmte Bausteine fehlen.

Die in Wasser geloste Substanz koaguliert nicht beim Erhitzen.
Sie gibt Biuretreaktion. Es liegen Peptone (eventuell Poly-
peptide) vor. Man priife auch hier die ,Bausteinreaktionen“ durch.
Die in Wasser geloste Substanz koaguliert nicht und gibt
keine Biuretreaktion.

In Frage kommen Aminosduren und Adrenalin.

1. Adrenalin: Mit Eisenchloridlésung prachtvolle Griins
farbung. ,

2. Aminosiuren:

a) Xanthoproteinreaktion (Kochen mit konzentrierter Sal-
petersidure) positiv:- aromatische Bausteine: Phenylalanin,
Tyrosin, Tryptophan.

«) Wisserige Losung mit Millons Reagens gekocht: Rot-
farbung = Tyrosin.

f) Wisserige Losung mit Glyoxylsédure versetzt und mit
konzentrierter Schwefelsdure unterschichtet: vio-
letter Ring an der Beriihrungsfliche beider Schichten:
Tryptophan. Mit Bromwasser gibt freies Tryptophan
eine rotlich-violette Farbung.

« und f negativ, a positiv = Phenylalanin.

Sind « bzw. f oder ¢ und g positiv, so kann neben
Tyrosin und Tryptophan noch Phenylalanin zugegen sein.

Tyrosin 16st sich sehr schwer in Wasser.

b) Schwefelbleiprobe: Die wisserige Losung wird mit Alkali
und Bleiazetat versetzt und energisch gekocht. Grauschwarze
Fillung von Bleisulfid: Zystin.

a und b negativ: Aminosduren, die keine besonderen
Farbreaktionen geben. Sie lassen sich nur durch genaues
Studium ihrer Eigenschaften und Darstellung von Deri-
vaten charakterisieren. Anhaltspunkte geben Geschmack
und Léslichkeit. Glykokoll und Alanin schmecken siif3
und 16sen sich leicht in Wasser. Schwer 16slich in Wasser
ist Leuzin. Die wisserige Losung von Glutaminsiure und
Asparaginsdure reagieren sauer, diejenigen von Histidin,
Arginin und Lysin alkalisch. — Aminoséuren lésen sich
sowohl in S#ure als in Alkali.

6*
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II. Mit Ninhydrin keine Blauffirbung.

1. Die Substanz und ihre Losung sind gefarbt. Verdacht auf
Gallenfarbstoffe. Die Lésung wird mit konzentrierter Sal-
petersidure unterschichtet. Prachtvolle Farbenringe (Gmelins
Probe).

2. Die Substanz und ihre Lésung sind farblos:

a) Die Substanz schmilzt beim Erhitzen zu einer klaren
Fliissigkeit. Bei weiterem FErhitzen entweicht Ammoniak
(feuchtes, rotes Lackmuspapier vor die Miindung des Reagenz-
glases halten). Die Schmelze erstarrt wieder. Nun 148t man ab-
kiithlen, 16st in Wasser, versetzt mit Natronlauge und fiigt ver-
diinnte Kupfersulfatlésung hinzu. Prachtvolle rétliche Biuret-
reaktion: Harnstoff. Harnstoff 16st sich leicht in Wasser.

b) Die Substanz zersetzt sich beim Erhitzen.

@) Verdacht auf Gallenséduren: Pettenkofersche Probe:
Die wisserige Losung wird mit Rohrzucker versetzt und
dann sehr sorgfiltig mit konzentrierter Schwefelsdure unter-
schichtet. Kirschrote Farbung.

B) Verdacht auf Harnsdure. Sie 1ost sich in Wasser auBer-
ordentlich schwer. Wir iibergieBen sie in einer Porzellan-
schale mit verdiinnter Salpetersiure und verdampfen auf
dem Wasserbad zur Trockene. Es hinterbleibt eine gelb bis
rot gefdrbte Masse. Bei Zugabe von Ammoniak entsteht
eine purpurrote Férbung. Setzen wir Natronlauge zu einer
anderen Stelle des Riickstandes, dann tritt eine blauviolette
Farbung ein (Murexidprobe).

Darstellung organischer Priparate durch
Synthese und Abbau.

Die im folgenden beschriebenen Pridparate sind von drei Gesichts-
punkten aus gewihlt worden. FEinmal sollen bei ihrer Gewinnung
moglichst verschiedene Methoden gelernt werden. Dann sind Ver-
bindungen gewihlt worden, die sich beim Abbau von Nahrungsstoffen
ergeben. Es soll Gelegenheit gegeben werden, sich mit ihren Eigen-
schaften vertraut zu machen. Endlich sind Substanzen mit charak-
teristischen Gruppen, deren Verwandlung bei vielen Stoffwechsel-
vorgéngen eine grofe Rolle spielt, aufgenommen worden. So ist bei
den Kohlehydraten die Beziehung der Aldehydgruppe zur Alkohol-
bzw. Karboxylgruppe an Beispielen erldutert.

Um die wichtigste Apparatur, die gebréuchlichsten Handgriffe und
Methoden und zugleich einige wichtige Reaktionen kennenzulernen,
beginnen wir mit einigen einfachen organischen Préparaten.
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Darstellung von Nitrobenzol aus Benzol.
C,H, -+ NO,-OH = C,H,-NO, - H,O.

In einem Kolben von 500 ccm Inhalt werden 150 Gramm konz.
Schwefelsiure und 100 Gramm gewohnliche Salpetersiure vom spezifi-
schen Gewicht 1,4 zusammengegossen. Das Gemisch wird auf Zimmer-
temperatur abgekiihlt. Dann gibt man unter hidufigem Umschwenken
und Kiihlen durch Einstellen in kaltes Wasser 50 Gramm Benzol in
kleinen Portionen hinzu. Der Kolben darf, da Gase entweichen,
nicht verschlossen werden. Man achte sorgfiltig auf die Tempe-
ratur. Sie soll 60° nicht wesentlich iiberschreiten. Beginnen groflere
Mengen von roten Dimpfen zu entweichen, dann ist die Kiihlung
eine zu geringe. In diesem Falle hilt man den Kolben direkt unter
flieBendes Wasser.

Ist alles Benzol ein-
getragen, dann setzt
man das Schiitteln unter
gleichzeitigem Erwér-
men auf 60° noch eine
halbe Stunde fort. Das
Erwérmen nimmt man
am besten so vor, daB
man den Rundkolben
in einen mit Wasser von
60° gefillten Emaille-
topf auf einen Stroh-
kranz setzt.

Jetzt wird der ganze
Kolbeninhalt in cirka
1 Liter Wasser gegossen.
Das Nitrobenzol schei-
det sich hierbei als
schweres (1 am Boden
des Gefifles ab. Um es von der Fliissigkeit zu trennen, wird das ganze
Gemisch in einen Scheidetrichter tibergefiihrt. Man wartet, bis das
Ol sich gesammelt hat und laBt es dann abflieBen. Zur weiteren
Reinigung wird das Ol nochmals mit Wasser gewaschen, im Scheide-
trichter moglichst vollstindig vom Wasser getrennt und dann in einem
Kolbchen von etwa 100 cem Inhalt mit 5 Gramm gekérntem Chlor-
kalzium getrocknet. Nach 12 Stunden wird in einen kleinen Destil-
lationskolben hineinfiltriert. Dieser darf hochstens bis zur Hélfte mit
dem Ol angefiillt sein. Zu diesem fiigt man einige Siedesteinchen
die man sich durch Zerschlagen eines Tontellers herstellt. Jetzt ver-
bindet man den Destillationskolben mit einem einfachen Kiihlrohr.
Als Vorlage wahlt man ein Stehkélbchen oder einen Erlenmeyer-
Kolben. Um wéhrend des Destillierens die Temperatur der Dampfe
feststellen zu kénnen, wird durch den Stopfen des Destillationskolbens

Abb. 67.
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ein Thermometer eingefiihrt (vgl. Abb. 67). Man erhitzt nun, indem
man die Flamme eines Bunsenbrenners unter dem Destillationskolben
hin und her bewegt. Zuerst destillieren Benzol und Wasser iiber.
Pltzlich steigt dann die Temperatur auf etwa 205°. Es ist dies
das Zeichen, daB nunmehr Nitrobenzol iibergeht. Es wird nun rasch
die Vorlage gewechselt und die Destillation des Nitrobenzols fort-
gesetzt, bis der Kolbeninhalt sich braun zu firben beginnt.

Das Nitrobenzol kann zur weiteren Reinigung nochmals in der
gleichen Weise destilliert werden. Die Ausbeute an reinem Produkt
betrigt etwa 80 Prozent. Man kann die Ausbeute noch steigern,
wenn man bei der Abscheidung des Ols im Scheidetrichter etwas
Ather hmzufugt Der Ather nimmt das geldste Nitrobenzol aus der
wisserigen Losung auf. Ebenso ist es vorteilhaft, das dlige Nitrobenzol
mit Ather zu verdiinnen, ehe man das Trocknungsmittel — Chlor-
kalzium — hinzugibt, und ferner das Chlorkalzium, nachdem das 01
abfiltriert worden ist, noch mit etwas Ather auszuwaschen. Der Ather
wird dann abdestilliert und im iibrigen verfahren, wie es eben be-
schrieben worden ist. Die Ausbeute betrigt in diesem Falle etwa
90 Prozent.

Darstellung von Anilin aus Nitrobenzol.
C,H,-NO, + 3 H,= C,H,.NH, |- 2 H,0.

Durch Reduktion von Nitrobenzol erhilt man Anilin. Es werden
90 Gramm granuliertes Zinn und 50 Gramm Nitrobenzol in einem
Kolben von 1 Liter Inhalt zusammengebracht. Unter héufigem Um-
schiitteln wird in kleinen Portionen rauchende Salzsiure — zirka
200 ccm — zugefiigt. Es findet dabei ziemlich starke Erwirmung
statt. Die Heftigkeit der Reaktion reguliert man durch zeitweiliges
Einstellen des Kolbens in kaltes Wasser. Ist die Reaktion beendigt,
so ist der Geruch nach Nitrobenzol vollstindig verschwunden. Sehr
hiufig scheidet sich wihrend der Operation das Zinndoppelsalz des
Anilins in Form einer weillen Kristallmasse ab. Man fiigt zum Schlusse
so viel Wasser hinzu, dafl dieses Salz vollstindig in Losung geht.
Jetzt gieBt man vom unverdnderten Zinn ab. Man versetzt nun die
saure Losung mit einem UberschuB an konz. Natronlauge. Hierbei
gehen die anfangs ausgeschiedenen weilen Zinnoxyde wieder in Lo-
sung. Gleichzeitig scheidet sich metallisches Zinn ab. Das Anilin
fallt als Ol aus. Es 1Bt sich mit Ather ausziehen. Der Ather wird
im Scheidetrichter abgetrennt, mit Kaliumkarbonat getrocknet und
das Anilin nach dem Verdampfen des Athers fraktioniert destilliert.

Man kann das Anilin auch dadurch aus der Loésung entfernen,
daB man unmittelbar nach dem Zusatz der Natronlauge durch das
Gemisch Wasserddmpfe durchleitet. Das Anilin geht mit diesen in
die Vorlage iiber. Man benutzt hierzu die in Abb. 68 dargestellte
Apparatur. Man entwickelt aus einem mit Wasser gefiillten Blech-
gefiBl a durch Erhitzen Wasserddmpfe. Diese werden in einem Rund-
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kolben b, in dem sich die das Anilin enthaltende Fliissigkeit befindet,
geleitet. Die Fliissigkeit gerdt bald ins Sieden. Die Dimpfe werden
durch einen Kiihler ¢ kondensiert und in einer Vorlage d aufge-
fangen. Sobald das Destillat klar abliuft, wird die Destillation

Abb. 68.

unterbrochen. Auf dem wisserigen Destillat schwimmt das Anilin
als Ol Es 1iBt sich leicht abheben. Man wendet zur Isolierung
des Anilins mit Vorteil Ather an. Diesen gibt man zu dem Gemisch
im Scheidetrichter, schiittelt gut durch und trennt
dann die #therische Schicht ab. Der Ather wird dann
mit Kaliumkarbonat getrocknet. Nach etwa zwolf-
stiindigem Stehen wird filtriert, der Ather abgedampft

Abb, 69. Abb. 70.

und das verbleibende Anilin in der gleichen Weise, wie es beim
Nitrobenzol beschrieben worden ist, fraktioniert, nur kiihlen wir dies-
mal mit Wasser (Abb. 69). Das reine Anilin siedet bei 181°% Die
Ausbeute betrigt 95 Prozent.
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Das Anilin 148t sich durch folgende Reaktionen charakterisieren:
Gibt man zu einer Spur von Anilin Wasser und zu der Losung
filtrierte Chlorkalklosung, dann tritt intensiv blauviolette Firbung
ein. Versetzt man einige Tropfen des Anilins mit verdiinnter Schwefel-
sdure, dann scheidet sich das Sulfat der Base ab. Es lat sich leicht
aus heilem Wasser umkristallisieren.

Darstellung von Azetanilid aus Anilin,
CH,-NH, + HOOC.CH; = C,H,-NH.0C-CH, - H,O.

Man gibt in einen 100 ccm fassenden Rundkolben 20 Gramm
Anilin und 30 Gramm Eisessig und kocht nun unter Anwendung
eines RiickfluBkiihlers 6 —8 Stunden auf dem Baboblech (vgl. Abb. 70).
Die Bildung des Azetanilids verfolgt man mit Hilfe von Reagenz-
glasproben. Man entnimmt nach ca. sechsstiindigem Kochen eine
Probe und beobachtet, ob diese beim Abkiihlen erstarrt. Ist dies
der Fall, dann giet man das Reaktionsgemisch noch heif} in diinnem
Strahle in 500 com heies Wasser. Zu der Losung gibt man eine
Messerspitze voll Tierkohle und kocht kurz auf. Jetzt wird durch
einen erwirmten Trichter filtriert (vgl. S. 5, Abb. 15 u. 16). Aus dem
Filtrat fallt das Azetanilid beim Abkiihlen bald kristallinisch aus.
Es wird nach dem vélligen Erkalten abgenutscht, scharf abgepref3t
und, falls das Préparat rein weill ist, im Exsikkator getrocknet. Ist
das Azetanilid noch gefdrbt, dann wird es nochmals aus heilem
Wasser unter Anwendung von Tierkohle umkristallisiert. Das reine
Azetanilid schmilzt zwischen 115 und 116° Beim Kochen mit Al-
kalien entwickelt das Azetanilid Geruch nach Anilin.

Darstellung von Phenylhydrazin aus Anilin.
C.H; -NH, - NaNO, - 2 HCl=C,H, - N, - C1 - NaCl -+ 2 H,0.
CH,-N,-Cl+ H, =C,H,-NH.NH, - HCI.
CeH;-NH.NH, - HCl 4- Na(OH) = C,H,-NH.NH, - NaCl 4 H,O0.

Man 16st 10 Gramm Anilin in 100 cem konz. Salzsiure, kiihlt
mit Kaltemischung, versetzt mit einer Losung von 10 Gramm Na-
triumnitrit in 50 ccm Wasser und gieBt unter bestéindigem Riihren
in eine Losung von 60 Gramm Zinnchloriir im gleichen Gewicht konz.
Salzsdure. HEs scheidet sich sofort salzsaures Phenylhydrazin ab.
Dieses wird auf einem Koliertuch abgesaugt, der Filterriickstand
mit konz. Salzsdure gewaschen und dann iiber Natronkalk im Vakuum-
exsikkator getrocknet. Zur Bereitung des freien Phenylhydrazins
iibergieBt man die Kristallmasse mit {iberschiissiger Natronlauge,
schiittelt gut durch und nimmt die abgeschiedene Base in Ather
auf. Die &therische Losung wird mit kohlensaurem Kali 12 Stunden
stehengelassen, dann filtriert, verdampft und der Riickstand unter
vermindertem Druck aus einem Destillationskolben destilliert. Man
verwendet zum Erhitzen ein Olbad. Um Siedeverzug zu vermeiden.
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gibt man einige Siedesteinchen zu der Fliissigkeit (Abb. 71). Die
Verwendung der sonst iiblichen Kapillare (vgl. Abb. 31, S. 14) ist
hier nicht zu empfehlen, weil durch die Luft das Phenylhydrazin
oxydiert wird. Die Vorlage wird mit Wasser gekiihlt. Bei 12 mm
Druck geht das Phenylhydrazin bei 120—140° iiber. Das Destillat
muB vollstindig farblos sein. Die Ausbeute betrigt 10 Gramm. Das
Phenylhydrazin wird sofort in dickwandige, am besten am offenen
Ende bereits etwas ausgezogene Reagenzgliser gefiillt, und zwar in
Portionen von 2 bis

5 Gramm. Die Re-

agenzgliser werden

sofort vor dem Ge-

bldse zugeschmolzen

(vgl.Abb.72a,bund ¢

und Abb. 73, die das

Zuschmelzen  ohne

vorheriges Ausziehen

zeigt). Besitzt man

keine Ubung im Zu-

schmelzen, dann

kommt man auch

mit folgendem Ver-

fahren aus: Es wird

dasRo6hrchen mit der

Base versehen und

etwa 1—2 cm iiber

den Fliissigkeitsspie- Abb. 71

gel vor dem Geblise

erhitzt und die erweichte Stelle dann einfach mit einer Schere durch-
geschnitten (Abb. 74). Man erhilt so eine lineare ,Narbe“, die ganz
gut dicht bilt. Der Zweck des Einschmelzens des Phenylhydrazins
in kleinen Proben ist folgender: Man braucht die Base speziell zum
Nachweis von Zucker. Hierzu verwendet man im allgemeinen nur
wenige Gramm. Hat man aus einem Gefil die Base entnommen,
dann beginnt schon die Oxydation, und der Inhalt des GefédB3es farbt
sich gelb, dann braun. Mit diesem unreinen Phenylhydrazin erhilt
man schlechte Resultate. Bewahrt man das reine Phenylhydrazin
in kleinen Portionen auf, dann kann man jedesmal den Inhalt eines
Rébrchens verwenden und den Rest verwerfen. Unreines Phenyl-
hydrazin reinigt man am besten {iber das salzsaure Salz, oder man
friert die freie Base aus und giet die braune Mutterlauge fort
(vgl. auch S.58).

Darstellung von Benzoéséureiithylester.
C,H,+COOH 4 C,H,-OH = C;H,-C0-0.C,H; 4 H,0.

50 Gramm Benzoésiure werden in einem Rundkolben von 200 ccm
Inhalt in 100 Gramm absolutem Alkohol gelést. Dann fiigt man
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10 Gramm konz. Schwefelsiiure hinzu und kocht 4 Stunden am Riick-
fluBkiihler. Jetzt wird etwa die Hilfte des Alkohols auf dem Wasser-
bade abdestilliert. Zur verbleibenden Fliissigkeit werden 300 ccm
Wasser zugefiigt. Man neutralisiert mit festem, gepulvertem Natrium-
karbonat. Die Operation dient zur Entfernung der Schwefelsiure
und der unverdnderten Benzoésiure.

Der Benzoésiureithylester hat sich als Ol abgeschieden. Er wird
mit Ather ausgezogen, der Ather im Scheidetrichter abgetrennt, mit

Abb. 73.

Abb. 72a, b, c. Abb. 74.
Zuschmelzen von Priparatenrdhren.

gegliihtem Kaliumkarbonat getrocknet und dann nach erfolgter Fil:
tration abdestilliert. Der Riickstand wird dann fraktioniert destilliert.
Der reine Ester siedet bei 212°. Die Ausbeute betrigt 55 Gramm.

Darstellung von Azetaldehyd durch Oxydation von Athylalkohol,
CH,-CH,-OH 40 = CH, ¢ § - H,0.

Es werden 200 Gramm Natriumbichromat, das in linsengrof3e
Stiicke zerschlagen ist, in einem Kolben von 2 Liter Inhalt mit
600 Gramm Wasser iibergossen. Der Kolben muB mit einem Kiihler
versehen sein, der mit einer in einer Kiltemischung" befindlichen
Vorlage verbunden ist (Abb. 75). Nunmehr lift man aus einem
Tropftrichter unter hdufigem Umschiitteln ganz allmihlich ein Ge-
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misch von 200 cecm Alkohol und 270 Gramm konz. Schwefelsdure
zuflieBen. Hierbei erwiarmt sich die Masse von selbst. Sie firbt

sich griin. Bald destil-
liert neben Alkohol und
Wasser Aldehyd iiber.
Um den im Reaktions-
gemisch noch vorhan-
denen Aldehyd zu ge-
winnen, erwirmt man
den Kolbeninhalt auf
dem Baboblech.

Um das Destillat zu
trennen, wird es aus
einem Rundkolben b
(Abb. 76), der sich auf
einem Wasserbad a be-
findet, destilliert. Mit
dem Kolben ist durch
einen sogenannten Vor-
stofl ein schrdg nach

Abb. 75.

aufwirts verlaufender Kiihler ¢ verbunden. Dieser wird aus einem
Topf d mit Wasser von 25° gespeist. Den ZufluB reguliert man

durch eine Klemm-
schraube. Haben die
Déampfe den Kiihler pas-
siert, dann gelangen sie
in einen Tropftrichter,
der in einen Erlenmeyer-
Kolben taucht, der ab-
soluten, mit Eiswasser
gekiihlten Ather ent-
hilt. Dieser absorbiert
den Aldehyd. Im Kiih-
ler werden die Alkohol-
und Wasserddmpfe kon-
densiert. Die sich bil-
denden  Fliissigkeiten
flieBen in den Destilla-
tionskolben zuriick. Der
Aldehyd dagegen geht
in die Vorlage iiber.

Ubertiihrung des

Aldehyds in Aldehydammoniak:
HO

CH,CHO -+ NH, — CH, - CH

\NH,
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In die &dtherische Losung des Aldehyds leitet man nunmehr unter
sehr guter Kiihlung trockenes Ammoniakgas ein. Dieses entnimmt
man einer Bombe und 148t es zur Trocknung durch einen Kalkturm
streichen, oder man entwickelt es durch Kochen von wisserigem
Ammoniak. Auch in diesem Falle trocknet man mit Kalk. Bald
scheidet sich das Aldehydammoniak in Kristallen ab. Diese werden
abgenutscht, mit Ather gewaschen und auf Filtrierpapier getrocknet.
Um aus dem Aldehydammoniak den freien -Aldehyd zu gewinnen,
wird ersteres mit verdiinnter Schwefelsédure iibergossen und destilliert.
Den Aldehyd trocknet man mit Chlorkalzium. Er wird dann noch
einmal destilliert. Er siedet bei 21° Der Aldehyd reduziert leb-
haft. GieBt man ihn zu einer ammoniakalischen Silberlosung, dann
erhdlt man Abscheidung von metallischem Silber — Silberspiegel.
Bei dieser Probe ist jeder UberschuB an Ammoniak zu vermeiden.
Der Aldehyd 148t sich nicht unzersetzt aufbewahren. Man verwende
ihn zum Studium der Reduktionsproben.

Darstellung von Harnstoff aus Ammoniumzyanat.

NH

/- 2

NH,-N:C:0—>NH:C:0 -+ NH, — NH: C(OH)-NH, — C=0.
“NH,

Blutlaugensalz wird in einer Reibschale zerkleinert und dann in
diinner Schicht auf einer Eisenschale ausgebreitet. Nun wird lang-
sam unter fortwihrendem Umrithren erwédrmt, bis die Kristalle voll-
stindig verwittert sind und beim Zerdriicken keinen gelben Kern
mehr zeigen. Jetzt wird das Salz noch warm in einer Reibschale
zu feinem Pulver zerrieben, und dann dieses wieder auf der gleichen
Schale ausgebreitet und etwa 4—6 Stunden bei gleichméBiger Tem-
peratur getrocknet. Nun werden 200 Gramm von dem so erhaltenen
wasserfreien Ferrozyankalium mit 150 Gramm geschmolzenem Kalium-
bichromat im warmen Zustande in einer Reibschale innig verrieben.
Durch Erhitzen einer Probe des Ferrozyankaliums im Reagenzglas
stellt man vorher fest, ob es keine Spur von Wasser mehr enthilt..

Von dem Gemisch trigt man 5—6 Gramm auf die schon vorher
benutzte eiserne Schale. Man erhitzt diese mit einem Dreibrenner.
Die Masse wird dabei schwarz. Sobald das Verglimmen aufhért, wird
das schwarze Produkt an den Rand der Schale geschoben. Man
gibt dann eine neue Portion des Gemisches auf die Schale. Bei dem
ganzen Vorgang darf keine Ammoniakentwicklung eintreten. Schlief3-
lich wird das schwarze Reaktionsprodukt noch warm in einer Reib-
schale zerrieben, und nach dem FErkalten mit Wasser ausgelaugt.
Zu der Losung setzt man 3/, vom Gewicht des trockenen Blutlaugen-
salzes an trockenem, schwefelsaurem Ammon hinzu, filtriert und
dampft auf dem Wasserbade bei ca. 60—70° ein. Hierbei geht das
zyansaure Ammon in Harnstoff iiber. Zunéichst kristallisiert Kalium-
sulfat aus. Dieses wird von Zeit zu Zeit durch Filtration entfernt.
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SchlieBlich verdampft man die letzte Mutterlauge vom Kaliumsulfat
zur Trockene und zieht den Riickstand mit absolutem Alkohol aus.
Der Alkohol wird abgedunstet. Es tritt bald Kristallisation von
Harnstoff ein. Dieser wird abgesaugt und zur vélligen Reinigung
aus siedendem Amylalkohol umkristallisiert. Der Harnstoff kristallisiert
meist in dinnen, langen, vierseitigen Prismen mit sehr stumpfer
Pyramide an den Enden. Sie schmelzen unter Entwicklung von
Ammoniak bei 132°% Vgl. auch die Darstellung von Harnstoff
aus Harn.

Oxydation von Kohlehydraten.

Darstellung von Glukonsiure aus Traubenzucker?).

:<gI+0 coon
H.C.OH H-C.OH
HO.G.H  -HO.C.H
H.C-OH H.C.OH
H.C.0H H.C.OH

CH,0H CH,0H

Die Glukonsdure entsteht aus dem Traubenzucker 'durch Oxy-
dation der Aldehydgruppe zum Karboxyl. 50 Gramm amerikanischen
(kristallisierter) Traubenzuckers werden in einer Stépselflasche von
750 com Inhalt in 300 cem Wasser gelost und dann 100 Gramm
Brom zugefiigt. Das Gemisch wird hidufig energisch umgeschiittelt.
Man 1aBt es 4 bis 5 Tage bei Zimmertemperatur stehen. Sonnenlicht
beschleunigt die Reaktion. Im Laufe dieser Zeit ist das Brom ganz
verschwunden und die Losung ist jetzt heller gefdrbt. Nunmehr
gieft man sie in eine Porzellanschale und erhitzt auf dem Baboblech
unter bestdndigem Umriihren unter dem Abzuge, bis alles Brom
verschwunden ist. Es darf hierbei keine Uberhitzung der Schalen-
rander eintreten, weil sonst der Inhalt der Schale an diesen Stellen
sich schwirzt. Jetzt wird die Losung in einer Porzellanschale mit
Wasser auf 500 cem verdiinnt und zur Entfernung des Bromwasser-
stoffes mit aufgeschlemmtem Bleiweil fast vollstindig neutralisiert.
Dann wird abgenutscht und mit wenig kaltem Wasser nachgewaschen.

Das in Losung gegangene Blei wird mit Schwefelwasserstoff ge-
fallt, vom Bleisulfid abfiltriert und aus dem Filtrat der Schwefel-
wasserstoff durch Durchleiten von Luft entfernt (vgl. S. 123, Abb. 88).
Dann wird das Filtrat durch halbstiindiges Kochen mil Kalzium-
karbonat neutralisiert. Nun filtriert man und engt das Filtrat auf
dem Wasserbad auf ca. 120 ccm ein. Nach dem Erkalten impft

» i)v—i)ie Vorschriften zur Darstellung der Kohlehydratsauren und des Alkohols
Sorbit sind den Angaben Emil Fischers entnommen.
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man mit einer Spur von glukonsaurem Kalk. Nach wenigen Stunden
tritt Kristallisation ein. Nach 24 Stunden wird abgesaugt, der Filter-
riickstand mit eiskaltem Wasser gewaschen und dann in méglichst
wenig heilem Wasser gelost. Nun gibt man zur Entfirbung eine
Messerspitze voll Tierkohle hinzu, kocht auf und filtriert heil ab.
Bald kristallisiert der glukonsaure Kalk in knolligen Aggregaten
aus. Man wartet wieder 24 Stunden ab, filtriert dann auf der
Nutsche, wischt mit wenig eiskaltem Wasser und trocknet in einer
Porzellanschale auf dem Wasserbade, wobei man ofters umriihrt.
Die Ausbeute betrigt etwa 30 Gramm.

Darstellung von Zuckersiure aus Traubenzucker.

(Ij<g+o COOH
H.C.0H H.C.OH
HO.C-H  —» HO.-C.H
H.C.OH H.(.0H
H.(¢.0H H.¢.0H

CHOH-0,  COOH--H,0

Im Traubenzuckermolekiil werden die Aldehydgruppe und die
primére Alkoholgruppe oxydiert. Man geht von wasserfreiem Trauben-
zucker aus. 50 Gramm davon werden mit 350 Gramm Salpetersiure
vom spezifischen Gewicht 1,15 in einer Porzellanschale auf dem
Wasserbade erhitzt. Sobald etwa ein Drittel des urspriinglichen
Volumens verdampft ist, wird das weitere Eindampfen unter fort-
wahrendem Umriithren fortgesetzt. Man arbeitet selbstverstindlich
unter dem Abzug. SchlieBlich verbleibt ein Sirup. Diesen 16st man
in wenig Wasser und verdampft nochmals. Sobald die Masse sich
braun zu firben beginnt, hort man sofort mit dem FErhitzen auf.
Jetzt 16st man in etwa 150 ccm Wasser und neutralisiert mit einexr
konzentrierten Losung von Kaliumkarbonat. Man verfahre hierbei
vorsichtig und setze die Losung in kleinen Portionen zu. Nun dampft
man nach Zugabe von 25 cem 50 prozentiger Essigsdure auf ca. 80 cem
ein. Der Riickstand erstarrt beim Stehen im Eisschrank. Die Kri-
stallisation 148t sich durch 6fteres Reiben beschleunigen. Die Kri-
stallmasse besteht aus saurem zuckersaurem Kali. Sie wird nach
24 Stunden abgenutscht, der Riickstand mit wenig eiskaltem Wasser
gewaschen und dann aus wenig heilem Wasser unter Anwendung
von Tierkohle umkristallisiert. Die reine Substanz ist farblos. Ihre
wasserige Losung mufl nach Zusatz von Chlorkalzium und Ammoniak
klar bleiben. Tritt Féllung ein, dann ist dies ein Beweis fiir die
Anwesenheit von Oxalsiure. Die Oxydation war dann eine zu weit-
gehende. Die Ausbeute betrigt ca. 15 Gramm.
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Darstellung von Schleimsiure aus Milchzucker.

([:<g+o COOH
H.-C-OH H.C.OH
HO-C-H —» HO.C-H
HO.C-H HO-C.-H
H.C.OH H.C.OH

CH,0H -0 COOH - H,0

d-Galaktose

Es werden 100 Gramm Milchzucker in einer Porzellanschale mit
1200 Gramm Salpetersidure vom spezifischen Gewicht 1,15 iibergossen.
Dann dampft man auf dem Wasserbade unter bestdndigem Umriihren
auf ebwa 200 com ein. Es erfolgt dabei Abscheidung der Schleimséure.
Nun 148t man erkalten, verdiinnt mit Wasser und nutscht ab. Den
Riickstand prefit man scharf ab und wischt mit eiskaltem Wasser
nach. Die Ausbeute an Rohprodukt betrigt ca. 36 Gramm — luft-
trocken gewogen. Bei der nun folgenden Behandlung hat man vor
allen Dingen darauf zu achten, daB nur das neutrale Natriumsalz
in Wasser leicht 16slich ist, und daB auch seine Loslichkeit durch
einen UberschuB an Alkali beeintrichtigt wird. Um einen Uber-
schufl an Alkali sicher zu vermeiden, bestimmt man am besten zu-
nichst das Gewicht des lufttrockenen Rohproduktes. Dann trocknet
man 1 Gramm davon bei 100° und stellt auf diese Weise das Trocken-
gewicht der Gesamtausbeute fest. Erfahrungsgemi braucht man
etwa 335 ccm n-Natronlauge zur Losung der Schleimséure. Es tritt
beim Schiitteln schon in der Kélte Losung ein. Ist diese gefiirbt,
dann gibt man etwas Tierkohle zu, schiittelt in der Kilte oder er-
wirmt etwas und filtriert. Durch Zusatz der der zugefiigten Natron-
lauge entsprechenden Menge Salzsiure wird die Schleimsdure aus-
gefillt. Um nicht eine zu groBe Verdiinnung zu erhalten, wihlt
man fiinffach n-Salzsdure. Beim Zusetzen der Salzsiure kiihle man
mit Eiswasser ab, jedenfalls fille man nicht aus der warmen Fliissig-
keit. Es tritt sonst leicht Laktonbildung ein. Die Schleimsiure fallt
meist sofort in Kristallform aus. Nach etwa 2 Stunden ist die Kristal-
lisation beendet. Man saugt ab und wischt den Riickstand mit eis-
kaltem Wasser, bis sich das Filter frei von Chlor erweist. Die Sub-
stanz wird bei 100° getrocknet. Die Ausbeute betrigt 32 Gramm.
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Reduktion von Kohlehydraten.

Darstellung von Sorbit aus Tranbenzucker.

(|3<I(_)I—{—H2 CH,0H
H.C.OH H.C.O0H
OH.C.H —» HO.G.H
H.C.OH H.C.OH
H.C.OH H.G.0H

CH,0H CH,OH

Der Alkohol Sorbit wird aus dem Traubenzucker durch Reduktion
der Aldehydgruppe erhalten. Es werden 30 Gramm reiner Trauben-
zucker in einer Stopselflasche von 1 Liter Inhalt mit 300 cem Wasser
ibergossen und zu der Losung 100 Gramm 2!/, prozentiges Natrium-
amalgam zugegeben. Man schiittelt nun energisch bei gewdhnlicher
Temperatur. Man beobachtet hierbei das Auftreten von Gasblasen.
Es entwickelt sich Wasserstoff. Das grobkérnige Natriumamalgam
wird allméhlich zu einer leicht beweglichen Masse. Es hat sich
Quecksilber gebildet. Das Natriumamalgam ist verbraucht. Man
setzt jetzt wieder neues Natriumamalgam hinzu, nachdem man vor-

her mit Schwefelsdure neutralisiert

hat. Es wird wieder energisch ge-

schiittelt und das verbrauchte

Natriumamalgam nach vorheriger

Neutralisation der Losung wieder

ersetzt usw. Man gibt jedesmal

100 Gramm Natriumamalgam hin-

zu. [m ganzen braucht man etwa

700 Gramm davon. Das Neutrali-

sieren nimmt man alle 10 Minuten,

oder noch oOfter vor. Am besten

Abb. 77. Bereitung von Natriumamalgam. glbt’ man in die Lﬁsung einen Indi-

kator oder Lackmuspapier und ver-

folgt die Reaktion der Flissigkeit. Das Neutralisieren wird durch

einen Indikator sehr erleichtert. Er stort bei der Isolierung des
Sorbits nicht.

Die Ausbeute an Sorbit hingt wesentlich von der Beschaffenheit
des Natriumamalgams ab. Ferner mufl die Reaktion der Fliissigkeit
peinlich genau verfolgt werden. Das Natriumamalgam muf grob-
koérnig sein. Ist es pulverig, dann wird es zu rasch verbraucht. Man
bereitet sich das Natriumamalgam am besten selbst, indem man mit
Filtrierpapier abgetrocknetes Natrium unter Quecksilber bringt. Man
benutzt dazu einen Morser, den man unter einen Abzug stellt. Dann
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zieht man die Scheibe des Abzugs herunter bis auf einen Spalt, der
das Durchfiihren des Armes gestattet (vgl. Abb. 77b). Man benutzt
nun ein Pistill o, das an der Unterseite der Reibfliche eine Ver-
tiefung trégt. In diese hinein gibt man das Natriumstiickchen und
fiihrt nun das Pistill rasch zum Moérser, in den man vorher Queck-
silber hineingegeben hat und taucht es unter das Quecksilber?). Die
Amalgamierung erfolgt auf diese Weise ohne jede heftige Reaktion.
Vorsicht ist auf alle Fille geboten. Man schiitze die Augen mit
einer Schutzbrille (Abb. 38, 8.15). Die Hinde versehe man mit
Lederhandschuhen.

DasSchiittelnnimmt
man entweder mit der
Hand vor — von Zeit
zu Zeit wird der Stopfen
der Flasche geliiftet, um
den entstehenden Was-
serstoff entweichen zu
lassen —, oder man
schiittelt auf einer sog.
Schiittelmaschine (Abb.
78, ¢ = Schiittelwagen).
In diesem Falle muf}
man auch dafiir Sorge
tragen, daB das ent-
stehende Gas entwei-
chen kann. Am besten
nimmt man eine Flasche
(a), die unten einen Tubus besitzt und befestigt in diesem mit Hilfe
eines Stopfens ein Steigrohr (b), vgl. Abb. 78.

Man fahrt mit dem Schiitteln, dem Neutralisieren und der er-
neuten Zugabe von Natriumamalgam so lange fort, bis 5 Tropfen
der Losung nur noch einen Tropfen Fehlingscher Losung reduzieren.
Wihrend der ganzen Operation soll die Temperatur nicht iiber 20°
steigen. Gewdshnlich braucht man bis zur Beendigung der Reaktion
etwa 12 Stunden. MufB man die Operation fiir lingere Zeit unter-
brechen, dann empfiehlt es sich, vom Quecksilber abzugiefSen und
die Losung genau zu neutralisieren. Das Quecksilber schlieBt oft
noch unverbrauchtes Natriumamalgam ein. L#8t man nun z. B. das
Gemisch iiber Nacht stehen, dann wird die Reaktion stark alkalisch.
Manche Miferfolge sind auf diese Weise zu erkliren.

Ist die Reduktion bis zu dem genannten Punkt gefiihrt, dann
wird vom Quecksilber abgegossen, die Lésung genau neutralisiert und
auf dem Wasserbad bis auf 120 ccm eingedampft. Diese werden in
einen Liter heiflen, absoluten Alkohol gegossen. Es wird filtriert und

Abb. 78. Schiittelmaschine,

') Man kann ferner als weiteren Schutz das Quecksilber noch mit einer
Paraffinschicht betlecken.

Abderhalden, Praktikum. 3.Aufl. 7
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das Filtrat bis zum Sirup verdampft. Der Riickstand wird in 80 ccm
50 prozentiger Schwefelsdure geldst, dann mit 30 ccm reinem Benzalde-
hyd versetzt und nunmehr tiichtig durchgeschiittelt. Man 148t nun-
mehr das Gemisch unter hiufigem Schiitteln oder unter Anwendung
eines Riihrers 24 Stunden stehen. Es erfolgt hierbei Abscheidung
des Dibenzalsorbits in Form eines Teiges. Dieser wird mit Wasser
verdiinnt, abgenutscht, dann mit kaltem Wasser und zur Entfernung
des Benzaldehyds mit Ather und schlieBlich nochmals mit Wasser
gewaschen. Der Dibenzalsorbit wird nunmehr ca. 40 Minuten mit
der fiinffachen Menge 5prozentiger Schwefelsdure am RiickfluBkiihler
gekocht. Nach dem FErkalten wird der Benzaldehyd durch mehr-
maliges Ausithern entfernt. Aus der klaren Losung féllt man hierauf
die Schwefelsdure mit iiberschiissigem reinen Barythydrat und ent-
fernt dann den iiberschiissigen Baryt mit Kohlensdure. Jetzt wird
filtriert. Das Filtrat verdampft man auf dem Wasserbade bis zum
Sirup. Diesen rithrt man mit 90prozentigem Alkohol an und impft
mit einem Kristillchen von Sorbit. Bald erstarrt die ganze Masse
kristallinisch. Nach etwa 2 Stunden wird die Kristallmasse abge-
nutscht und scharf abgepreft. Um das Rohprodukt zu reinigen,
wird es in wenig heilem, 90prozentigem Alkohol gelost. Beim Ab-
kithlen scheidet sich der Sorbit in zu Warzen vereinigten Kristallen
ab. Oft beobachtet man auch zu Biischeln vereinigte Nadeln.

Darstellung von Dulzit aus d-Galaktose?).

0
?{H L H, OH,0H
HCOH HCOH
| |
HOCH HOCH
| —> |
HOCH HOCH
| |
HCOH HCOH
| |
CH,OH CH,0H

25 Gramm d-Galaktose werden in einem Rundkolben in 1000 ccm
Wasser gelost. Die Losung wird mittels eines Riihrers dauernd in
lebhafter Bewegung gehalten. Ferner leitet man zur Neutralisation
bestidndig Kohlenséure durch sie hindurch. Nun gibt man in kleinen
Portionen Kalziumdrehspéine hinzu. Man braucht im ganzen 90 bis
100 Gramm Kalzium. Die ganze Operation ist in 8 Stunden beendet.
Man priife das Reduktionsvermdgen der Fliissigkeit mit Fehlingscher
Losung. Zur Vermeidung von Erwirmung stellt man den Rund-
kolben in Wasser.

1) Nach Neuberg-Marx.
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Nun wird vom abgeschiedenen Kalziumkarbonat abfiltriert und
das Filtrat bis zum Sirup eingedampft. Dieser wird wiederholt mit
heiflem Alkohol ausgezogen und die vereinigten Ausziige eingedunstet.
Der Dulzit kristallisiert bald aus.

Oxydation eines Alkohols zu Zucker®).
- Darstellung von i-Galaktose aus Dulzit.
0
CH,0H -0 (|3<H L H,0
HOOH HCOH

HOCH HOCH
HOCH ,  HOCH
HOOH HOOH
CH,0H CH,0H

15 Gramm Dulzit werden in moglichst wenig heilem Wasser ge-
I6st und zu der heiflen Losung 90 cem 3,1 prozentiges reines Wasser-
stoffsuperoxyd zugesetzt. Das kdufliche Priaparat wird vor dem Ge-
brauch mit Magnesiumkarbonat geschiittelt und dadurch anndhernd
neutralisiert. Nun gibt man zu der Fliissigkeit 1 Gramm Barium-
karbonat und 148t unter heftigem Riihren langsam eine konzentrierte
Losung von 12,6 Gramm Ferrosulfat aus einem Tropftrichter zu-
flieBen. Zunichst kiihlt man durch Einstellen in Wasser; dann 1486
man die Reaktion bei Zimmertemperatur vor sich gehen, und schlie3-
lich stellt man das Reaktionsgemisch noch einige Stunden in den
Brutschrank, bis das Wasserstoffsuperoxyd verbraucht ist.

Nun fiigt man zu der meist sauren Fliissigkeit noch 2 Gramm
Bariumkarbonat hinzu und engt auf dem Wasserbade bis zum diinnen
Sirup ein. Diesen vermischt man mit 100—150 ccm heiBem,
95 prozentigem Alkohol und erwdrmt noch kurze Zeit. Es wird
filtriert und der Filterriickstand mit heilem Alkohol gewaschen. Die
vereinigten alkoholischen Ausziige enthalten neben unverindertem
Dulzit die i-Galaktose. Der erstere fillt beim Abkiihlen der Lésung
in Nadeln aus. Sie werden abfiltriert. Das Filtrat engt man ein
und wartet ab, ob noch mehr Dulzit auskristallisiert. SchlieBlich
engt man bis zum Sirup ein und zieht diesen mit 100 ccm 95pro-
zentigem Alkohol aus. Das Extrakt wird mit Tierkohle geschiittelt,
filtriert und mit 5 ccm Ather versetzt. Es wird von den ausgefallenen
Flocken abfiltriert und das Filtrat weiter eingeengt. Man 146t den
sirupésen Riickstand in einer Schale im Eisschrank stehen und wartet
die Kristallisation ab. Die Kristalle werden auf Ton geprefit und
so von Mutterlauge befreit. Die Ausbeute an i-Galaktose betrigt

1) Nach Neuberg-Wohlgemuth.
7%
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1—1,5 Gramm. Sie 4Bt sich noch bedeutend erh6éhen, wenn man
die Mutterlauge in Alkohol aufnimmt, in einem aliquoten Teil den
Gehalt an Galaktose anndhernd mit Fehlingscher Losung feststellt
und dann die berechnete Menge Phenylhydrazin zusetzt. Sehr bald
fallt das Hydrazon der i-Galaktose aus. Es wird abgesaugt und
aus heifem Wasser unter Anwendung von Tierkohle umkristallisiert.
Es schmilzt gegen 158—160°.

Darstellung von Glykogen aus der Leber.

Als Ausgangsmaterial wéhlen wir die Leber eines gut genshrten
Kaninchens. Zur Sicherheit fittern wir es etwa 6 Stunden vor der
To6tung mit Traubenzucker oder Rohrzucker. Wir filhren ihm diese
Substanzen mit Hilfe einer Schlundsonde ein. Oder wir geben dem
Tier Kartoffeln zu fressen. Durch diese sMaBnahme bewirken wir,
daB die Leber sicher glykogenhaltig ist. Dieses Organ wird sofort
nach erfolgter T6tung aus der Bauchhthle herausgenommen und zu-
nichst mit dem Hackmesser in kleine Stiicke zerschnitten. Zur wei-
teren Zerkleinerung wird die Masse durch die Fleischhackmaschine
hindurchgetrieben. Jetzt gibt man die Masse in einen Rundkolben
und fiigt etwa die zehnfache Menge des Gewichtes des Leberbreies
an Wasser hinzu, séuert mit ganz wenig Essigsiure an und kocht
nun auf. Hierbei tritt Ausflockung von Eiweilkorpern ein. Es
wird durch Koliertuch oder Glaswolle filtriert. Das Filtrat zeigt
starke Opaleszenz. . Der Filterriickstand wird gut abgepreBt, zwei-
bis dreimal in einer Reibschale mit Wasser gut durchgepreft, wieder
abfiltriert und nun das gesamte Filtrat auf etwa 100 ccm eingedampft.
Nun sduert man mit Salzsiure an und gibt sog. Briickesche Losung
hinzu. Diese bereitet man sich, indem man zu einer 5—10pro-
zentigen Jodkaliumlésung unter fortwdhrendem Umriihren so lange
Quecksilberjodid hinzufiigt, bis ein Teil des letzteren ungeldst bleibt.
Nun 186t man erkalten und filtriert (vgl. S.52). Mit der Briickeschen
Losung bewirkt man Ausféllung noch vorhandener EiweiBistoffe. Man
gibt so lange abwechselnd einige Tropfen Salzsdure und Briickesche
Losung hinzu, bis kein Niederschlag mehr entsteht. Jetzt wird
filtriert, mit wenig Wasser nachgewaschen und dann unter gutem
Umriihren mit dem doppelten Volumen an 90prozentigem Alkohol
gefdll. Man 148t den Niederschlag sich absetzen, dekantiert den
groBten Teil der Fliissigkeit ab und filtriert den Rest. Der Filter-
riickstand wird zunichst mit einem Gemisch von 2 Volumina Alkohol
und 1 Volumen Wasser gewaschen. Dann gieBt man absoluten
Alkohol auf den Riickstand und endlich Ather. Das Glykogen stellt
ein weilles Pulver dar. In Wasser 16st es sich zu einer opaleszieren-
den Flussigkeit.
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Synthese von Fetten.
Synthese von Glyzeriden?).
1. «-Monostearin.
CH,0-0C-C,.H,,
(IJHOH
(“[JHZ,OH.

Aquivalente Mengen von «-Monochlorhydrin und fein gepulvertem
Natriumstearat werden innig vermischt und im Olbade in einem mit
einem Chlorkalziumrohr abgeschlossenen Rundkolben unter hiufigem
Umschiitteln 4 Stunden auf 110° erhitzt. Zur Gewinnung des Na-
triumstearates wird eine alkoholische L&sung von Stearinsdure mit
der berechneten Menge Natriumalkoholat versetzt und dann !/, Stunde
auf dem Wasserbad erhitzt. Die ausgeschiedene Seife wird energisch
ausgepreBt und so von der Hauptmenge des Alkohols befreit. Schliel3-
lich wird die Seife auf Tonplatten gestrichen und im Vakuum-
exsikkator getrocknet.

Wihrend der Reaktion zwischen dem Chlorhydrin und dem Na-
triumstearat kommt es bald zur Verfliissigung unter Abscheidung von
Kochsalz. Nach Beendigung der Reaktion 148t man abkiihlen, dann
wird das «-Monostearin in Ather aufgenommen, der Ather abgehoben
und abdestilliert und der Riickstand aus Methylalkohol unter An-
wendung von Tierkohle umkristallisiert. Es bilden sich beim Abkiihlen
des Filtrates groBe atlasglinzende Tafeln vom Schmelzpunkt 73°.

2. «, ¢’-Distearin.
CH,0-0C-C,, Hy,
CHOH -
CH,0-0C-C,.H,, .

Zwei Molekiile Natriumstearat werden mit einem Molekiil «, «-Di-
chlorhydrin im Einschmelzrohr 8 Stunden im Schiefofen auf 150°
erhitzt. Die weitere Verarbeitung ist die gleiche, wie beim vorher-
gehenden Priparate. Das «, «-Distearin wird aus Ligroin umkristal-
lisiert. Rhombische Blittchen vom Schmelzpunkt 74,5°.

3. Tristearin.

Ein Molekiill Trichlorhydrin wird mit drei Molekiilen Natrium-
stearat zur Reaktion gebracht, indem man im EinschluBirohr 10 Stunden

1) Nach F. Guth.
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auf 180° erhitzt. Aus Ather erhilt man prismatische Siulen vom
Schmelzpunkt 71,5°. ’

CH,0-0C-C,, H,,
|

CHO -0C-C,.H,,

|
CH,0-0C-C,_H,,.

In genau der gleichen Weise lassen sich die entsprechenden Pal-
mitin- und Olssiureglyzeride darstellen.

Darstellung von Stearyl-cholesterin.
Cy;Hy;-0-0C-Cp Hy, .

5 Gramm Cholesterin werden mit 3,9 Gramm Stearylchlorid in
25 com Chloroform zunéchst bei gewShnlicher Temperatur geschiittelt.
Dann erhitzt man das Gemisch an einem mit einem Chlorkalziumrohr
versehenen RiickfluBkiihler auf dem Wasserbade, bis die Salzsiure-
entwicklung aufhért. Jetzt setzt man nach dem Abkiihlen Methyl-
alkohol zu. Es kristallisiert die Cholesterinfettsdureverbindung in
Form feiner Blittchen aus. Das Rohprodukt wird aus heifem Alkohol
umbkristallisiert. Die reine Verbindung schmilzt zwischen 85 und 90°.

Darstellung von Fett aus Fettgewebe und aus Organen.

50 Gramm ungerducherter Schweinespeck werden mit dem Messer
in feine Stiickchen zerschnitten und diese dann in einer Reibschale
moglichst stark zerquetscht. Die so vorbereitete Masse bringt man
in einen Rundkolben von 500 ccm Inhalt, gieBt 200 ccm absoluten
Alkohol hinzu und erhitzt auf dem Wasserbade. Hierbei geht das
Fett in Losung. Es wird filtriert, der Riickstand mit Alkohol und
dann mit Ather nachgewaschen. Wird die alkoholische Losung, nach
erfolgtem Abdestillieren des Athers auf dem Wasserbade vorsichtig
eingedampft, dann verbleibt ein gelbliches Ol, das Fett. Dieses er-
starrt beim Abkiihlen.

.~ Nachweis des gebundenen Fettes: Ein Stiick Organ (Leber,
Muskel, Niere usw.) wird fein zerhackt, am besten mit einer Fleisch-
hackmaschine, und dann im Soxhletapparat (vgl. S.143) zuerst mit
Alkobhol und dann mit Tetrachlorkohlenstoff erschopft.

Die auf die erwidhnte Weise vom freien Fett befreite Masse wird
nun drei Tage lang mit Pepsin-Salzséure verdaut. Zu diesem Zwecke
gibt man zu ihr die zehnfache Menge Wasser, setzt Pepsin und so
viel Salzsiure zu, daB der Gehalt der Losung 0,5 Prozent davon be-
trigt. Am vierten Tage verdampft man zur Trockne und zieht den
Riickstand wieder im Soxhletapparat mit Tetrachlorkohlenstoff aus
und {iberzeugt sich, daB von neuem Fett in Losung geht.
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Darstellung von Cholesterin aus Gallensteinen und
Gehirnsubstanz.

Man wihlt zur Darstellung des Cholesterins an diesem reiche
Gallensteine. Man findet sehr oft Steine, die in ihrem Innern
Kristalldrusen von ganz reinem Cholesterin enthalten. Sie werden
in einer Reibschale zu einem feinen Pulver zerrieben. Dieses zieht
man mit einer Mischung von Ather und Alkohol zu gleichen Teilen
aus und filtriert durch einen HeiBwassertrichter. Zur Reinigung
kocht man das nach dem Verdunsten des Athers abgeschiedene
und sodann abgenutschte Cholesterin mit alkoholischer Kalilauge.
Durch diese Operation bewirkt man Verseifung vorhandenen Fettes.

Nun verdampft man zur Trockene und zieht den Riickstand mit
Ather aus. Beim Eindunsten des Athers kristallisiert das Cholesterin
in tafelférmigen Kristallen aus. Zur weiteren Reinigung wird es
aus dem Alkohol-Athergemisch umkristallisiert.

Ein gutes Ausgangsmaterial zur Darstellung von Cholesterin ist
auch die Gehirnsubstanz. Sie wird zunéchst durch Zerreiben in
der Reibschale vollkommen zerquetscht und dann mit etwas Sand
und etwa 3 Teilen Gips zerrieben. Man erhilt eine Masse, die nach
einigen Stunden ganz fest wird und sich leicht pulverisieren 1i8t.
Nun zjeht man bei Zimmertemperatur mit Azeton aus. Das Aus-
ziehen wiederholt man verschiedene Male. Die vereinigten Azeton-
auszlige werden dann eingedampft, bis Kristallisation eintritt. Das
so erhaltene Cholesterin ist meistens schon ganz rein. Ist dies nicht
der Fall, dann kristallisiert man aus Alkohol und Ather unter Zu-
satz von etwas Tierkohle um.

Darstellung von EiweiBstoffen.
Darstellung von Albumin und Globulin aus Pferdeblutserum.

Man lit geschlagenes Pferdeblut (vgl. Blutgerinnung), nachdem
man das Fibrin entfernt hat, 12 Stunden im Eisschrank stehen. Die
_roten Blutkorperchen setzen sich dabei rasch zu Boden. Man kann
dann leicht das klare Serum abheben. 100 ccm dieses Serums ver-
setzt man mit dem gleichen Volumen einer vollstindig geséttigten
Losung von Ammonsulfat. Es entsteht dabei eine Fiallung. Von
dieser wird abfiltriert. Den Riickstand wischt man mit einer halb-
gesiittigten Ammonsulfatlosung nach. Ausgefallen ist das Serum-
globin. Im Filtrat befindet sich das Serumalbumin. Das letztere
kann man leicht durch Hitzekoagulation zur Abscheidung bringen.
Die erhaltenen Eiweilkorper sind nicht rein. Sie enthalten Ammon-
sulfat. Von diesem lassen sie sich durch Dialyse trennen.

Darstellung von Oxyhimoglobinkristallen aus Pferdeblut.

Pferdeblut wird durch Schlagen mit einem rauhen Stabe defi-
briniert. Man 148t den groBten Teil des Serums durch Stehenlassen
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des Blutes bei 0° sich abtrennen. Das Serum wird mit Hilfe eines
Hebers mdoglichst quantitativ abgehoben und dann der Blutkorperchen-
brei zentrifugiert. Das abgetrennte Serum wird abgegossen und der
Blutkdrperchenbrei in isotonischer Kochsalzlosung (0,9 prozentiger
Kochsalzlosung) aufgeriihrt und diese Operation nach jedesmaligem
Zentrifugieren und AbgieBen der Flissigkeit wiederholt, bis schlieB-
lich alles Serum entfernt ist. Bei einer Zentrifuge, die 3000 Um-
drehungen in der Minute macht, wird im allgemeinen ein dreimaliges
Waschen mit der isotonischen Kochsalzlésung ausreichend sein. Jetzt
bringt man den Blutkérperchenbrei mit Hilfe eines Spatels aus den
Zentrifugierglisern in ein Becherglas. Man stellt das Volumen der
Blutkérperchenmasse fest und gibt nun zwei Volumina destilliertes
Wasser hinzu, nachdem man den Blutkérperchenbrei in eine Porzellan-
schale iibergefithrt hat. Jetzt wird auf dem Wasserbade allmahlich
erwirmt, wobei bestindig umgerithrt und mit Hilfe eines Thermo-
meters die Temperatur verfolgt wird. Sobald sie 37 bis allerh6chstens
40° betrigt, wird das Erwirmen unterbrochen. Das Blut ist nun-
mehr lackfarben geworden. Man fiigh etwas Ather hinzu und schiit-
telt die Blutlosung am besten im Scheidetrichter damit grindlich
durch. Dann wird die Blutlosung abgelassen, filtriert- und in einem
Stutzen in Eis gestellt. Gleichzeitig kithlt man absoluten Alkohol
auf 0° ab. Von diesem fiigt man, nachdem die Blutlosung auf 0°
abgekiihlt ist, ein Viertel des Volumens der Blutlosung hinzu und
zwar tropfenweise unter energischem Umrithren. Es darf hierbei
nicht zur Ausfidllung von Eiweil kommen. Man erkennt diesen Punkt
sofort daran, daB an der Stelle des Eintropfens des Alkohols eine
weille bzw. fleischfarbene Fillung entsteht. Riithrt man sofort energisch,
dann verschwindet diese. Gibt man aber auf einmal zuviel Alkohol
hinzu, ohne geniigend zu. rithren, dann bildet sich eine bleibende
Fillung. Diese stort dann das Auskristalli-
. sieren des Oxyh#dmoglobins auBerordentlich.
=~ Auf alle Fille mufl man, wenn eine solche nicht
wieder verschwindende Fallung eingetreten ist,
sofort filtrieren. Hat man die gesamte Alko-
2 holmenge hinzugegeben, dann kiihlt man die
Abb. 79. Blutlésung nunmehr am besten auf — 10 bis

Filtrz;tuifo% S&?gﬁaﬁﬁﬁwm — 209 ab. .Man erreicht diese Temperatur, in-
dem man Eis und Kochsalz mischt. Schon nach

kurzer Zeit, jedenfalls nach wenigen Stunden, beobachtet man das
Auftreten von Kristallen von Oxyhidmoglobin. Von der Oberfliche
der Fliissigkeit aus betrachtet, 1Bt sich zunichst ein eigenartiger
schillernder Glanz feststellen. An den Wéinden des GefiBes sieht
man eine hellrote Kristallisation. Nach 12 Stunden werden die Kristalle
bei 0° durch ein auf einen Holzrahmen (a) ausgespanntes Kolier-
tuch (b) abfiltriert (Abb. 79). Das Filtrat wird in einer Porzellan-
schale (¢) aufgefangen. Noch vorteilhafter ist es, die Kristalle ab-
zusaugen und dabei die Saugflasche mit der Nutsche in einem
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Emailletopf vollstindig in Eis eingepackt zu halten. Die Oxyhédmo-
globinkristalle werden zum Umkristallisieren wieder in 2 Volumina
Wasser bei 37 gelost, dann wieder auf 0° abgekiihlt und ein Viertel
des Volumens auf 0° abgekiihlten Alkohols allm#hlich unter Um-
rithren hinzugegeben. Die Kristallisation kann mehrmals wiederholt
werden. SchlieBlich werden die Kristalle im Vakuumexsikkator iiber
Schwefelsiure getrocknet. Will man die Kristalle lingere Zeit in
16sbarer Form aufbewahren, dann hebt man sie am besten in einer
gut verschlieBbaren Flasche unter 25prozentigem Alkohol im Eis-
schrank auf. Die Oxyhdmoglobinkristalle bilden lange, vierseitige
Prismen (vgl. Abb. 80 und 81).

Die Oxyhidmoglobinkristalle werden, in Wssses geldst, zur Hamo-
globinbestimmung und zur Feststellung des Absorptionsspektrums,

Abb. 80. Abb. 81.
Oxyh#imoglobinkristalle aus Pferdeblut.

sowie zur Umwandlung in CO-Héamoglobin usw. benutzt. Vgl. Zweiter
Teil, Abschnitt Blut.

Bildung von salzsaurem Himatin aus Oxyhémoglobin. Man zer-
reibt etwas von den Hamoglobinkristallen in einer kleinen Reibschale
mit einer Spur Kochsalz. Dann kocht man in einem trockenen
Reagenzglas mit etwas Eisessig. Die erhaltene Losung wird auf ein
Uhrglas gegossen und dann auf einem kochenden Wasserbade ein-
getrocknet. Der Riickstand enthilt tiefschwarze, glitzernde Kristill-
chen von salzsaurem Héamatin, auch Hadmin genannt.

Die gleiche Probe kann man auch mit Blut ausfilhren. Man
bringt eine Spur ausgetrockneten Blutes am besten direkt auf einen
Objekttriger, zerdriickt es mit Hilfe eines Messers auf ihm und reibt
etwas Kochsalz hinzu, bedeckt dann mit einem Deckglas und 148t
unter dieses etwas Eisessig flieen. Dann erhitzt man {iber einer
kleinen Flamme, bis gerade Aufkochen eintritt. Nach dem Erkalten
untersucht man das Préparat mikroskopisch (Héminprobe, Teich-
mannsche Kristalle).
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Darstellung von kristallisiertem Edestin aus Hanfsamen®).

Hanfsamen, etwa 500 Gramm, werden in einer Miihle gemahlen
oder in einem Morser zerquetscht. Die zerkleinerte Masse wird dann
im Soxhletapparat mit Petrolidther (vgl. Abb. 96, S. 143) ausgezogen,
bis alles Fett entfernt ist. Dann wird die verbleibende Masse in
diinner Schicht auf Filtrierpapier ausgebreitet und gewartet, bis der
Petrolather verdunstet ist.

100 Gramm des so erhaltenen Mehles werden mit 3 prozentiger,
60° warmer Kochsalzlosung ausgezogen. Es wird auf einem HeiBwasser-
trichter rasch durch Koliertuch filtriert. Den Filterriickstand gibt
man nochmals in das Extraktionsgefi zuriick und iibergieit wieder
mit der warmen Kochsalzlosung und rithrt -griindlich durch. Am
besten stellt man den Topf, in dem man das Ausziehen vornimmt,
in einen zweiten, der mit Wasser von 60° gefiillt ist. Aus dem
Filtrat scheiden sich beim Abkiihlen bald Kristalle von Edestin ab.
Sie werden abfiltriert, mit verdiinnter Salzlosung und dann mit
50prozentigem Alkohol gewaschen.

Das von Siuren und Basen ganz freie Edestin 16st sich nicht in
Wasser, wohl aber in neutralen Salzlosungen. Fiigt man etwas vom
Edestin in einem Reagenzglas zu einer 10prozentigen Kochsalzlésung,
dann tritt beim Erhitzen auf 87° eine leichte Trilbung auf. Bei
949 bilden sich Flocken. Wird nun filtriert, dann erhdlt man bei
weiterem Erhitzen keine Koagulation, obwohl die Losung noch Eiweill
enthilt. Man priife mit Hilfe der Biuretprobe (vgl 8. 73). Gibt man
eine ganz geringe Siurenmenge hinzu, dann tritt wieder Fillung auf.

Man iiberzeuge sich, daB Edestin die verschiedenen Farbenreak-
tionen der Proteine gibt. Vgl. S. 73—75.

Darstellung von Kasein aus Kuhmilch (nach Hammarsten).

Abgerahmte Milch wird mit dem vierfachen Volumen Wasser ver-
diinnt. Dann setzt man so viel verdiinnte Essigsdure hinzu, daBl die
Losung etwa 0,75—1 Prozent davon enthdlt. Das sich zusammen
mit dem Fett und Aschenbestandteilen abscheidende Kasein wird
durch Leinwand abfiltriert. Diese spannt man auf einem Kolierrahmen
aus (vgl. Abb. 79, S.104). Nun bringt man den Filterriickstand in
eine Reibschale, gibt Wasser dazu und zerreibt die Fillung innig
damit. Von Zeit zu Zeit wird dieses durch Dekantieren entfernt und
erneuert. Das Kasein wird dann in wenig verdiinntem Alkali, in
Ammoniak oder !/, -n-Natronlauge gelést und filtriert, nachdem man
vorher den Hauptteil des Fettes abgeschopft hat. Ein weiterer Teil
des Fettes bleibt auf dem Filter zuriick. Es wird nun die Féllung des
Kaseins mit Essigsiure wiederholt, und dieser Vorgang etwa dreimal
durchgefiihrt. Zuletzt wird der Niederschlag so lange mit Wasser

1) An Stelle von Hanfsamen konnen auch andere Samenarten, z. B. Baum-
woll-, Kiirbis-, Sonnenblumensamen, verwendet werden.
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gewaschen, bis alle Essigsiure entfernt ist. Dann zerreibt man ihn
in kleinen Portionen mit 97prozentigem Alkohol zu einer Emulsion.
Von dem sich absetzenden Kasein entfernt man den Alkohol rasch
und setzt das Waschen mit Alkohol in gleicher Weise fort. Zuletzt
sammelt man das Kasein auf einem Filter, wischt mit Ather und
zerreibt dann den Niederschlag in einer Reibschale mit diesem. Dann
wird das fein zerriebene Kasein in die Hiilse eines Soxhletapparates
(vgl. S.143) gegeben und nun mit Ather griindlich ausgezogen. Das
nunmehr fettfreie Kasein wird im Vakuumexsikkator getrocknet.
Man 16se 0,3 Gramm von diesem Kasein in 10 ccm gesdttigtem
Kalkwasser und fiige 3,1 cem '/, -n-Phosphorsiure zu. Jetzt gibt man
Magensaft oder Labferment hinzu und beobachtet die Gerinnung.
Man priife auch am Kasein die verschiedenen EiweiBreaktionen.

Darstellung von Aminoséiuren und Po]ypeptiden.
1. Aminosduren.

A. Gewinnung von Aminosiuren durch Abbau von
EiweiBstoffen.

Darstellung von Glykokoll und d-Alanin aus Seidenabfiillen.
CH,(NH,)-COOH und CH,-CH(NH,)-COOH.

Glykokoll = Afninoessigséure Alanin = a-Aminopropionsiure

100 Gramm Seidenabfille werden in einem 500 ccm fassenden
Rundkolben mit 300 ccm rauchender Salzsiure vom spezifischen
Gewicht 1,19 iibergossen. Nunmehr bringt man den Rundkolben auf
ein Wasserbad und erwirmt so lange unter dem Abzug, bis Losung
eingetreten ist. Die Losung ist braun gefirbt. Jetzt kocht man
unter Anwendung eines RiickfluBkiihlers auf dem Baboblech. Nach
sechsstiindigem Kochen ist die Hydrolyse vollstandig.

Gewinnung von Glykokoll = Aminoessigsiure.

Das Glykokoll, auch Glyzin genannt, 148t sich annihernd quanti-
tativ als Esterchlorhydrat abscheiden. Um es in diese Verbindung
iiberzufiihren, wird die salzsaure Losung der Aminosduren unter ver-
mindertem Druck eingedampft. Man bedient sich hierzu des in Abb. 82
dargestellten Apparates. Die Hydrolysenflissigkeit wird aus dem
Rundkolben in einen Destillierkolben « iibergefilhrt. Diesen bringt
man in ein Wasserbad ¢ und verbindet ihn mit einem zweiten
Destillierkolben d, der als Vorlage dient. Dieser letztere wird mit
der Wasserstrahlpumpe # in Verbindung gesetzt, mit deren Hilfe
die beiden Kolben evakuiert werden. Die Vorlage wird durch Auf-
flieBenlassen von Wasser gekiihlt (¢). Um zu vermeiden, daB Siede-
verzug eintritt, wird der Kolben, in dem die Hydrolysenflissigkeit
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sich befindet, oben durch einen Stopfen abgeschlossen, durch den
eine Kapillare b hindurchgefithrt ist. Durch diese kann man ver-
mittelst eines aufgesetzten, dickwandigen Schlauches g, der mit einer
Klemmschraube versehen ist, die Luftzufuhr in duflerst feiner Weise
regulieren und so jedes StoBen vollstindig vermeiden. Die Tempe-
ratur des Wasserbades braucht 85—40° nicht zu iberschreiten. Das
Eindampfen geht sehr rasch vor sich. Ist die Fliissigkeit so weit
eingedampft, daB sie zihe Blasen wirft, dann wird die Destillation
unterbrochen?). '

In der Vorlage befindet sich salzsiurehaltiges Wasser. Dieses
wird weggegossen. Den Destillationsriickstand iibergieBt man jetzt
mit 500 ccm absolutem Alkohol und leitet sorgfiltig getrocknete,
gasformige Salzsdure in den Alkohol ein. Die Entwicklung der gas-
formigen Salzsiure erfolgt, indem man konzentrierte Schwefelsdure
in Salzsdure eintropfen 14Bt. Zur Trocknung wird das Salzsduregas
durch zwei mit konzentrierter Schwefelséure beschickte Waschflaschen
geleitet. Das Einleiten der gasformigen Salzsdure wird so lange
fortgesetzt, bis aus der alkoholischen Losung gasformige Salzsidure
entweicht. Wahrend des Einleitens hat sich der Alkohol braun ge-
farbt. Unter Bildung von Esterchlorhydraten sind die Aminoséuren
nach und nach in Losung gegangen. Der Kolbeninhalt erwdrmt sich
wihrend des Einleitens der Salzsdure. SchlieBilich beginnt der Alkohol
zu sieden. Es ist nicht ratsam, das Einleiten der gasférmigen Salz-
sdure iber Gebiihr auszudehnen, da der absolute Alkohol begierig
Wasser an sich zieht. Dieses ist der Bildung der Ester hinderlich.
Wasser entsteht, wie die folgende Formel zeigt, schon bei der Ver-
esterung.

CH,(NH,)- COOH -} C,H, - OH 4 HCl—CH,(NH,)- C0 -0 - C,H, - H,0.
HCI

Das Glykokollesterchlorhydrat ist nur in absolutem Alkohol schwer
lgslich. In verdiinntem Alkohol fallt es nur unvollstindig aus. Man
wird somit, sobald gasférmige Dampfe von Salzsdure entweichen, das
Einleiten unterbrechen und dafiir sorgen, daB der Kolben nach er-
folgter Abkiihlung vollstdndig luftdicht abgeschlossen wird. Am
besten engt man jetzt die Fliissigkeit sofort unter vermindertem
Druck ein, und zwar bringt man das ganze Volumen auf etwa */,
des urspriinglichen. Nunmehr kithlt man den Kolbeninhalt durch
Einstellen in Eiswasser auf 0° ab, bringt einige Kristdllchen von
Glykollesterchlorhydrat in die Flissigkeit, verschlieBt den Kolben
wiederum luftdicht und stellt ihn in den Eisschrank. Bereits nach
kurzer Zeit beobachtet man die Kristallisation von Glykokollester-

1) Hat man zu stark eingedampft, so daB der Riickstand ganz fest wird,
dann st68t die Veresterung oft auf Schwierigkeiten. Man muB in diesem Falle
den Riickstand auf dem Wasserbad in moglichst wenig Wasser 16sen und noch-
mals unter vermindertem Druck bis zur Sirupkonsistenz eindampfen.
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chlorhydrat. Nach etwa 12 Stunden ist das Ganze vollstéindig er-
starrt. Der Kristallbrei wird nunmehr auf eine Nutsche gebracht
und mit Hilfe der Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Die Kristalle sind
zunéchst noch hellbraun gefirbt. Durch Waschen mit auf 0° ab-
gekiihltem absolutem Alkohol 148t sich der groBte Teil des Farb-
stoffes entziehen, und es hinterbleiben Kristalle, die schon ziemlich
farblos sind. Den Waschalkohol gibt man zu der Mutterlauge des
Glykollesterchlor-
hydrats hinzu.
Diese enthili
noch weitere Men-
gen dieser Ver-
bindung.

Umauch diese
noch zu gewinnen,
werden die ge-
samten  Filtrate
unter verminder-
tem Druck voll-
stindig zur Trok-
kene verdampft.
Das Wesentliche
ist hierbei, daB
das vorhandene
Wasser moglichst
entfernt wird. Den
Destillationsriick-
stand  iibergielt
man mit 300 ccm
absolutem Alko-
hol und leitet wie- ) Abb. 82.
derum  trockene Destillation unter vermindertem Druck.
gasformige Salz-
sdure ein, bis Sattigung eingetreten ist. Dann verdampft man unter
vermindertem Druck bis etwa auf die Hélfte des urspriinglichen
Volumens, kiihlt auf 0% ab, impft mit einem Kristdllchen von Gly-
kokollesterchlorhydrat und 1&8t nunmehr, nachdem der Kolben sorg-
féltig verschlossen worden ist, bei 0° stehen. Man erhilt so eine
weitere Menge von Glykokollesterchlorhydrat, die nach etwa 12 Stun-
den ebenfalls abgenutscht, scharf abgepreBt und mit auf 0° abge-
kiihltem Alkohol gewaschen wird. Die Kristallfraktionen werden
nunmehr vereinigb und im Vakuumexsikkator iiber Kalk und Schwefel-
sdure (vgl. Abb. 25) getrocknet. Man kann das Trocknen des Roh-
produktes auch durch Aufpressen auf einen Tonteller vornehmen.
Das so erhaltene Glykokollesterchlorhydrat ist noch nicht vollsténdig
rein. Um es zu reinigen, 16st man das Rohprodukt in moglichst
wenig heilem absolutem Alkohol auf, kocht die heie Losung mit
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2—3 Léffel voll Tierkohle und filtriert nun, nachdem man sich durch
Filtration einer Probe iiberzeugt hat, daf das Filtrat vollstindig
farblos ist. Wiirde man das Filtrieren durch einen gewohnlichen
Filter oder durch eine Nutsche vornehmen, dann wiirde man Gefahr
laufen, daB die Substanz auf dem Filter kristallinisch erstarrt. Man
vermeidet dies, indem man einen sog. HeiBwassertrichter verwendet
(vgl. Abb. 15). Das Filtrat zeigt bald wihrend des Abkiihlens Kristal-
lisation. Die Kristalle werden abgenutscht, mit kaltem absolutem
Alkohol gewaschen und dann im Vakuumexsikkator iiber Kalk und
Schwefelsdure vollstindig getrocknet. Die Ausbeute an Glykokollester-
chlorhydrat betrigt je nach der Reinheit des Ausgangsmateriales
40—50 Gramm. Es schmilzt bei 144° (korr.)

Darstellung von d-Alanin = «- Aminopropionsiiure.

Uberfithrung von d-Alaninesterchlorhydrat in d-Alaninester und
Verseifung des letzteren zu d-Alanin:

CH, - CH(NH,) COOC,H, - NH, = CH, - CH(NH,)- COOC,H, | NH,CL

HCl
CH, - CH(NH,)COOC,H, - H,0 — CH, - CH(NH,) - COOH - C,H,0H.

Die Mutterlauge von Glykokollesterchlorhydrat wird unter ver-
mindertem Druck vollstindig zur Trockene verdampft, der Riickstand
in wenig absolutem Alkohol, ca. 50 ccm, aufgenommen, in einen
Erlenmeyer-Kolben ¢ (Abb. 83) iibergefiihrt und mit etwa 200 ccm

Ather iiberschichtet. Man leitet

nunmehr aus einer Bombe ¢ Am-

moniakgas, das durch Durchleiten

durch einen Kalkturm b getrock-

net wird, in die Flussigkeit ein

und turbiniert das Gemisch. Hier-

bei werden die Esterchlorhydrate

der Aminosduren in die freien

Ester iibergefiihrt. Diese gehen

in den Ather iiber. Das Einleiten

des Ammoniaks wird so lange

fortgesetzt, bis deutlicher Geruch

nach diesem auftritt. Wihrend

. Abb. 83. der ganzen Operation wird der

Infreiheitsetzung von Aminosiureestern mittels Erlenmeyer-Kolben in einem
Ammoniak. . . .

Emailletopf mit Eiswasser ge-

kithlt. Bald +4ritt nach dem

Einleiten des Ammoniaks ein Niederschlag auf. FEr besteht aus

Chlorammon. Die dtherische Losung wird nunmehr abgegossen, eventuell

im Scheidetrichter abgetrennt, dann der Ather unter vermindertem

Druck bei gewohnlicher Temperatur oder auf dem Wasserbade unter
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Anwendung eines guten Kiihlers (Abb. 84) abdestilliert. Im ersteren
Fall muB die Vorlage gut mit Wasser gekiihlt werden, weil sonst
der verdampfende, nicht kondensierte Ather das Zustandekommen
eines guten Vakuums hindert. Infolgedessen wiirde die Destillation
des Athers zuviel Zeit in Anspruch nehmen.

Jetzt beginnt man mit der Destillation der Ester (Abb. 85). Die
Vorlage wird gewechselt, das Vakuum wieder hergestellt und nun
unter Erwirmung des Wasserbades bis 100° destilliert. Die Vorlage wird
mit einer Kiltemischung gekiihlt. Das Destillat enthilt Alaninester.

Abb. 85.
Destillation von Aminosiureestern,

a = Dickwandiger Gummischlauch mit

Klemme, b= Kapillare, ¢ = Destillier-

. kolben, d= Thermometer, e= Wasser-

Abb. 84. Destillation von Ather. bad, f=Vorlage, g¢g= Eis-Salzmischung.

Er siedet beica. 10 mm Druck be1 55° Um aus dem Ester die freie
Aminosiure zu erhalten, wird die gesamte Menge des Esters aus dem
Destillationskolben in einen Rundkolben iibergefiihrt. Den ersteren
spiilt man mit destilliertem Wasser aus und gibt dieses zu dem Ester.
Nachdem man noch so viel Wasser zugefiigt hat, dal das gesamte
Volumen etwa das Zehnfache des urspriinglichen ausmacht, gibt man
einen Siedestab in die Losung, setzt einen guten Kiihler auf und
erhitzt nun so lange auf dem Baboblech, bis die alkalische Reaktion
verschwunden ist. Man. gibt zur Erleichterung der Kontrolle der
Beendigung der Verseifung zweckmiBig ein Stiickchen Lackmuspapier
in die Losung. Ist die Fliissigkeit etwas gefirbt, dann fiigt man
etwa einen Léffel voll Tierkohle zu, kocht auf, filtriert und dampft
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nun die Flissigkeit auf dem Wasserbad in einer Porzellanschale so
lange ein, bis Kristallabscheidung erfolgt. Nunmehr 146t man ab-
kithlen, wobei die Menge der Kristalle sich noch wesentlich ver-
mehrt, nutscht ab, preBt sorgfiltigz aus und wischt mit wenig eis-
kaltem Wasser. Die Mutterlauge wird weiter eingeengt, bis wieder
Kristalle erscheinen. Man nutscht wieder ab. Die ganze Operation
wiederholt man noch zwei- bis dreimal. Durch diese fraktionierte
Kristallisation erreicht man eine Trennung der optisch reineren Kristall-
abscheidungen von den mehr razemisierten. Meist sind die beiden
ersten Kristallfraktionen optisch ganz rein, wihrend die weiteren
Fraktionen ein geringeres Drehungsvermdgen zeigen. Die Reinheit
des d-Alanins kann einmal durch die Bestimmung des Stickstoff-,
Kohlen- und Wasserstoffgehaltes festgestellt werden, vor allem aber
durch die Feststellung des spezifischen Drehungsvermégens. Reines
d-Alanin dreht in der berechneten Menge n-Salzsiure gel6st 10,5°
nach rechts. ‘

Beispiel: 0,4454 Gramm Substanz in der berechneten Menge Salz-
siure gelost. Gesamtgewicht der Losung 5,4555 Gramm. Spezifisches
Gewicht 1,101. Abgelesener Drehungswinkel 1,30° im 1-dm-Rohr
bei Natriumlicht. Daraus berechnet sich die spezifische Drehung
nach der Formel

1,30 5,4555
1-1,101-0,4454

Die Zahl 0,70944 ist nach der Gleichung: Molekulargewicht des
Alanins (89): Molekulargewicht des salzsauren Alanins (125,45)==x:1
berechnet.

d-Alanin zersetzt sich beim raschen Erhitzen gegen 297° Die
Ausbeute betrdgt 12—15 Gramm.

Kocht man eine wisserige Losung von Alanin mit einem Uber-
schufl an frisch gefilltem Kupferoxyd (vgl S.113), dann firbt sich
die Losung intensiv blau. Engt man nach erfolgter Filtration ein,
dann kristallisiert das Kupfersalz das Alanins

CH,-CH(NH,)-COO" _
CH,-CH(NH,)-C00

£0,70944 = 10,26 °.

Cu

aus,
Darstellung von Glykokoll aus Glykokollesterchlorhydrat?).

CH,(NH,)- COOC,H, -+ Na(OH)= CH,(NH,) - COOC,H, -+ H,0 - NaCl.

HCI
CH,(NH,)-COOC,H, ++ H,0 = CH,(NH,)- COOH — C,H,0H.

Y Glykokollester kann aus dem Esterchlorhydrat auch mit Ammoniak
unter den gleichen Bedingungen, wie sie beim Alanin angegeben worden sind,
in Freiheit gesetzt werden. Die Ausbeute ist eine sehr gute.
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25 Gramm Glykokollesterchlorhydrat werden in einem Rund-
kolben von 250 ccm Inhalt mit 15 ccm Wasser iibergossen. Das
Glykokollesterchlorhydrat geht hierbei nur teilweise in Losung. Nun
fiigt man 100 ccm Ather hinzu und -stellt den Rundkolben in eine,
in einem geriumigen Emailletopf befindliche Kéltemischung. Durch
Zugabe von 20 ccm 33 prozentiger Natronlauge setzt man die Ester
in Freiheit. Wiahrend des Zusatzes der Lauge wird kriftig ge-
schiittelt. Am besten fiigt man diese allméhlich zu und schiittelt
dazwischen. Um die noch in der wisserigen Losung sich befindenden
Ester — der groBte Teil davon ist schon in den Ather iiber-
gegangen — zu erhalten, gibt man korniges Kaliumkarbonat in kleinen
Portionen hinzu und schiittelt energisch. Man setzt das Zuschiitten
so lange fort, bis die wisserige Schicht zu einem gleichmiBigen
kérnigen Brei wird. Der Ather wird nun abgegossen, filtriert und
in einer Stopselflasche iiber Natrium- oder Magnesiumsulfat getrocknet.
Das Trocknungsmittel muB frisch gegliiht sein. Man nimmt etwa
25 Gramm des Trocknungsmittels und gliiht es in einer Porzellan-
schale aus. Dann gibt man die noch warme Schale samt Inhalt in
einen Exsikkator und 148t erkalten. )

Der beim AbgieBen des Athers verbleibende Riickstand wird so-
fort wieder mit Ather iiberschichtet und die ganze Masse gut durch-
geschiittelt. Die Atherschicht wird zu der bereits abgehobenen hin-
zufiltriert und der ganze Vorgang noch einige Male wiederholt. Nach
etwa 6 Stunden sind die vereinigten Atherausziige getrocknet. Nun-
mehr filtriert man vom Trocknungsmittel ab und gibt die &therische
Loésung des Glykokollesters in einen Destillationskolben. Diesen ver-
bindet man mit einem zweiten Destillationskolben, der als Vorlage
dient. Der Ather wird nun bei gewdhnlicher Temperatur unter ver-
mindertem Druck abdestilliert. Ist der Ather fast vollsténdig ver-
dampft, dann beginnt man unter Auswechslung der Vorlage mit der
Destillation des Glykokollesters. Die Vorlage wird mit einer Kélte-
mischung gekiihlt. Der Glykokollester geht bei 11 mm Druck bei
44° iiber. Das Erwirmen der zu destillierenden Fliissigkeit wird
durch ein Wasserbad bewirkt.

Das Destillat wird mit der zehnfachen Menge Wasser versetzt,
in einen Rundkolben iibergefiihrt und nach Zugabe eines Siede-
stibchens und Aufsetzen eines Kiihlers so lange auf dem Baboblech
gekocht, bis die alkalische Reaktion der Fliissigkeit verschwunden
ist. Durch fraktioniertes Eindampfen der wisserigen Losung auf
dem Wasserbade erhilt man Kristallfraktionen von reinem Glykokoll.
Die Ausbeute betrigt etwa 10 Gramm. Glykokoll zersetzt sich
gegen 240°.

Glykokoll schmeckt siif und gibt beim Kochen mit Kupferoxyd
in wisseriger Losung ein sehr schon blau gefirbtes Kupfersalz.
1 Gramm Glykokoll wird in 5 ccm Wasser gelost. Zur Losung fiigh
man einen UberschuB an frisch gefilltem Kupferoxyd. Dieses bereitet
man sich, indem man eine wisserige Losung von Kupfersulfat mit

Abderhalden, Praktikum. 3. Aufl 8
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iiberschiissiger Natronlauge kocht. Hierbei {fillt braunschwarzes.
Kupferoxyd aus. Man wartet ab, bis sich der Niederschlag abgesetzt
hat und gieBt nunmehr die Flissigkeit ab. Nun gibt man destil-
liertes Wasser zum Riickstand,. riihrt um und 148t ihn wieder ab-
sitzen. Das Wasser wird erneuert und ‘der ganze Vorgang so lange
wiederholt, bis die Waschfliissigkeit nicht mehr alkalisch reagiert.
Man bewahrt das so vorbereitete Kupferoxyd unter Wasser auf. Will
man das Kupferoxyd beniitzen, dann schiittelt man das Gemisch
durch und entnimmt die notwendige Menge der Suspension. Beim
Kochen der wisserigen Losung des Glyzins mit dem Kupferoxyd tritt
bald Blaufirbung auf. Hat man etwa 10 Minuten gekocht, dann
filtriert man vom iiberschiissigen Kupferoxyd ab und engt die blaue
Losung auf dem Wasserbade ein, bis sich Glykokollkupfer

CH,(NH,)-COON
CH,(NH,)-C00,”

kristallinisch abscheidet.

Gewinnung von Glykokollpikrat: 1 Gramm Glyzin wird in
1 com Wasser in der Hitze gelost. Zu der Losung fiigt man die
molekulare Gewichtsmenge reiner Pikrinsiure in alkoholischer Losung.
Beim Abkiihlen fillt sofort Glykokollpikrat aus. Es schmilzt
gegen 190°.

Darstellung von (3-Naphthalinsulfo-glyzin?).

CH,-COOH CH,.COOH

| == | + HCI.
NH, +Ci-80,-C,,H, NH-S80,-C,H,

Man 16st 2 Gramm Glykokoll in der auf 1 Molekiil berechneten
Menge Normalnatronlauge und gibt dazu die Atherische Losung von
2 Molekiilen 8-Naphthalinsulfochlorid. Das Gemisch wird bei gewShn-.
licher Temperatur auf der Schiittelmaschine (vgl. Abb. 78, S.97) in
einer Stopselflasche geschiittelt. Nach etwa 1 Stunde fiigt man die
gleiche Menge n-Alkali hinzu. Dieser Vorgang wird in einstiindigen
Abstinden noch zweimal wiederholt. Nach Verlauf von 4 Stunden
wird im Scheidetrichter die &therische Schicht von der wiisserigen
getrennt. Jetzt wird die stark alkalisch reagierende Fliissigkeit mit
Salzsdure iibersittigt. Es fdllt zundchst ein Ol aus, das jedoch sehr
bald erstarrt. Naphthalinsulfoglyzin kristallisiert zumeist in zu
Biischeln vereinigten Nadeln. Sie sintern beim Erhitzen gegen 151¢
und schmelzen bei 156°.

1) Nach Emil Fischer und Peter Bergell.»
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Darstellung von 1-Cystin = B-Dithio-a-diaminodipropionsiiure aus
Keratin.

CH,-S—S -CH,

| |
CH.NH, CH-NH,
| |

COOH  COOH

Man geht am besten von irgendeiner Keratinart aus, die keinen
dunkeln Farbstoff enthilt. Gut geeignet sind Hornspéne, Schweine-
borsten, Federn. Sehr gute Ausbeuten liefern Menschenhaare und
Pferdehaare, doch stért das vorhandene dunkle Pigment etwas.

Beispiel: 100 Gramm Federn werden in einem 500 ccm fassenden
Rundkolben mit 300 cem rauchender Salzsiure vom spezifischen Ge-
wicht 1,19 iibergossen, auf dem Wasserbad zur Losung gebracht und
nun auf dem Baboblech unter Anwendung eines RiickfluBkiihlers
6 Stunden gekocht. Am besten setzt man gleich 20 Gramm Tier-
kohle zu. Nach beendigtem Kochen 1iBt man die Losung sich ab-
kithlen, verdiinnt mit der gleichen Menge Wasser und filtriert. Zu
dem Filtrat setzt man unter Kiithlung mit Eiswasser so viel Natron-
lauge hinzu, bis die Reaktion nur noch ganz schwach sauer ist').
Nach einigem Stehen im Eisschrank erfolgt Kristallisation von Cystin.
Die Abscheidung 148t sich beschleunigen, indem man Eisessig zufiigt.
Das so erhaltene Cystin ist schon recht rein. Die Ausbeute betrégt
etwa 6 Gramm. Sie 148t sich erhéhen, indem man die Mutterlauge
einengt und dann lingere Zeit bei 0° stehen laBt. Hilt man die
gegebenen Bedingungen ein, dann erhilt man Cystin, das mit Millons
Reagens keine Féarbung gibt. Zeigt dagegen die positive Millon sche
Reaktion die Anwesenheit von Tyrosin an, dann wird das Rohzystin
in 10 prozentigem Ammoniak geldst. Zu der Losung gibt man vor-
sichtig Eisessig. Es fillt reines Cystin aus. War die Losung des
Cystins in Ammoniak gefirbt, dann schiittelt man die Losung mit
etwas Tierkohle in der Kilte. Das Kochen der ammoniakalischen
Losung des Cystins empfiehlt sich nicht, weil es dabei sehr leicht
verdndert wird. Eine Probe des Cystins in Wasser gelost und mit
Natronlauge und basischem essigsaurem Blei gekocht, zeigt bald
Braunschwarzfirbung. Es hat sich Schwefelblei unter Zersetzung des
Cystins gebildet. Das Cystin kristallisiert zumeist in regelmaBig
sechsseitigen Platten.

1) Man kann das Cystin auch direkt als salzsaures Salz abscheiden, indem
man in die etwas eingeengte salzsaure Losung gasférmige Salzsiure einleitet
und die Losung dann abkiihlt. Das freie Cystin erhidlt man dann durch Zu-
satz der dem Salzsduregehalt entsprechenden n-Alkalilauge.

8*
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Darstellung von d-Glutaminsiure — Aminoglutarsiiure aus Pflanzen-
eiweiB.

COOH

|
CH.NH,
!
CH,

!
CH,

C!OOH

100 Gramm Pflanzeneiweil3, z. B. Kleber, werden in einem Rund-
kolben von 500 ccm Inhalt mit 300 cem rauchender Salzsiure vom
spezifischen Gewicht 1,19 iibergossen. Man erwirmt zunichst auf
dem Wasserbade, bis Losung eingetreten ist. Dann kocht man am
RiickfluBkiihler auf dem Baboblech unter dem Abzug. Nach 6 Stunden
ist die Hydrolyse beendet. Es empfiehlt sich, gleich beim Beginn
des Erwérmens 20 Gramm Tierkohle zuzusetzen. Der Kleber ist
mehr oder weniger reich an Kohlenhydraten. Das erklidrt die Bil-
dung relativ grofer Mengen von Huminsubstanzen. Es wird nach
erfolgtem Verdiinnen mit dem gleichen Volumen Wasser filtriert.
Das Filtrat ist zumeist nur noch hellbraun gefiarbt, ja oft ganz farb-
los. Es wird unter vermindertem Druck stark eingeengt. Hat man
ein Volumen von etwa 100 ccm erreicht, dann gieft man die Losung
in einen Erlenmeyer-Kolben von ca. 200 ccm Inhalt und leitet
gasférmige Salzsdure bis zur Sittigung ein. Nach dem Abkiihlen
impft man mit einem Kristdllchen von Glutaminséurechlorhydrat
und stellt die Losung in den Eisschrank. Nach kurzer Zeit beginnt
die Abscheidung von Glutaminséiurechlorhydrat. Es empfiehlt sich,
mit dem Absaugen der Kristalle mindestens 24 Stunden zu warten.
Haufig fallt ndmlich das Glutaminsdurechlorhydrat sehr feinkristal-
linisch aus. Es ist dann sehr schwer, die Kristallmasse abzusaugen
und von der Mutterlauge frei zu bekommen. Wartet man jedoch
einige Zeit, dann erhdlt man groBere Kristalle, die sich sehr leicht
absaugen und mit eiskalter, rauchender Salzsdure waschen lassen.
Als Filter wahlt man Koliertuch, das man der Nutsche anpalt.
Durch Einengen der Mutterlauge lassen sich weitere Kristallfraktionen
gewinnen. Die Ausbeute an rohem Glutaminsidurechlorhydrat betrigt
40 Gramm. Das Rohprodukt wird in Wasser gelost, die Losung
durch Kochen mit Tierkohle vollstindig entfirbt und das Filtrat
mit gasférmiger Salzsiure gesittigt und dann bei 0° stehen gelassen.
Das Glutaminsiurechlorhydrat kristallisiert nun in grofen Kiri-
stallen aus. Es wird wiederum auf einem Koliertuch abgesaugt,
der Riickstand mit eiskalter konzentrierter Salzsdure gewaschen und
die Kristalle dann im Vakuumexsikkator iiber Kalk und Schwefel-
siure getrocknet. Zur Feststellung der Reinheit des erhaltenen salz-
sauren Salzes bestimme man den Chlorgehalt und ferner das Drehungs-
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vermdgen: [a]2’80=+25,0°. Reines d-Glutaminsdurechlorhydrat
schmilzt beim raschen Erhitzen gegen 210°% bei 205° beobachtet
man Sintern.

Zur Gewinnung der freien Glutaminsdure wird das Hydrochlorat
in wenig Wasser gelost, die auf den  Salzsiuregehalt berechnete
Menge n-Natronlauge zugefiigt und die Lésung eingeengt. Es ge-
lingt leicht, durch fraktionierte Kristallisation die reine Glutamin-
siure vom gebildeten Kochsalz abzutrennen. Rascher gelangt man
in folgender Weise zum Ziel:

Das reine, trockene Glutaminsdurechlorhydrat wird in méglichst
wenig Wasser gelort und in die Losung unter Eiskiihlung langsam
gasformiges Ammoniak eingeleitet. Nach einiger Zeit triibt sich die-
Fliissigkeit und Glutaminséure wird in dichten Massen abgeschieden.
Ein zu rascher Ammoniakstrom ist zu vermeiden, weil sonst leicht
das Ausfallen von Glutaminsiure iibersehen werden kann, da diese
sich im iiberschiissigen Ammoniak als Ammonsalz 16st. Am besten
ist es, sobald die Fliissigkeit durch die ausgefallene Gentaminsiure
ganz dick geworden ist, das Einleiten von Ammoniakgas zu unter-
brechen und den Niederschlag einige Zeit bis 0° stehen zu lassen.
Dann wird abgesaugt und der Riickstand zuerst mit eiskaltem Wasser
und dann mit absolutem Alkohol bis zur Chlorfreiheit gewaschen.
Man erhilt auf diese Weise ein sehr reines Priparat. Zersetzungs-
punkt bei sehr raschem Erhitzen 213° (unkor.).

Filtrat und Waschwasser werden vereinigt, im Vakuum oder auf
dem Wasserbade eingeengt und in die abgekiihlte Losung wieder
Ammoniakgas eingeleitet. Man kann so weitere Mengen von Glut-
aminsiure gewinnen.

Uberfiithrung der Glutaminsiure in Pyrrolidonkarhonsiiure.

COOH COOH

! |

CH-NH, CH - NH-
CH, > CH, !
- T—H.0 | "
CH, °  CH, }
COOH Cco—

Glutaminséure. Pyrrolidonkarbonsiure.

5 Gramm Glutaminsdure werden in einem kleinen Reagenzglas
3 Stunden im Olbad auf 190° erhitzt. Es verbleibt eine hellbraun
gefirbte Masse, die sich leicht aus der zweifachen Menge Methyl-
alkohol unter Anwendung von Tierkohle umkristallisieren 1aBt. Die
Kristalle schmelzen nach vorheriger Erweichung bei 182—183°.
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Darstellung von d-Arginin = a-Amino-d-guanidinovaleriansiure.
2
C=NH .
\NH~CH2-CH9~CH2-CH(NH‘“,)‘COOH.

300 Gramm Edestin werden mit 300 cem rauchender Salzsiure
vom spezifischen Gewicht 1,19 in einem Rundkolben von 500 ccm
Inhalt iibergossen. Nachdem durch Erwirmen auf dem Wasserbad
Losung herbeigefiihrt worden ist, erhitzt man 6 Stunden am RickfluB-
kithler auf dem Baboblech. Das Hydrolysat wird dann mit der drei-
fachen Menge Wasser verdiinnt und mit einem Uberschul an Phosphor-
wolframséure geféllt. Der Niederschlag wird abgenutscht, mit 5 pro-
zentiger Schwefelsiure in einer Reibeschale verriihrt und dann auf
der Nutsche gewaschen, bis das Filtrat keine Reaktion auf Salzsiure
mehr zeigt. Nun wird der Niederschlag in eine Reibschale iiber-
gefithrt, mit der doppelten Gewichtsmenge seines Gewichtes an Baryt
versetzt und nun grindlich mit dem Pistill zerrieben. Durch das
dem Baryt entstammende Kristallwasser wird die Masse diinnbreiig.
Jetzt wird abgenutscht, mit Wasser nachgewaschen und im Filtrat
der iiberschiissige Baryt quantitativ mit Schwefelsdure entfernt. Das
Filtrat vom Bariumsulfat wird unter vermindertem Druck bei 40°
des Wasserbades eingeengt. Nun werden Arginin und Histidin ge-
trennt, indem man die Losung mit Kohlensédure séttigt und mit einer
gesittigten Losung von Quecksilberchlorid fillt. Aus dem Filtrate
der Quecksilberfillung — der Niederschlag enthdlt das Histidin —
wird das Quecksilber mit Schwefelwasserstoff und dann das Chlor
mit Silbernitrat entfernt und das Filtrat vom Chlorsilber nun mit
iberschiissigem Silbernitrat versetzt und das Arginin durch kaltes,
moglichst gesittigtes Barytwasser gefillt. — Das geséttigte Baryt-
wasser bereitet man sich in folgender Weise. Man 16st Baryt in
heilem Wasser auf. Man erhilt keine klare Losung, weil sich schon
wihrend des Kochens kohlensaurer Baryt bildet, auch enthilt das
kdufliche Baryt meist schon solchen. Die heifigeséttigte Losung wird
in einen enghalsigen Stehkolben hineinfiltriert, der Kolben gleich ver-
schlossen oder ein Natronkalkrohr aufgesetzt und abkiihlen gelassen.
Es kristallisiert reines Baryt aus. Die iiberstehende Flissigkeit ist
mit Baryt geséttigt und kann direkt benutzt werden. H&lt man das
Gefdll stets sorgfaltig verschlossen, dann bleibt die Losung klar. —
Der sorgfiltig gewaschene Niederschlag wird in schwefelsdurehaltigem
Wasser suspendiert und mit Schwefelwasserstoff zerlegt und das
Filtrat des Silbersulfids durch Durchleiten von Luft vom Schwefel-
wasserstoff befreit, die Schwefelsiure mit Baryt quantitativ gefallt
und schliefllich das Filtrat vom Bariumsulfat mit Salpeterséure neu-
tralisiert und eingedunstet. Es kristallisiert neutrales Argininnitrat aus.
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Darstellung von 1-Tyrosin = p-Oxyphenyl-a-aminopropionséiure aus
Seidenabfiillen.

OH
/N
[
|

N/
C-CH,-CH(NH,)-COOH.

100 Gramm Seidenabfille werden in einem Rundkolben von 1 Liter
Inhalt mit 500 cem 25 prozentiger Schwefelsdure iibergossen. Den
Rundkolben bringt man auf ein Wasserbad und erwérmt so lange,
bis das Seidenfibroin in Losung gegangen ist oder doch eine weiche
faserige Masse bildet. Jetzt stellt man den Rundkolben auf ein Babo-
blech, setzt einen Kiihler auf und erhitzt 16 Stunden. Die Fliissig-
keit farbt sich hierbei gelbbraun. Man gieit nunmehr das Hydrolysat
in ein dickwandiges Becherglas oder in eine weithalsige Pulverflasche
und fiigt so viel einer heifigesittigten Barytlosung hinzu, bis die
- Schwefelsdure vollstindig ausgefillt ist. Am besten berechnet man
sich die Menge des notwendigen Baryts, wobei man zu beriicksich-
tigen hat, daB der Baryt mit 8 Molekiilen Wasser kristallisiert. Die
quantitative Entfernung der Schwefelsdure kontrolliert man durch
Entnahme von Proben. Diese filtriert man durch kleine Filter in
kleine Reagenzgliser. Das Filtrat darf weder mit Baryt noch mit
Schwefelsdure eine Fillung geben. Man kann, falls man keine be-
stimmte Menge Baryt angewandt hat, den Punkt der ungefihr voll-
stindigen Ausfillung der Schwefelsiure mit Hilfe eines Lackmus-
papieres feststellen. Selbstverstindlich darf man nicht den Neutrali-
tétspunkt als Endpunkt betrachten, weil ja die bei der Hydrolyse
der Seide entstandenen Aminosiuren sauer reagieren. Nihert man
sich dem Punkte der vollstindigen Entfernung der Schwefelsdure, dann
beginnt das Bariumsulfat im allgemeinen sich rascher abzusetzen.
Man erspart sich sehr viel Zeit und auch Verdruf}, wenn man erst
dann, wenn fast alle Schwefelsiure entfernt ist, mit den Proben be-
ginnt, und dann je nach dem Resultat sehr vorsichtig Baryt oder,
falls zuviel Baryt vorhanden ist, Schwefelsdure zufiigt, wobei man
jedesmal griindlich umriihrt. Zu den Probeentnahmen verwendet man
am besten ein Glasrohr. Pipetten sind zu vermeiden, weil das Glas
von Baryt angegriffen wird. In den meisten Féllen setzt sich der
Niederschlag so rasch ab, daB man durch Abheben direkt, d. h. ohne
Filtration, eine klare Fliissigkeit erhdlt. Gibt schlieBlich eine Probe
des gut durchgeriihrten Gemisches weder mit Baryt noch mit Schwefel-
siure eine Fallung, dann beginnt man mit der Filtration des Barium-
sulfatniederschlages®). Hierzu bedient man sich eines groBen Trichters,
in den man zwei Faltenfilter gibt. Damit diese nicht an der Spitze

1) Verfiigt man iiber eine Zentrifuge, deren Gefafle einen geniigend grofien
Inhalt haben, dann wird der Bariumsulfatniederschlag abgeschleudert.
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durchreiBlen, stiitzt man diese am besten dadurch, dafl man ein ge-

hartetes kleines Filter in den Trichter einsetzt und dann erst die

Faltenfilter anbringt. Das zunédchst abfliefende Filtrat ist meist etwas.

tritb. Man setzt deshalb den Trichter nicht gleich auf dasjenige

Gefdfl, in dem man das gesamte Filtrat aufzufangen wiinscht, son-

dern zunichst auf ein kleineres Gefial (kleiner Erlenmeyer-Kolben).

Man wartet ab, bis das Filtrat vollstindig klar abflieBt. Jetzt gibt

man den Trichter auf das HauptgefdB. A besten Dbeniitzt man

mehrere Trichter. An Stelle eines Trichters kann man auch eine

Nutsche verwenden. Das Filter wird zweckmifBigerweise mit Tierkohle

gedichtet. Man schiittelt in einem Erlenmeyer-Kolben etwa 2 Loffel

voll Tierkohle mit destilliertem Wasser und saugt dann ab. Das

Filtrat gieBt man weg und gibt nun die Bariumsulfat enthaltende

Fliissigkeit auf die Nutsche. Man kann auch den Bariumsulfatnieder-

schlag durch Dekantieren entfernen, doch kommt man mit Filtrieren
rascher zum Ziel.

Der  Bariumsulfatnieder-

schlag schlieft stets grofere

Mengen des sehr schwer 16s-

lichen Tyrosins ein. Um diese

zu gewinnen, wird der Filter-

riickstand in einem Emaille-

topf mit Wasser iibergossen

und unter bestdndigem Um-

rihren gekocht. Das heifle Ge-

misch wird mit Hilfe eines

Schopfers auf ein Filter ge-

bracht (vgl. Abb. 86). Das Aus-

Abb. 86. kochen wird in der gleichen

Weise so lange wiederholt, bis

das Filtrat frei von Tyrosin ist. Dies stellt man fest, indem man zu einer

Probe des Filtrats Millons Reagens gibt. Es darf beim Erwidrmen

keine Rotfarbung mehr eintreten (vgl. S. 74). Jetzt werden sémtliche

Filtrate vereinigt und auf dem Wasserbade so lange eingedampft,,

bis Kristalle erscheinen. Nunmehr kiihlt man ab und gewinnt die

Kristalle durch Absaugen.  Die Mutterlauge wird weiter eingeengt,

bis von néuem eine Kristallhaut sich bildet. Dieser Vorgang des Fil-

trierens und Einengens wird so lange wiederholt, bis das Filtrat der

letzten Kristallisation mit Millons Reagens keine Rotfirbung mehr

zeigt. Die Ausbeute an Rohtyrosin hetrigt 8—9 Gramm je nach

der Beschaffenheit des Ausgangsmaterials. Zur Reinigung wird das

Rohprodukt in heifem Wasser gel6st. Man braucht hierzu etwa

4 Liter Wasser. Unter Zugabe von 25 Gramm Tierkohle kocht man

so lange, bis eine abfiltrierte Probe vollstdndig klar und farblos aus-

sieht. Jetzt filtriert man durch einen Heilwassertrichter ab. Man

kann sich auch so behelfen, dal man einen gewdhnlichen Trichter

mit kurzem Ansatzrohr mit dem Faltenfilter, wie Abb. 14, S. 5, zeigt,
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auf ein Wasserbad stiilpt. Der heile Trichter wird dann auf einen
groBen Erlenmeyer-Kolben aufgesetzt und rasch filtriert. Auch hier
empfiehlt es sich, das erste Filtrat fiir sich aufzufangen und fest-
zustellen, ob das Filter auch ganz dicht ist. Aus dem Filtrat beginnt
das Tyrosin sich bald in feinen Kristallen abzuscheiden. Durch Ein-
engen der Mutterlauge erhilt man weitere Kristallmassen. Das Filtrat
darf schlieBlich mit Millons Reagens keine Rotfirbung mehr zeigen.
Die Ausbeute an reinem Tyrosin betrdgt 7—8 Gramm. Grofle Ver-
luste kénnen dadurch eintreten, daf3 die Tierkohle Tyrosin adsorbiert.
Es lohnt sich auf alle Fille, die Tierkohle energisch auszukochen.
Die Ausbeute wird oft auch dadurch erheblich beeintrdchtigt, daB
die Schwefelsiure oder der Baryt nicht vollstindig entfernt worden
sind. Es ist in jedem Falle sehr empfehlenswert, beim Einengen des
Filtrates des Bariumsulfatniederschlages von Zeit zu Zeit Proben
mit Schwefelsiure und Baryt zu priifen.

Das Tyrosin zersetzt sich beim raschen Erhitzen gegen 310°% Es
gibt die Xanthoprotein- und die Millonsche Probe.

Viel rascher kommt man zum Ziel, wenn man die Hydrolyse der
Seidenabfille mit rauchender Salzséure vornimmt (vgl. S.107), dann
das Hydrolysat unter vermindertem Druck zur Trockene verdampft,
den Riickstand in Wasser 16st und nochmals eindampft. Man ent-
fernt so den groBten Teil der freien Salzsdure. Nun l6st man wieder
in wenig Wasser, leitet Ammoniakgas bis zur schwach alkalischen
Reaktion ein und kocht auf. Beim Abkiihlen scheiden sich braun ge-
farbte Massen ab. Sie enthalten das unreine Tyrosin. Man filtriert
sie ab, 16st den Riickstand in kochendem Wasser, gibt Tierkohle zu
und filtriert durch einen HeiBBwassertrichter. Aus dem farblosen Filtrat
scheiden sich beim Abkiihlen die Kristallnadeln des Tyrosins aus.
Durch Einengen der Mutterlaugen 1aft sich Ausbeute verbessern.

Darstellung von I-Histidin — a-Aminoe-p-imidazolylpropionsiiure aus
roten Blutkirperehen.

CH—NH

| CH
N

CH,

|
CH-NH,
|
COOH

Am besten verwendet man defibriniertes Pferdeblut. Aus diesem
lassen sich die Blutkorperchen durch einfaches Sedimentieren leicht
gewinnen. Das Serum wird abgegossen und der Blutkorperchenbrei
mit der dreifachen Menge rauchender Salzsdure vom spezifischen Ge-
wicht 1,19 ibergossen. Es empfiehlt sich, in die Losung noch gas-



122  Physiologische Untersuchungen mit Hilfe chemischer Methoden.

formige Salzsdure bis zur Sittigung einzuleiten.. Nunmehr kocht man
in der iiblichen Weise auf dem Baboblech unter Verwendung eines
RiickfluBkiihlers. Nach 6 Stunden ist die Hydrolyse vollendet. Die
Hydrolysenfliissigkeit wird dann unter vermindertem Druck vollstindig
zur Trockene verdampft, der Riickstand in Wasser aufgenommen und
wieder zur Trockene abgedampft. Dieser Vorgang wird dreimal durch-
gefiihrt. Jetzt wird der moglichst von Salzsiure befreite Riickstand
wieder in Wasser gel6st, die Losung mit Sodaldsung neutralisiert
und nun filtriert. Das Filtrat wird mit Soda deutlich alkalisch ge-
macht. Nun wird mit einer gesittigten alkoholischen Lésung von
Sublimat geféllt. Die Reaktion der Fliissigkeit wird wéhrend der
Fillung alkalisch gehalten. Der Niederschlag wird dann in wenig
Salzsdure gelost und nochmals unter Zugabe von Soda, viel Wasser
und wenig Sublimat gefdllt. Nach Zersetzung des in Wasser sus-
pendierten Niederschlages mit Schwefelwasserstoff und dessen Ver-
jagung aus dem Filtrat des Quecksilbersulfids durch Durchsaugen
von Luft kristallisiert beim Einengen Histidinmonochlorhydrat aus.
Aus den letzten Mutterlaugen erhdlt man Histidindichlorhydrat. Aus-
beute 8 Gramm. Das freie Histidin erhédlt man durch Zusatz der
auf die Salzsiure berechneten Menge n-Natronlauge und Einengen
des Gemisches. Oder man leitet in die Losung des Hydrochlorates
Ammoniak ein und kristallisiert den Riickstand der verdampften
Loésung aus Wasser um. Sehr gute Resultate erhélt man auch, wenn
man die berechnete Menge einer n-Lithiumhydroxydlésung zum salz-
sauren Salz zusetzt, zur Trockene verdampft und mit Alkohol aus-
kocht. Es bleibt reines Histidin zuriick.

Freies Histidin mit Bromwasser gekocht, gibt nach einiger Zeit
plotzlich dunkle Violettfdrbung. Die wiisserige Lésung des freien
Histidins reagiert stark alkalisch.

Darstellung von 1-Tryptophan = a-Amino-3-indolpropionsiure
aus Kasein.

/N C.CH,-CH(NH,)-COOH.
NN/ CH
NH

100 Gramm kéufliches Kasein werden in einer Pulverflasche mit
1000 ccm Wasser iibergossen, dann setzt man etwas Ammoniak und
10 Gramm Pankreatin hinzu und iberschichtet die Flissigkeit mit
Toluol. Das Gemisch wird gut durchgeschiittelt und in den Brut-
schrank gebracht. Eine Probe der frisch bereiteten Losung gibt mit
Bromwasser keine Reaktion auf Tryptophan, wohl aber die Glyoxyl-
sdureprobe. (Man gibt zu einer Probe Glyoxylsiure und unter-
schichtet dann vorsichtig mit konzentrierter Schwefelsiure. Es tritt
ein violetter Ring an der Beriihrungsstelle der Schichten auf.) Schon
nach wenigen Stunden wird die Bromwasserreaktion positiv, ein Zeichen
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dafiir, daB Tryptophan abgespalten worden ist. Nach etwa 8 Tagen
hat die Bromreaktion das Maximum erreicht. Es 148t sich dies
empirisch feststellen, indem man bei der Anstellung der Probe das
Bromwasser vorsichtig zutropft und beobachtet, wann die Rosafirbung
verschwindet. In der ersten Zeit
geniigt ein Zusatz von wenigen
Tropfen des Bromwassers, um die
Rosafirbung zu vernichten, spater
sind groBere Mengen davon not-
wendig. Selbstverstdndlich mul
man stets gleich groBe Mengen der
Verdauungsfliissigkeit zur Probe be-
niitzen.

Jetzt kocht man die Losung auf
und filtriert nach dem FErkalten.
Auf dem Filter verbleiben unver-
daute Reste und ferner Tyrosin. Zu
dem Filtrat gibt man so viel Schwe-
felsiure hinzu, bis es 5 Prozent
davon enthdlt. Dann fillt man
mit einer 10 prozentigen Losung
von Merkurialsulfat in 5 prozentiger
Schwefelsdure, solange noch eine
Fillung eintritt. Es entsteht ein
voluminéser Niederschlag. Er wird
abgenutscht, mit 5 prozentiger Schwefelsiure gewaschen und dann in
Wasser suspendiert. Jetzt leitet man unter Erwirmen und Turbi-
nieren Schwefelwasserstoff ein (Abb. 87). Vom Queck-
silbersulfid wird abfiltriert und dabei festgestellt, ob .
auch die Zerlegung der Fillung eine vollstindige ist =i
— es darf nur Quecksilbersulfid und nichts mehr '"Jf

L\

Abb. 87.

von der gelbgefirbten Féllung vorhanden sein. Aus S
dem Filtrat wird der Schwefelwasserstoff durch Durch- \\.
leiten von Luft vertrieben (Abb. 88, a= Glasrohr). / \
Jetzt gibt man vorsichtig von der gleichen Queck- |/ | |

silbersulfatldsung hinzu, die schon frither verwendet /- |\
wurde. Es entsteht zundchst ein flockiger Niederschlag. | 522\
Dieser wird nach einer halben Stunde abgesaugt. Es ‘| /

gelingt so, das zuerst ausfallende Zystin und Ver- Abb, 88,
harzungsprodukte zu entfernen. Das Filtrat vom _ Entfernung von
Schwefelwasserstoff

genannten Niederschlag wird weiter mit Quecksilber durch Durchsaugen
sulfatlosung gefdllt und der Niederschlag abge- von Luit.
saugt. Der Filterriickstand wird mit b5 prozentiger

Schwefelsiure so lange gewaschen, als das Filtrat mit Millons
Reagens Rotfirbung zeigb. Nun wird der Niederschlag wiederum in
der gleichen Weise, wie frither, mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Vom
Quecksilbersulfid wird abfiltriert und im Filtrat nach erfolgter Durch-
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liiftung die Schwefelsdure mit Baryt quantitativ entfernt. Vom
Bariumsulfat wird abfiltiiert. Das Filtrat wird jetzt unter vermin-
dertem Druck bei 40° des Wasserbades eingeengt. Von Zeit zu Zeit
figt man etwas absoluten Alkohol zu. Bald beginnt die Abschei-
dung von Tryptophan. Durch Umkristallisieren aus 50 prozentigem
Alkohol unter Anwendung von Tierkohle wird es ganz rein erhalten.
Die Ausbeute betrigt etwa 1 Gramm. I-Tryptophan zersetzt sich
beim raschen Erhitzen gegen 289°. Es gibt sowohl mit Bromwasser
als mit Glyoxylsdure plus konzentrierter Schwefelsdure positive Re-
aktion. Ferner erhdlt man mit Millons Reagens eine rotbraune
Farbung und mit konzentrierter Salpetersiure Gelbfirbung.

Darstellung von Glukosaminchlorhydrat aus Hummerschalen.

70
C-H
(IEH-NH‘3
((|3HOH)3

!
CH,OH.

Panzer und Scheren vom Hummer werden mechanisch von an-
haftenden Fleischresten befreit. Nun gibt man 5prozentige Salzsiure
hinzu und la6t 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen. Das Ma-
terial 186t sich nun leicht zerkleinern und gleichzeitig von noch vor-
handenen Fleischbestandteilen befreien. 100 Gramm des so behan-
delten Materials werden in einem Rundkolben unter dem Abzug mit
rauchender Salzsdure vom spezifischen Gewichte 1,19 iibergossen und
dann auf dem Babobleche zum gelinden Sieden erwédrmt. Das Chitin
geht dabei vollstindig in Losung. Die Fliissigkeit farbt sich dunkel.
Nunmehr verdampft man in einer Porzellanschale so lange auf dem
Wasserbade, bis eine reichliche Abscheidung von Kristallen auftritt.
Man 148t erkalten und filtriert auf der Nutsche auf einem aus Filtrier-
tuch geschnittenen Filter. Den Filterriickstand wéscht man mit wenig
auf 0° abgekiihlter konzentrierter Salzsiure. Aus der Mutterlauge
lassen sich noch weitere Mengen von Glukosaminchlorhydrat durch
Eindampfen gewinnen. Das gesamte Rohprodukt wird durch Lésen
in Wasser und Kochen mit Tierkohls gereinigt. Durch Einengen des
Filtrates erhdlt man nun das reine Chlorhydrat. Die Ausbeute an
reinem Glukosaminchlorhydrat betrigt 50—60 Gramm.

B. Synthese von Aminosiuren.

Darstellung von Glykokoll aus Chloressigsiure.
Cl.CH,-COOH - NH, = NH, - CH, - COOH -} HCI.

Es werden 500 com wisseriges Ammoniak unter Eiskiihlung mit
.gasformigem Ammoniak geséttigt. In diese Losung trédgt man 10 Gramm
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Chloressigsdure in wenig Wasser gelSst allméhlich ein. Das Gemisch
wird in einer verschlossenen Flasche bei Zimmertemperatur aufbe-
wahrt. Den Verlauf der Reaktion kann. man am Freiwerden des ge-
bundenen Chlors verfolgen. Wir ziehen Proben und stellen mittels der
Volhardschen Methode (vgl. 8. 45) den Gehalt der Lésung an Chlor-
ionen fest. Um den gesamten Gehalt der Losung an diesen berechnen
zu konnen, miissen wir das gesamte Volumen kennen und ferner
genau abgemessene Proben untersuchen. Schon am dritten Tag ist
fast alles Chlor als Ion vorhanden. Wir dampfen nunmehr die Losung
unter vermindertem Druck zur Trockene ein, nehmen den Riickstand in
Wasser auf und kochen die Losung mit gelbem Bleioxyd (durch Glithen
von gewdhnlichem Bleioxyd erhalten) oder mit Kalziumoxyd. Dabei
wird das neben dem Glykokoll vorhandene Chlorammon zerlegt. Das
Ammoniak entweicht, und das Chlor wird gebunden. Sobald kein
Ammoniak mehr entweicht, wird abfiltriert und im Filtrat das
geloste Blei mittels Schwefelwasserstoffs entfernt. Dann filtriert man
vom Bleisulfid ab, leitet zur Beseitigung des Schwefelwasserstoffs Luft
durch die Losung (Abb. 88) und dampft ein. Das Glykokoll kristal-
lisiert aus der stark eingedampften Losung aus. Die Ausbeute betriigt
etwa die Hilfte der angewandten Chloressigsduremenge. Hat man
Kalziumoxyd angewandt, so isoliert man das Glykokoll am besten
iber den salzsauren Ester (vgl. hierzu S. 107). Am zweckmaBigsten ist
die Trennung von Chlorammon im Soxhletapparat mittels Alkohol.

Darstellung von dl-g-Aminobuttersiure?).

Kaufliche Gérungsbuttersiure wird zunichst durch fraktionierte
Destillation gereinigt. 25 Gramm der zwischen 155° und 160° iiber-
gehenden Fraktion werden durch Zusatz von 3,5 Gramm roten Phos-
phors und allméhliches Zutropfenlassen von 88 Gramm trockenen
Broms in ¢-Brombuttersdure iibergefithrt. Die ganze Operation dauert
etwa 45 Minuten. Zum Eintropfenlassen des Broms beniitzt man einen
Tropftrichter. Die Operation wird am besten in einem Rundkolben
vorgenommen. Zum Schluf wird auf dem Wasserbade kurze Zeit er-
wirmt. Die Losung ist braun gefirbt. Sie wird nun unter fortwih-
rendem Riihren mit Hilfe eines Riihrers in 100 ccm heiBes Wasser
eingegossen. Nach vélligem Erkalten wird das abgeschiedene Ol mit
Ather ausgeschiittelt. Der Ather wird im Scheidetrichter abgetrennt
und mit Chlorkalzium getrocknet. Nun destilliert man den Ather ab
und beginnt die fraktionierte Destillation des Riickstandes unter ver-
mindertem Druck. Man erhilt bei 25 mm Druck zuerst einen zwischen
70 und 115° Gbergehenden Vorlauf. Er besteht zum groBten Teil
aus unveridnderter Buttersiure. Die Brombuttersidure destilliert zwi-
schen 127 und 128° iiber. Es bleibt in dem Destillationskolben ein
kleiner Riickstand, der offenbar aus hoher bromierten Produkten besteht.

1) In gleicher Weise lassen sich andere Aminosiuren aus den entsprechen-
den Fettsiuren durch Uberfiithrung in «-Bromfettsiuren mit nachfolgender Ami-
nierung erhalten.
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Die Ausbeute an reiner Brombuttersdure betrigt etwa 80 Prozent.
Zur Uberfithrung der «-Brombuttersiure in die «-Aminobuttersiure
wird erstere in 25prozentiges, wisseriges Ammoniak eingetragen und
das Gemisch 3 Tage bei 37° oder 5 Tage bei Zimmertemperatur auf-
bewahrt. Nun wird in einer Schale auf dem Wasserbade eingedampft,
bis Kristallisation eintritt. Sie wird durch Zusatz von Alkohol ver-
vollstindigt. Nach etwa zweistiindigem Stehen wird die Kristallmasse
abgenutscht, der Filterriickstand mit eiskaltem Wasser gewaschen
und scharf abgepreBt. Aus der Mutterlauge lassen sich noch weitere
Mengen von Aminobuttersiure gewinnen, indem man sie mit Salz-
sdure neutralisiert und dann zur Trockene verdampft. UbergieBt man
den Riickstand mit absolutem Alkohol, dann geht die salzsaure Amino-
buttersiure in Losung, wihrend der gréSte Teil des Bromammons
zuriickbleibt. Die alkoholische L&sung wird eingedunstet, der Riick-
stand in Wasser aufgenommen und zur Enfernung des Chlors mit
iiberschiissigem gelben Bleioxyd so lange gekocht, bis eine Probe des
erkalteten, filtrierten Gemisches mit Silbernitrat keine Reaktion mehr
auf Chlor gibt. Jetzt filtriert man die ganze Masse und fillt aus
dem Filtrat das geloste Blei mit Schwefelwasserstoff. Vom Bleisulfid
wird abfiltriert und die Lésung nunmehr eingedampft. Rascher ge-
langt man zum Ziel, wenn man in die wisserige Losung der salz-
sauren Aminobuttersiure Ammoniak bis zur schwach alkalischen Re-
aktion einleitet, dann zur Trockene verdampft, den Riickstand in
wenig Wasser aufnimmt und mit Alkohol fillt. Die rohe Amino-
buttersdure wird gereinigt, indem man sie in der vierfachen Menge
Wasser 16st und dann mit Alkohol fillt. Die Aminobuttersidure kri-
stallisiert in schonen glinzenden Blittchen. Beim Erhitzen findet
kein Schmelzen statt, die Aminoséure verfliichtigt sich vielmehr beim
Erhitzen iiber 300°. Kocht man «-Aminobuttersiure mit iiberschiis-
sigem Kupferoxyd, dann erhdlt man ein ziemlich schwer losliches,
blau gefirbtes Kupfersalz.

Darstellang von dl-Leuzin — ¢-Aminoisobutylessigsiure aus Iso=
amylalkohol (nach Strecker-Fischer).

CH
Cp’ CH - CH, -CH,0H. -0 — H,0 =

Isoamylalkohol

CH-CH,-C{y; +- HCN - NH, — H,0 —

Isovaleraldehyd

CH,.
CH,/

CH 5
Cu’/CH - CH,- CH(NH,)-ON -2 H,0 — NH,

Isovaleroaminonitril

CH
CH:>CH -CH,-CH(NH,) - COOH

a-Aminoisobutylessigsiure (Leuzin).
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Der Isoamylalkohol wird zundchst zu Isovaleraldehyd oxydiert.
Einen 500 ccm fassenden Destillationskolben ¢ (Abb. 89) stellen wir
in ein Olbad und verschlieBen ihn mit einem zweifach durch-
bohrten Korkstopfen. Die beiden Offnungen versehen wir mit den
Tropftrichtern ¢ und b. Aus dem einen lassen wir 110 Gramm Na-
triumbichromat gel6st in 225 Gramm Wasser und 90 Gramm kon-
zentrierte Schwefelsiure, aus dem anderen 100 Gramm Isoamyl-
alkohol tropfenweise zuflieBen. Der Kiihler d ist mit einer mit
Wasser oder Eis gekiihlten Vorlage ¢ verbunden. Wihrend des all-

Abb. 89.

mihlichen ZuflieBens aus den beiden Tropftrichtern erwidrmen wir
das Olbad auf 110° und leiten Wasserdampf durch den Kolben, in
dem sich die Oxydation des Alkohols zu Aldehyd vollzieht. Das
Destillat fiihren wir in einen Scheidetrichter iiber und trennen es
vom iiberdestillierten Wasser. Der so gewonnene Isovaleraldehyd
ist noch nicht rein, sondern erhilt noch groBle Mengen der Oxydation
entgangenen Isoamylalkohols. Wir trennen ihn von diesem, indem
wir ihn mit Hilfe eines sog. Hempelaufsatzes (vgl. Abb. 90) frak-
tioniert destillieren. Bei etwa 80° beginnt die Destillation. Bis 90¢
geht ein Gemisch von Isovaleraldehyd und Wasser iiber. Wir
trennen das letztere im Scheidetrichter ab. Die Hauptmenge des
Aldehyds geht zwischen 90 und 100° iber. Der Vorlauf wird nach
Abtrennung des Wassers mit der Hauptmenge vereinigt. Die Aus-
beute betrigt etwa 50 Gramm.

Nun lagsen wir auf 25 Gramm des Aldehyds Ammoniak einwirken.
Wir l6sen den Aldehyd in 50 ccm Ather und sittigen die Losung
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unter Kithlung mit Eis mit gasférmigem, zur Trocknung durch einen

Kalkturm geleitetem Ammoniak. Wir beniitzen hierzu entweder eine

Ammoniakbombe, oder aber wir treiben aus konzentriertem wésse-

rigem Ammoniak dieses durch Kochen aus. Beginnen aus der Losung

Ammoniakddmpfe zu entweichen (Riechprobe), dann wird das Ein-

leiten abgebrochen und das entstandene Wasser im Scheidetrichter

abgetrennt. Die #therische Losung wird mit etwas Kaliumkarbonat

durchgeschiittelt und der Ather unter vermindertem Druck bei héch-
stens 25° Wasserbadtemperatur vollkommen verjagt.

Der verbleibende Riickstand von Isovaleraldehyd-Ammoniak wird

mit 20 ccm Wasser versetzt und mit Eis gekiihlt; beim Umschiitteln

der Suspension ver-

wandelt sich das Ol

in eine weille Kri-

stallmasse. voraus-

gesetzt, dafl der an-

gewandte Aldehyd

rein war. Die Kri-

stallisation braucht

jedoch nicht abge-

wartet zu werden.

Unter Eiskiihlung

und  Umschiitteln

werden allméhlich

68 ccm 12 prozen-

tige Blausiure ein-

getragen. Beim Zu-

satz der Blausdure

ist groBle Vorsicht

geboten. Man ar-

beite stets unter

einem gut ziehen-

Abb. 90. den Abzug. Das

Reaktionsprodukt,

wird unter h#ufigem Umschiitteln 24 Stunden stehengelassen. All-

méhlich geht der Isovaleraldehyd-Ammoniak in Losung, die Fliissig-

keit farbt sich bridunlich, und das entstandene Isovaleronitril-Ammo-

niak scheidet sich als Ol ab. Man gieBt das Gemisch in 180 cem

konzentrierte Salzsdure vom spezifischen Gewicht 1,19 und 90 cem

Wasser ein, wobei ein gelblich-weiBer Niederschlag ausfallt und kocht

etwa 1 St}unde bis zur volligen Loésung auf dem Baboblech. Dann

gibt man nochmals 90 ccm Wasser hinzu und kocht etwa 4 Stunden

weiter, indem man gegen Schluf} reichlich Tierkohle zufiigt. Man 148t

erkalten (um ein Reiflen des Filters zu vermeiden), filtriert- in eine

Porzellanschale und verdampft auf dem Wasserbad zur Trockene.

Um die Salzsiure moglichst vollstandig zu verjagen, empfiehlt es

sich, den Riickstand nochmals in wenig Wasser aufzunehmen und
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abermals auf dem Wasserbad zur Trockene zu verdampfen. Man muf
hierbei wiederholt umriihren. Der briunlich gefirbte Riickstand wird
in etwa 40 ccm Wasser gelost und die Losung mit konzentriertem
Ammoniak ganz schwach alkalisch gemacht. Das ausgefallene Roh-
leuzin wird nach dem Erkalten abgenutscht, scharf abgepreBt und
mit Wasser nachgewaschen, hierauf in etwa 500 cem kochendem Wasser
gel6st, etwas Tierkohle hinzugesetzt und filtriert. Das Filtrat wird
etwa auf ein Drittel seines Volumens eingedampft und das in glén-
zenden Blittchen sich abscheidende Leuzin nach dem Erkalten ab-
genutscht und mit Wasser nachgewaschen. Die Ausbeute betrigt 14
bis 15 Gramm. Das dl-Leuzin zersetzt sich beim raschen Erhitzen
gegen 297°. Beim Kochen mit iiberschiissigem Kupferoxyd erhilt
man ein blaBblaues, in Wasser sehr schwer losliches Kupfersalz.

Darstellung von dl-Phenylalanin = a¢-Amino-3-phenylpropionséiure
(nach Emil Fischer).
AN

\/
C.CH,-CH(NH,)-COOH.
Darstellung von Kalziummalonat.

Es werden 200 Gramm zerriebene Chloressigsédure, CH,Cl-COOH,
mit 300 Gramm zerstoBenem Eis versetzt und in 250 Gramm Natron-
lauge von 33!/, Prozent gelost. Man priift nun die Reaktion der
Flissigkeit. Ist sie noch sauer, dann wird mit Natronlauge genau
neutralisiert und nun eine Losung von 138 Gramm Zyankalium in
260 ccm Wasser zugesetzt. Diese Losung soll 40° warm sein. Das
Gemisch erwdrmt sich dann von selbst bis auf 50—60° Nach Ab-
lauf einer Stunde wird langsam auf 100° erwirmt und diese Tem-
peratur eine Stunde gehalten. Jetzt 148t man auf 20° erkalten, fiigt
wieder 250 Gramm der 33*/, prozentigen Natronlauge hinzu und kocht
auf dem Baboblech, und zwar so lange, bis kein Ammoniak mehr
entweicht. Wenn eine Probe der Fliissigkeit mit mehr Natronlauge
versetzt beim Kochen kein Ammoniak mehr entwickelt, dann ist die
Umwandlung der Cyanessigsdure in Malonsidure

COOH

l

CH,

|

COOH
vollendet. Bis dieser Punkt erreicht ist, vergehen etwa 5 Stunden.
Man fiigt nun eine warme, etwa 25prozentige Losung von Chlor-
kalzium hinzu, und zwar so lange, als noch eine Fillung entsteht.
Man braucht etwa 250 Gramm des k#uflichen, trockenen Chlor-

kalziums. Das ausgefallene Kalziummalonat bildet zunichst einen
Abderhalden, Praktikum. 3. Aufl. 9
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dicken amorphen Brei. Er wandelt sich im Laufe von 24 Stunden
in eine kristallinische Masse um. Diese wird auf der Nutsche ab-
gesaugt, mit Hilfe des Stopfens einer Stopselflasche scharf abgepreBt
(vgl. S. 4, Abb. 12) und mit wenig kaltem Wasser gewaschen und
nochmals gut abgepreBt, eventuell unter Anwendung einer Presse.
Man bringt im letzteren Falle den Filterriickstand auf ein Stiick
Koliertuch, wickelt die Substanz gut ein und schiebt dann das ge-
bildete Paket unter die Presse. Nun bringt man das Produkt zum
Trocknen in eine Porzellanschale und erwirmt auf dem Wasserbade.
Von Zeit zu Zeit rithrt man um. Es gelingt nicht, das Kalzium-
malonat auf diese Weise vollstindig trocken zu erhalten. Die letzten
Spuren von Kristallwasser entweichen erst beim Erwirmen auf{ 100°
bei gleichzeitiger Anwendung von vermindertem Druck. Fiir die
weitere Verarbeitung des Kalziumsalzes ist vollstindige Trocknung
nicht nétig. Die Ausbeute betrdgt etwa 90 Prozent der Theorie.

Uberfiihrung der Malonsiiure in den Malonsiurediithylester.
COOC,H;
CH,
(|JOO(32H5

Zur Veresterung verwendet man Alkohol und trockene gasférmige
Salzsdure. Man gehe von 200 Gramm Kalziumsalz aus. In einen
Rundkolben von 1 Liter Inhalt werden 20 Gramm des Kalziumsalzes
und 500 Gramm absoluter Alkohol gegeben und trockene gasférmige
Salzsdure eingeleitet. Man wartet ab, bis die zugesetzte Substanz
sich gelost hat. Wihrend des Einleitens der Salzsdure hat sich der
Alkohol erwdarmt. Nun gibt man wieder 20 Gramm des Kalzium-
salzes zu. Nach etwa 50 Minuten ist das ganze Kalziummalonat
eingetragen. Es beginnen Salzsiureddmpfe zu entweichen. Die Lo-
sung ist mit Salzsdure geséttigt. Nun unterbricht man das Einleiten,
und 188t die Losung 24 Stunden stehen, dann neuatralisiert man durch
Eintragen von gepulvertem Kalziumkarbonat (Kreide). Jetzt wird
der Alkohol unter vermindertem Druck abdestilliert. Im Riickstand
befindet sich der Ester. Er wird in Ather aufgenommen, die &the-
rische Losung mit Chlorkalzium getrocknet, dann der Ather ab-
destilliert (vgl. S. 111, Abb. 84). Der Riickstand wird der fraktio-
nierten Destillation unterworfen. Der Vorlauf wird weggeschiittet
und das bei 197—198° iibergehende Destillat aufgefangen. Die Aus-
beute an reinem Ester belrigt 75 Prozent der Theorie.
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Uverfithrung des Malons#urediiithylesters in Benzylmalonester.
COOC,H,
(IJH -CH,-C,H, .
(lJOOC;H,H5

Es werden 14,4 Gramm Natrium (1 Mol.) in 300 ccm absolutem
Alkohol geldst, dann 100 Gramm Malonsiuredidthylester (1 Mol.) und
86 Gramm reines Benzylchlorid (1 Mol.) hinzugefiigt. Unter Abschei-
dung von Chlornatrium tritt starke Erwirmung der Losung ein.
Nach etwa 10 Minuten wird der Alkohol ohne vorherige Filtration
abgedampft. Die Fliissigkeit reagiert zum Schlufl schwach alkalisch.
Der Riickstand wird mit Wasser iibergossen, um das Kochsalz zu
l6sen. Das abgeschiedene O1 wird dann in Ather aufgenommen und
die #therische Losung getrocknet. Man verwendet hierzu Kalium-
karbonat, frisch geglithtes Natriumsulfat oder Magnesiumsulfat. Der
Ather wird nach erfolgter Filtration verdampft und der Riickstand
unter vermindertem Druck destilliert. Bei 11 mm Druck geht der
Benzylmalonester bei 166—169° iiber. Das Destillat wird bis 175°
aufgefangen. Die Ausbeute betrigt 100 Gramm. Die Destillation
wird wiederholt. Man erhidlt dann etwa 90 Gramm eines bei 11 mm
Druck bei 166—168° iibergehenden Produktes. Bei 15 mm Druck
geht der Ester bei 173° iiber, bei 20 mm Druck bei 183° und bei
25 mm bei 188°.

Uberfiihrung des Benzylmalonesters in Benzylmalonsiure.

COOH

(llH -CH,-C,H,.

l

COOH

Es werden 90 Gramm Benzylmalonester in einem Rundkolben

von ca. 500 ccm Inhalt unter kréftigem Schiitteln mit 105 ccm kon-
zentrierter Kalilauge vom spezifischen Gewicht 1,32 (2,2 Mol.) emul-
giert. Nun wird auf dem Wasserbade erwdrmt, wobei vollstindige
Lésung eintritt. Durch einstiindiges Erhitzen auf dem Wasserbade
wird die Verseifung zu Ende gefiihrt. Gleichzeitig wird der ent-
standene Alkohol groftenteils verdampft. Es féllt gewdhnlich eine
geringe Menge Ol aus, das durch Ausithern entfernt wird. Nun
fiigt man zu der wisserigen Losung etwas mehr als die dem ange-
wandten Alkali &quivalente Menge verdunnter Salzsiure hinzu. Die
in Freiheit gesetzte Benzylmalonsiure wird aus der wisserigen Lo-
sung durch Ausschiitteln mit Ather ausgezogen. Man verwendet zu-
nichst 500 ccm Ather und dann noch 3—5mal je 50 ccm. Die
dtherische Losung wird mit geglithtem Natriumsulfat bzw. Magnesium-
sulfat getrocknet, dann filtriert und der Ather vollstindig verdampft.
9*
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Die letzten Spuren des Athers bringt man im Vakuumexsikkator zur
Verdunstung. Der Riickstand erstarrt dabei vollstindig. Die Aus-
beute an Rohprodukt betrigt 65 Gramm. Das Rohprodukt wird
durch Umlésen aus 300 ccm heiflem Benzol gereinigt. Das reine
Produkt schmilzt bei 115° An reiner Benzylmalonsiure erhalt man
etwa 60 Gramm.

Ubertiihrung der Benzylmalonsiure in Phenylalanin.

Man 16st 50 Gramm Benzylmalonsiure in 250 Gramm sorgfiltig
getrocknetem Ather und fiigt zu der Losung allmihlich bei Tages-
licht 50 Gramm Brom. Diese Operation wird im Abzug vorgenommen.
Das Brom verschwindet zunichst rasch. Es entwickelt sich Brom-
wasserstoff. Schlieflich bleibt unveréndertes Brom zuriick. Durch
dieses ist die Fliissigkeit rotbraun gefirbt. Nach einer halben Stunde
wird die #therische Losung mit wenig Wasser unter allmihlichem
Zusatz von schwefliger Sdure bis zum Verschwinden der roten Farbe
des Broms geschiittelt. Nun wird im Scheidetrichter getrennt, noch-
mals mit wenig Wasser gewaschen und nun der Ather unter ver-
mindertem Druck abgedampft und dann nach etwa 2 Stunden auf
60-—170° erwiirmt. Es verbleibt ein fester Riickstand, der aus 250 ccm
heiBem Benzol umkristallisiert wird. Die Ausbeute an Benzyl-
brommalonséure

CooH

l

C(Br)-CH,-C,H,

I

COOH
betréigt 95 Prozent der Theorie. Zur Bestimmung des Schmelzpunktes
wird eine Probe der Substanz im Vakuumtrockenapparat (Abb. 26)
bei 80° getrocknet. Als Heizfliissigkeit wihlt man Athylalkohol. Das
trockene Produkt schmilzt bei 135°.

Die Hauptmenge der Benzylbrommalonsiure wird jetzt in einem
Reagenzglas oder einem Erlenmeyer-Kolbchen im Olbad auf 125
bis 1309 erhitzt. Es tritt lebhafte Gasentwicklung ein (Abspaltung
von Kohlensdure und von etwas Bromwasserstoﬁ") Nach 45 Minuten
ist die Reaktion beendet. Es verbleibt ein gelbes Ol. Es besteht
aus Phenyl-¢-brompropionséure

CH(Br)-CH,-C,H,.

|

COOH
Es zeigt keine Neigung zur Kristallisation. Man kann es reinigen,
indem man es mit Wasser wischt, in Ather aufnimmt, diesen in der
iiblichen Weise mit Natriumsulfat oder Magnesiumsulfat trocknet,
filtriert und den Ather aus dem Filtrat unter vermindertem Druck,

am besten im Vakuumexsikkator, abdunstet. Der Riickstand wird
jetzt aminiert. Man iibergieBt zu diesem Zwecke das Ol mit etwa
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der fiinffachen Menge 25prozentigen Ammoniaks und 1Bt das Ge-
misch in einer gut verschlossenen Stopselflasche 4 Tage bei 37°
stehen. Dann wird die ammoniakalische Lésung unter vermindertem
Druck eingedampft. Der Riickstand besteht aus Phenylalanin:

CH(NH,)-CH,-CH,

|

COOH
und aus Bromammon. Das letztere entfernt man durch Auskochen
des Riickstandes mit absolutem Alkohol. Man kann das Ausziehen
mit Alkohol mit Vorteil auch im ,Soxhlet“ (Abb. 96, S.143) vornehmen.
Zur weiteren Reinigung wird das Phenylalanin in heilem Wasser
gelost, die Losung mit etwas Tierkohle gekocht, filtriert und bei 0°
stehengelassen. Das Phenylalanin kristallisiert bald in prichtigen
Blittchen aus. Die Ausbeute betrigt 60 Prozent der Theorie, be-
rechnet auf die verwendete Benzylbrommalonsdure. Das Phenyl-
alanin gibt die Xanthoproteinreaktion. Es zersetzt sich beim raschen
Erhitzen gegen 283°.

Spaltung razemischer Aminosiuren.
a) Biologische Methoden.

Darstellung von 1-Alanin aus dl-Alanin') mittels Hefe
(nach Felix Ehrlich).

15 Gramm dl-Alanin werden in einem Rundkolben von 5 Liter
Inhalt in 3750 com Wasser gelst. Hierzu gibt man 250 Gramm
Hefe, Rasse XII?), und 450 Gramm Rohrzucker (ungeblaute Raffi-
nade). Die Flasche verschliet man mit einem Korkstopfen, durch
den man ein gebogenes Glasrohr fithrt. Dieses taucht in ein mit
Wasser gefiilltes Reagenzglas, das durch einen mit einer Kerbe ver-
sehenen Stopfen abgeschlossen ist (vgl. Abb. 91 und 92). Dieser Ver-
schluB dient zur Feststellung, ob Gasentwicklung stattfindet. Man
1laBt das Gemisch bei etwa 25° stehen. Bald zeigt das Auftreten
von Gasblasen im GérverschluBl an, daB der Gérungsvorgang lebhaft
im Gange ist. Er ist nach etwa 48 Stunden beendigt. Man priife
nunmehr, ob der zugesetzte Zucker von der Hefe vollstindig ver-
braucht worden ist. Zu diesem Zwecke entnimmt man von dem

1) Kaufliches dl-Alanin Kahlbaum, oder man stellt es sich aus d-Alanin
dar, indem man dieses mit etwa der doppelten Gewichtsmenge reinen, un-
kristallisierten Barytes und 4 Volumina Wasser in einem Porzellanbecher im
Autoklaven 5 Stunden unter Druck auf 140° erwéirmt. Dann wird der Baryt
quantitativ mit Schwefelsiure entfernt, vom Bariumsulfat abfiltriert und ein-
gedampft. Man iiberzeuge sich schon vor der Verarbeitung der gesamten
Masse durch die optische Untersuchung einer Probe, ob die Razemisierung
beendigt ist.

2) Zu beziehen vom Institut fiir Girungsgewerbe, Berlin N, Seestrafle.
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Gemisch eine Probe, setzt etwas Salzsiure hinzu, kocht, um etwa
noch vorhandenen Rohrzucker zu spalten und stellt dann die Feh-
lingsche Probe an. Zeigt die Probe an, daB der Zucker verbraucht
worden ist, dann setzt man etwa 50 ccm einer kolloiden Eisen-
hydroxydldsung hinzu, um die kolloiden Bestandteile auszufillen.
Man filtriert nunmehr und dampft das Filtrat auf einem Wasserbade
auf etwa 150 cm ein. Jetzt kocht man nach Zu-
satz von Tierkohle auf und filtriert nochmals. Das

' PFiltrat wird dann auf dem Wasserbade eingeengt,
| i bis Kristallisation eintritt. Man
= 148t abkiihlen, nutscht die Kri-
| stalle ab, wischt den Riick-

\\ stand mit wenig eiskaltem

4 |
e ||
7

Z

( -

Wasser und trocknet die Kri-
stallmasse im Vakuumexsikka-
‘ tor. Weitere Mengen von l-
Alanin lassen sich gewinnen,
I — wenn man das Eindampfen
A on dlAiaam Gitversonlus. der Mutterlauge weiter fort-
setzt. SchlieBlich verbleibt ein
gelbbraun gefirbter Sirup, der nur sehr schwer zur Kristallisation
zu bringen ist. Man kann durch Zusatz von Alkohol Erstarren be-
wirken und durch scharfes Abpressen auf der Nutsche einen grofien
Teil der Mutterlauge enifernen. Kristallisiert man den Filterriick-
stand nochmals aus Wasser unter Anwendung von Tierkohle um,
dann erhilt man noch eine gréBere Menge von Kristallen von 1-Alanin.
Die Ausbeute an 1-Alanin betriigt etwa 6 Gramm. Man iiberzeuge sich,
ob reines 1-Alanin vorliegt, indem man das Drehungsvermégen der Sub-
stanz in der berechneten Menge Salzséiure feststellt: [¢]D0==—10,5°.
Erhilt man ein Drehungsvermdgen, das geringer ist, dann kann man
durch fraktionierte Kristallisation der gesamten Ausbeute versuchen,
besser drehendes 1-Alanin zu erhalten. War die Vergirung eine gute,
dann erhdlt man mit Leichtigkeit wenigstens 3—4 Gramm optisch
reines l-Alanin.

Gewinnung von d-Histidin aus dem Harn von Kaninchen nach Ver=
fiitterung von dl-Histidin').

15 Gramm 1-Histidin werden mit 30 Gramm reinem Barythydrat
und 50 ccm Wasser 5 Stunden in einem Porzellanbecher im Auto-
klaven auf 140° erhitzt. Nun wird von dem beim Abkiihlen des
Gemisches auskristallisierenden Baryt abfiltriert und im Filtrat der
Rest des Barytes quantitativ mit Schwefelsidure entfernt (vgl. S. 119).
Das Filtrat vom Bariumsulfat wird verdampft, bis Kristallisation

1) In der gleichen Weise kann man auch andere Aminosduren, z. B. dl-
Leuzin (Wohlgemuth) in die in der Natur nicht vorkommende optisch-aktive
Komponente iiberfithren.
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eintritt. Die Kristalle bestehen aus reinem dl-Histidin. Durch das
Erhitzen mit Barytwasser unter Druck ist Razemisierung des optisch-
aktiven Histidins eingetreten. Man priife die wisserige Losung im
Polarisationsapparat.

5 Gramm dl-Histidin werden in 20 ccm Wasser gelst und einem
Kaninchen mit Hilfe einer Schlundsonde in den Magen eingefiihrt.
Das Versuchstier wird dann

in einen Kifig gebracht, F oo
der ein getrenntes Auf- |F ood
fangen von Kot und Harn : c{ oe
gestattet (Abb. 93). Wir 8o
sammeln den Urin von  |[HHHS EgEEin °oe
2 Tagen und fillen ihn, 22

nachdem wir Sodaldsung =

bis zur deutlich alkalischen —_— | _—
Reaktion zugegeben haben,

mit einer geséttigten alko- = -
holischen Sublimatlésung. -

Weéhrend der Féallung wird

die Reaktion der Fh‘issig_ Abb. 93. Kifig fiir Kaninchen.

keit alkalisch gehalten. Im

ibrigen verfahrt man zur Isolierung des Histidins, wie es S. 121 ff be-
schrieben worden ist. Das isolierte Produkt zeigt alle Reaktionen
des Histidins. Es dreht nach rechts.

b) Chemische Methode.

Spaltung von dl-Leuzin in d- und l-Leuzin (nach Emil Fischer).

CH, CH, CH, CH,
N,/ N/
NS N/
CH CH
| |
CH, —  CH,
[ |
CH-NH, -+ HOOC-H CH-NH-0C-H -+H,0
; 1
COOH : COOH.

1. Uberfithrung von dl-Leuzin in Formyl-dl-leuzin:
25 Gramm dl-Leuzin werden mit der 1'/,fachen Menge wasserfreier,
kiduflicher Ameisenséure (98,5 Prozent) 3 Stunden auf dem Wasser-
bade in einem Destillationskolben erhitzt. Dem Kolben wird ein
zu einer Kapillare ausgezogehes Steigrohr aufgesetzt. Nun wird das
Losungsmittel unter vermindertem Druck méglichst vollstédndig ver-
dampft. Der Riickstand wird wieder mit der gleichen Menge Ameisen-
sdure 3 Stunden auf 100° erhitzt, dann eingedampft und diese Ope-
ration noch einmal wiederholt. Beim Verdampfen erstarrt nun der
Riickstand und kristallisiert. Der Kristallbrei bildet meistens eine
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so feste Masse, daB sie nur durch Absprengen des Kolbens iiber dem
Kristallgemenge gewonnen werden kann. Die Kristallmasse wird
dann im Mérser, soweit wie moglich, zerkleinert, dann im Vakuum-
exsikkator iiber Kalihydrat von noch anhaftender Ameisenséiure be-
freit. Die trockene Substanz wird dann gepulvert und durch ein
engmaschiges Sieb getrieben. Zur Trennung des nicht formylierten
Leuzins von Formyl-dl-leuzin wird das Gemisch mit absolutem Alko-
hol iibergossen. Dabei geht die letztere Verbindung in Losung. Vom
ungelosten dl-Leuzin wird abfiltriert. Zu 50 Gramm Formyl-dl-leuzin
verwendet man 1900 ccm absoluten Alkohol. Das reine Formyl-dl-
leuzin wird beim FErhitzen gegen 112° weich. Es schmilzt bei
114—115°.

2. Spaltung des Formyl-dl-leuzins mit Bruzin: Man gibt
zu einer Losung von 20 Gramm Formyl-dl-leuzin in 1600 ccm ab-
solutem Alkohol 50 Gramm wasserfreies Bruzin und erwirmt unter
Umschiitteln, bis vollstindige Losung eingetreten ist. Beim Abkiihlen
erfolgt Abscheidung des Bruzinsalzes des Formyl-d-leuzins. Man
148t unter zeitweisem Schiitteln 12 Stunden im Eisschrank stehen,
saugt dann die Kristallmasse scharf ab und wischt mit 200 ccm
kaltem, absolutem Alkohol. Die Kristallmasse wiegt ca. 40 Gramm.

Die alkoholische Mutterlauge enthélt das Bruzinsalz des Formyl-
l-leuzins. Sie wird unter vermindertem Druck eingedampft und
der Riickstand in 180 ccm Wasser gelost. Die Losung wird nun
auf 0° abgekiihlt und mit 70 cem n-Natronlauge versetzt. Es fillt
das Bruzin aus!). Nach 10 Minuten langem Stehen in Eis wird ab-
gesaugt und mit wenig kaltem Wasser nachgewaschen. Die letzten
Reste von Bruzin entfernt man durch Ausschiitteln mit Chloroform.
Nun fiigt man zur Bindung des grofiten Teiles des zugesetzten Al-
kalis 9 cem fiinffach n-Salzsiure zu, verdampft unter vermindertem
Druck auf ca. 40 cem und iibersittigt nun durch Zugabe weiterer
6 ccm der fiinffach n-Salzsiure. Dadurch wird die Abscheidung des
Formyl-l-leuzins, die schon beim Eindampfen begonnen hat, vervoll-
standigt. Man kiihlt noch !/, Stunde in Eis, nutscht ab und wéscht
mit eiskaltem Wasser.

Aus dem Bruzinsalz des Formyll-leuzins wird das Bruzin in
genau der gleichen Weise entfernt.

3. Hydrolyse der beiden Formylverbindungen. Die op-
tisch-aktiven Formylverbindungen (Formyl-1-leuzin und Formyl-d-
leuzin) werden fiir sich 1—1*/, Stunden mit der 10fachen Menge
10 prozentiger Salzsiure am RiickfluBkiihler gekocht und dann die

1) Das in diesen Versuchen abgeschiedene Bruzin kann wiedergewonnen
werden. Man 16st es in absolutem Alkohol auf und gieBt in die filtrierte Losung
bis zur vollstindigen Ausscheidung des kristallinischen Bruzins Wasser. Die
Kristalle werden zuniichst lufttrocken gemacht und dann bei 100° im Vakuum
bis zur Wasserfreiheit getrocknet. Empfehlenswert ist das Trocknen in einem
Jenaer Rundkolben mit abgesprengtem Hals vorzunehemen und diesen in ein
Wasserbad einzutauchen.
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Fliissigkeit unter vermindertem Druck méglichst stark eingedampft.
Man nimmt den Riickstand in Wasser auf und dampft nochmals
ein. Jetzt wird der Riickstand wieder in Wasser geldst, die Losung
in einen MaBkolben iibergefiihrt und mit destilliertem Wasser bis
zur Marke aufgefiillt. In einem aliquoten Teil bestimmt man den
Chlorgehalt nach Volhard (vgl S.45) und setzt dann zu der ge-
samten Flissigkeit die berechnete Menge einer n-Lithiumbydroxyd-
lésung. Dann verdampft man auf dem Wasserbade auf ein kleines
Volumen. Er kristallisiert das optisch-aktive Leuzin aus. Den Rest
fallt man aus der Mutterlauge mit Alkohol. Man bestimme das
Drehungsvermdgen des isolierten d- und 1-Leuzins in Wasser und in
Salzsdure und bereite das Kupfersalz (vgl. S.129).

[€]Dgo = - bzw. — 10,34° in Wasser,
-+ bzw. —15,9% in 20proz. Salzsiure.

2. Polypeptiden
(nach Emil Fischer).
Darstellung von Glyzinanhydrid aus Glykokollesterchlorhydrat.

CO - CH,
2 (CH,(NH,)-COOC, H,) — 2C,H,0H — NH{ SNH.
CH,-CO

56 Gramm Glykokollesterchlorhydrat werden in einem dickwandigen
Becherglas ¢ (Abb. 94) mit 28 ccm Wasser iibergossen. Das Gemisch
wird mit einer in einem Topf d befindlichen Kéltemischung gut ge-
kiihlt. Nun werden unter kréftigem Turbinieren
mit dem durch die Turbine ¢ bewegten Riihrer e
32 ccm 11,5fach normaler Natronlauge aus einem
Tropftrichter b im Laufe von einer Stunde zu-
getropft, wobei die Temperatur der Mischung auf
nicht mehr wie — 5° steigen darf. Das Glyko-
kollesterchlorhydrat geht allméhlich in Lé&sung,
wihrend Kochsalz ausfillt. Nachdem die Lauge
vollstindig eingetragen worden ist, 143t man die
Fliissigkeit bei gewdhnlicher Temperatur stehen.

Schon nach wenigen Stunden beginnt die Abschei-
dung von Kristallen. Sie ist gewohnlich nach
24 Stunden beendet. Man kiihlt nunmehr sehr
stark ab und bringt den Kristallbrei auf eine
Nutsche. Das gleichzeitig ausgefallene Kochsalz
wird durch Waschen des Filterriickstandes mit
eiskaltem Wasser entfernt. Jetzt wird das Glyzin-
anhydrid aus der sechsfachen Menge heillen
Wassers unter Anwendung von Tierkohle umkri-
stallisiert. Die Ausbeute betrigt etwa 10 Gramm. Abb. 94.
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Zur Priifung der Reinheit des Glyzinanhydrids wird eine
geringe Menge im Reagenzglas mit Wasser iibergossen und die Sub-
stanz durch Kochen in Losung gebracht. Man fiigt etwas Kupfer-
oxyd hinzu, kocht auf und beobachtet, ob die Fliissigkeit sich blau
farbt. Ist das Glyzinanhydrid rein, dann darf keine Spur von Blau-
fairbung auftreten. Zu einer weiteren Probe der wéisserigen Losung
gieBt man etwas Natronlauge und fiigt ganz wenig einer sehr ver-
diinnten Lésung von Kupfersulfat hinzu. Es darf hierbei keine
Violettrotfarbung eintreten (Biuretreaktion).

Darstellung von Glyzyl-glyzin aus Glyzinanhydrid.

CO - CH,
HN(  >NH-H,0—NH,.CH,-CO-NH.CH,-COOH.
CH,-CO

5 Gramm Glyzinanhydrid werden fein gepulvert und dann bei ge-
wohnlicher Temperatur mit 50 cem Normalnatronlauge in einer
Stopselflasche geschiittelt. Das Glyzinanhydrid geht bald in Losung.
Nach etwa 15 Minuten ist die Umwandlung in das Dipeptid Glyzyl-
glyzin vollzogen. Man neutralisiert mit 50 ‘ccm Normalsalzsdure,
dampft unter vermindertem Druck auf wenige Kubikzentimeter ein
und laBt das Glyzyl-glyzin auskristallieren. An Stelle der Normal-
salzsiure verwendet man mit groBem Vorteil n-Jodwasserstoffsiure.
Man verdampft nach erfolgtem Zusatz auch in diesem Falle unter
vermindertem Druck, jedoch vollig zur Trockene. Den verbleibenden
Riickstand kocht man mit absolutem Alkohol aus. Das entstandene
Jodnatrium geht dabei in Losung, und es bleibt ganz reines Dipeptid
zuriick. Dieses gibt in wisseriger Losung beim Kochen mit iiber-
schiissigem Kupferoxyd ein schén blau gefirbtes Kupfersalz. Das
Glyzyl-glyzin zersetzt sich zwischen 215° und 220°. Beim UbergieBen
einer Probe mit einem Tropfen konzentrierter Salzsiure in der Kilte
erhdlt man das schwer losliche salzsaure Salz. Beim Erwirmen er-
folgt Spaltung des Dipeptids in seine Komponenten.

Darstellung von dl-Alanyl-glyzyl-glyzin.
CH,-CH(NH,)-CO-NH-CH, -CO-NH-CH, - COOH.
a) Gewinnung von dl-¢-Brompropionyl-glyzyl-glyzin.
CH,-CH(Br)-CO QTE HN.CH,-CO-NH-CH, -COOH.

In einer Stépselflasche werden 10 Gramm Glyzinanhydrid in
44,5 ccm zweifach n-Natronlauge bei gewdhnlicher Temperatur gelost.
Nach 15 Minuten langem Stehen stellt man die Losung von Glyzyl-
glyzin — das Glyzinanhydrid ist durch das Alkali aufgespalten
worden — in eine FEissalzmischung und gibt nun abwechselnd in
10 Portionen 16 Gramm dl-Brompropionylchlorid und 46 cem zwei-
fach n-Natronlauge hinzu. Die ganze Operation dauert etwa 1 Stunde.
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Hat man eine Portion des Siurechlorids zugegeben, dann schiittelt
man energisch. Dann fiigt man das Alkali hinzu und schiittelt
wieder. Neues Saurechlorid gibt man erst wieder hinzu, nachdem
der Geruch nach diesem verschwunden ist. Das Schiitteln kann man
auBlerhalb der Kiltemischung vornehmen. Nach Beendigung des Zu-
satzes gibt man 20 cem fiinffach n-Salzsiure hinzu. Nach einigem
Stehen féllt das Brompropionyl-glyzyl-glyzin zum groften Teil kristal-
linisch aus. Hat man an Stelle der mehrfach normalen Lauge und
Séure die entsprechenden Normallosungen verwendet, dann mufl man,
um Kristallisation zu erhalten, stark einengen. Am besten destilliert
man unter vermindertem Druck ab. Die Kristalle werden abgenutscht,
scharf abgepreft und im Vakuumexsikkator getrocknet. Durch
weiteres Einengen der Mutterlauge 186t sich die Ausbeute wesentlich
vermehren. Am besten engt man schlieBlich vollstindig zur Trockene
ein und zieht den Riickstand mit Essigéther aus. Beim Einengen
des Essigdtherauszuges tritt bald Kristallisation ein. Die Ausbeute
an Rohprodukt betrigt 16 Gramm. Durch einmaliges Umkristalli-
sieren aus der 2'/,fachen Menge heilen Wassers erhdlt man das
Produkt in reinem Zustand. Es schmilzt bei 1659

b) Uberfithrung des dl-¢-Brompropionyl-glyzyl-glyzins
in dl-Alanyl-glyzyl-glyzin.
CH;-CH(Br) -CO-NH.CH,-CO-NH-CH,-COOH -} 2NH,
= CH,-CH(NH),-CO-NH-CH,-CO-NH.CH, -COOH - NH,Br.

10 Gramm des Bromkorpers werden mit der fiinffachen Menge
wisserigen, 25 prozentigen Ammoniaks iibergossen und 3 Tage bei 37°
in einer gut verschlossenen Stdpselflasche aufbewahrt. Die Fliissig-
keit wird hierauf unter vermindertem Druck zur Trockene verdampft,
der Riickstand mit absolutem Alkohol iibergossen und nochmals ein-
gedampft. Nunmehr wird der Riickstand in 15 ccm warmem Wasser
aufgenommen und soviel Alkohol zugefiigt, bis eine Tritbung bestehen
bleibt. Bald fillt das Tripeptid kristallinisch aus. Es wird ab-
gesaugt und durch nochmaliges Losen in heilem Wasser unter Zu-
fiigen von Alkohol umkristallisiert. Die Ausbeute an reinem Pro-
dukt betrigt 7 Gramm. Die Kristalle werden im Vakuumtrocken-
apparat bei 105° getrocknet. Das Produkt schmilzt dann bei 240°
unter Zersetzung.

Darstellung von dl-Leuzyl-glyzin.

CHy\ CH .CH,.CH(NH,)-CO-NH.CH, .COOH,

CH,”
a) Darstellung von dl-e-Bromisokapronyl-glyzin.
gg%CH -CH,-CH(Br)-CO-Br - H,N.CH, - COOH
3
CH,_

= CH, >CH.CH, - CH(Br)CO-NH-CH,.COOH - HBr.
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10 Gramm Glykokoll werden in 133 ccm n-Natronlauge geldst und
zu der Losung, die sich in einer gut verschlieBbaren Stopselflasche
befindet, unter kriftigem Schiitteln abwechselnd 133 cem n-Natron-
lauge und 34 Gramm Bromisokapronylbromid portionsweise zugesetzt
(vgl. Abb. 95). Man beniitzt mit Vorteil zum Hinzufiigen dquivalenter

Mengen des Bromids und der Lauge Biiretten. Es

/:?% N wird stets erst dann mit der Zugabe fortgefahren,

\ wenn der Geruch nach dem Séurebromid verschwun-

)  ANCE . den ist. Der ganze Vorgang ist in etwa 45 Minuten

/L) beendet. Die Fliissigkeit wird jetzt mit 30 com

funffach n-Salzsiure versetzt. Meist erfolgt nach

kurzer Zeit Kristallisation des Bromisokapronyl-

glyzins. Fillt ein Ol aus, das wenig Neigung zum

Erstarren zeigt, dann &thert man das Kuppelungs-

produkt aus, engt den &therischen Auszug ein und

fallt dann mit Petroldther. Das ausfallende Ol er-

starrt bald kristallinisch. Auch dann, wenn, was

fast immer der Fall ist, direkt nach dem Zusatz

der Salzsdure Kristallisation eintritt, verlohnt es

Abb. 95. sich, die Mutterlauge auszuéithern. Man gewinnt

so eine bessere Ausbeute. Das Rohprodukt wird

aus heiem Chloroform oder Toluol umkristallisiert. Man kann auch

aus heilem Wasser sehr schéne Kristalle erhalten. Das Bromiso-
kapronylglyzin zersetzt sich gegen 135°.

b) Uberfiithrung des dl-«-Bromisokapronyl-glyzins
in dl-Leuzyl-glyzin:

CH .
CHZ>CH -CH,-CH(Br)-CO-NH-CH, -COOH - 2NH,

_ CHy\

— CH,/

Der Bromkorper wird mit der fiinffachen Menge 25 prozentigen
Ammoniaks iibergossen. Es tritt bald Losung ein. Sie wird 3 Tage
bei 37° aufbewahrt. Bei Zimmertemperatur ist die Aminierung erst
nach 4—5 Tagen beendet. Jetzt wird unter vermindertem Druck
vollstindig zur Trockene verdampft, der Riickstand zur Entfernung
des entstandenen Bromammons mit absolutem Alkohol ausgekocht
und das halogenfreie Leuzyl-glyzin aus der 15fachen Menge Wasser
umkristallisiert. Beim Abkiihlen kristallisiert ein groBer Teil des
Dipeptids in makroskopischen Kristallen aus. Durch Einengen der
Mutterlauge und Zufiigen von Alkohol erhilt man weitere Mengen
reiner Substanz. Die Ausbeute betrdgt 90 Prozent. dl-Leuzyl-glyzin
zersetzt sich beim raschen Erhitzen gegen 2359, Das reine Dipeptid darf
in Wasser gelost nach, Zugabe von verdiinnter Salpetersiure und Silber-
nitrat keine Triilbung oder gar Fillung zeigen (Probe auf Halogen). Mit
iiberschiissigem Kupferoxyd gekocht, erhilt man aus der wisserigen
Losung des Dipeptids ein schwer 16sliches blau gefiirbtes Kupfersalz.

CH-CH,-CH(NH,)CO-NH - CH,-COOH -}- NH,Br.
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Nukleinsiauren.

Darstellung von Guanylsiure aus Pankreasdriise
(nach Levene und Jacobs).

H H H CH/N——C“N

L o—

Pankreasdriisen werden mit der Fleischhackmaschine zerkleinert.
Der Brei wird mit Wasser aufgekocht und in die Mischung Kalium-
azetat bis zu einem Gehalt von 5 Prozent eingetragen. Zu der noch
warmen Losung fiigh man so viel konzentrierte Kalilauge, bis sie
davon 5 Prozent enthélt. Jetzt 146t man 12 Stunden stehen. Das
Eiweil wird aus dem Gemisch mit Pikrinsdure und Essigséure ent-
fernt. Im eiweilfreien Filtrat findet sich die Guanylsdure neben
Thymonukleinsdure. Zur Trennung beider gibt man zu der
Losung eine 25prozentige Bleizuckerlosung, solange sich noch ein
Niederschlag bildet. Die Féllung enthilt das Bleisalz der Thymo-
nukleinsdure. Es wird abfiltriert und zum Filtrat Ammoniak zu-
gefiigt. Es fillt das Bleisalz der Guanylséure. Dieses wird in einem
Rundkolben in heilem Wasser gelost, dann der Kolben in ein
kochendes Wasserbad gestellt und unter Turbinieren Schwefelwasser-
stoff eingeleitet (vgl. hierzu S. 123, Abb. 87). Die vom Bleisulfid
abfiltrierte Fliissigkeit wird bei 60° C unter vermindertem Druck
bis zum dicken Sirup eingedampft. Bei lingerem Stehen im Eis-
schrank scheidet sich die Guanylsiure als Gallerte ab. Sie wird in
heilem Wasser aufgenommen und mit Alkohol gefillt.

OH\ Lo < o
0—=P—0—CH,-C—~C—C—CH—N-—C C-NH,.
OH/ [y L

‘ OH OH OC — NH

Gewinnung von Guanosin aus Guanylsdure (nach Levene).

N—C—N
H H H HC/ ) ”
Lo
CH,-OH.C —C—C—CH—N—C (—NH,.
: I [ ‘ | |
OH OH 0C — NH

o

Reine Guanylsiure wird in einem kleinen UberschuBl an Kalium-
hydrat gelost und die Losung mit Essigséure neutralisiert. Nun
wird 4 Stunden im eingeschlossenen Rohre auf 135° erhitzt. Das
Guanosin scheidet sich beim Abkiihlen der Losung als Gallerte aus.
Es wird aus 60prozentigem Alkohol umkristallisiert. Das Guanosin
bildet im reinen Zustande lange, feine Nadeln. Es zersetzt sich
gegen 237°% 1In '/, n-Natronlauge geldst, zeigt es

[¢]®° = —60,52°.
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Untersuchung von Speichel, Magensaft, Milch,
Galle und Harn auf die wichtigsten Bestandteile.
Speichel.

Nachweis von Rhodanammonium = CNS-NH, im Speichel.

Zu etwas Speichel gibt man einen Tropfen Salzsiure und dann
vorsichtig einige Tropfen sehr verdiinnter Eisenchloridlésung hinzu
und schiittelt durch. Es tritt Rotfirbung ein infolge Bildung von
Eisenrhodanid.

Uber die Untersuchung auf Diastase des Speichels vgl. S. 62. — Vgl
auch die Wirkungen des Magen- und Pankreassaftes 8. 76 u. 78,

Magensaft.

Wir eroffnen den Magen eines frisch getdteten Tieres, das etwa
vier Stunden vorher gefiittert worden ist. Wir wéhlen als Versuchs-
tier z. B. einen Hund und geben ihm Kartoffeln, Fett und Fleisch zu
fressen. Wir stellen zundchst fest, daB die Kartoffelstiickchen nicht
weiter verindert sind. Auch das Fett konnen wir unverédndert nach-
weisen, dagegen hat das Fleisch bereits eine eingehende Umwandlung
erlitten. Wir bemerken, daB8 es gelockert und in der Farbe verédndert
ist. Wir sehen, daB die Bissen alle Anzeichen der Auflésung zeigen.
Filtrieren wir etwas von dem Mageninhalt ab, dann erhalten wir im
Filtrat Biuretreaktion. Dialysieren wir etwas Mageninhalt, dann gibt
auch das Dialysat Biuretreaktion. Es sind Peptone durch die Wirkung
der Pepsinsalzsiure entstanden. Setzen wir etwas filtrierten Magen-
inhalt zu Mileh, so erhalten wir Gerinnung (Labferment!).

Der Mageninhalt reagiert sauer. Wir filtrieren eine groflere Menge
des Mageninhaltes ab und tauchen einen Streifen Kongopapier in das
Filtrat ein. Es firbt sich intensiv dunkelblau.

Zu einer Probe des Filtrates geben wir einen Tropfen Giinzburg-
sches Reagens: 1 Gramm Vanillin -+ 2 Gramm Phlorogluzin - 100 ccm
Alkohol. Wir dampfen in einem Porzellanschilchen vorsichtig zur
Trockene ein. Bel Anwesenheit von freier Salzsédure wird der
Riickstand purpurrot gefiarbt.

Mileh.

Quantitative Bestimmung von Kasein, Fett, Albumin und Milchzucker
in der Mileh.

Es werden 20 ccm nicht entrahmter Kuhmilch in einem MeB-
zylinder mit 400 ccm Wasser gut vermischt. Nun gibt man sehr
vorsichtig tropfenweise verdiinnte Hssigsdure hinzu, bis das Kasein
sich in groben Flocken abzuscheiden beginnt. Jeder UberschuB8 an
Essigsdure ist zu vermeiden. Am besten entnimmt man von der
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verdiinnten Milch eine abgemessene Menge und gibt aus einer Biirette
tropfenweise verdiinnte HEssigsiure hinzu. Man bestimmt so genau
die Menge der Essigsidure, die notwendig ist, um die angewandte
Milch zu fdllen. Dann berechnet man die zur Ausféllung des Kaseins
fiir die gesamte Milch notwendige Essigsiuremenge und gibt diese
ebenfalls vorsichtig in kleinen Portionen unter bestindigem starkem
Umriihren hinzua. SchlieBlich leitet man noch eine halbe Stunde
lang Kohlensidure durch die gefillte Milch hindurch. Das ausfallende
Kaseinkalzium reiBt das gesamte Fett mit sich nieder. Nunmehr
filtriert man durch ein stickstofffreies Filterchen. Den Filterriickstand
wiischt man mit Wasser aus und verarbeitet Filterriickstand und
Filtrat getrennt weiter.

.Der Filterriickstand enthilt neben Kasein, wie schon er-
wihnt, Fett. Er wird zunichst zur Entfernung des Wassers mit
starkem Alkohol iibergossen und das Filtrat
in einem Becherglase aufgefangen. Es wird
so lange auf den Filter zuriickgegossen, bis
es vollstindig klar ablduft. Dann verdampft
man es bei etwa 60° zur Trockene und
nimmt den Riickstand in Ather auf. Die
dtherische Losung bringt man in einen kleinen
Rundkolben ¢, den man, nachdem man noch
mehr Ather hinzugegeben hat, mit dem
Soxhletschen Extraktionsapparat (Abb. 96)
verbindet. Den Filter mit dem Niederschlag
gibt man in eine Extraktionshiilse, 146t diese
in das Extraktionsgefil b des Soxhletschen
Apparates gleiten und beginnt nun mit dem
Ausziehen, indem man den Rundkolben mit
dem Ather auf einem Wasserbad erwirmt.

Man muB hierbei fiir gute Kiihlung sorgen,

damit nicht durch Verdunsten des Athers

ein Brand entsteht. Der Ather destilliert

nun in das Extraktionsgefdf b hinauf, wird

im Kiihler o kondensiert, fillt auf das Filter

zuriick und nimmt Fett auf. Hat der Ather

ein bestimmtes Niveau erreicht, dann fliet

er durch den auBen am Extraktionsgefill

angebrachten Heber ab. Die Destillation des

Athers kann von neuem beginnen. Man kann g uiion o’ Sexhletapparat.
so mit kleinen Mengen des Extraktionsmittels

groBe Substanzmengen in Losung bringen. Der geloste Korper bleibt
im Kolben und das Extraktionsmittel, in unserem Falle der Ather,
ist von neuem imstande, sich mit der zu extrahierenden Substanz
zu sittigen.

Das Ausziehen wird so lange fortgesetzt, bis eine Probe des aus
dem Heber abflieBenden dtherischen Auszuges beim Verdunsten keinen



144 Physiologische Untersuchungen mit Hilfe chemischer Methoden.

Riickstand mehr hinterldfit. Jetzt wird die dtherische Losung in ein
gewogenes Becherglischen iibergefiihrt und bei etwa 30° eingedunstet.
Dann wird im Vakuumexsikkator getrocknet und gewogen. Von dem
erhaltenen Gewicht zieht man dasjenige des Becherglases-ab. Man
erhilt dann das Gewicht des Fettes oder, exakter ausgedriickt, der-
jenigen Substanzen, die in Ather 1dslich sind (Cholesterin, Phos-
phatide, Fett).

Im Filter, das wir der Extraktionshiilse entnehmen, findet sich
das Kasein. Wir konnen seine Menge entweder durch Feststellung
des Stickstoffgehaltes des Filterriickstandes nach Kjeldahl be-
stimmen, oder aber wir verwenden zur Filtration der Kasein-Fett-
Fillung ein gewogenes Filter und wigen nach Entfernung der &ther-
16slichen Bestandteile das bei 120° bis zur Gewichtskonstanz ge-
trocknete Filter plus Kasein wieder. Im ersteren Falle multipliziert
man die gefundene Menge Stickstoff mit 6,37. Der erhaltene Wert
liefert die Kaseinmenge. Im letzteren Fall wiegt man zunichst ein
Wigeglischen plus einem Filter, nachdem man vorher beide bei 120°
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet hat. Jetzt filtriert man das
ausgefallene Kasein plus Fett ab, extrahiert, wie vorher beschrieben,
mit Ather, bringt dann das fettfreie Filter in das gleiche Wige-
glidschen zuriick, trocknet wieder bei 120° und wiegt. Diese Art
der Bestimmung ist insofern nicht ganz exakt, als das Kasein Asche
enthilt. Man muB, um ganz genaue Werte zu erhalten, das Kasein
im Platintiegel veraschen und die zuriickbleibende Asche in Abzug
bringen. Doch begeht man dadurch wieder einen kleinen Fehler,
indem man den zu dem Kasein hinzugehorigen Phosphor mit der
Asche abzieht.

Verarbeitung des Filtrates des Kaseinniederschlages.
Im Filtrat haben wir noch Eiweilkorper, unter anderem Albumin,
Globulin und ferner Milchzucker neben Aschebestandteilen. Das
Filtrat wird zunichst in einer Porzellanschale einige Minuten zum
Kochen erhitzt. Man beobachtet bald das Auftreten einer Haut.
Sie besteht aus den genannten EiweiBstoffen. Der Niederschlag wird
auf einem stickstofffreien Filter gesammelt, der Riickstand mehrmals.
mit kaltem Wasser griindlich gewaschen und dann Filter plus Nieder-
schlag nach Kjeldahl behandelt. Den gefundenen Stickstoffwert
multipliziert man mit 6,37. Oder aber man geht auch hier von
einem gewogenen Filter aus und wiegt, nachdem Albumin und Glo-
bulin abfiltriert sind, wiederum nach erfolgter Trocknung bei 120°.

Das Filtrat vom Eiweilniederschlag wird nach dem Erkalten gut
gemischt und genau gemessen. Man fiillt dann die Fliissigkeit in
eine Biirette und stellt den Gehalt an Milchzucker durch Titration
nach Fehling fest (vgl. S. 64). Man verwendet 20 ccm der Fehling-
schen Losung. Diesen entsprechen 0,134 Gramm Milchzucker.
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Galle.

Darstellung von Cholséiure aus Rindergalle (nach Pregl).

Man benutzt hierzu den Inhalt von zwei Gallenblasen vom Rind.
Eine solche enthilt gewdhnlich 250—300 Gramm Galle. 500 Gramm
Galle bringt man in einen Rundkolben aus Jenaer Glas von einem
Liter Inhalt und fiigt dazu 8 Gramm Natriumhydroxyd. Man kocht
jetzt 48 Stunden iiber freier Flamme unter Anwendung eines Riick-
fluBkiihlers. Dann wird abgekiihlt und abgenutscht. Als Filter be-
nutzt man langfasrigen Asbest, den man vorher auf der Nutsche
festgesaugt hat. Das Filtrat wird nunmehr in eine Porzellanschale aus-
gegossen und die Saugflasche mit Wasser ausgespiilt, dann werden por-
tionsweise unter Umriihren 10—12 ccm Eisessig zugesetzt. Die Losung
muB hierbei noch schwach alkalisch bleiben und vollstéindig klar
sein. Man dampft dann die klare Losung auf dem Wasserbade bis
auf 100 ccm ein. Der Riickstand wird hiernach in eine 500 ccm
fassende Pulverflasche iibergefithrt und der Rest mit etwas Wasser
nachgespiilt. Jetzt gibt man 100 ccm Ather hinzu und schiittelt in
der gut verschlossenen Flasche tiichtig durch. Den auf der Nutsche
sich befindenden Riickstand wischt man mit heiBem Alkohol aus,
dampft die alkoholische Losung ein und nimmt den Riickstand in
Wasser auf. Die Lésung wird mit der aus der Flasche abgegossenen
dtherischen Losung zusammengebracht, gut durchgeschiittelt, dann
der Ather abgehoben, mit Natriumsulfat getrocknet, nun filtriert und
abdestilliert. Der verbleibende Riickstand wird aus Alkohol um-
kristallisiert. Er besteht, wie man sich leicht durch Ausfiihrung
der Salkowskischen Probe uberzeugen kann, aus Cholesterin (vgl
8. 71).

Den in Ather unldslichen Anteil der dunkelbraunen dicklichen
Fliissigkeit versetzt man portionsweise unter jedesmaligem Umschiit-
teln mit 8 cem Eisessig. Die starke Schaumbildung maBigt man
durch Zusatz von etwas Ather. -Zuletzt werden noch 50 ccm Ather
zugesetzt. Nach nochmaligem heftigem Umschiitteln und einigem
Stehen wird der Ather abgegossen, dann wiederholt mit Wasser aus-
geschiittelt, wobei ihm die aufgenommene Essigsiure entzogen wird.
Der Ather wird abgehoben, mit Natriumsulfat getrocknet und ab-
destilliert. Im Riickstand finden wir die in der Galle vorhandenen
Fettsiuren nebst etwas Gallensiuren. Man kann eine Trennung der
Bestandteile herbeifiihren, indem man das Gemisch mit Petroldther
auszieht, Die Fettsiuren gehen in Losung, die Gallensduren bleiben
zuriick. . '

Das nun auf die erwihnte Weise von Cholesterin und von Fett-
siuren befreite Gemisch zeigt nach einigem Stehen Kristallisation.
Nach 48 Stunden ist die gesamte Masse in einen dicken Kristallbrei
verwandelt. Es wird nun auf einer Nutsche abgesaugt und der
Riickstand mit kleinen Mengen eiskalten Wassers ausgewaschen. Das
Wasser benutzt man auch, um die Flasche, in der sich das Gemisch

Abderhalden, Praktikum. 3. Aufl 10
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befunden hat, auszuspiilen. Die zunichst braun gefirbte Kristall-
masse wird wihrend des Waschens blendend wei. Die Kristalle
werden dann auf eine Tonplatte gestrichen und schlieflich im Vakuum-
exsikkator getrocknet. Die Ausbeute an Kristallen betrigt etwa
10 Gramm, Sie werden mit 40 cem Alkohol iibergossen und so lange
konzentrierte Natronlauge tropfenweise unter Umschiitteln zugesetzt,
bis die suspendierte Gallensduremasse vollstindig geldst ist. Die
Reaktion ist jetzt deutlich alkalisch. Es wird eine halbe Stunde am
RiickfluBkiihler gekocht. Hierbei scheidet sich das in Alkohol schwer
16sliche Natriumsalz der Cholsiure in Form feiner Nadeln ab.
Die Kristalle werden abgenutscht. Um Verstopfung der Poren der
Nutsche zu vermeiden, wird diese zunichst mit dem Filter auf ein
Wasserbad gestellt. Man bezweckt hiermit Erwédrmung der Nutsche.
Dann gieBt man wiederholt siedendheiflen Alkohol durch die Nutsche
hindurch, um sie méglichst von Wasser zu befreien. Jetzt wird rasch
die heille Losung aufgegossen. Die Kristalle werden mit siedend-
heiBem Alkohol gewaschen. Dann setzt man die Nutsche auf ein
kleines Erlenmeyer-Kolbchen und 16st die auf der Nutsche befind-
lichen Kristalle in siedendem Wasser. Die Losung tropft in das
Kolbchen hinein.

Das in der Saugflasche befindliche alkoholische, alkalische Filtrat
wird im Destillationskolben unter vermindertem Druck vollstindig
bis zur Trockene verdampft. Den Riickstand iibergieft man mit
10 ccm absolutem Alkohol und kocht 2 Stunden lang am RiickfluB-
kiihler. Auf diese Weise wird der letzte Rest der Cholsdure in Form
ihres Natriumsalzes abgeschieden. Man filtriert die heiBle Fliissigkeit
genau in derselben Weise, wie es eben beschrieben worden ist, auf
einer warmen Nutsche ab, wischt die Kristalle mit heiem Alkohol
und setzt dann die Nutsche auf das gleiche Erlenmeyer-Kdlbchen,
in dem man vorher schon die wisserige Losung der auskristallisierten
Masse gesammelt hat. Man ldst die Kristalle wiederum in heilem
Wasser und bringt das Filtrat zu dem vorhergehenden. Zu dem
Natriumsalz der Cholséure gibt man nun vorsichtig unter Umschiitteln
so lange 50 prozentige Essigsiure hinzu, als eine Fillung eintritt.
Die freie Cholsdure wird dann abgenutscht und im Vakuumexsikkator
getrocknet. Sie enthdlt ein Molekiil Kristallwasser. Meist ist sie
noch nicht ganz rein. Zur Reinigung wird die Cholsdure nochmals
in das Natriumsalz iibergefithrt und dann wieder mit Eisessig daraus
abgeschieden. Die getrocknete Fillung erwirmt man mit wenig
Alkohol auf dem Wasserbade. Dabei entstehen rhombische Tetragder.
Die mit einem Molekiil Alkohol kristallisierte Cholsdure schmilzb
bei 197°. Die Ausbeute betrigt etwa 7 Gramm.



Untersuchung von Harn. 147

Harn.

Bestimmung des Stickstoffgehaltes nach Kjeldahl.

Prinzip der Methode: Die stickstoffhaltige organische Verbin-
dung') wird mit konzentrierter Schwefelsdure in Gegenwart eines
Katalysators erhitzt. Der Stickstoff wird hierbei restlos in Ammo-
niak iibergefithrt. Wir haben dann in der Losung schwefelsaures
Ammonium. Dieses zerlegen wir durch Zusatz von Natronlauge und
treiben das freigewordene Ammoniak in eine Vorlage uber. In diese
geben wir eine abgemessene Menge '/, -n-Schwefelsiure und titrieren
dann den unverbrauchten Rest der vorgelegten Siure mit '/, -n-Na-
tronlauge zuriick.

Zur Ausfithrung der Bestimmung brauchen wir 1. stickstofffreie,
konzentrierte Schwefelsiure, sog. Kjeldahl-Schwefelsidure, 2. reines,
kristallisiertes Kupfersulfat, 3. reines Kaliumsulfat, und endlich kon-
zentrierte, salpetersiurefreie Natronlauge, sog. Kjeldahl-Natronlauge.
Man priife alle Reagenzien auf Stickstoff! Zum Auffangen des
Ammoniaks beniitzen wir '/, -n-Schwefelsiure und zum Zuriick-
titrieren '/, -n-Natronlauge. . Als Indikator wéhlen wir Rosolsdure-
16sung (6,5 Gramm reine Rosolsiure werden in 50 com verdiinntem
Alkohol geldst und 50 ccm Wasser hinzugefiigt). Sehr zu empfehlen
ist auch alizarinsulfosaures Natrium.

Bestimmung des Stickstoffgehaltes im Urin.

Zur Bestimmung des Stickstoffgehaltes im Urin beniitzen wir je
nach seiner Konzentration 5—10 ccm. Diese miissen genau abge-
messen werden. Am besten beniitzt man dazu eine Pipette. Wir
geben den Harn aus der Pipette direkt in einen sog. Kjeldahl-
Kolben hinein (vgl. Abb. 97). Dann fiigen wir 10 ccm konzentrierte
Schwefelsdure hinzu. Das Abmessen erfolgt in einem 10-ccm-MeB-
zylinder. Beim ZusammenflieBen der Schwefelsdure mit dem Urin
tritt sofort Braunfirbung auf. Jetzt geben wir ein erbsengrofes
Stiick Kupfersulfat als Katalysator hinzu und ferner zur Siedepunkt-
erh6hung 5 Gramm Kaliumsulfat. Um Stoflen infolge Siedeverzuges
zu vermeiden, geben wir einen kleinen Loffel voll Talk hinzu. Nun
erhitzt man den Kolbeninhalt so lange, bis die Farbe vollstindig
griinlich geworden ist, und die Flissigkeit ganz klar wird. Man
priife sorgfiltig, ob an den Winden des Kolbens noch Spuren von
Kohle vorhanden sind. Ist dies der Fall, dann werden diese durch
Umschwenken des Kolbeninhaltes heruntergespiilt. Bei lebhaftem
Kochen ist der ganze Vorgang in 30—45 Minuten beendet. Man 148t
nunmehr erkalten. Unterdessen hat man in einen enghalsigen Erlen-

1) Nicht alle stickstoffhaltigen Verbindungen geben unter den erwihnten
Bedingungen ihren Stickstoff in Form von Ammoniak ab, so z. B. Nitrokdrper
nicht. Alle biologisch in Betracht kommenden Verbindungen lassen sich jedoch
nach Kjeldahl auf Stickstoff analysieren.

10%*
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meyer-Kolben 50 cem !/, ,-n-Schwefelsiure und 1—2 Tropfen des
Indikators gebracht. Der Erlenmeyer-Kolben dient als Vorlage zum
Auffangen des iiberdestillierenden Ammoniaks. In die Schwefelsiure
wird das umgebogene Ende des Kiihlers, wie Abb. 98 zeigt, ein-
getaucht.

Nunmehr verdiinnt man den Kolbeninhalt mit destilliertem
Wasser oder 16st ihn, falls er erstarrt ist, in Wasser -und fiigt im
ganzen 60 ccm Kjeldahl-Natronlauge in zwei Portionen hinzu.
Man muB hierbei sehr vorsichtig vorgehen, weil sonst sehr leicht
Verluste an Ammoniak und damit an Stickstoff entstehen. Man
gibt zuniichst nur einen Teil der Natronlauge hinzu, und zwar nur

(AN

Abb. 97.
Verbrennung nach
Kjeldahl. Abb. 98. Destillation des Ammoniaks (Kjeldahl).

so viel, daB die Reaktion der Fliissigkeit noch sauer bleibt. Dann
148t man abkiihlen, fiigt einen Loéffel voll Talk hinzu, um beim
Destillieren das Stofen zu vermeiden. Jetzt begibt man sich mit
dem Kolben zum Destillationsapparat, gieft den Rest der Natron-
lauge rasch — am besten unter Unterschichten — hinzu und ver-
bindet den Kolben sofort mit dem Kiihler. Nun beginnt die Destil-
lation, indem man den Kolben durch einen Brenner direkt zum
Kochen erhitzt. Nach etwa 30 Minuten ist das Ammoniak voll-
stindig iibergetrieben. Eine bestimmte Zeit kann nicht vorgeschrieben
werden. Man muB in jedem Falle genau feststellen, ob wirklich
alles Ammoniak iiberdestilliert ist. Zu diesem Zwecke priift man
mit Hilfe eines roten Lackmuspapieres. Wird dieses durch das
Destillat noch blau gefirbt, dann mufB die Destillation fortgesetzt
werden. Das zur Priifung benutzte Lackmuspapier wird mit destil-
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liertem Wasser in die Vorlage hinein abgespiilt, um alle Verluste zu
vermeiden. Gibt das Destillat keine Blaufirbung mehr, dann wird
das Einleitungsrohr aus der vorgelegten !/, -n-Schwefelsiure heraus-
gezogen, am besten, indem man den Erlenmeyer-Kolben tiefer stells.
Man 1i8t nun die Destillation noch etwa 5 Minuten weiter gehen.
Das destillierende Wasser spiilt das ganze Rohr aus. Dann spritzt
man mit einer Spritzflasche das Einleitungsrohr von auflen griindlich
ab. Nunmehr beginnt die Titration. Man fiigt aus einer Biirette
vorsichtig !/,,-n-Natronlauge hinzu, bis der Indikator anzeigt, dall
die noch vorhandene Siure gebunden ist.

Die Berechnung des Stickstoffgehaltes ist eine sehr einfache.
Man zieht die verbrauchten Kubikzentimeter der */ ,-n-Natronlauge
von den vorgelegten Kubikzentimetern !/, -n-Schwefelsiure ab und
multipliziert die erhaltene Zahl mit 1,401. Man erhdlt dann die
Menge Stickstoff, welche in der angewandten Menge Harn enthalten
ist, in Milligrammen.

Beispiel: Die Gesamtmenge des Harns betrage 500 ccm. Ver-
wendet wurden zur Stickstoffbestimmung 5 cem. Vorgelegt haben
wir 50 cem '/, -n-Schwefelsdure. Zuriicktitriert wurde mit 15 cem
1/, on-Natronlauge. Folglich sind von dem iiberdestillierten Ammoniak
35 cem !/,,-n-Schwefelsdure gebunden worden. 35 >< 1,401 = 49,035
Milligramm Stickstoff. Somit sind in den 500 ccm Urin 4,9035 Gramm
Stickstoff enthalten.

Bei der Stickstoffbestimmung im Kot verfahren wir genau gleich.
Der gesamte Kot wird zunichst, nachdem wir etwas n-Schwefelsdure
zugegeben haben, bei 120° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.
Dann wird der Kot in einer Reibschale gepulvert und dabei gut ge-
mischt. Das Pulver wird gewogen und nun ein aliquoter Teil davon,
z.B. 1 Gramm, im Kjeldahl-Kolben mit konzentrierter Schwefel-
siure iibergossen. Die weitere Durchfiihrung der Bestimmung des
Stickstoffgehaltes ist genau dieselbe, wie sie eben beim Harn be-
schrieben worden ist.

Man kann mit Hilfe der gleichen Methode den Stickstoffgehalt in
stickstoffhaltigen Substanzen, wie Harnstoff usw., feststellen. Wir
gehen dabei von abgewogenen Substanzmengen aus.

Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl im Mikroapparat®).

Man miBt mit einer in Zehntelkubikzentimeter eingeteilten Pipette
sehr genau 1—2 ccm Harn ab und 148t ihn in den in der Abb. 99
abgebildeten kleinen Kjeldahl-Kolben K flielen. Ferner fiigt man
zum Harn die folgenden Reagenzien:

Etwa 2 ccm rauchende Schwefelsdure fiir Stickstoffbestimmung,
5 bis 6 Tropfen einer etwa 10 prozentigen Kupfersulfatlosung, ein
Kristallchen Kalisulfat und eine Spatelspitze Talkum. Alle Chemi-
kalien miissen vollstdndig stickstofffrei sein. Nun wird im Kjeldahl-

1) Nach Emil Abderhalden und Andor Fodor.
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Verbrennungsofen erhitzt. Zunichst entweicht das Wasser. Sodann
tritt Verkohlung ein und die Lésung wird zuerst braun, dann dunkel-
braun und endlich schwarz. Sobald die Dunkelfirbung vollstéindig
verschwunden ist und die Losung eine hellgelbe Farbe angenommen
hat, ist die Verbrennung beendet.

Man 148t einige Minuten erkalten und beschleunigt die Abkiihlung
eventuell durch Hineinstellen des Kolbens in kaltes Wasser. Die

abgekiihlte Losung

wird mit etwa 1 bis

2 cem  destilliertem

Wasser verdiinnt,

worauf sie sich aber-

mals erwdrmt und

eine  griinlichblaue

Farbe annimmt. Sie

wird abermals ge-

kiithlt. Man bringt

nunmehr die inzwi-

schen  vorbereitete

Einlage (Stopfen aus

Gummi mit einer

Abb. 99. rechtwinklig geboge-

nen Glasréhre und

Aufsatz 4, s. Abb. 99) auf dem Verbrennungskolben an und setzt

sie, wie aus der Abb. 99 ersichtlich, mit der gleichfalls bereitstehen-

den Vorlage V in Verbindung, wobei man zu beachten hat, daB bei n

Glas an Glas gelangt. Die Vorlage ¥ wurde vorher mit genau
20 com '/, -n-Schwefelsdure beschickt.

Steht der Kolben mit der Vorlage in Verbindung, so setzt man
die Wasserstrahlpumpe in Gang und saugt so viel Luft durch den
Apparat, daB man jede einzelne Luftblase, die durch die Fliissigkeit
steigt, eben noch wahrnehmen kann. Man reguliert am besten nicht
mit der Pumpe selbst, sondern mit Hilfe eines Schraubenquetsch-
hahns, den man am Schlauch § angebracht hat. Die Pumpe 1iBt
man hierbei im vollen Gange laufen. Wahrend dieses regelméBigen
Luftdurchleitens wird aus einer spitz auslaufenden Pipette, die
man bei » an das rechtwinklig gebogene Glasrohr hilt, vorsichtig
33 prozentige Kjeldahl-Natronlauge in den Apparat gesaugt.
Man liBt die aus der Spitze der Pipette sehr langsam ausflieBende
Lauge an der Rohrenwand hinunterflieBen und achtet darauf, daB
man die Offnung bei » mit der Pipette nicht verstopft. In diesem
Falle wiirde im Apparate ein Vakuum entstehen, was zur Folge hitte,
da die gesamte Laugenmenge auf einmal und noch dazu ganz
stiirmisch, in den Kolben gesaugt wiirde, ein Umstand, der bedeu-
tende Stérungen nach sich ziehen konnte. Sobald die ausreichende
Laugenmenge zugeflossen ist und die Farbe der Fliissigkeit je nach
der hinzugefiigten Kupfersulfatmenge in eine bliuliche bis schwarze
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Farbe iibergegangen ist, hort man mit dem Alkalisieren auf und
verbindet bei » mit der Waschflasche W, die mit verdiinnter Sehwefel-
sdure gefiillt ist und den Zweck hat, zu vermeiden, da mit der
Luft Ammoniakdimpfe aus der Atmosphire des Laboratoriums in
die Vorlage V gelangen.

Durch die erfolgte Neutralisation erlangt die Fliissigkeit ein Vo-
lumen von ca. 8—10 ccm und eine Temperatur von ca. 60—70°.
Unter fortgesetzter Luftdurchsaugung wird nunmehr K mit einem
Brenner sehr vorsichtig erhitzt, wobei die Wasserdimpfe hauptséich-
lich in V kondensiert werden. Ein Teil erfihrt bereits in A eine
Kondensation. Sobald die Fliissigkeit in K so weit eingeengt ist, dafl
Salzausscheidung und demzufolge ein StoBen beim Erwirmen auf-
tritt, wird das weitere Erwirmen abgebrochen und die Luftdurch-
leitung bis zur Auskiihlung von K fortgesetzt.

In der Regel dauert der ganze Vorgang 20 Minuten. Ist dieser
Zeitpunkt erreicht, so 16st man die Schlauchverbindung bei n (Abb. 99)
und erst nachher bei m. Jetzt entfernt man den Einsatz aus der
Vorlage V, spiilt ihn innen und auflen mit destilliertem Wasser ab
und titriert die Siure unter Hinzufiigung eines Tropfens einer etwa
1 prozentigen Losung von alizarinsulfosaurem Natrium in Wasser mit
1/ on-Normallauge zuriick. Den Indikator kann man ev. auch schon
vor der Destillation zur !/, -n-Siure hinzufiigen. Vor der Zuriick-
titration wird V abgekiihlt!

Die Berechnung ist die gewdhnliche: jeder Kubikzentimeter der
verbrauchten !/, ,-n-Séure zeigt 0,001401 Gramm N an.

Beispiel: 2 ccm normaler Menschenharn werden verbrannt. Vor-
gelegt wurden 20 cem !/ ,-n-Shure. Beim Zuriicktitrieren verbraucht:
9,78 cem !/,,n-NaOH. Es wurden somit 10,22 cem der '/, -n-Siure
durch das iiberdestillierte Ammoniak gebunden. 10,22 ccm '/, -n-Séure
entsprechen 0,01431 Gramm N. Diese Menge ist in den angewandten
2 ccm Harn enthalten. Der Harn ist demnach an N 0,7155 prozentig.

Bestimmung des Aminostickstoffs im Harn nach Sérensen.

Die Ausfiihrung der Bestimmung erfolgt nach der Methode der
Formoltitration. Die ganze analytische Operation zerfallt in zwei
Teile: In die Vorbereitung der Losung und in die eigentliche Titration.

1. Vorbereitung. Zundchst muBl die Phosphorsidure und die
Kohlensiure entfernt werden. Ist, wie bei Harn, nur wenig Ammo-
niak vorhanden, so verfihrt man in folgender Weise: In ein 100 ccm
MeBkolbchen werden 50 ccm Harn pipettiert. Nun wird 1 cem der
weiter unten angegebenen Phenolphtaleinlosung zugefiigt und mit
2 g festem Bariumchlorid versetzt. Man schiittelt nun, bis sich
letzteres gelost hat und fiigh sodann, bis zur Rotfirbung, eine ge-
sdttigte Losung von Barythydrat hinzu. Jetzt fiillt man den Kolben
bis zur Marke mit ausgekochtem Wasser auf, schiittelt gut um und
filtriert nach 15 Minuten. 80 ccm des klaren roten Filtrates bringt
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man in einen neuen 100 ccm MeBkolben und neutralisiert die Fliissig-
keit durch Zusatz von /,-n-Salzséure gegen Lakmuspapier. Sodann
wird mit ausgekochtem Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Diese Losung
wird zur Formoltitration verwendet werden. Ferner muf in einem
aliquoten Teil, z. B. in 40 ccm der Ammoniakgehalt besonders bestimmt
werden. Weitere 40 ccm verwendet man fiir die Formoltitration.

2. Die Formoltitration erfordert folgende Losungen: 1. /. ,-n-
Natronlauge und */,-n-Salzsiure. 2. Eine Phenolphtaleinlgsung, ent-
haltend 0,5 g Phenolphtalein in einem Gemisch von 50 ccm Wasser
-+ 50 ccm Alkohol. 3. Eine Formollosung, die, wie folgt, bereitet
wird: 50 cem k&ufliches Formol werden mit 1 cem der Phenolphtal-
einlosung versetzt und */,-n-Natronlauge bis zur eben sichtbaren
Rosafirbung hinzugefiigt.

Die Ausfithrung der Titration selbst geschieht in folgender Weise:
In ein Erlenmeyer-Kolbchen werden 40 ccm der in der oben
erwihnten Weise vorbereiteten und neutralisierten Fliissigkeit hinein-
pipettiert und in einen gleichgroBen Erlenmeyer-Kolben 40 ccm
ausgekochtes Wasser gebracht. Diese zweite Probe dient als Farb-
kontrolle. Nachdem man in beide Kolben je 10 cem der in der
oben angegebenen Weise frisch hergestellten Formollosung gebracht
hat, stellt man zuniichst die Kontrolle auf Farbstadium I, d. h. eine
ganz schwache, eben sichtbare rosa Farbe ein, indem man die Kon-
trolle tropfenweise mit */,-n-Lauge versetzt. Jetzt fiigt man einen
weiteren Tropfen der gleichen Lauge zur Kontrolle und hat dadurch
das 2. Stadium hergestellt. Nunmehr wird die eigentliche Titrations-
probe mit !/,-n-Lauge auf das 2. Stadium titriert, was durch Ver-
gleich mit der Kontrolle leicht zu bewerkstelligen ist. Um richtig ver-
gleichen zu konnen, mufl die Kontrolle mit ausgekochtem Wasser
auf das Volumen der Titrationsprobe gebracht werden. Ist das
2. Stadium in der Titrierprobe erreicht, so iiberalkalisiert man die
Kontrolle durch hinzufiigen von 2 Tropfen n/,-Lauge und erreicht
auf diese Weise das 3. Stadium. Jetzt wird auch die Titrierprobe
auf die Farbo des 3. Stadiums eingestellt und die Differenz im Bii-
rettenstand zwischen Stadium IT und IIT zur Kubikzentimeterzahl
hinzuaddiert, die verbraucht wurde, um in der Titrationsprobe auf
das Stadium II zu gelangen. Die Berechnung erfolgt in der Weise,
da man fiir jeden Kubikzentimeter der verbrauchten */ -n-Lauge
0,0028 g N in Rechnung setzt. Vom so erhaltenen N-Wert muBl der
in einer besonderen Probe (s. 0.) festgestellte Ammoniak-N-Wert
abgezogen werden. Es muB beriicksichtigt werden, daB 40 ccm der
vorbereiteten und neutralisierten Losung 16 ccm des urspriinglichen
Harns entsprechen.

Bestimmung des Ammoniaks im Harn
(nach Kriiger-Reich-Schittenhelm).

25 cem filtrierten Harnes werden in einen Rundkolben b (Abb. 100)
gegeben. Man setzt 10 Gramm Kochsalz hinzu und ferner trockenes
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Natriumkarbonat, bis deutlich alkalische Reaktion vorhanden ist. Es
geniigt in den meisten Fillen 1 Gramm Natriumkarbonat. Der
Kolben wird durch einen Gummistopfen verschlossen, der zwei Durch-
bohrungen besitzt. Durch die eine Offnung fithrt man einen Tropf-
trichter @, durch die andere ein Rohr, das mit einem etwa 4 cm
weiten, U-formig gebogenen Rohr ¢ in Verbindung steht. Dieses
befindet sich in einem Topf mit Eiswassermischung. In dieses U-f6r-
mige, sog. Peligotrohr, gibt man 10—30 ccm 1/, -n-Schwefelsdure,
einige Tropfen Rosolsiure und so viel Wasser, daB der wagerechte
Schenkel des Rohres damit gerade gefiillt ist. Der zweite vertikale
Schenkel der Peligotrdhre steht mit der Wasserstrahlluftpumpe in
Verbindung (d). Nun beginnt man zu evakuieren. Sobald das Va-
kuum das Maximum erreicht hat,

gibt man durch den Tropftrichter

etwa 20 ccm absoluten Alkohol in

den Rundkolben hinein und be-

ginnt nun mit dem Erwéirmen des

Wasserbades. Man steige mit der

Temperatur nicht tiber 45 Etwa

alle 10 Minuten gibt man von

neuem aus dem Tropftrichter

15—20 ccm Alkohol hinzu. Wenn

das Wasser zu rasch verdunstet,

dann ergdnzt man es vom Tropf-

trichter aus. Zum SchluBl gibt

man zur Verjagung der in der

Uberleitungsrohre sich  befind- Abb. 100. Ammoniakbestimmung.
lichen Wassertropfen noch 10 ccm

Alkohol hinzu. Die ganze Bestimmung ist vom Beginn des lebhaften
Siedens an gerechnet in 15—20 Minuten beendet. Es wird nun das
Evakuieren unterbrochen und der Inhalt des Peligotrohres in einen
enghalsigen Erlenmeyer-Kolben iibergefithrt und die Roéhre mit
destilliertem Wasser ausgespiilt. Denn titriert man mit '/, -n-Natron-
lauge und stellt fest, wieviel von der vorgelegten !/, -n-Schwefelsiure
von Ammoniak gebunden worden ist. Die Berechnung des Stickstoff-
gehaltes ist genau dieselbe, wie sie S. 143 angegeben worden ist.

Bestimmung der Schwefelsiure im Harn.

Im Harn findet sich der Schwefel in verschiedener Form. Einmal
haben wir oxydierten Schwefel, in der Hauptsache in Form von
Schwefelsiure. Diese ist zum Teil als solche (S8O,-Ion) vorhanden,
zum Teil findet sie sich in Form der Atherschwefelsiuren. Daneben
haben wir aber auch unoxydierten, sog. neutralen Schwefel.
Nach der folgenden Methode kénnen wir diese Formen nebenein-
ander bestimmen.

Zunéchst bestimmt man den gesamten Schwefelgehalt des
Harnes. 25cem Harn werden in einer Platinschale auf dem Wasser-
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bade auf ein kleines Volumen eingedampft. Dann gibt man 20 Gramm
eines sog. Salpetergemisches hinzu. Dieses besteht aus drei Gewichts-
teilen Kalisalpeter und einem Gewichtsteil Natriumkarbonat. Nun
wird vorsichtig auf freiem Feuer erhitzt, bis das Ganze zusammen-
schmilzt und die Schmelze vollstéindig weill ist. Diese wird in Wasser
gelst, die Losung in einen Kolben gegossen und die Schale sorgfiltig
mit Wasser ausgespiilt. Zu der Lésung gibt man (nach Salkowski)
durch einen Trichter ganz allmihlich 100 cem Salzsiure. Nun wird
der Kolben auf ein Dampfbad gestellt und bei aufgesetztem Trichter
so lange erhitzt, bis die Gasentwicklung ganz aufgehort hat. Man
gieBt dann die Fliissigkeit in eine Porzellanschale, verdampft bis zur
Trockene und iibergieBt den Riickstand wieder mit 100 ccm Salz-
siure unter Umriihren und dampft noch einmal ab. Diese Operatien
muB noch zweimal wiederholt werden. Dann wird der Riickstand in
Wasser aufgenommen, filtriert und die in einem Erlenmeyerkolbchen
befindliche Fliissigkeit auf einem Drahtnetz bis zum Beginn des Siedens
erhitzt. Man gibt jetzt vorsichtig 10 cem heiler Chlorbariumlésung
hinzu, 148t 24 Stunden stehen und filtriert durch ein aschefreies
Filter ab. Der Filter wird samt dem Niederschlag in einen Platin-
tiegel gegeben und darin im Trockenschrank getrocknet. Man er-
hitzt den Platintiegel zunichst bei aufgelegtem Deckel ganz allméh-
lich und schlieBlich nach Abnahme des Deckels 5 Minuten lang sehr
intensiv. Der Inhalt des Tiegels muB vollig weil erscheinen. Ist
dies nicht der Fall, dann muB das Erhitzen weiter fortgesetzt werden.
Man liBt erkalten und wiegt. Das gefundene Gewicht weniger dem-
jenigen des leeren Platintiegels gibt die Menge an Bariumsulfat.
Die gefundene Menge, mit 0,420176 multipliziert, ergibt die Quan-
titdt der Schwefelsdure und mit 0,137380 multipliziert die Menge
Schwefel (vgl. S.51).

Nunmehr bestimmt man die freie und die gebundene Schwefel-
siure des Harnes nebeneinander. Zieht man die auf diese beiden
entfallende Menge Schwefel von der gefundenen Menge an Gesamt-
schwefel ab, dann erhilt man die Menge des sog. Neutralschwefels. Es
werden 100 cecm Harn mit etwa der gleichen Menge Wasser verdiinnt.
Nach Zugabe von 3 ccm Essigsdure wird Bariumhydroxyd in Losung
im UberschuB zugesetzt und auf dem Wasserbade */,—*/, Stunde
erwirmt. Nun 148t man abkiihlen und filtriert den Niederschlag auf
einem aschefreien Filter ab, wischt mit Wasser nach, bringt den
Filter mitsamt dem Niederschlag in einen Platintiegel und verascht,
wie oben angegeben, und bestimmt das Gewicht des Bariumsulfates.
Der so bestimmte Schwefel entspricht der freien Schwefelsdure
bzw. dem Sulfatschwefel.

Zu dem Filtrat gibt man 6 ccm konzentrierte Salzsdure und kocht
etwa 15 Minuten lang. Es entsteht von neuem ein Niederschlag von
Bariumsulfat. Durch die Salzsiure sind die gepaarten Schwefel-
siuren, die sog. Atherschwefelsduren, gespalten worden. Die
freie Schwefelsiure reagiert dann mit dem gleich von Anfang vor-
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handenen UberschuB an Barium. Auch hier wird wieder durch ein
aschefreies Filter filtriert, getrocknet und im Platintiegel verascht.
Man priife in beiden Féllen im Filtrat vom Bariumsulfat, ob bei
weiterem Zusatz von Barythydrat noch Fillung eintritt!

Nachweis von Phenol im Harn.
C,H,-OH.

Zu 200 ccm Harn gibt man zur Spaltung des gepaarten Phenols
50 ccm konz. Salzsiure und destilliert dann unter Anwendung eines
schréig gestellten Kiihlers so lange, bis eine Probe des Destillates nach
Zusatz von Bromwasser keine Tritbung mehr zeigt. Dies ist meist
der Fall, wenn etwa 50—80 ccm der Fliissigkeit abdestilliert sind.
Das Destillat wird nun mit Natriumkarbonat bis zur alkalischen
Reaktion versetzt und wiederum destilliert. Nachdem etwa 50 ccm
iibergegangen sind, fithrt man Proben auf Phenol und Kresol aus.
Gibt man zu einer Probe des Destillates Millons Reagenz, dann
erhdlt man Rotfirbung, oder aber auch einen roten Niederschlag,
wenn grofere Mengen von Phenol oder Kresol vorhanden sind. Fiigt
man zu einer Probe Bromwasser im UberschuB, dann fillt ein gelber
bis braunlich gefdrbter kristallinischer Niederschlag aus. Er besteht
zum allergroBBten Teil aus Tribromphenol. Setzt man verdiinnte
Eisenchloridlosung hinzu, dann tritt Violett- bis Blaufdrbung ein.

Nachweis von Indoxylschwefelsiure im Harn durch Uberfiihrung
in Indigoblau (sogenannte Jaffesche Indikanprobe).

CO CO
/0. 0-SOH. > e—6 o,
| | 64 64
v\ CH N/ N
NH NH NH
Indoxylschwefelsdure. Indigoblau.

Indoxylschwefelsiure findet sich fast stets im Harn. Beim Men-
schen ist die Menge jedoch eine sehr wechselnde und oft eine sehr
geringe. Man beniitzt am besten zur Darstellung von Indigoblau aus
Harn den Urin eines Pflanzenfressers, z. B. vom Pferde. Man gibt
zu dem Harne etwa das gleiche Volumen konzentrierter Salzsdure
und bewirkt dadurch eine Spaltung der Indoxylschwefelsiure. Nun
wird oxydiert. Man benutzt hierzu entweder Chlorkalklésung oder
eine solche von Eisenchlorid. Sehr gute Resultate gibt die Anwen-
dung von Chlorkalklosung. Man verwendet eine verdiinnte Losung
davon und fiigt diese tropfenweise unter fortwéhrendem Umschiitteln
zum Harn. Dann gibt man wenig Chloroform zu und schiittelt durch.
Das Chloroform firbt sich blau, indem es das gebildete Indigoblau
aufnimmt. Am besten stellt man mehrere Proben an. Eine be-
stimmte Menge des anzuwendenden Chlorkalks kann man nicht an-
geben, da die im Harn enthaltene Menge Indoxylschwefelsdure nicht
bekannt ist.



156 Physiologische Untersuchungen mit Hilfe chemischer Methoden.

Eine zweite Art des Nachweises, die auch zu guten Resultaten
fiihrt, ist die folgende: Es wird der Harn mit Bleizuckerlésung oder
Bleiessig ausgefillt, dann filtriert und zu dem Filtrat das gleiche
Volumen eisenchloridhaltige, rauchende Salzsiure hinzugesetzt — auf
1000 Teile 2—4 Teile Eisenchlorid. Nun wird 1—2 Minuten lang
stark durchgeschiittelt und dann der Farbstoff ebenfalls in Chloro-
form aufgenommen.

Darstellung von Hippursidure aus Pferdeharn.
CsH,CO-NH-CH,-COOH.

Es werden 500 ccm Pferdeharn mit so viel Kalkmilch versetzt,
daB die Reaktion stark alkalisch wird. Jetzt wird erwirmt, filtriert
und das Filtrat bis zur Sirupkonsistenz eingedampft. Den Riickstand
fallt man mit Alkohol, rithrt gut durch, filtriert dann und verdunstet
den Alkoholauszug. Der verbleibende Riickstand wird nach volligem
Erkalten mit Salzsiure stark angesiuert. Hierbei scheidet sich die
Hippursdure kristallinisch ab. Nach einigem Stehen werden die Kri-
stalle abgenutscht, scharf abgepre8t und dann in Wasser unter Zu-
satz von etwas Ammoniak gelost. Die gelbgefirbte Losung wird unter
Zufiigen von etwas Tierkohle aufgekocht, dann filtriert und das Fil-
trat eingedampft. Zum Riickstand gibt man wiederum Salzséure,
nutscht die Kristallmasse wieder ab, wischt sie mit wenig eiskaltem
Wasser und preft scharf ab. Die Kristalle werden dann im Vakuum-
exsikkator getrocknet. Es ist zweckmiiBig, eine Probe der feuchten
Masse unter dem Mikroskop zu untersuchen. Beobachtet man un-
regelmiBig gezackte Blittchen, dann deutet dies auf die Anwesen-
heit von Benzoé&sédure hin. In diesem Falle werden die getrock-
neten Kristalle mit Petroldther ausgezogen. Dieser 16st die Benzoé-
siure und 1aBt die Hippursidure ungeldst.

Die Hippursiure schmilzt bei 187° Beim Kochen mit starkem
Alkali wird sie unter Wasseraufnahme in Glykokoll und Benzoé-

sdure gespalten C,H,-CO-NH.CH,-COOH

-+ OHH
C,H,-COOH - NH, - CH, - COOH
Benzoésiure Glykokoll

Nach erfolgtem Neutralisieren mit Siure kann man die eingedampfte
Masse mit Petroldther ausziehen und so die Benzoésiure nachweisen.
Das Glykokoll trennt man am besten ab, indem man es in den salz-
sauren Ester iiberfiihrt (vgl. S. 107 ff).

Isolierung von Kreatinin aus Harn.
~ NH
C=NH
. N(CH,)-CH,-CO.
500 ccm Menschenharn werden mit einem Gemisch von 1 Volumen
gesittigter Bariumnitratlosung und 2 Volumina gesittigter Baryt-
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16sung versetzt, bis keine Féllung mehr entsteht. Man filtriert ab
und dampft das Filtrat auf dem Wasserbade bis zum Sirup ein.
Dann gibt man etwa ebensoviel absoluten Alkohol zu, rithrt gut
durch und filtriert von den ausgeschiedenen Salzen ab. Das Filtrat
versetzt man mit 20 Tropfen einer konzentrierten alkoholischen Chlor-
zinklosung. Nach 1—2 tagigem Stehen erscheinen an der Wand
des Gefifles prachtvolle XKristalldrusen von Kreatininchlorzink
(C,H,N,0),-ZnCl,. Die Kristalle werden abgenutscht und mit abso-
lutem Alkohol ausgewaschen.

Durch Kochen der heiflen, wésserigen Losung des Chlorzinksalzes
mit kohlensaurem Bleioxyd zersetzt man es. Man filtriert heil ab,
kocht das Filtrat mit etwas Tierkohle auf, filtriert wieder und
dampft nun zur Trockene ein. Den Riickstand zieht man mit kaltem
absolutem Alkohol aus und verdunstet diesen. Das Kreatinin bildet
farblose Prismen. Einige Kristalle von dem Kreatinin werden zu
einem feinen Pulver zerrieben und dann im Reagenzglas in Wasser
gelost. Setzt man einige Tropfen Nitroprussidnatriumlosung hinzu
und etwas Natronlauge, so erhilt man eine tiefrote Farbung, welche
aber sehr rasch abblaBt und schlieflich strohgelb wird (Weylsche
Reaktion).

Gewinnung von Harnstoff aus Harn.
/ NH,
c=0 .
\NH,

500 com Menschenharn werden in einer Porzellanschale auf dem
Babobleche auf etwa 200 cem eingedampft. Das weitere Eindampfen
besorgt man auf dem Wasserbade, bis ein Sirup iibrig bleibt. Dieser
wird mit 150 ccm Alkohol gefillt. Man 146t unter Umriihren eine
halbe Stunde stehen und filtriert dann von dem Riickstand ab. Das
Filtrat wird hierauf auf dem Wasserbade moglichst vollstindig ver-
dampft. Nach dem Erkalten fiigt man das doppelte Volumen auf 0°
abgekiihlte konzentrierte Salpetersdure hinzu und riihrt dabei um.
Bald scheidet sich der Harnstoff als salpetersaures Salz ab. Man
1aBt 2 Stunden stehen und filtriert dann am besten auf Glaswolle
ab. Den Riickstand wéscht man mit wenig kalter Salpetersdure und
gibt dann die Kristalle auf eine Tonplatte.

Will man aus dem salpetersauren Harnstoff den Harnstoff selbst
gewinnen, dann iibergiet man ersteren in einer Porzellanschale mit
Wasser und gibt dann vorsichtig Bariumkarbonat hinzu, riihrt gut
um, erwidrmt und fihrt mit dem Zusatz des Bariumkarbonates so
lange fort, bis die Fliissigkeit nicht mehr sauer reagiert. Dann wird
filtriert und mit wenig Wasser nachgewaschen. Ist das Filtrat gelb
gefidrbt, dann entfirbt man durch Aufkochen mit etwas Tierkohle.
Nach erfolgter Filtration wird der Harnstoff vom entstandenen
Bariumnitrat getrennt, indem man zundchst zur Trockne verdampft
und den Riickstand mit Alkohol auszieht. In diesen geht nur der



158 Physiologische Untersuchungen mit Hilfe chemischer Methoden.

Harnstoff hinein. Die' alkoholische Losung wird abfiltriert und bis
auf ein kleines Volumen eingedampft. Es tritt bald Kristallisation
von Harnstoff auf. Um diesen zu reinigen, wird er noch einmal in
wenig absolutem Alkohol aufgenommen und die Losung unter Zu-
satz von wenig Tierkohle gekocht. Das Filtrat wird dann wieder
eingedunstet.

Darstellung von Harnsdure aus Harn.

NH — CO
L

0C C—NH
I poo
NH —C — NH

100 ccm Menschenharn werden mit 50 cem rauchender Salzsdure
versetzt. Nach 24 stiindigem Stehen im Eisschranke haben sich Kri-
stalle abgeschieden. Sie werden abfiltriert und mit kaltem Wasser
gewaschen. Man erhélt nicht in allen Fallen Kristallisation. Oft ist
der Harn zu verdiinnt. In diesem Falle mufl er zuerst eingeengt
werden. Die Kristalle sind meistens etwas gefirbt. Durch Waschen
mit Alkohol kann man einen grofen Teil des Farbstoffs entfernen.
Zur Reinigung werden die Harnsdurekristalle in wenig Natronlauge
gelost und entweder mit Chlorammonium als saures harnsaures
Ammoniak gefillt. Aus diesem kann man dann nach erfolgter Fil-
tration die Harnsiure mit Salzsiure abscheiden. Oder aber man
kocht die Losung in Natronlauge mit Tierkohle auf, filtriert und
fallt direkt mit Salzsiure. Die Harnsiure bildet ein kristallinisches,
farbloses Pulver.

Darstellung von Harnséure aus Guano.

50 Gramm des genannten Produktes werden in einer Reibschale
fein zerrieben, dann mit 500 ccm Wasser und 100 ccm Natronlauge
zum Sieden erhitzt. Es tritt hierbei sehr starkes Schiumen auf.
Man erhitzt unter Ersatz des verdampften Wassers so lange, bis der-
groBte Teil in Losung iibergegangen ist. Waihrend der Operation
entweichen grofle Mengen von Ammoniakddmpfen. Jetzt wird filtriert.
Das Filtrat gieBt man in etwa 300 ccm 20 prozentige Schwefelséure,
die man in einer Porzellanschale zum Sieden erhitzt hat. Man er-
hitzt nun weiter, bis die Fliissigkeit starkes StoBen zeigt. Dieses
ist durch die Abscheidung eines kristallinischen Bodensatzes bedingt.
Man laBt nun erkalten und filtriert die ausgeschiedenen Kristalle ab.
Man wischt diese so lange mit Wasser, bis das Filtrat mit Baryt-
wasser keine Fillung mehr gibt.

Wird etwas Harnsfure mit Wasser iibergossen und unter Zusatz
von Natronlauge geldst, so erhalten wir beim Kochen mit Fehling-
scher Losung entweder Abscheidung von weiflem, harnsaurem Kupfer-
oxydul oder, wenn man geniigende Mengen von Kupferoxyd hinzu-
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gefiigt hat, rotes Kupferoxydul. Diese Tatsache ist von groSter
Wichtigkeit. Wir kénnen mit zuckerfreiem Harn, wenn er an Harn-
sédure reich ist, positive Reduktionsproben erhalten!

Nachweis von Fermenten in Geweben.

Einem eben getdteten Kaninchen wird z. B. die Leber entnommen.
Sie wird in groBe Stiicke zerschnitten, dann durch eine Fleisch-
hackmaschine getrieben, der Brei in einer
Reibschale mit etwa der gleichen Menge Sand
innig verrieben und nun die doppelte Menge
Kieselgur zugefiigt. Man mischt mit dem

Abb. 101. Abb. 102.
Hydraulische Presse. Fruchtpresse.

Pistill kriaftig durch. Die ganze Masse bildet schlieBlich eine leicht
knetbare, plastische Masse. Man gibt sie, nachdem
man sie sorgfiltig in Segeltuch eingeschlagen hat, in
das Prefigefif einer hydraulischen Presse (Abb. 101)
und preBt bis zu 300 Atmosphéren Druck aus. Am
besten fingt man den ausflieBenden Saft in meh-
reren Fraktionen auf. Man kann sich in gleicher
Weise nach dem beschriebenen, von E. Buchner
ausgearbeiteten Verfahren auch aus Hefezellen
PreBsaft bereiten und ferner auch aus Pflanzen-
teilen, z. B. Samen. Hat man sehr saftreiche Or-
gane, dann kommt man oft auch mit einer gut
gearbeiteten Fruchtpresse zum Ziele (vgl. Abb. 102).
Den meist etwas triilben Saft stellt man 12
bis 24 Stunden in den Brutschrank und filtriert
ihn dann durch eine sog. Filterkerze b (Abb. 103). Abb. 103.
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Diege befindet sich in dem GefdB a, in das hinein man den Leber-
prefisaft gibt. o sitzt auf einer Saugflasche. Das Filtrat fingt man
im Reagenzglas ¢ auf. Von dem filtrierten Saft gibt man 1 cem in
einem Reagenzglas zu 10 ccm einer 25 prozentigen wisserigen Lo-
sung von Seidenpepton (vgl. S.78), iiberschichtet die Losung mit
Toluol und stellt das gut verschlossene Gefidfl in den Brutschrank.
Nach wenigen Stunden beobachtet man das Auftreten von Tyrosin-
kristallen.

1 ccm des Prefsaftes fiigen wir ferner zu der Losung eines Poly-
peptids, z. B. zu dl-Leuzyl-glyzin (vgl. S.139) oder dl-Alanyl-glyzyl-
glyzin (vgl. S.138) und fiillen das Gemisch in ein Polarisationsrohr
und verfolgen die Drehung. Es tritt bald asymmetrische Spaltung
ein. Das Gemisch wird optisch aktiv (vgl. die Methode betreffend
auch S.61). Wir konnen ferner auch auf das Vorhandensein von
Diastase (vgl. 8. 62) und Lipase (vgl. S.71) priifen.



Zweiter Teil.

Methoden
der Stoffwechselphysiologie.

Quantitative Bestimmung des Stickstoft-
stoffwechsels.

Wir wahlen als Versuchstier einen Hund. Wir geben ihm eine
Nahrung von bekannter Zusammensetzung und bestimmtem Gewicht.
In dieser stellen wir den Stickstoffgehalt nach Kjeldahl (vgl. S.147).
fest (Einnahme), und ebenso bestimmen wir den Stickstoffgehalt im
Kot und Harn (Ausgabe). Als stickstoffhaltige Nahrung wihlen wir
Fleisch. Dieses zerkleinern wir
mit einer Fleischhackmaschine.

Der Fleischbrei wird dann in

einer Porzellanschale unter

haufigem Umrithren auf dem

Wasserbade getrocknet. Dann

geben wir das Fleischpulver in

eine gut verschlieBbare Flasche

und bestimmen in einem ali-

quoten Teil davon den Stick-

stoffgehalt. Wir wollen anneh-

men, daB in einem Gramm

Fleisch 0,1 Gramm Stickstoff

enthalten seien. Das Versuchs-

tier 148t man vor der Fiitte- Abb, 104,

rung 24 Stunden hungern. Dann

stellen wir zu Beginn des Versuches sein Korpergewicht fest. Wir
wollen annehmen, der Hund wiege 3000 Gramm. Wir geben ihm
2 Gramm Stickstoff in Form des Fleisches, brauchen also 20 Gramm
Fleischpulver. Dazu fiigen wir noch 20 Gramm Stérke, 10 Gramm
Traubenzucker, 10 Gramm Rohrzucker und 20 Gramm Fett. Alle diese
Produkte priifen wir auf Stickstofffreiheit. Ferner geben wir dem

Abderhalden, Praktikum. 3. Aufl. . 11
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Versuchstier 150 ccm Wasser. Der Hund wird in einen Stoffwechsel-
kifig gesetzt (vgl. Abb. 104). Dieser gestattet ein getrenntes Auf-
fangen des Kotes und des Harnes. Der Kot bleibt auf dem Boden,
auf dem das Tier sich befindet, liegen, wéhrend der Harn an den
nach unten trichterférmig zusammenstofenden Wénden b des Kifigs
ablduft und sich durch ein Rohr in ein untergestelltes Gefill a er-
gieBt. Nach 24 Stunden wird der in dieser Zeit gelassene Harn in
einem MeBzylinder genau abgemessen. Dann setzen wir das Auf-
fangegefall sofort wieder unter die AbfluBmiindung des Kifigs, sam-
meln den etwa vorhandenen Kot quantitativ in eine Schale, fiigen
5—10 ccm n-Schwefelsdure hinzu und trocknen den Schaleninhalt im
Trockenschrank bei 120° bis zur Gewichtskonstanz. Den Kifig spiilen
wir nun sorgfiltic mit warmem Wasser aus, um etwa an den Wénden
des Kifigs haftenden eingetrockneten Harn in Losung zu bringen.
Das Spillwasser geben wir zum unverdiinnten Urin, mischen gut
durch, messen das gesamte Volumen ab und bestimmen nun in
5—10 ccm des verdiinnten Harns den Stickstoffgehalt nach Kjeldahl.
Den Kot pulvern wir, nachdem wir sein Gewicht festgestellt haben,
in einer Reibschale und bestimmen in einem Gramm ebenfalls den
Stickstoffgehalt nach Kjeldahl. Sowohl beim Urin, als beim Kot
berechnen wir dann den Stickstoffgehalt auf die gesamte Menge
und stellen fest, ob mehr oder weniger oder gleich viel Stickstoff
ausgeschieden worden ist, wie eingenommen wurde (Berechnung der
Stickstoffbilanz). Wir bestimmen ferner wieder das Kérpergewicht.

Bestimmung des Gaswechsels.

a) Versuche an Tieren.

In Abbildung 105 ist ein Gaswechselversuch an einem Meer-
schweinchen dargestellt. Das Tier befindet sich in einem luftdicht
verschlieBbaren Raum «. Er erhilt durch das Rohr b, das durch
den im Tubus ¢ befindlichen Gummistopfen hindurchgefiihrt ist, Luft
zugefiithrt, die sorgfiltig von Wasser und Kohlensiure befreit ist.
Die Luft wird mit Hilfe der Wasserstrahlpumpe p angesaugt. Sie
nimmt den Weg durch das mit Natronkalk gefiillte Gefdl 1 und
kommt von da in die Flagche 2, die gléichfalls Natronkalk ent-
hilt. Dann streicht die Luft durch die Flaschen 3, 4, 5 und 6.
In Flasche 3 befindet sich Natronlauge, in Flasche 4 Barytwasser
und in Flasche 5 konzentrierte Schwefelsiure. In Flasche 6 endlich
ist Natronkalk und Kalihydrat eingefiilll. Aus dem Atemkasten a
stromt die Luft bei geschlossenem Hahn d durch die U-Rohre 7
bis 12. Davon sind Rohr 7 und 8 mit Bimsteinen, die mit Schwefel-
sdure getrinkt sind, beschickt. In diesen beiden Gefiflen wird die
aus dem Raum a abgesaugte Luft getrocknet. In den GefidBlen 9
und 10 ist Natronkalk vorhanden. In Gefd 11 befinden sich Bim-
steinstiickchen, die mit konzentrierter Schwefelsdure iibergossen sind.
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Vor dem Versuch sind die Gefifle 9, 10 und 11 genau gewogen
worden. Nach dem Versuch, der eine halbe Stunde bis eine Stunde
dauert, werden die GefiBe wieder gewogen und festgestellt, um wieviel
ihr Gewicht zugenommen hat. Wir stellen so die ausgeatmete Kohlen-
siiure fest und berechnen den gefundenen Wert auf eine Stunde und
ein Kilogramm Korpergewicht des Versuchstieres. Dieses ist vor

Abb. 105.

dem Versuch gewogen worden. m stellt einen Manometer dar, der
eine genaue Einstellung der Geschwindigkeit des Luftstromes ge-
stattet und in jedem Augenblick ermdglickt festzustellen, ob der
ganze Apparat in allen seinen Teilen dicht ist.

b) Versuche an Gewebszellen.

Messung der Oxydationsgeschwindigkeit in Zellen und
Geweben nach Barcroft.

Das Prinzip dieser Methode, den Sauerstoffverbrauch von Zellen
oder Geweben nach bestimmten Zeiten zu messen, ist folgendes:

Das Gewebe bzw. die Zellen, die in einer Nahrlosung suspendiert
sind, werden in einem abgeschlossenen Raum geschiittelt. Dadurch
wird erreicht, dafl die N&éhrlosung dauvernd mit Luft geséttigt ist.
Die bei der Zellatmung entstehende Kohlensdure wird durch Natron-
lauge absorbiert. Der aus der Luft entnommene Sauerstoff wird
durch Messung der Druckabnahme im abgeschlossenen Raum be-
stimmt. :
Der abgeschlossene Raum wird von einem kegelférmigen Analysen-
gefdl b, Abb. 106, gebildet. An seinem Boden ist ®in kleines, unten
geschlossenes Glasr6hrchen ¢ eingeschmolzen, in das man ein paar
nicht ganz bis zum oberen Rande reichende Glaskapillaren setzt.
Dieses Gléschen dient zur Aufnahme der Lauge. Die Kapillaren

11*
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bewirken VergroBerung der Oberfliche. Die Form der Gefile er-
moglicht sowohl leichte Séttigung der Losung, wie Absorption der
gebildeten Kohlensdure. Uber das duBere Ende des in das Analysen-
gefaB eingeschmolzenen Rohrchens wird ein Gummischlauch ¢ ge-
zogen, der in seinem unteren Teil gespalten ist, so daB
. er gut federt. An diesen Schlauch schlagen die Federn d
S des Schiittelapparates an. Das Analysengefal wird mittels .
eines eingeschliffenen Stopsels s geschlossen, der in eine
5 kurze Glaskapillare auslduft.
Diese Kapillare stellt die Verbindung mit einem
Barcroftschen Manometer a (Abb. 107) her. Sie hat die
9  gleiche Weite wie das Manometerrohr, an das sie durch
einen dickwandigen Gummischlauch so angeschlossen wird,
daB Glas an Glas zu liegen kommt.

Das am Manometer befestigte Analysengefdll wird in

Abb, 106, einen Thermostaten g gehiingt. In diesen taucht auch

eine Achse mit einem horizontal gestellten Windfliigel f
(Buchstabe f im Innern des GefiBes g!). Sie wird mittels eines
Motors und eines Schnurlaufes in drehende Bewegung gesetzt. Es
wird dadurch das Wassers im Thermostaten stindig griindlich ge-
mischt. Im oberen Teil triigt die Achse auBerdem noch ein in der
Hohe verstellbares Drahtkreuz d, an
dessen Sprossen verstellbare Spiral-
federn befestigt sind. Sie bewirken
das Schiitteln der Analysengefifle. Es
ist von groBer Bedeutung fiir den
Versuch, daB das Schiitteln durch
Verstellen des Kreuzes und durch
Verschieben der Federn richtig regu-
liert wird. Ist der Anschlag zu stark,
so kann die Schlauchverbindung oder
der Schliff gelockert werden, ferner
kann Niahrlosung in die Lauge und
umgekehrt flieBen, wodurch der Ver-
such natiirlich verdorben ist; ist er
zu schwach, so wird die Losung nicht
geniigend mit Luftsauerstoff gesittigt.
— Ein Manometer mit Gefdfl wird
fiir gew6hnlich als Thermobarometer
im Thermostaten mit angebracht.
Dieses braucht natiirlich nicht ge-
schiittelt zu werden.

Zu den Versuchen werden folgende Losungen beniitzt: Einmal
die Nahrflissigkeit, die den Zellen, deren Atmung gerade untersucht
werden soll, entsprechend sein muBl. — Zur Absorption der Kohlen-
siiure wird eine »/ -NaOH verwendet, die unter CO, Abschlufl auf-
zubewahren ist. — Zur Manometerfiillung ist von Brodie folgende

Abb. 107.
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Losung angegeben worden: 500 cem Wasser, 23 g NaCl, 5 g Natr.
choleinic. Merck, etwas Thymol. Diese Losung soll das spez. Gew.
1,034 haben. Es iibt dann eine Siule von 10000 mm den Druck einer
Atmosphére aus. Die Losung hat den Vorzug, dafl sie nicht an der
Wand der Kapillare haftet, und daB bei dem angegebenen spez. Gew.
die Berechnung der Resultate vereinfacht wird.

Ausfiihrung eines Versuchs.

Zur Messung des Sauerstoffverbrauchs von Zellen machen wir
folgenden Versuch. Wir nehmen die Hoden eines frisch gettteten
Meerschweinchens, zerteilen sie so, daB ein homogener Brei daraus
entsteht. Von diesem wiegen wir 1,0 g ab. — Vorher haben wir
die gereinigten und getrockneten AnalysengefiBle bereitgestellt. In
das eingeschmolzene Rohrchen wurden mit einer Pipette 0,2 com
der »/, NaOH gegeben, in das Gefd selbst 1 cem Nahrlosung (in
unserem Falle Ringersche Fliissigkeit). In dieser wird der Hoden-
brei nunmehr suspendiert. Die GefiBle werden an die mit den Mano-
metern verbundenen Stopseln fest angedreht, bis im Schliff keine
Drehung mehr méglich ist. Nun werden die Apparate mit offenem
Manometerhahn ¢ in den Thermostaten gesetzt und an dessen Wand
gut befestigt. Man wartet nun 10 Minuten, bis die Temperatur aus-
geglichen ist, stellt dann mittels der Schraube f die Manometerfiil-
lung auf die gewihlte Marke ein und schlieft den Hahn des Mano-
meters. Die Zeit wird notiert.

Wihrend des Versuchs ist stets zu kontrollieren, ob die Gefifle
geniigend und gleichm#Big geschiittelt werden. — Wir lesen z. B.
nach einer '/, Stunde ab, indem wir im geschlossenen Manometer-
schenkel auf die Marke einstellen und die Druckdifferenz im freien
Schenkel ablesen. Gleichzeitig lesen wir am Thermobarometer ab.

Berechnung der Resultate: Aus der Druckabnahme und dem
Volumen des Gasraums koénnen wir direkt den Sauerstoffverbrauch
p-v
o (14-t)
Druckabnahme, v das Volumen des Gasraumes und ¢ die Temperatur
des Wasserbades ist. Durch diese Formel wird der Sauerstoffverbrauch
angegeben, reduziert auf 0° und Atmosphérendruck (10000 mm Ma-

nometerfl. — 750 mm Hg).
Das Volumen des Gasraumes (v) ist folgendermafien zu be-
rechnen:

Zu dem Volumen des Analysengefdfles, das durch Wégung leicht
festzustellen ist, wird der Inhalt der Kapillare des Manometers vom
Verbindungsstiick bis zum Stand der Manometerfliissigkeit addiert.
Von der Summe wird abgezogen: 1. das Volumen der zugesetzten
Natronlauge, 2. das Volumen der Nahrfliissigkeit und der Zellen bzw.
Gewebsstiicke und 3. das Volumen der Glaskapillaren. Die GroéBSen
» und ¢t werden abgelesen. '

nach der Formel berechnen: O, Verbrauch — , wenn p die
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Es sei z. B. in unserem Falle fiir p abgelesen worden: 98 mm,
das Volumen des Gasraumes v sei =— 12,236 ccm, t==18°% dann wire

12,2
der O,-Verbrauch = 98 <12, f6

10000 (1 + 575 18)
auf 0° und Atmosphérendruck (= 10000 mm Manometerfliissigkeit).

= 0,1124 cmm, reduziert

Bestimmung der Verbrennungswirme im
Kalorimeter. Tierische Wirme.

1. Bestimmung der Verbrennungswirme.

Wir beniitzen zu dem Versuche ein ganz einfach gebautes Ver-
brennungsgefaBl) Es besteht aus einem Messinggefdl, von dessen
Boden aus ein Messingrohr ¢ (Abb. 108) nach aufBlen fiihrt. Es ist in

Windungen um das Gefdl gelegt.” Dieses
ist durch einen Deckel fest verschlieSbar.
Er zeigt zwei Rohraufsitze mit Offnungen.
Durch den einen Ansatz (d) ist ein durch-
bohrter Gummistopfen eingefiihrt. In ihm
ist ein Rohr zum Einleiten von Sauerstoff
angebracht. Der zweite Ansatz ¢ ist zur
Aufnahme des Gefifles b bestimmt, in dem
die zu verbrennende Substanz sich befindet.
Es ist an dem die Offnung des Ansatz-
rohres ¢ verschlieBenden Stépsel ¢ durch
Draht befestigh. In der Offnung des ge-
nannten Gefifies b steckt ein kleiner Asbest-
docht. Das Verbrennungsgefifl wird in
einen XKalorimeter eingestellt, der mit

Abb. 108. Verbrennungsgefi8.  einem guten Thermometer und einem Riihrer
versehen ist.

Ausfiihrung der Bestimmung. Der Wasserwert W (= die Wirme-
menge, die einen Korper um 1° erwirmt = Masse des Korpers mul-
tipliziert mit seiner spez. Wirme) des Kalorimeters, des Verbren-
nungsgefifBes, des Riihrers und des Thermometers sei bekannt. Zu-
nichst wigen wir den Kalorimeter mit dem Verbrennungsgefifl und
dem Riihrer leer. Das Gewicht betrage g Gramm. Der Kalorimeter
wird nun mit Wasser gefiillt und wieder gewogen (g,). Das Ge-
wicht der zugegebenen Wassermenge ergibt sich aus g, —g=g,.
Der Gesamtwasserwert W, des gefiillten Apparates ist dann = W +-g,.
Nun wird der Apparat b1s auf das Einbringen des Gefdfles b voll-
stindig zusammengestellt. Die Temperatur ¢ des Kalorimeterwassers
wird genau abgelesen. Unterdessen hat man bereits das Gefdl b

1) Nach Wiedemann-Eberth.
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zunichst leer (g) und dann mit der zu untersuchenden Substanz,
z. B. Alkohol, gefiillt, gewogen. Die Gewichtsmenge der Substanz
ergibt sich durch Abzug des Gewichtes des leeren vom Gewicht des
beschickten GefédBes (g). Jetzt wird der Docht angeziindet und das
GefiB b am Stopfen rasch durch ¢ durchgefithrt und der Stopfen
fest aufgesetzt. Aus einer Bombe ldBit man Sauerstoff, den man
zur Trocknung durch konzentrierte Schwefelsdure streichen laBt, ein-
stromen. Die Verbrennungsgase entweichen durch das um das Ver-
brennungsgefaB herumgefiihrte Rohr e. Sie konnen aufgefangen und
analysiert werden.  Wihrend des Versuches wird das im Kalori-
meter befindliche Wasser eifrig gerithrt und der Quecksilberfaden
des Thermometers genau verfolgt. Es wird dann das Maximum der
Temperatur ¢ erreicht, wenn aller Alkohol zu Kohlensiure und
Wasser verbrannt ist. ¢ —¢ ergibt dann die eingetretene Tem-
peraturerh6hung.

Die Verbrennungswirme, bezogen auf die Gewichtseinheit ist

Gesamtwasserwert des erwarmten Systems
dann = =

Menge des angewandten Korpers
ten Temperaturerhbhung.

Bei genauen Messungen miissen wir noch verschiedene Faktoren
beriicksichtigen. So muB z. B. der zugeleitete Sauerstoff die gleiche
Temperatur wie das Kalorimeterwasser haben usw. Zum Verstindnis
des Prinzipes geniigt die gegebene Ausfithrungsweise.

>< der festgestell-

2. Versuch zur Demonstration der tierischen Wirme.

Wir wéhlen je drei diinnwandige Bechergliser verschiedener Grofe
(s. Abb. 109—111). In das Gefd ¢ bringen wir Wasser von 4—10°
und kontrollieren die Temperatur mittels eines Thermometers. In
dieses Becherglas hinein stellen wir ein zweites, das als Luftmantel
fiir ein drittes dient. In beiden Raumen verfolgen wir gleichfalls
die Temperatur. Bei Versuch ¢ (Abb. 111) beobachten wir die Tem-
peratur bei leerem, innerem Gefa (Kontrollversuch). Bei Versuch a
(Abb. 109) befindet sich im inneren Becherglas eine Maus und bei
Versuch b (Abb. 110) ein Frosch. Wir sehen, daB bei Versuch o die
Temperatur in allen drei GefdBen ansteigt. Bei Versuch b ist nur
eine unerhebliche Temperaturzunahme wahrnehmbar, die sich fast
vollstindig mit der Zunahme der Temperatur beim Kontrollversuch
deckt (Einflu der Zimmertemperatur und Warmestrahlung vom Be-
obachter aus).

Demonstration eines Kalorimeters zur exakten Bestimmung der
Energieausgabe beim Tier.

3. Temperaturmessung.

Die Temperatur wird am zweckméfBigsten im Rektum gemessen.
Wir verwenden dazu ein Maximalthermometer (Abb. 112) und fiihren



168 Methode der Stoffwechselphysiologie.

dieses, nachdem wir das das Quecksilbergefil enthaltende Ende mit
Vaselin eingefettet haben, ohne besondere Kraftanstrengung langsam
gleitend in das Rektum ein (siehe Abb. 113). Wir warten ab, bis

a b ¢
Abb. 109. Abb. 110. Abb. 111.

der Quecksilberfaden den hochsten Stand erreicht hat, und lesen
dann die Temperatur ab. Wir vergleichen die Korpertemperatur
bei einer Maus, einer Ratte, einem Meerschweinchen und einem
Kaninchen.

I—— S —
| — 351 g9 r-g-y oe )]

Abb. 112. Thermometer.

Abb. 113. Temperaturmessung.
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Ubungen in der Berechnung des Energie-
inhaltes von Nahrungsstoffen und Nahrungs-
mitteln.

Wir gehen von der Tatsache aus, da 1 Gramm Kohle-
hydrat rund 4 Kalorien, 1 Gramm EiweiB auch 4 Kalorien
und 1 Gramm Fett 9 Kalorien liefern. (1 groBfe Kalorie ist
gleich der Wirmemenge, die notwendig ist, um 1 Kilogramm Wasser
von 0° auf 1° zu erwdrmen.)

Aufgabe 1: Es sollen 240 Kalorien in Form von Zucker bzw.
in Form von Eiweil oder in Form von Fett zugefiihrt werden.
Wieviel von jedem Nahrungsstoff ist notwendig?

Antwort: 1 Gramm Zucker liefert 4 Kalorien, somit brauchen
wir so viel Gramm Zucker, als 4 in 240 enthalten ist = 60 Gramm
Zucker. Von Eiweil ist die gleiche Menge notwendig. Um die
Fettmenge zu erhalten, miissen wir 240 durch 9 teilen, weil ja
1 Gramm Fett 9 Kalorien liefert.

Aufgabe 2: Ein Nahrungsmittel enthalte 4 Gramm EiweiB,
10 Gramm Fett und 5 Gramm Kohlehydrate. Wie groB ist sein
Energiegehalt?

Antwort:
4 Gramm Eiweil enthalten 4 >< 4 Kal.— 16 Kal.
10 Gramm Fett enthalten 10 >< 9 Kal. =90 Kal.

5 Gramm Kohlehydrat enthalten 5 >< 4 Kal.= 20 Kal.
Summa 126 Kal.

Aufgabe 3: Man berechne den Energieinhalt von 100 Gramm
Milch, Butter, Kise, Fleischarten, pflanzlichen Nahrungsmitteln an
Hand des Gehaltes dieser Nahrungsmittel an Eiweil, Fett und
Kohlehydraten: z. B. 100 Gramm Kuhmilch enthalten 3,4 Gramm
EiweiB, 3,7 Gramm Fett und 5 Gramm Milchzucker; 100 Gramm
mittelfettes Rindfleisch enthalten: 20 Gramm Eiwei, 4,8 Gramm
Fett, 0 Gramm Kohlehydrate; 100 Gramm Wirsingkohl enthalten:
3,5 Gramm EiweiB, 0,7 Gramm Fett und 6 Gramm Kohlehydrate;
100 Gramm Bohnen ergeben: 24,5 Gramm Eiwei}, 1,8 Gramm Fett
und 48,2 Gramm Kohlehydrate; 100 Gramm Kartoffeln enthalten:
2 Gramm EiweiB, 0,1 Gramm Fett und 22,5 Gramm Kohlehydrate.

Aufgabe 4: Eine Person soll 2760 Kalorien erhalten. Es stehen
zur Erndhrung 1000 Gramm Milch, 300 Gramm Kartoffeln und ferner
Erbsen zur Verfiigung. Welche Menge von letzterem Nahrungs-
mittel mull verabreicht werden?
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1000 Gramm Milch ergeben 10 >< 67 Kalorien = 670 Kalorien

(100 Gramm Milch = 67 Kalorien (3,4 Gramm
Eiweil 3< 4, 3,7 Gramm Fett >< 9 und 5 Gramm
Zucker >< 4)

500 Gramm Kartoffeln = 495 Kalorien

(100 Gramm Kartoffeln — 99 Kalorien (2 Gramm
Eiweill ><4, 0,1 Gramm Fett ><9 und 22,5Gramm
Kohlehydrat >< 4)

Summa 1165 Kalorien.

Von den geforderten 2760 Kalorien sind somit durch Milch und
Kartoffeln 1165 gedeckt. Es verbleiben 1595 Kalorien, die durch
Erbsen aufzubringen sind. 100 Gramm Erbsen ergeben 314 Kalorien
(23,0 Gramm BEiweil >< 4, 2,0 Gramm Fett ><9, 51,0 Gramm Kohle-
hydrate ><4). Wir dividieren 1595 durch 314 und erhalten 5,08.
Somit brauchen wir 5,08 <100 Gramm Erbsen = 508 Gramm
Erbsen.

Ubungen in der Berechnung der zur Leistung
einer bestimmten Arbeit notwendigen Menge
von Energie bzw. Nahrungsstoffen.

Um die fiir eine bestimmte Arbeitsleistung notwendige Energie
festzustellen, miissen wir von folgenden Grundlagen ausgehen:

1. 1 Kalorie ist d4quivalent (rund) 425 Kilogramm-Meter
(kgm) Arbeit.

2. Unsere Muskeln arbeiten mit einem Nutzeffekt von
rund 20 Prozent, d.h. wir miissen, wenn wir z B. fiir eine be-
stimmte Arbeit 20 Kalorien benétigen, 100 Kalorien zufiihren.

3. Wollen wir die notwendigen Energiemengen in Form
bestimmter Nahrungsstoffe ausdriicken, dann miissen wir,
wie S.169 ausgefiihrt, fiir je 1 Gramm Kohlehydrat und
Eiweil 4 Kalorien und fiir 1 Gramm Fett 9 Kalorien in
Rechnung setzen.

4. Soll die geforderte Energiemenge in Form eines Nah-
rungsmittels zugefiihrt werden, dann miissen wir seinen
Energieinhalt auf Grund seines Gehaltes an den einzelnen
organischen Nahrungsstoffen berechnen (vgl. S.169).

Aufgabe 1: Ein Arbeiter trigt 100 kg innerhalb einer Stunde
10mal 10m weit. Wie groB ist die Arbeitsleistung?

Antwort: Die Arbeit berechnet sich aus dem Produkt von Gewicht
>< Weg =100 kg >< 10 m >< 10 = 10000 kgm.
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Aufgabe 2: Ein zweiter Arbeiter tragt 75 kg innerhalb einer Stunde
15mal 10m weit? Wie groll ist seine Arbeitsleistung?

Antwort: 75kg><10m >< 15 = 11250 kgm.

Man erkennt, daBl der zweite Arbeiter, der sich weniger stark be-
lastete, mehr Arbeit geleistet hat.

Aufgabe 3: Ein Arbeiter soll eine Arbeit von 10000 kgm leisten.
Wieviel Energie braucht er dazu?

Antwort: Fir 425 kgm Arbeit sind 5 >< 1 Kalorie notwendig.
(Besprechung der Frage, ob die Wérmeeinheit als MaB der Arbeits-
energie verwendet werden darf und Erdrterung des Wesens der
»Muskelmaschine“.) Es entspricht 1 Kalorie 425 kgm Arbeit, allein
die Muskeln konnen nur etwa 20 Prozent der zur Verfiigung stehen-
den Energie in Arbeit umwandeln. Der Rest kommt als Warme zum
Vorschein. Daher miissen wir an Stelle von 1 Kalorie deren 5 in
Rechnung setzen. Wir dividieren 50000 kgm durch 425 kgm und
multiplizieren das Ergebnis mit 5= 588,23 Kalorien. ‘

Aufgabe 4: Ein Arbeiter hat eine Arbeit von 85000 kgm zu
leisten. Wieviel Speck mufi ihm fiir diese Arbeitsleistung gegeben
werden?

Antwort: Wir teilen 85000 kgm durch 425 kgm = 200 Kalorien.
Notwendig sind 5 >< 200 = 1000 Kalorien. Da 1 g Fett 9 Kalorien
liefert, erhalten wir die geforderte Menge Fett, indem wir 1000 durch
9 teilen=111,11g Fett.

Aufgabe 5: Eine Arbeitsleistung von 106250 kgm soll durch
Kartoffeln bestritten werden. Wieviel davon sind notwendig?

Antwort: 100 g Kartoffeln liefern 99 Kalorien (vgl. 8. 170).
106250 kgm Arbeit verlangen 250 >< 5 Kalorien = 1250 Kalorien —
1263 g Kartoffeln.



Dritter Teil.

Physikalisch-chemische
Methoden.

Methoden zur Untersuchung des Zustandes von
in Losungen enthaltenen Stoffen.

1. Vergleichende Versuche iiber gemeinsame Eigen-
schaften von Gasen und gelosten Stoffen.

Allgemeine Beobachtungen iiber Diffusion.

Versuch 1. Wir bringen in eine Stopselﬂasche etwas Brom,
schlleBen che Flasche rasch und beobachten nun, wie die Bromdampfe
sich allmihlich in dem ganzen ihnen zur Verfiigung
stehenden Raum gleichmiBig verteilen. Die einzelnen
Bromteilchen wandern vom Ort des héheren Druckes
zum Ort des niedrigeren, bis im ganzen Raume der
gleiche Druck vorhanden ist.

i Versuch 2. Wir fiillen ein GefiB () mit destil-
\- liertem Wasser. Nun setzen wir einen Trichter (b), in
' dem sich groBe Kupfersulfatkristalle befinden, auf den
W Zylinder, und zwar so, dal das Wasser die Kristalle
\'ﬂ benetzen kann. Wir beobachten, da3 aus dem Trichter-
| hals Schlieren einer blauen Losung nach unten ziehen
k! (Abb. 114). Das Kupfersulfat geht in Losung, dabei
diffundieren Cu- und SO,-Teilchen (Ionen) in die
J Fliissigkeit. Nach einiger Zeit sehen wir, dafl die ge-
samte Fliissigkeit eine gleichméfig blaue Farbe hat.
Wiirden wir nunmehr der Flissigkeit an verschie-
TRV denen Stellen bestimmte Mengen entnehmen, dann

7 konnten wir leicht feststellen, daf iiberall gleiche Cu-
g und SO,-Ionenmengen vorhanden sind. Auch hier
sind die einzelnen Teilchen vom Ort der hoheren Kon-
zentration nach dem Ort der niedrigeren bis zum Druck-

Abb, 1
Diffusion. gelbster ausgleich gewandert.
Stoffe
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Beobachtungen iiber die Geschwindigkeit der Diffusion.

Versuch 1. Wir setzen auf eine mit konzentrierter Kupfersulfat-
16sung gefiillte Flasche b ein kalibriertes Rohr a, in dem sich destil-
liertes Wasser befindet. Wir konnen leicht feststellen, wie rasch die
Kupferteilchen in dem ihm aufgesetzten Rohr vor-
handenen Wasser sich ausbreiten, oder wir fiillen
die Flasche b mit Wasser, werfen einige Kupfersulfat-
kristalle hinein und setzen dann das Rohr a auf
(Abb. 115).

Versuch 2. Beispiel fiir die verschieden
rasche Diffusion
vonLeuchtgasbzw.
Wasserstoff und
vonLuftdurcheine

Tonzellenwand.
(Vgl. Abb. 116.) Durch
den Schlauch a leiten
wir in das GefdB b
Leuchtgas. Den Uber-
schuB lassen wir nach

|

Abb. 115,
Bestimmung der

Diffusions- !
geschwindigkeit
geloster Stoffe. Abb. 116, Diffusion von Gasen.

einem Abzug entweichen (c¢). In den vom Leuchtgas erfiillten Raum
ragt eine Tonzelle d hinein, deren Innenraum durch ein Glasrohr
mit der Flasche ¢ verbunden ist. Diese steht durch ein zweites
Rohr f mit einem Flissigkeitsmanometer g in Verbindung. Den
Innendruck in der Flasche b kontrollieren wir durch den Manometer
h. Nachdem wir Gas oder noch besser Wasserstoff in den Raum b
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hineingelassen haben, beobachten wir, da die Fliissigkeit im Mano-
meter g stark zu steigen beginnt. Es ist dies ein Zeichen dafiir,
daB die Wasserstoffteilchen rascher in die Tonzelle hineindiffundieren,
als die in ihr enthaltenen Luftteilchen herausgelangen kénnen. Wird
jetzt durch den Gasschlauch a Luft nach b geblasen, dann erfolgt
der umgekehrte Vorgang. Die Gasteilchen diffundieren rascher in den
Raum b hinein als die Luftteilchen in die Tonzelle. Wir sehen nun-
mehr, daf die Flissigkeit im Rohr ¢ stark sinkt.

Versuch 3. Wir schlieBen eine Tonzelle, die mit Luft gefiillt
ist, mit einem Gummistopfen luftdicht ab. Durch den Gummistopfen
hindurch fihrt ein Glasrohr. Dieses steht
mit einer Woulffschen Waschflasche in
Verbindung. Das Rohr endigt unmittelbar
nach dem Durchtritt durch den Stopfen.
Die Woulffsche Waschflasche ist mit Wasser
gefiillt. Durch die zweite Offnung der Flasche
fithrt ein Glasrohr, das in die Flissigkeit
eintaucht, nach aufen (vgl. Abb. 117). Nun
fillen wir ein Becherglas mit Wasserstoff
(entweder aus einer Bombe, oder wir ent-
wickeln den Wasserstoff, indem wir in
einem Kippschen Apparat Salzsdure auf
Zink oder Eisenspidne einwirken lassen)
und stiilpen es tber die Tonzelle, oder wir
leiten den Wasserstoff direkt unter ein iiber
die Tonzelle gestiilptes Gefdl (vgl Abb. 117).
Wir beobachten, dafl das Wasser in hohem
Bogen aus dem nach auBlen fithrenden Glas-
rohr herausgeschleudert wird. Diese Erschei-
nung beruht darauf, daf der Wasserstoff viel rascher in die Ton-
zelle hineindiffundiert, als die Luft heraus kann. Es muf} somit im
Innern der Tonzelle Druck entstehen. Entfernen wir das Becher-
glas, dann bemerken wir nach kurzer Zeit, daBl Luft durch das nach
auBen fithrende Glasrohr angesaugt wird. Der Grund ist folgender.
Aus der Tonzelle entweicht der in ihr eingeschlossene Wasserstoff
viel rascher als die Gase der Luft eindringen kénnen. Infolgedessen
entsteht voriibergehend ein Minderdruck.

Abb. 117. Diffusion von Gasen,

2. Versuche iiber zunehmende Dissoziation mit der
Verdiinnung der Lisung.

Versuch 1. Wir gehen von wasserfreiem Kupferchlorid aus.
Dieses ist gelb gefarbt (Farbe des Molekiils). Seine konzentrierte
wiisserige Losung ist gelbgriin. Verdiinnen wir die Losung des Kupfer-
chlorids mit Wasser, so firbt sie sich bald blau. Als Durchgangs-
farbe beobachten wir Griin. Blau ist die Farbe der Kupferionen.
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Versuch 2. Wir l16sen 6 Gramm kristallisiertes Kobaltchlorid
in 10 ccm Alkohol. Die Losung sieht blauviolett aus. Fiigt man
destilliertes Wasser hinzu, dann schligt die Farbe auf einmal von
Blauviolett in Rosa um.

Versuch 3. Es werden 7,3 Gramm Kobaltnitrat in 10 ccm
Alkohol gelost. Die Liosung ist purpurrot. Fiigen wir nunmehr Wasser
hinzu, dann kommt die Farbe des Kobaltlons zum Vorschein. Die
Losung farbt sich rosa.

Im Alkohol hatten wir die Farbe des Molekiils, einerseits des
Kobaltchlorids und andererseits des Kobaltnitrates. Beim Verdiinnen
mit Wasser kommt die Farbe des Kobaltions zum Vorschein. Hin-
weise auf die Indikatoren. Definition der Siuren (H-Ionen), der
Basen (OH-Ionen) und der Salze (s. S.42ff.). Erklirung der verschieden-
artigen Auffassung der Reaktion einer Fliissigkeit: einerseits Be-
stimmung aller Wasserstoff bzw. Hydroxylionen (s. S.43), andererseits
Feststellung der freien Wasserstoff- bzw. Hydroxylionen. Im ersteren
Falle bringen wir alle vorhandenen, auch die gebundenen, Wasserstoff-
bzw. Hydroxylionen durch Zusatz von OH- bzw. H-Ionen schlieflich
zur Dissoziation. Im anderen Falle bestimmen wir nur die im Augen-
blick der Untersuchung freien Wasserstoff- bzw. Hydroxylionen.

Versuche iiber physiologische Ionenwirkung.

Wir injizieren einem Kaninchen eine !/ -molekulare Ldsung von
Kochsalz in die Vena jugularis (s. hierzu die Schilderung der Technik
unter: Bestimmung des Blutdruckes). Vor dem Versuch haben wir
die Harnblase entleert. Wir priifen den Harn auf Zucker. Er redu-
ziert nicht beim Kochen mit Fehlingscher Losung (s. S. 64), wohl
aber nach erfolgter Injektion von Kochsalz. Nun injizieren wir eine
?[,-molekulare Losung von Chlorkalzium, nachdem wir vorher den
Harn mit Hilfe eines Katheters moglichst vollstéindig aus der Blase
abgelassen haben. Die Glukosurie hort auf.

Siehe ferner weiter unten Studien iiber die Reizbarkeit des Mus-
kels: Verlust der Erregbarkeit eines Muskels beim Liegen in einer
Rohrzuckerlésung und Wiederherstellung der Erregbarkeit beim Ein-
tauchen in physiologische Kochsalzlsungen bringt. (Vgl. auch unter
,, Versuche tiber die Herztiitigkeit“, die Einwirkung von K- und Ca-Ionen
auf das Herz, vergl. Kapitel Kreislauf, Herz).

3. Versuche iiber den osmotischen Druck.
a) Versuche mit allgemein durchléssigen Membranen.

Unter Hinweis auf die Bedeutung des Partialdruckes der Gase
und geldsten Stoffe und auf die wichtigsten Gasgesetze wird hervor-
gehoben, daB letztere auch fiir geloste Stoffe in groBer Verdiinnung
Giiltigkeit haben. Die scheinbaren Ausnahmen bei Siuren, Basen und
Salzen sind in der durch die Dissoziation der gelosten Molekiile in Ionen
bedingten Vermehrung der einzelnen Teilchen in der Losung bedingt.
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Zur Messung des Druckes geloster Bestandteile stellen wir den

folgenden Versuch

an. Wir schlieBen eine Tonzelle, nachdem wir

sie vollstindig mit einer konzentrierten Kupfersulfatlosung gefiillt

Abb. 118.

Messung des osmotischen

Druckes.

haben, nach oben luftdicht durch einen Gummi-
stopfen ab. Dieser ist durchbohrt. Durch die
Offnung des Stopfens ist ein diinnes kapillares
Glasrohr Iuftdicht durchgefithrt (Abb. 118). Nun
tauchen wir die Tonzelle in destilliertes Wasser
ein. Wir sehen, dal nach kurzer Zeit ein Aus-
tausch beginnt. Wasser diffundiert in die Ton-
zelle hinein, und umgekghrt treten Cu- und SO,-
Teilchen in das destillierte Wasser iiber. Die
Fliissigkeit beginnt sich blau zu firben. Gleich-
zeitig stellen wir fest, daB in dem aufgesetzten
Glasrohr, dem ,Manometer¥, die Fliissigkeit zu
steigen beginnt. Das Wasser dringt rascher in
die Tonzelle hinein, als die Cu- und S8O,-Teilchen
sie verlassen. Nach einiger Zeit sinkt die Fliissig-
keit im Manometer wieder. Die entstandene
Druckdifferenz gleicht sich wieder aus.

b) Versuche mit fiir geloste Stoffe
spezifisch durchlidssigen Membranen.

Versuch I. In einen Kkleinen Erlenmeyer-
kolben gibt man eine 10prozentige Ldsung von

Kupfersulfat und bringt nun am besten mit Hilfe eines Glasstabes
einen Tropfen einer 10prozentigen Ferrozyankaliumlosung in die
Kupfersulfatlosung hinein. Man beobachtet sofort an der Stelle, an

Abb. 119.
Ferrozyankupfermembran.

der der Tropfen eingefallen ist, die Bildung
einer braunen Féllung. Beim genaueren Zusehen
erscheint der braune Korper als ein kleines
Séckchen. Wir verfolgen, wie das Sickchen
sich immer mehr vergroBert. Gleichzeitig sehen
wir in seiner Umgebung Schlieren auftreten
(Abb. 119). Es hat sich eine Ferrozyankupfer-
membran  gebildet: 2 CuSO, 4 K,Fe(CN),
= Cu,Fe(CN), + 2K,80,. Diese ist durchlissig
fiir Wasser, nicht aber fiir die Cu- und SO,-
Teilchen. Ebensowenig 1i8t sie die in der
Niederschlagsmembran eingeschlossenen Bestand-
teile der Ferrozyankaliumlosung hinaus. Dadurch,
dafl Wasser durch die gebildete Membran hinein-
diffundiert, wird eine VergroBerung des Sick-

chens bewirkt. Die Membran selbst wird dabei diinner, schlieBlich
platzt sie. An der AuBenseite sehen wir die Folgen des Wegdiffun-
dierens von Wasser: die Kupfersulfatlosung wird an diesen Stellen
konzentrierter; daher das Auftreten der Schlieren (Abb. 114).
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Versuch 2. Wir trinken eine Tonzelle mit 10 prozentiger Kupfer-
sulfatlésung und tauchen sie dann in eine 10 prozentige Ferrozyankalium-
16sung. Wir bewirken dadurch an der Stelle, an der beide Losungen
sich treffen, die Entstehung einer Niederschlagsmembran von Ferro-
zyankupfer. Diese iiberdeckt alle Poren der Tonzelle. Die so vor-
bereitete Tonzelle versehen wir, wie beim Versuch a, S.176, Abb. 118,
mit einem Gummistopfen, durch den ein kapillares Glasrohr durch-
gefithrt ist. Die Tonzelle fiillen wir mit einer 10prozentigen Rohr-
zuckerlosung und bringen sie dann in ein mit destilliertem Wasser
beschicktes Becherglas., Wir sehen, daBB im Glasrohr die Fliissigkeit
rasch ansteigt. Die Zuckerteilchen konnen nicht durch die die Ton-
zelle umspannende Membran in die AuBlenfliissigkeit diffundieren,
wohl aber gelangen Wasserteilchen in die Tonzelle hinein.

Versuch 3. Wir geben in etwa 50 ccm
fassende Erlenmeyerkolbchen 20 ccm einer Lo-
sung von 1 Teil kduflicher Wasserglaslosung und
4 Teilen Wasser. Dann bereiten wir uns die fol-
genden Substanzgemische. 1. 3 Teile Kupfer-
sulfat, 1 Teil Eisensulfat und 1 Teil Kalzium-
sulfat. Von diesem Gemisch nehmen wir etwa
5 Gramm und geben 1 Teil Wasser hinzu und
verreiben das Gemenge energisch in einer Reib-
schale. Dann kneten wir aus der Masse linsen-
grofle Stiickchen und werfen diese in die ver-
diinnte Wasserglaslésung hinein. Wir beobachten, awb, 120. silikatbaumchen.
daB nach einiger Zeit die Pillen zu ,wachsen®
beginnen. Es entstehen moosartige Gebilde. 2. Es werden 3 Teile Eisen-
sulfat, 1 Teil Kupfersulfat und 1 Teil Kalziumsulfat innig vermischt.
Davon knetet man etwa 5 Gramm mit 1 Teil Wasser griindlich durch
und nimmt dann von dem Gemisch linsengroBe Stiicke und wirft
sie in die verdiinnte Wasserglaslosung. Es treten braun gefirbte Ver-
dstelungen auf. 3. 10 Teile Magnesiumsulfat, 10 Teile Kupfersulfat,
1 Teil Eisensulfat, 5 Teile Kalziumsulfat. 5 Gramm davon werden
mit 0,5 Teilen Wasser in einer Reibschale vermischt. Man erhalt
beim Einwerfen kleiner Stiicke in die verdiinnte Wasserglaslésung
baum- und strauchartig verzweigte Gebilde (Abb. 120). Der Stamm
ist griin, das Gedst weil. 4. 4 Teile Kupfersulfat, 4 Teile Zinksulfat,
4 Teile Kalziumsulfat, 5 Gramm des Gemisches werden mit 0,5 Teilen
Wasser in einer Reibschale energisch verrieben. Beim Eintragen in
die Wasserglaslésung entwickeln sich biischelférmig emporstrebende
Gebilde. Diese an das Wachstum einer Pflanze erinnernden, innerhalb
weniger Minuten sich vollziehenden Erscheinungen liefern ein eindrucks-
volles Bild spezifisch durchlissiger Silikatmembranen (s. Abb. 120).

¢) Versuch mit fiir Gase spezifisch durchliassiger Membran.

Kautschuk ist fiir Kohlensdure durchlissig, dagegen nicht
fir die iibrigen Bestandteile der Luft, z. B. nicht fiir Sauerstoff und

Abderhalden, Praktikum. 3. Aufl. 12
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nicht fiir Stickstoff. Fiillen wir einen Gummischlauch aus einer Kohlen-
sdurebombe oder durch Entwicklung von Kohlenséure mit Hilfe eines

Kippschen Apparates — durch Aufgielen
von Salzsiure auf Marmor — mit Kohlen-
siure, und verschlieBen wir dann den
Schlauch an beiden Enden dicht, so
beobachten wir, da8 er nach einiger Zeit
vollstindig zusammenfillt. Die Kohlen-
sdure ist durch die Kautschukwand hin-
durchgetreten. Dal3 dies in der Tat der
Fall ist, konnen wir leicht beweisen, in-
dem wir den mit Kohlensdure gefiillten
Schlauch in Barytwasser legen. Wir sehen
dann, daB die AuBenwand des Schlauches
sich mit feinen weiflen Piinktchen bedeckt

(Abb. 121) und auBerdem im Barytwasser sich ein Niederschlag von

Bariumkarbonat

-.
=

Abb. 122.
Fiir Kohlensidure
spezifisch durchléssige
Membran.

bildet. Selbstverstindlich muB wihrend des Ver-
suches das Barytwasser sorgfiltig nach auBlen ab-
geschlossen sein.

Bei einem weiteren Versuch lassen wir die Kohlen-
sdure durch ein enges Glasrohr steigen, an dessen
einem Ende sich ein Gummischlauch befindet. Sind
Glasrobr und Gummischlauch mit Kohlensiure an-
gefiillt, dann wird der Schlauch rasch luftdicht ver-
schlossen und das andere Ende des Glasrohres in
Wasser getaucht. Das Rohr wird nun senkrecht
aufgestellt (Abb. 122). Man beobachtet, daf nach
ganz kurzer Zeit die Fliissigkeit in dem Rohr auf-
zusteigen beginnt. Die Kohlensiure diffundiert durch
den Kautschuk hinaus. An ihre Stelle kann kein
anderes Gas treten. Wir wiirden somit im Glasrohr
einen verdiinnten Raum erhalten, wenn nicht Wasser
aufsteigen wiirde. Das Wasser wird hochgesaugt.

4.Bestimmung der Oberflichenspannung,.
1. Steighohenmethode.

Wir verwenden zu einfachen Versuchen, bei denen
es auf eine absolute Genauigkeit nicht ankommt,
Kapillarr6hrchen, wie sie zur Bestimmung des Schmelz-
punktes (s. S. 14) Verwendung finden. Die Riohr-
chen miissen genau gleich weit sein. Wir bringen
auf ein Uhrglas einige Tropfen Wasser, auf ein

anderes Methylalkohol, auf ein weiteres Aethylalkohol usw. Wir
tauchen in die Oberfliche der einzelnen Lésungen je ein Kapillar-
réhrchen in senkrechter Stellung und warten ab, bis die Fliissigkeit
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in der Kapillare nicht weiter steigt. Dann nehmen wir das Kapillar-
réhrchen mit seinem Inhalt aus der Flissigkeit heraus und messen
die erreichte Hohe mittels eines MaBstabes. Zu
genaueren Untersuchungen benutzen wir kali- | |
brierte Kapillaren (Abb. 123).

Vergleiche hierzu auch die Seite 49 beschrie-
benen Steigversuche mittels Filtrierpapier.

2. Tropfenmethode.

Wir lassen aus einem sog. Stalagmometer,
d. h. einem einer Pipette nachgebildeten Gefill [
(vgl. Abb. 124, a), verschiedenartige Fliissigkeiten | -
austropfen. "Wir wihlen z. B. Wasser, Methyl-, |
Athyl-, Propyl-, Butylalkohol und fiillen den -
absolut trockenen Stalagmometer bis zu der iiber |~
der kugelférmigen Erweiterung befindlichen Marke
mit einer dieser Flissigkeiten. Wir kénnen nun
in verschiedener Weise vorgehen. Einmal kénnen
wir feststellen, wieviel Tropfen in einer Minute
ausflieBen. Wir kénnen auch zdhlen, wieviel ;
Tropfen fallen, bis das ganze GefiaB leer gelaufen |-
ist. Gleichzeitig konnen wir auch die Zeit be- }t
stimmen. Ui %

Man kann die erwdhnte Methode auch dazu { -
benutzen, um die Spaltung von Fett in seine )
Komponenten zu verfolgen (Michaelis-Rona). Es = J
wird bei der Zerlegung des Fettes in Alkohol
und Fettsiuren die Oberflichenspannung des
Gemisches stark verindert. Die Glyzerinester
gehoren nimlich zu den ,oberflichen-aktiven“ Stoffen. Sie er-
niedrigen die Spannung des reinen LOsungsmittels schon in sehr
geringer Konzentration, wihrend die aus ihnen hervorgehenden
Spaltprodukte kaum einen EinfluB auf die Oberflichenspannung
haben. Bestimmen wir z. B. die Tropfenzahl einer gesittigten wésse-
rigen Monobutyrinlésung bei einer bestimmten Temperatur, so finden
wir z. B. die Tropfenzahl 200. Nun wird die Ldsung mit so viel
Natronlauge versetzt, dafl sie etwa */,, normal ist. Man kocht kurz
auf, bestimmt die Tropfenzahl wieder und findet, daB sie bereits
auf etwa die Hilfte gesunken ist. L&Bt man eine Stunde stehen,
dann 148t sich ein weiteres Absinken der Tropfenzahl feststellen.
SchlieBlich erhélt man die gleiche Tropfenzahl, wie bei Verwendung
von reinem Wasser.

Wir benutzen zur Verfolgung der Fettspaltung den in Abb. 124
abgebildeten Apparat. Wir nehmen als Fettsubstanz eine gesittigte,
wisserige Monobutyrinldsung und geben dazu eine Lipaselosung. Es
wird gut gemischt. Dann saugen wir von der Fliissigkeit etwas in
das Tropfenbestimmungsréhrchen ¢ bis zu der iiber der Erweiterung

12*

s

Abb. 123.
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befindlichen Marke und lassen dann die Tropfen ausflieBen. Wir
koénnen die Tropfen zidhlen und bestimmen, wieviel davon in einer
bestimmten Zeit ausflieBen, oder wir bestimmen die Zeit, die ver-
geht, bis das Gefil von der oberen Marke bis zu einer am Aus-
fluBrohr angebrachten ausgelaufen ist.

Um die Tropfenzidhlung zu vereinfachen, lassen wir diese auf
einen Hebel b auffallen. Dieser zeichnet die beim jedesmaligen Auf-
tropfen erfolgenden Ausschlige auf das berufite Papier einer rotieren-
den Trommel ¢ auf. Gleichzeitig kann man auch eine Zeitregi-
strierung anbringen. Wir erhalten beim Fettlipasegemisch -eine
bestimmte Tropfenzahl. Nun stellen wir das Gemisch in den Brut-

Abb. 124,

schrank und beobachten nach einer Stunde wieder, welche Tropfen-
zahl in einer bestimmten Zeit aus der Kapillare ausflieft. Wir
konnen so, indem wir die Beobachtungen in bestimmten Zeitab-
schnitten wiederholen, genau verfolgen, wie das Fett allméhlich in
seine Komponenten zerlegt wird.

Den Schreibhebel b zur Registrierung der Tropfenzahl konstruieren
wir uns nach den Angaben von Straub selbst, indem wir einen
20 cm langen Strohhalm aufspalten und ihn dann an der Achse
eines Schreibhebelwinkels d in der Mitte seiner Lénge fixieren. An
seinem vorderen Ende wird mit Hilfe von Siegellack ein 10 cm
langer diinner Strohhalm e befestigt. An diesem bringen wir an
dem vorderen Ende eine Schreibvorrichtung (eine Papierfahne oder
einen Tintenschreiber f) an. Durch diese erfolgt die Aufzeichnung
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der Ausschlige auf die Trommel ¢. Am hinteren Ende des Stroh-
halmes kittet man ein doppelt rechtwinklig gebogenes Glasrohrchen g
an. Am freien Ende dieses letzteren ist ein Deckglas & ange-
schmolzen. Es wird mit einem Paraffiniiberzug versehen, damit die
auffallenden Tropfen sofort abrollen. Sie werden in dem Me8-
zylinder i, aufgefangen.

Bei genauen und insbesondere bei vergleichenden Versuchen muf}
die Temperatur wihrend der Untersuchung konstant gehalten werden.
Dazu dient das GefiaB ¢, das den Tropfenzihler umgibt. In dieses
GefiB hinein geben wir Wasser von bestimmter Temperatur. Ein
weiteres mit Wasser gefiilltes Gefi k& verhindert rasche Warmeabgabe.

Eine sehr interessante Anwendung der Priifung der Oberflichen-
spannung ist die Feststellung des Verhaltens von Schwefelblumen
beim vorsichtigen Aufstreuen auf normalen und Gallenbestandteile
(Gallensiuren) enthaltenden Harn (Ikterus).

5. Bestimmung des Molekulargewichts.

1. Bestimmnng des Molekulargewichts mit Hilfe der
Gefrierpunktserniedrigung.

Es werden die Gasgesetze zugrunde gelegt. Ferner wird die
Theorie der elektrolytischen Dissoziation am Beispiel einer Kochsalz-
und einer Zuckerlosung erortert. Das Prinzip der Methode ist das
folgende: Wir bestimmen zun#chst den Gefrierpunkt ¢, des Losungs-
mittels, dann den Gefrierpunkt ¢, fiir die Losung einer abgewogenen
Menge g der zu untersuchenden Substanz im Losungsmittel 7.

Die Differenz zwischen ¢, und ¢, gibt die Gefrierpunktserniedrigung
{ in Graden. Sie ist der Menge der gel6sten Substanz proportional.
Das Molekulargewicht M ergibt sich aus der Gleichung:

g K

M=100-2.=.
1t

K ist eine Konstante, und zwar die molekulare Erniedrigung
oder ,molare Depression“ fiir das betreffende Losungsmittel. Sie ist
fir die meisten in Betracht kommenden Fliissigkeiten bekannt. Die
kryoskopische Konstante fiir das Wasser betrigt 19° Man kann K
bestimmen, indem man fiir eine Verbindung mit bekanntem Molekular-
gewicht die Gefrierpunktserniedrigung feststellt und dann nach der

M-t-1
Formel: K =100’ K berechnet.

Die wisserigen Losungen der meisten organischen Substanzen geben
normale Werte fiir das Molekulargewicht. Die Salze der Alkali-
metalle mit starken Sduren geben hingegen zu groBe Gefrierpunkts-
erniedrigungen und infolgedessen zu kleine Werte fiir das Molekular-
gewicht. Wasser ist daher nur in beschranktem MaBe als Losungsmittel
bei Molekulargewichtsbestimmungen verwendbar. Wir wéhlen als



182 Physikalisch-chemische Methoden.

Losungsmittel zur Ausfiihrung einiger Bestimmungen deshalb Wasser,
weil ‘'wir es praktisch bei physiologischen Versuchen stets mit wésse-
rigen Losungen zu tun haben (Harn, Blut usw.).
. Zur Bestimmung der Gefrierpunktserniedrigung verwenden wir
den Beckmannschen Gefrierpunktsapparat (s. Abb. 125). Er
besteht aus einem Gefil e, das einen seitlichen Ansatz besitzt. Durch
; diesen wird die zu untersuchende Substanz einge-
fiithrt. Dieses GefdB e steckt in einem zweiten, das
| Luft enthilt, und dieses wiederum taucht in ein
| drittes groBeres Gefil, das mit Eis bzw. einer Kalte-
mischung (— 3 bis — 59) gefillt wird. In das Ge-
fal ¢ ragt ein Platinriihrer ¢ und ferner ein Thermo-
| meter b, das eine Ablesung bis auf 0,01° gestattet,
[ hinein. Beim sog. Beckmann-Thermometer ist die
Kapillare des Thermometers am oberen Ende um-
gebogen und erweitert. Diese Einrichtung erméglicht
den Gebrauch des Beckmann-Thermometers bei ver-
schiedenen Temperaturen. Wenn das Thermometer
erwirmt wird, dann steigt der Quecksilberfaden bis
zu der Erweiterung hinauf. Man kann beliebige
Mengen von Quecksilber auf diese Weise in die
erwihnte erweiterte Kapillare hineinbringen. Durch
einen leichten Schlag wird der Quecksilberfaden
dann abgerissen. Das Thermometer wird jedesmal
durch Eintauchen in das erstarrende Losungsmittel,
das man verwenden will, eingestellt. Fiir weniger
exakte Bestimmungen geniigt auch ein gewdhnliches
Gefrierpunktsthermometer.
Ausfithrung der Bestimmung. Wir wéhlen als
Losungsmittel Wasser und vergleichen die Gefrier-
Abb. 125. punktserniedrigung bei gelostem Kochsalz und
Goffirpunkis-  gelostem Robhrzucker. Zunichst wigen wir das
apparat. GefiB ¢ ab und fillen dann in dieses so viel aus-
gekochtes, destilliertes Wasser hinein, dafl das
Quecksilbergefil des Thermometers ganz eintaucht, und wigen wieder.
Ziehen wir von dem gefundenen Gewicht dasjenige des Gefifies ¢ ab,
danin erhalten wir das Gewicht des angewandten Losungsmittels. Es
geniigt bei diesen Wigungen eine Genauigkeit von 0,1 Gramm. Jetzt
setzen wir den Riihrer und das Thermometer in das Gefall ¢ ein und
geben in das duBere Gefil eine Mischung von Eis und Kochsalz und
halten die Temperatur auf etwa — 3 bis — 5% Die einmal ge-
wihlte AuBentemperatur mufl wéahrend der ganzen Bestimmung mog-
lichst konstant gehalten werden. Sie soll nicht um mehr als 0,5°
schwanken. Wir verfolgen die Temperatur der Eissalzmischung mit
Hilfe des Thermometers ¢. Von Zeit zu Zeit mischen wir die Kilte-
mischung mittels des Riithrers d durch.
Nun bestimmen wir zunichst den Gefrierpunkt des Wassers, indem
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wir unter fortwahrendem langsamen und gleichméBigen Riihren des in
e enthaltenen Wassers mittels des Riihrers ¢ das Verhalten des Queck-
silberfadens am Beckmann-Thermometer verfolgen. Zunéchst fillt er
langsam bis einige Zehntel Grad unter den Gefrierpunkt. Dann be-
ginnt er ganz plotzlich zu steigen, erst schnell und dann langsamer.
Wiahrend des Ansteigens des Quecksilberfadens rithre man gleichmaBig
weiter, bis er den héchsten Punkt, auf dem er einige Zeit verweilt,
um dann wieder zu fallen, erreicht hat. Es ist dies der Gefrierpunkt
t;+ Nun wird das GefiBl e aus dem Luftmantel herausgenommen,
und das Eis durch die Warme der Hand aufgetaut. Sobald alle
Eiskristalle verschwunden sind, wird e wieder in den Luftmantel
gebracht. Wir bestimmen wieder den Gefrierpunkt des Wassers in
der gleichen Weise und wiederholen die Bestimmung mehrmals, bis
wir in engen Grenzen iibereinstimmende Werte erhalten. Nun wégen
wir in einem Wageglaschen Kochsalz ab, geben dann aus ihm etwas
Substanz in die im Gefd ¢ befindliche Fliissigkeit hinein und wégen
zuriick. Wir bestimmen dadurch die Menge des in Losung gebrachten
Kochsalzes. Nachdem Losung eingetreten ist, wird in der gleichen
Weise, wie vorher, der Erstarrungspunkt (¢,) festgestellt. ¢, —{, er-
gibt die durch den gelosten Korper bewirkte Gefrierpunktserniedrigung
t. Auch f, wird wiederholt und am besten bei Verwendung ver-
schiedener Mengen Kochsalz bestimmt.

Bei exakten Bestimmungen verlassen wir uns nicht auf den beim
Zusatz einer bestimmten Substanzmenge erhaltenen Wert, sondern
wir wiegen uns eine Anzahl, z. B. drei Wigeglischen mit Substanz ab
und fiigen nun aus dem ersten etwas von ihr (s) zur Losung und
bestimmen die Gefrierpunktserniedrigung f#,. Dann geben wir zu der
gleichen Losung aus dem zweiten Wigeglidschen Substanz (s,) hinzu
und stellen wieder ¢, fest, und endlich entnehmen wir aus dem dritten
Gldschen etwas Substanz (s,) und geben sie zur Losung. ¢ ist dann
fir die zweite Bestimmung = s-}- s, und fiir die dritte Bestimmung
s+ s, - s,. Die Gefrierpunktserniedrigung ¢ erhalten wir in jedem
Fall aus ¢, —t,, d. h. wir ziehen die beim Zusatz einer bestimmten
Menge Substanz eintretende Temperaturerniedrigung vom Gefrierpunkt
des Losungsmittels ab.

Genau den gleichen Versuch fithren wir mit Rohrzucker durch und
stellen fest, daf wir beim Kochsalz nur etwa die Hilfte des berechneten
Molekulargewichtes finden, wihrend wir beim Rohrzucker, Molekular-
gewicht 342, ganz normale Werte erhalten. Vgl. das folgende Beispiel:

Menae de= ) Gramm Rohr- [ Gefrierpunktsernie- I
Losungs- ‘ zucker, gelost | 100-g ! drigungt; —t, = ¢, %‘gﬂiﬁ?:ﬁs ﬁe;ffglﬁ;tfs
mittels in | in 7 Gramm 1 | Mittel aus 10 einzel- ewicht [ ewicht
Gramm (2 | Losungsmittel | nen Bestimmungen | g | g
20 | 09135 | 4567 | 0,257 | 338 i
‘ 0,9135 | 8,932 ‘ 0,498 341 {] 359
! _.d [‘ 242 )
j: 1 gézg i Mlttelwert ‘
| = 1 ‘ | 3395 |
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2. Bestimmung des Molekulargewichtes durch Feststellung der
Erhohung des Siedepunktes.

Wir haben bei der ebullioskopischen Methode das gleiche Prin-
zip, wie bei der kryoskopischen Feststellung des Molekulargewichtes.
Auch hier gilt die Gleichung

—100.2. K

M =100 R
Es wird zundchst mit Hilfe eines Beckmannschen Siedepunkts-
bestimmungsapparates der Siedepunkt t, des Losungsmittels fest-

Beckmannscher Sied%lp?ghli?gl')estimm'ungsapparat. des Sledegefélﬁes ist ein
Beckmann - Thermometer-

eingefithrt. Sein Quecksilbergefa taucht in die zu untersuchende Fliis-
sigkeit. Es wird nun zunéchst das Siedegefil} leer gewogen. Dann wiegt
man es wieder mit Fliissigkeit und bestimmt auf diese Weise das
Gewicht ! der angewandten Fliissigkeitsmenge. Man heizt nun vor-
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sichtig mit kleiner Flamme an und verstirkt allmihlich die Wérme-
zufuhr, bis stiirmisches Sieden eintritt. Erst wenn jegliches Schwan-
ken des Quecksilberfadens unterbleibt, wird die beobachtete Tem-
peratur vermerkt. Sie entspricht der Siedetemperatur des reinen
Losungsmittels (¢,). Vor Beginn des Versuchs hat man in einer An-
zahl von Wigeglischen die zu untersuchende Substanz, z. B. Koch-
salz oder Rohrzucker, abgewogen, und gibt nun aus einem davon
etwas von ihr durch das Ansatzrohr des Siedegefiafles in dieses hin-
ein und wiegt nach Beendigung der Bestimmung zuriick. Wir be-
stimmen so das Gewicht g der angewandten Substanz. Den Zusatz
der Substanz zum Losungsmittel vollzieht man, nachdem die Siede-
temperatur des Losungsmittels hergestellt ist, d. h. der Quecksilber-
faden in siedender Flissigkeit ,feststeht“. Wir warten vier Minuten
nach erfolgter Zugabe der Substanzmenge und lesen den Stand des
Quecksilberfadens wieder ab. Dann wird wieder etwas von der Sub-
stanz aus einem zweiten, ebenfalls mit solcher gewogenem Wige-
glischen zugegeben und wieder nach vier Minuten der Stand des
Quecksilberfadens abgelesen. Das Zusetzen der Substanz wird aus
weiteren Wigeglidschen von bekanntem Gewicht noch einige Male
wiederholt und jedesmal die ErhShung des Siedepunkts genau fest-
gestellt. Die Differenz zwischen ¢, und ¢, liefert uns jedesmal den
Wert ¢, d. h. die Siedepunktserhdhung bei bekannter Menge des
Losungsmittels ! und bekannter Substanzmenge g. g ergibt sich bei
jeder Bestimmung aus der Summe der zugesetzten einzelnen Sub-
stanzmengen. Diese werden durch Zuriickwiegen der einzelnen nume-
rierten Wigeglaschen plus der verbliebenen Substanzmenge fest-
gestellt. Man vergleiche auch hier das beim Kochsalz und beim Rohr-
zucker erhaltene Resultat mit dem berechneten Molekulargewicht.

6. Bestimmung der elektrischen Leitfihigkeit
von Losungen.

Die elektrische Leitfahigkeit einer Substanz ist der reziproke
Wert ihres Leitungswiderstandes. Sie kann somit durch Messung
des letzteren bestimmt werden.

Erforderliche Instrumente: Der Aufbau der Apparate (siehe
Abb. 127) ergibt sich ohne weiteres aus der Anordnung der Wheat-
stoneschen Briicke. Wir brauchen zunéchst zur Erzeugung eines
elektrischen Stromes Elemente (2) und zur Bildung von Wechsel-
stromen das Induktorium b. Das Gerfusch des Stromunterbrechers
vermindern wir durch Aufstellen des Induktoriums auf eine Filz-
oder Kautschukplatte. Von dem Induktorium aus verzweigt sich
die Leitung. Die von ihm erzeugten Wechselstrome gehen einer-
seits durch den Rheostaten » (Draht d) und das Stiick yz (a) des
auf der MeBbriicke f ausgespannten Platindrahtes und andererseits
durch die im Widerstandsgefd3 g befindliche Fliissigkeit, deren
Widerstand man messen will, und das Stiick xz (b) des MeBdrahtes.
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Das Widerstandsgefal g ist mit Platinelektroden g versehen. Zwi-
schen z und y ist das Telephon ¢ eingeschaltet.

Ausfiihrung der Bestimmung. Wir fiillen in das Widerstands-
gefaBl g eine bestimmte Menge einer wisserigen Losung von Koch-
salz und zum Vergleich bei einem zweiten Versuch Rohrzucker (!)
von genau bekanntem Gehalt. Das Wasser mull ganz rein sein
(sog. Leitfahigkeitswasser). . Nun werden die genannten Apparate in
der aus der Abb. 127 ersichtlichen Weise untereinander verbunden
und das Induktorium in Gang gesetzt. An das eine Ohr bringt man
das Telephon, das andere wird mit Watte verstopft, damit keine
Nebengerdusche die Beobachtung storen. dJetzt verschiebt man den

Abb. 127,

Schleifkontakt z so lange, bis der Ton des Telephons gleich Null
wird. Ein vollstindiges Aufhdren des Tonens bleibt oft aus, doch
kann man leicht zwei einander nahe liegende Stellen ermitteln, von
denen aus der Ton deutlich anzusteigen beginnt. Die Mitte zwischen
diesen beiden Punkten ist dann die gesuchte Stelle. KEs geht dann
kein Anteil der Wechselstrome durch die Strecke ytxz. Den Wider-
stand des Rheostaten regelt man bei der Bestimmung so, daBl er
nahezu demjenigen im Widerstandsgefd gleich wird. Es kommt
dann der Schleifkontakt ungefdhr in die Mitte des Briickendrahtes
zu liegen.

Um aus dem gefundenen Wert die Leitfihigkeit der angewandten
Losung berechnen zu konnen, miissen wir die Widerstands-
kapazitit des verwandten Gefiles kennen. Diese bestimmen wir,
indem wir es mit einer Fliissigkeit von bekanntem Leitungsvermdgen
(z. B. 0,1 n-KCl-Lésung) filllen und dann den Widerstand der
Flissigkeit im Gefdfl feststellen.
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Da der Widerstand W der Fliissigkeit dem Leitvermdgen x um-
gekehrt proportional ist, so mull W= —g— sein, wobei K die von der

Form des GefiBes herriihrende Konstante, die sog. Widerstands-
kapazitdt, ist. K ist dann =—ax-W.

Berechnung der Leitfihigkeit der untersuchten Losung. Es sei
W, der gesuchte Widerstand (in Ohm ausgedriickt) der zu unter-
suchenden Losung im Widerstandsgefd3. W, sei der Widerstand im
Rheostaten. Mit a und b seien die Liéngen der Strecke, in die der
Briickendraht eingeteilt werden mufite, um das Ténen des Telephons
auf Null bzw. auf ein Minimum zu bringen, bezeichnet. Es ist

W, a

a
W, b’ Wai=Wey

Nun haben wir oben festgestellt, daB W, in unserem besonderen

K .
Falle W,, = - ist, somit ist

a K K b
Yoy =% "Tw o

2

Wir driicken somit das Leitvermogen der untersuchten Fliissig-
keit aus durch den Rheostatenwiderstand W,, den wir direkt am
Widerstandskasten ablesen, ferner durch die Widerstandskapazitét K

b
des angewandten Gefies und durch das Verhiltnis PR in dem der

MeBdraht durch den Schleifkontakt geteilt wird.
Bei allen Bestimmungen muf3 die Temperatur der Losung be-
riicksichtigt bzw. konstant gehalten werden.

7. Bestimmung der Wasserstoffionen-
bzw. Hydroxylionenkonzentration einer Lisung
nach der Indikatorenmethode.

"
Beispiel: Es sei die (H) eines Harns zu ermitteln.

+ + — —
Konzentration an H-Ionen = (H) Konzentration an OH-Ionen = (OH)
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pg = 7 (genauer 7,1) entspricht der wahren Neutralitit, py =0

+
stellt die \H) einer Normalsalzsiure vor, pgy==14 diejenige einer

Normalnatronlauge vor.
+
Zur Messung der (H) nach der Indikatorenmethode sind er-

forderlich:
1. Eine gréBere Menge, 25 bis 30 cm, der Versuchsfliissigkeit,
z. B. von Harn. Eine stark hervortretende Eigenfarbe wirkt stérend.
Ist eine solche vorhanden, so wird mit Wasser (oder in anderen
Fillen mit 0,99/,iger Kochsalzlosung) etwas verdiinnt, bis die
Eigenfarbe etwas herabgesetzt ist. EiweiBhaltige Fliissigkeiten ver-
indern die Farbe des Indikators und sind nach dieser Methode nicht

meBbar (z. B. Blutserum).

2. Eine Vergleichslésung von genau

+
bekannter (H) Als solche kommen ent-
weder Sduren und Alkalien bekannter
Normalitit (= Konzentration) in Be-
tracht, oder bei sehr geringem Gehalt an

+ —
H- und OH-Ionen (von 107% abwérts),
bei dem schon das Alkali des Glases
einen storenden EinfluB ausiibt, sog.
Pufferlosungen oder Regulatoren, die
solchen verindernden Momenten stand-
halten. Im System von Michaelis sind
die Vergleichslosungen in eingeschmol-
zenen Rohren bereits vorbereitet und
Abb. 128, mit den Indikatoren geférbt.

3. Geeignete Indikatoren. Sie miissen
schon bei einem Unterschied von 0,2 im py-Werte deutliche Farben-
verdinderungen aufweisen. Im genannten System kommen als Indi-
katoren in Frage:

1. m-Nitrophenol fiir py;=—8,4 — 6,8 geeignet;
2. p-Nitrophenol , , =70— 54 ;
3. y-Dinitrophenol , , =5,4—4,0
4. ¢-Dinitrophenol , , =44 —28

4. Ein Komparator zum Ablesen (vgl. Abb. 128).

Man nimmt 4 Reagenzgliser der gleichen Griéfe, wie die ein-
geschmolzenen Rohren mit der Vergleichsfliissigkeit. Nr.1 und 2
beschickt man mit je 6 ccm des (ev. verdinnten) Harns (Magen-
saftes usw.) und steckt sie in das Loch Nr.1 und 2 des Kompa-
rators. Zu Nr.1 gibt man genau 1 ccm des geeigneten Indi-
kators, zu Nr. 2 1 ccm Wasser. In das Loch Nr. 4 steckt man ein
Glidschen mit Wasser. Man versucht jetzt, welches Vergleichsréhrchen
der Skala man ins Loch Nr. 5 zu stecken hat, damit beim Durch-
blick durch die Guckéffnungen (unterhalb 1 und 2) die gleiche Farbe

” H
” 3

”
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entsteht. Die Locher 3 und 6 benutzt man ev. in dhnlicher Weise
wie 1 und 2. Bei Nichtbenutzung derselben verschlieBt man das
Guckloch (unterhalb 3) mit dem Daumen und verwendet es als Hand-
griff. Sobald man Farbengleichheit hat, liest man die py der Ver-

+
gleichsrohre ab. Sie gibt die (H) des Harns an.

Das Aufsuchen des geeigneten Indikators erfolgt in folgen-
der Weise. Man priift den Harn zundchst mit Lackmus und iiber-
zeugt sich, ob er sauer oder alkalisch reagiert. Er reagiere z. B. sauer.
Nunmehr priift man mit Kongopapier und findet keine Bléuung.

“+
Da eine solche bei (H) =10"* (pg=14) bereits auftritt, so muf die

+
<H> des Harnes etwa zwischen py==7 und 4 liegen. Es kommen
also nur Indikatoren der Reihen 2 und 3 (vgl. oben) in Frage. Sie
lassen sich rasch durchpriifen. Reagiert der Harn alkalisch, so priift
man Reihe 1, von 6,8 beginnend, durch, da man hohere Alkalitdten
bei frischen Harnen selten zu erwarten hat.

8. Versuche mit kolloiden Liésungen.

1. Ultramikroskopische Betrachtung kolloider Teilchen
(Brownsche Bewegung.)

.Die Versuchsanordnung ergibt sich aus Abb. 129. Mittels der
Bogenlampe a erzeugt man einen konzentrierten Lichtkegel, den man
durch das Wasser im planparallelen Gefda ! kiihlt und mittels des

Abb. 129.

am Mikroskop ¢ angebrachten Spiegels so lenkt, dall er durch eine
im ibrigen unbeleuchtete (dunkle) Fliissigkeitsschicht, in der die
kolloiden Teilchen sich befinden, fillt. Die besonderen Einrichtungen
des Ultramikroskopes: Kiivette, Kondensor usw., werden an Hand des
Apparates erklirt. Man erkennt bei Verwendung eines geeigneten
Eiweillsols unter Verwendung optisch leeren Wassers die ununter-
brochen in eigenartiger Bewegung befindlichen kolloiden Teilchen
neben grofleren rubhenden Teilchen.
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2. Uberfiilhrung des Sol- in den Gelzustand und umgekehrt.

Versuch 1. Man erhitzt in einem Kolben von etwa 150 ccm
etwa 100 com Wasser zum Sieden und laft zur siedenden Losung
aus einer Pipette tropfenweise etwa 8—10 ccm einer sehr stark
konzentrierten Losung von Eisenchlorid in Wasser zuflieBen. Die
siedende Losung nimmt sofort eine dunkelrotbraune Farbe an und
stellt eine kolloide Losung von Fe(OH),, ein Eisenoxydsol, dar.

Man beobachte folgendes: Wenn man von der Losung des Sols
etwas in ein Reagenzglas fiillt, so bemerkt man schon bei der gewohn-
lichen Betrachtung eine Opaleszenz bei darauffallendem Licht. Noch
viel stdrker wird diese Erscheinung im Lichte der Bogenlampe. Man
erkennt am Aufleuchten den Gang der Strahlen (Tyndall-Phénomen).

Beim Versetzen des Sols mit einer geséttigten Losung von Am-
moniumsulfat erhdlt man eine Koagulation der Solteilchen: die
Losung triibt sich, und die Teilchen flocken allméahlich aus.

Gibt man zu der Losung verdiinnte Natronlauge, so bildet sich
eine Féllung des bekannten Eisenhydroxyds. Beim Versetzen der
urspriinglichen Losung mit verdiinnter Salzsdure entsteht zunéchst
eine Triibung. Sie riihrt.von der ausflockenden Wirkung der Elek-
trolyte her. Kocht man aber, so geht sie in Losung, und man er-
hilt eine hellgelbe Losung von Eisenchlorid.

Man iiberzeuge sich auch von der Farbintensitdt der kolloid-
gelosten Teilchen. Man verdiinne 10 cem der stark konzentrierten
Eisenchloridlosung mit kaltem Wasser. Man erhdlt eine hellbraun
gefirbte Losung, die mit verdiinnter Saure bzw. gesittigtem Am-
moniumsulfat nicht ausflockbar ist.

Versuch 2. Wir geben zu einer Losung von 5 ccm einer ge-
sittigten Eisenchloridldsung in 100 ccm Wasser tropfenweise Ammo-
niak zu, bis ein deutlich wahrnehmbarer Niederschlag sich bildet.
Wir filtrieren von ihm ab, waschen ihn mit Wasser und spillen ihn
noch feucht in einen Erlenmeyerkolben, geben dann 50 cecm
Wasser hinzu und schiitteln energisch um. Nun geben wir von dem
gleichméfligen Brei je 1 ccm mittels einer Pipette in Reagenzglédser
und fiigen die 20fache Menge Wasser hinzu. Den Inhalt des ersten
Reagenzglases lassen wir zur Kontrolle ohne Zusatz. Zum Inhalt des
zweiten Reagenzglases fiigen wir einen Tropfen einer 0,1-n-KCl-
Losung, zum Inhalt des dritten Reagenzglases zwei, zu dem des
vierten Reagenzglases drei Tropfen einer gleichen Salzsiurelésung
hinzu. Man erkennt nach dem Umschiitteln und einigem Warten
(etwa 15 Minuten), daBl die iiber dem Niederschlag stehende Losung
nicht mehr farblos, sondern intensiv braunrot gefirbt ist. Bei geeig-
neten Bedingungen geht der ganze Niederschlag in das braunrot ge-
farbte Hydrosol iber.

Versuch 3. Wir leiten in eine Lésung von Arsentrioxyd

Schwefelwasserstoff ein. Die Losung farbt sich gelb. Es hat sich
kolloides Arsentrisulfid gebildet. Eine Fallung tritt nicht ein. Nun
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setzen wir ganz wenig Salzsiure hinzu. Es fillt sofort ein gelber
Niederschlag von As,S,.

Versuch 4. Wir fiigen zu einer durch Dialyse erhaltenen
kolloiden Zinnsdurelfsung einige Tropfen Ammoniumkarbonatlosung.
Es tritt Ausflockung ein. Nun setzen wir etwas Ammoniak zu.
Es bildet sich allmahlich wieder eine klare Losung (Peptisation).

Versuch 5. Wir setzen zu klarem Blutserum Wasser. Es tritt
eine Triibung auf. Sie ist durch das Ausflocken von Globulinen be-
dingt. Diese brauchen zu ihrer ,Losung® eine bestimmte Konzen-
tration von Neutralsalzen. Geben wir nun vorsichtig tropfenweise eine
ziemlich konzentrierte Kochsalzlosung hinzu, dann beobachten wir, daf3
die Trilbung sich wieder aufhellt. Gleichzeitig konnen wir bei diesen
Versuchen die Diffusion des Kochsalzes (bzw. der Na- und Cl-Ionen)
verfolgen. Uberall, wo dieses hingelangt, verschwindet die Triibung.

3. Versuche iiber das Verhalten von verschiedenartig ge-
ladenen Solen.

Besonders lehrreich ist die Feststellung des Verhaltens von im
kolloiden Zustande befindlichen Stoffen mit verschiedener elektrischer
Ladung gegeniiber Elektrolyten.

Als Beispiel eines elektropositiven Kolloids beniitzen wir
Eisenhydroxydsol. Wir geben in ein Reagenzglas einen Kubikzenti-
meter des kduflichen ,Liquor ferri oxydati dialysati“ und verdiinnen
mit der zehnfachen Menge destillierten Wassers. Wir verteilen nun
je einen Kubikzentimeter dieser Losung auf Reagenzgliser und
stellen fest, wann durch Zusatz bestimmter elektrolythaltiger Losungen
eine Ausflockung erfolgt. Wir beniitzen zum Beispiel eine molekulare
Losung von Chlornatrium, Chlorkalium, Chlorkalzium usw. und ver-
gleichen die Wirksamkeit dieser Losungen untereinander, d. h. wir
bestimmen, welche Mengen wir davon zur Eisenhydrooxydlésung
hinzufiigen miissen, um eine irreversible Ausflockung zu erhalten.

Wir geben ferner zu der Eisenhydroxydlosung geringe Mengen
Salzsdure, ferner Essigsiure. Es tritt keine Ausflockung ein, wohl
aber wenn wir Spuren von Ammoniak oder Natronlauge hinzufiigen.

Als Vertreter eines elektronegativen Kolloids verwenden wir
Mastixsol. Es werden 10 g Mastix in 100 ccm 96°/jigen Alkohols
aufgelost. Die Losung wird filtriert. Zu 100 cem dieser Losung
gielen wir rasch unter Schiitteln 200 com destillierten Wassers.
Die milchartig aussehende Fliissigkeit wird filtriert. Wir bestimmen
in Parallelversuchen zu den zuvor erwdhnten Versuchsreihen das
Verhalten des Mastixsols gegeniiber molekularen Losungen der ent-
sprechenden Elektrolyte.

Sowohl beim Eisenhydroxyd als beim Mastixsol verwenden wir
Reihen mit gleichen Kationen und andererseits Reihen mit gleichen
Anionen. Wir stellen fest, welcher Ionenart die stirkste Flockungs-
wirkung zukommt.

Wir setzen auch hier geringe Mengen Salzsiure oder Essigsdure



192 Physikalisch-chemische Methoden.

hinzu. Es tritt Ausflockung ein. Zusatz von wenig Ammoniak
erweist sich als wirkungslos.

4. Elektrischer Uberfiihrungsversuch.

Man fiillt das Mittelstiick a des Apparates, Abb. 130, der den AufsatzC
und C’ noch nicht trégt, mit der zu priifenden kolloiden Lésung,
z. B. mit Eiweil in verdiinnter alkalischer Ldsung, in der die Pro-
teinteilchen anionisiert, d. h. negativ geladen sind. Man achte darauf,
daBl die beiden Verbindungshihne b und ¥ gleichfalls gefiillt
werden. Hierauf werden diese geschlossen und die Ridume 4 und
K mit Wasser griindlich durchgespiilt. Sodann werden sie mit der
entsprechenden Fliissigkeit, gegen die man iiberfithren will, beschickt.
Zu genauen Untersuchungen wiirde man als solche das Ultrafiltrat
der kolloiden Losung in a wihlen, da jedoch ihre Gewinnung zu-
meist mit Umsténdlichkeiten verbunden ist, so nimmt man fiir ge-
wohnliche Versuche eine dhnlich zusammengesetzte Losung, wie sie

etwa dem Ultrafiltrate entsprechen

diirfte. In unserem besonderen

Falle nimmt man ein alkalisches

Wasser, das mit Indikatoren die

gleiche Farbreaktion gibt, wie die

Eiweiflésung in a. Hierauf wird

der Aufsatz C — C’ so angebracht,

dafl in 4 und K keine Luftblase

verbleibt und der ganze Aufsatz

mittels einer Pipette luftfrei (bei

offenem Hahn H) mit dem glei-

chen alkalischen Wasser gefiillt.

Nunmehr spannt man den Appa-

rat moglichst vollstdndig wagrecht

Abb. 180, in ein Stativ ein, achtet auf gleich

hohes Niveau in € und ¢’ und

taucht die Elektroden E bezw. E' in C bezw. C’ ein. Als Anode

nimmt man einen Silberstreifen, als Kathode einen Kupferstreifen.

Sodann gibt man zu der Flissigkeit in ¢ eine Messerspitze NaCl

und zu derjenigen in C' eine Messerspitze CuCl,. Nunmehr werden

die Héhne b und %’ ohne Erschiitterung gedfinet, hierauf H und dann

der Strom geschlossen. Man achtet darauf, daf E mit dem -} Pol,

E’ mit dem negativen verbunden wird. Das Stromgefille (Spannung)

betrage 220 bis 250 Volt (zumeist reicht der Stadtstrom aus). Die
Anordnung entspricht dem Schema:

+ —
Ag|NaCl| Alkal. H,O | Alkali-Protein | Alkal. H,O | CuCl, | Cu
e e, et e——

Anodenraum Kathodenraum

Nach einiger Zeit beobachtet man die Wanderung (Kataphorese)
des negativen Kolloids in den Anodenraum 4, indes sich der an K
grenzende Teil von o allméhlich aufhellt. Nach etwa 10 Minuten
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bricht man ab, indem man die Hihne b und V' zuerst schlieBt, so-
dann den Strom &ffnet. Eine lingere Uberfiihrung ist nicht ratsam,
zumal infolge Erwirmung der Fliissigkeit Storungen zu befiirchten
sind. Man entfernt den Aufsatz vorsichtig, um Vermischungen mit den
Elektrodenfliissigkeiten zu vermeiden und priift den Gehalt von 4
bzw. K. A wird im vorliegenden Falle Eiweilreaktionen zeigen, K nicht.
Als weitere Beispiele eignen sich aufler positiv bzw. negativ
geladener Proteine gefirbte Kolloide (Kongorubin, Eisenoxydsol,
Arsentrisulfidsol usw.) ausgezeichnet. Die positiven Sole wandern
selbstverstéindlich kathodisch, also nach dem Kathodenraum K.

5. Schutzwirkung von Kolloiden,

Wir verwenden nach W. Ostwald zu den folgenden Versuchen
Kongorubin. Wir stellen uns eine 0,1 °/jige Farbstofflosung her und
geben davon mittels einer Pipette je einen Kubikzentimeter in eine
Anzahl von Reagenzglisern. Dann fiigen wir steigende Mengen von
Gelatine-, Stirke- oder Himoglobinlésung hinzu und fiilllen mit
destilliertem Wasser auf 5 ccm auf. Dann geben wir zu jeder Probe
5 ccm einer 0,5-n-KCl-Losung hinzu. Wir stellen fest, bei welcher
Konzentration des Schutzkolloids nach einer bestimmten Zeit, z. B.
10 Minuten, ein erkennbarer Unterschied im Vergleich zu der ohne
KCl-Zusatz bei gleicher Verdiinnung gelassenen Kontrollosung vor-
handen ist. Zur Feststellung der Schutzwirkung geben wir die
gleiche KCI-Losung zu einer Kongorubinlgsung der gleichen Ver-
diinnung ohne Zusatz des Schutzkolloids. ‘

6. Versuche tiiber das verschiedene Verhalten des nicht
kolloiden und des kolloiden Zustandes bei dar Dialyse.

Wir fillen drei weithalsige Flaschen mit destilliertem Wasser.
In die eine hingen wir einen Dialysierschlauch, gefillt mit einer
EiereiweiBlésung und in die zweite einen
solchen mit Kupfersulfatlosung. In die dritte
endlich tauchen wir einen Dialysierschlauch
gefiillt mit einer Traubenzuckerlosung. Der
Schlauch ist bei allen drei Versuchen an
beiden Enden dicht abgebunden (Abb. 131).
Nach einiger Zeit priifen wir die Auflen-
fliissigkeit darauthin, ob aus dem Schlauch
Substanzen durchgetreten sind. Beim zweiten
Versuche a8t sich durch einfache Beobachtung
leicht feststellen, daBl Kupferteilchen nach
auBen diffundiert sind: Blaufarbung der Auen-
fliissigkeit. Man verfolge auch hier die weitere
Diffusion in der Fliissigkeit. Die durch getre-
tenen SO,-Ionen weisen wir in der Auflen-
fliissigkeit nach, indem wir Barytwasser zugeben. Es fillt Bariumsulfat
aus. Priifen wir bei Versuch 3 die AuBenflissigkeit mit Fehlingscher Lo-

Abderhalden, Praktikum. 3. Aufl. 13

Abb. 131, Dialyse.



194 Physikalisch-chemische Methoden.

sung (vgl. 8.54), dann erhalten wir deutliche Reduktion, ein Zeichen
dafiir, daB Zuckermolekiile in die AuBenfliissigkeit hinausdiffundiert
sind. Dagegen erhalten wir bei Versuch 1 keine Biuretreaktion
(vgl. 8. 73). Das Eiwei ist ein Kolloid. Es diffundiert nicht
durch tierische Membranen hindurch. Haben wir in die Dialysier-
schliuche genau abgemessene Fliissigkeitsmengen gegeben, dann
kénnen wir am Schlusse der Versuche leicht feststellen, daB eine
Verdiinnung ihres Inhaltes stattgefunden hat. Ferner konnen wir bei
Versuch 1 das gesamte zugesetzte Eiereiweill wieder gewinnen, wéhrend
bei Versuch 2 und 3 im Dialysierschlauch die Menge der zugesetzten
Substanzen genau um den dialysierten Anteil abgenommen hat. -

7. Trennung verschiedener Zustandsformen durch Ultra-
filtraten.

Ein gewshnliches glattes Papierfilter wird nach Wo. Ostwald
in einem gut passenden Trichter dicht angelegt und dann mit heilem
Wasser angefeuchtet. Man stellt sich dann eine 4 °/jige &dtherische
Kollodiumlésung her und gieBt dann etwa 25 cem in das feuchte
Filter. Durch rasches Drehen des Trichters wird eine erste Kollodium-
schicht auf dem Papier hergestellt. Man mufl genau aufpassen,
damit nicht verschieden dicke Schichten entstehen. Das iiberfliissige
Kollodium wird ausgegossen. Man achte besonders darauf, daf in
der Spitze des Filters kein Kollodiumtropfchen verbleibt. Man 148t
nun die Kollodiumschicht etwa 10 Minuten lang an der Luft trock-
nen. Man entfernt dazu das Filter aus dem Trichter fiir so lange
Zeit. Nun wiederholt man das Aufgiefen der angewirmten Kollo-
diumlésung. Gieit wieder von der iiberflissigen Losung ab, nach-
dem man eine zweite Kollodiumschicht erzeugt hat. Man 148t
wieder an der Luft trocknen und taucht dann das Filter in destil-
liertes Wasser ein.

Nun gielen wir auf das Filter eine Kongorot-, eine Himoglobin- usw.
I6sung und priifen, ob kolloide Teilchen durch das Filter hindurch
gehen.

8. Versuche iiber Adsorption.

Wir bereiten uns eine 0,15 °/ ige, wéfrige Losung von Methylen-
blau-chlorhydrat medicinalis (Merck). Wir geben zu 20 cem dieser
Lésung 0,1 g Carbo medicinalis (Merck). Wir schiitteln um und
filtrieren durch ein gewdhnliches Filterchen. Das Filtrat ist farblos.
Es konnen auch andere gefirbte Losungen zur Verwendung kommen.

Zur quantitativen Bestimmung der Adsorption verwenden
wir zum Beispiel Essigsdure. Wir stellen uns eine Losung be-
stimmter Konzentration her. Wir stellen ihren Gehalt durch Titra-
tion mittels Natronlauge und Phenolphtalein fest. Es lassen sich
nun nach zwei Gesichtspunkten Versuche durchfithren. Wir kdénnen
bei Verwendung der gleichen Menge Essigsiure im gleichen Volumen
Wasser den Einfluf} der Tierkohlenmenge auf die Menge der adsorbierten
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Essigsiure feststellen, oder aber wir verwenden gleiche Tierkohlen-
mengen und verschiedene Essigsdurekonzentrationen. -Wir fithren die
Versuche in Erlenmeyerkolbchen oder in kleinen Stdpselflaschen
durch. Wir schiitteln die Losung mit der abgewogenen Menge Tier-
kohle wiederholt durch und filtrieren nach einer Stunde ab. In
einem abgemessenen Teil des Filtrates stellen wir durch Titration
den Verlust an Essigsiure fest. Der Unterschied zwischen der Essig-
sduremenge, die wir angewandt haben, und der wiedergefundenen
ergibt die adsorbierte Menge Essigsdure. Ferner konnen wir fest-
stellen, ob die Adsorption reversibel ist. Wir spiilen die abfiltrierte
Tierkohle mit destilliertem Wasser in ein Kolbchen und fiillen auf
ein bestimmtes Volumen auf, filtrieren nach nach einiger Zeit und
stellen die Menge Essigsiure fest, die sich in der Losung befindet.

Wir kénnen einen gleichen Versuch zum Beispiel mit einer Zucker-
16sung durchfithren. Schliefilich priifen wir die Adsorption -von
Essigsiure und Traubenzucker, wenn beide zugleich zugegen sind.
Wir verwenden zum Beispiel 50 ccm 0,1 n-Essigsiure -~ 5 com
Wasser - 2g Tierkohle, ferner 50 ccm einer 1°/jigen Trauben-
zuckerlosung -+ 5 ccm Wasser - 2 g Tierkohle. Endlich verwenden
wir 50 ccm Wasser, in denen Traubenzucker und Essigsdure in der
gleichen Konzentration vorhanden sind, wie bei den beiden ersten
Versuchen und geben ebenfalls 2 g Tierkohle zu. Wir priifen jedes-
mal, wieviel von den zugesetzten Stoffen nach Zusatz der gleichen
Menge Tierkohle noch vorhanden ist, bzw. wieviel von ihnen zur
Adsorption gekommen ist.

9. Bestimmung der inneren Reibung einer Losung (Viskositit).

Wir verwenden zu dem Versuch den in Abbildung 132 dargestellten
Apparat. (Viskosimeter nach Wilhelm Ostwald). Um den Ein-
flu der Temperatur auszuschalten, werden die Mes-
sungen im Wasserbade ausgefithrt, das bei konstanter
Temperatur gehalten wird. Die auf ihre innere Rei-
bung zu vergleichenden Lisungen miissen in genau
der gleichen Menge verwendet werden. Man fillt
zunichst mittels einer Pipette in das Rohr A soviel
Wasser ein, dafl die Kugel B eben gerade damit
angefiillt ist. Jetzt blist man vom Rohr 4 aus die
Flissigkeit in den Schenkel C bis iiber die Marke 1
hinaus. Die Fliissigkeit mufl jetzt noch gerade in
die Kugel B hineinreichen. Es sind ungefdhr 5 ccm
Flissigkeit notwendig, folglich verwenden wir fir
jeden Versuch genau 5 cem. Man nimmt nunmehr
eine Stoppuhr, die '/, Sekunden anzeigt, zur Hand,
und laBt die Flissigkeit im Rohr C fallen, bis die
Marke 1 erreicht ist. In dem Augenblick wird die
Stoppuhr angelassen und wieder abgestellt, wenn
die Marke 2 eben erreicht ist. Man driickt hierauf Abb. 132.

13%
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die Fliissigkeit wieder bis auf die Marke 1 herauf und wiederholt

die ganze Bestimmung., Wir vergleichen zum Beispiel die Viskositét

von Wasser mit derjenigen von Serum. Wir verwenden ferner eine

Gelatineldsung fiir sich und ferner eine gleichkonzentrierte Losung, der

wir steigende Mengen Salzsiure bzw. Natronlauge zugesetzt haben.

Fiir die Bestimmung der Viskositdt ist in jedem Falle notwendig:

1. Bestimmung des Wasserwertes (AusfluBizeit des reinen
Wassers), z. B. mit 5 cem Wasser;

2. Bestimmung der AusfluBzeit der Losung eines gegebenen

Stoffes gleichfalls mit 5 cem.

AusfluBlzeit der Losung

Die Viskositiit 7 ist dann— . '
10 VISKOSIBAD 1] 156 A == 4 sfluBzeit des Wassers

10. Versuche iiber Quellung.

Wir schneiden aus einer etwa 1 mm dicken Gelatineplatte sechs
Streifen von 5 cm Linge und !/, cm Breite. Je einen Millimeter-
streifen geben wir in Reagenzglisern erstens zu 20 ccm Wasser, zu
20 cem Salzséure (0,1 n-HCI), zu 20 ccm Essigsédure der gleichen Kon-
zentration, zu 20 ccm einer 5 °/jigen Harnstofflésung und zu 20 cem
0,1 normaler Natronlauge. Nach 24 Stunden messen wir die Lénge
der Gelatinestreifen.

In weiteren Versuchen prifen wir die optimale Wasserstofi-
konzentration, d. h. die Konzentration, bei der die Quellung am
stirksten ist. Wir vergleichen verschiedene Siuren untereinander
und priifen, ob nur die Wasserstoffionen fiir den Quellungsgrad mag-
gebend sind.

Nach dem Vorgang von Martin H. Fischer gieBen wir eine
6°/yjige Gelatinelosung in eine Kristallisierschale aus und lassen sie
erstarren. Mittels einer Pravazspritze oder einer sonstigen Injek-
tionsnadel injizieren wir in die Gelatinemasse Ameisensiure oder
Essigséure, und zwar nur ganz geringe Mengen. Es wird dann auf
die Gelatine Wasser gegossen. Man bemerkt dann schon 1 bis
2 Stunden nach dem AbgieBen des Wassers, daB die Gelatine an
den Stellen, an denen die Siure eingespritzt worden ist, stirker ge-
quollen ist.

Ferner priifen wir den Einflul von Salzen auf die Quellbarkeit
von Gelatine. (Hofmeistersche Reihen). Sehr geeignet zu Quel-
lungsversuchen ist auch Kautschuk. Wir schneiden einen Kaut-
schukschlauch oder Kautschukmembrane in Streifen und bringen sie
in Reagenzglisern in Wasser, Chloroform, Toluol und verfolgen, ob
eine Volumenzunahme stattfindet.

11. Zeitreaktionen bei Kolloiden nach Vorlinder?).

Versuch 1. Man gibt zu gleichen Volumina einer stark ver-
diinnten. Ferrozyankaliumlésung (0,04 Gramm krist. Salz im

1) Privatmitteilung.
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Liter) in Becherglisern verdiinnte Salzsiure verschiedener Konzen-
tration, und zwar stets gleiche Volumina. Eine Probe bleibt ohne
Salzsiurezusatz und wird zum Vergleich mit dem entsprechenden
Volumen Wasser verdiinnt. Fiigt man nun zu allen Proben einige
Tropfen einer sehr verdiinnten, lichtgelben Ferrichloridlésung,
so zeigt es sich, daB die Losungen sich um so langsamer blau
firben, je konzentrierter die Salzsdure ist. Essigséure beeinflufit die
Reaktion viel weniger als Salzsdure oder Schwefelsdure (Wirkung
der Wasserstoffionen auf die Bildungsgeschwindigkeit des Berliner-
blaus). Man verfolge die Reaktion nach Zusatz des Eisenchlorids
mit Hilfe eines Metronoms oder einer Uhr und notiere sich die
Zeiten.

Versuch 2. Wir bringen in Becherglidser gleiche Volumina einer
verdiinnten Losung von Berlinerblau (sog. 16sliches Berlinerblau)
und setzen verdiinnte Natronlauge verschiedener Konzentration,
doch gleiche Volumina hinzu. Die Férbung verschwindet um so rascher,
je konzentrierter die Lauge ist. Sodalosung und Ammoniak wirken viel
langsamer als Kalilauge oder Natronlauge, und diese wirken wieder
langsamer als Barytwasser (EinfluB der Hydroxylionen auf die Zer-
setzungsgeschwindigkeit des Berlinerblaus).

Versuch 3. Man vermischt eine Lésung von Berlinerblau mit etwas
verdiinnter Ammoniaklésung oder auch mit sehr verdiinnter Natron-
lauge und verteilt die Losung in verschiedene Bechergldser. Die im
Gang befindliche Reaktion wird bei Zusatz von gepulvertem Chlor-
natrium stark beschleunigt und durch Chlorammonium stark ver-
z6gert. Sie verlauft mit Chlorbarium &uBerst rasch (katalytische
Wirkung verschiedener Kationen).

Versuch 4. Man stelle die gleichen Versuche, wie bei 2 und 3
mit einer kolloiden Lésung von Arsentrisulfid an, die durch Ein-
leiten von Schwefelwasserstoff in eine kalte, wisserige Losung von
Arsenik erhalten wird. Der Verlauf der Zeitreaktion mit Alkalien
ist an der Entfirbung der dunkelgelben Losung zu beobachten.

9. Versuche iiber Diffusion in Gallerten
(nach Liesegang).

Bereitung der Gallerte: Wir verwenden dazu kédufliche Gela-
tinebldtter. Sie werden zuerst von in Wasser 1oslichen Verunreinigungen
befreit, indem man sie wiederholt mit destilliertem Wasser auswéscht.
Zu der gequollenen Gelatine gibt man die ndtige Wassermenge (am
besten verwendet man eine 10prozentige Gelatme]osung) und erwarmt
auf etwa 40° Dabei geht die Gelatine in Losung. Nunmehr gieBt
man die Gelatinelosung unter Vermeidung von Luftblasen in Reagenz-
gliser. Diese werden zur Héilfte mit ibr angefiills.

Versuch 1. Man iiberschichtet die Gelatinegallerte mit 1prozen-
tiger Kaliumbichromatlésung. Man beobachtet nun die Schnelligkeit
der Diffusion der gefiirbten Substanz in der Gelatine. Nach 20 Stunden
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erstreckt sich die Farbung der Gelatine etwa 18 mm weit, nach
160 Stunden 50 mm weit. Die Diffusion ist am Anfang auBerordent-
lich viel rascher als spéter.

Versuch 2. Zu 15 ccm einer 10prozentigen Gelatinelosung gibt
man vor dem Erstarren 0,4 ProzentSilbernitratlésung und iiberschichtet
nach dem Erstarren mit 7 com einer 5prozentigen Kochsalzlosung.
Der Versuch wird im Dunkeln aufbewahrt. Nach 12 Stunden reicht
die Triibung etwa 18 mm weit. Sie riickt dann langsam weiter vor.

Bei beiden Versuchen beobachten wir die Diffusionsgeschwin-
digkeit. Selbstversindlich kénnen die Zeiten der Beobachtung ganz
verschieden lang gew#hlt werden. Der Versuch wird an einem Tag
angestellt und am néchsten und den folgenden Tagen das Fortschreiten
der Diffusion verfolgt. Sehr zweckm&flig ist die Niederlegung der
Beobachtungen in Form einer Kurve. Wir tragen auf der Ordinate
die Millimeter des Fortschreitens der Triibung auf und auf der
Abszisse die Zeit in Stunden.

Versuch 3. Die Gelatine wird auf Glasplatten ausgegossen. Wir
verwenden 15—25 ccm einer 5- bis 10prozentigen warmen Gelatine-
16sung und giefen diese auf eine Glasplatte vom Format z. B. 13:18 cm
aus. Nach dem Erstarren bringen wir !/, cem einer 10prozentigen
Kochsalzlgsung in Tropfenform auf die Mitte der Platte. Es dringt
das Salz nach allen Seiten gleichmidBig in die Schicht ein. Um fest-
zustellen, wie weit nach einigen Stunden das Kochsalz vorgedrungen
ist, iibergieft man die Platte nach Wegnahme des Tropfenrestes mit
Filtrierpapier mit einer Silbernitratlosung. Man erkennt jetzt ohne
weiteres an der Chlorsilbertriibung, wie weit das Kochsalz nach allen
Seiten vorgedrungen ist. Der Versuch kann auch so ausgefiihrt werden,
daBl man der Gelatine vor dem Erstarren etwas Silbernitratlosung
zufiigt.

Versuch 4. Es werden 15 ccm einer 10 prozentigen Gelatinelosung
mit 3 cem einer 2prozentigen Kochsalzlosung gemischt. Dann bringt
man auf das erstarrte Gemisch auf der Platte in einem Abstand von
4 ecm 2 Tropfen von je 0,2 ccm einer 20 prozentigen Silbernitratlésung.
Es entsteht Chlorsilber in Kreisform um jeden Tropfen. Haben sich
die Kreise beider Tropfen auf etwa 1 cm gendhert, dann wachsen
sie rasch aufeinander zu. Die Ursache dieser Erscheinung bildet die
durch Diffusion eintretende Verarmung an Kochsalz, wodurch ein
rascheres Vordringen der Silbernitratlosung erméglicht wird. Sie tritt
zwischen den beiden Chlorsilberkreisen deshalb ein, weil ein Zu-
wandern von Kochsalz bzw. Cl-Ionen aus gréferer Entfernung ver-
mindert ist.



Vierter Teil.

Physikalische und physiologische
Methoden.

1. Funktionen des Verdanungsapparates
mit seinen Driisen.

Sekretion des Speichels.

Die Versuche werden an einem Hunde ausgefiihrt, bei dem die
Mindung des Ausfilhrungsganges der Glandula Parotis oder einer
anderen Speicheldriise mit einem Stiickchen Wangenschleimhaut auf
die duBere Haut verpflanzt ist. Zunéchst stellen wir fest, dall aus
der Fistel nur ganz wenig Speichel ausflieBt. Wir fangen ihn in einem
Reagenzglas mit Hilfe der aus Abb. 133
erkennbaren Apparatur auf. Jetzt fiihren
wir 5 Gramm moglichst trockenes Fleisch-
pulver in die Mundhéhle ein. Diese 5 Gramm
entsprechen 25 Gramm feuchten Fleisches.

Wir kontrollieren mit der Uhr in der Hand

das AusflieBen des Speichels. Nach jeder

Minute wird das Reagenzglas gewechselt.

Man benutzt hierzu am besten kalibrierte

Reagenzglidser. AmSchlufl der ersten Minute

sind z. B. 2 ccm Speichel abgeflossen. Nach

der zweiten Minute beobachten wir 0,8 cem

Speichel, nach der dritten 0,4 cem. Zu-  Ayb 133, Speichelsekretion.
sammen 3,2 ccm Speichel.

Nun wiederholen wir, nachdem die Sekretion wieder gering ge-
worden ist, den gleichen Versuch, nur geben wir diesmal zu den
5 Gramm trockenen Fleisches 20 ccm Wasser hinzu. Wir beobachten,
daBl nach der ersten Minute z. B. 0,8 cem Speichel ausflieBen, nach
der zweiten Minute 0,1 cem und nach der dritten Minute nur noch
0,05 ccm, zusammen 0,95 ccm Speichel.
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Wir warten wieder ab, bis wenigstens innerhalb 5 Minuten keine
groBere Speichelmenge ausgeflossen ist, und verabreichen nunmehr
20 Gramm des rohen Fleisches. Nach der ersten Minute flieBen z. B.
0,6 ccm Speichel aus, nach der zweiten Minute 0,1 ccm, und nach
der dritten Minute findet iiberhaupt kein Speichelflul mehr statt.
Im ganzen sind 0,7 ccm Speichel ausgeflossen.

Nach einiger Zeit bringen wir etwas verdiinnte
= Essigsdure auf die Zunge und beobachten, daf nun-
mehr bald eine starke Sekretion einsetzt, sog. Ver-
Y dinnungsspeichel (vgl. Abb. 134). Das erste
" Reagenzglas zeigte die Speichelabsonderung bei Ruhe,
Reagenzglas 2 nach Auftupfen von Essigséure.

‘ Gleichzeitig konnen wir an dem aufgefangenen

Speichel seine Eigenschaften studieren. Wir sehen,
' daB der Speichel Eiwei} (u. a. Mucin) enthélt. Ferner
kénnen wir durch Eindampfen und Glithen des Riick-
standes nachweisen, daB Aschenbestandteile vor-

L.~ = handen sind. Uber Diastase- und Rhodanammon-
e D 134. nachweis vgl. S. 62 und 142.
S oo Ton Endlich zeigen wir dem Hund ein Stiick Fleisch.

Wir beobachten, dafl der bloBe Anblick dieses Nah-
rungsmittels Speichelsekretion hervorruft.

Sekretion des Magensaftes.

Wir verfolgen die Sekretion des Magensaftes an einem Hunde,
der eine einfache Magenfistel besitzt. Durch eine Offnung der Bauch-
decke und der Magenwand ist eine Kaniile (Abb. 135) durchgefiihrt.
Diese ist nach auBlen durch einen Korkstopfen verschlossen. Bei der
- Anstellung der Versuche wird der VerschluBl entfernt und

Lrw) ein Trichter unter die Offnung der Kaniile gebracht, nach-
= dem wir das Versuchstier in einem Gestell (vgl. Abb. 136)

) festgebunden haben. Den Trichter verbinden wir mit einem
=" MeBzylinder, um die ausflieBende Menge Magensaftes messen

Magenkangie, 20 konnen. Zunichst stellen wir fest, daB im niichternen
Zustande nur ganz wenig Fliissigkeit ausflieBt. Wir priifen

die Reaktion des aufgefangenen Saftes. Sie ist neutral oder schwach
alkalisch. Das Sekret besteht zum gr68ten Teil aus Schleim. Nun
wechseln wir den Mefzylinder und zeigen dem Hund unter gleich-
zeitiger Feststellung der Zeit Fleisch. Nach etwa 5—6 Minuten setzt
die Sekretion von Magensaft auf einmal ein. Wir wechseln alle 10 Mi-
nuten das Auffangegefdl. Wir beobachten, dafl zunidchst die Menge
des Magensaftes ein Maximum erreicht und dieses dann lingere Zeit
beibehalten wird (Abb. 137). Wihrend dieser Zeit zeigen wir dem
Hund eine Katze. Der Hund wird dabei auBerordentlich erregt.
Wir bemerken, dafl die Sekretion des Magensaftes plétzlich authort.




Verdauungsapparat mit seinen Driisen. Magendriisen. 201

Sie kommt auch in der nichsten Zeit nicht mehr in Gang. Vgl
Abb. 138 und 139.

Abb. 138 zeigt das Versiegen der Magensaftabsonderung nach'er-
folgtem Zornausbruch, veranlaBt durch das Erscheinen einer Katze.

Abb. 136. Abb. 187. Absonderung von Magensaft
Hund mit Magenfistel. nach Fiitterung von Fleisch.

In Abb. 139 sind die von 10 zu 10 Minuten gesammelten Mengen
Magensaftes nach Verabreichung von Fleisch dargestellt. Das sechste
Reagenzglas zeigt die Menge an Magensaft nach erfolgtem Zornausbruch.

Einem anderen Magenfistelhund geben wir Fleisch zu fressen und
stellen hierbei ebenfalls fest, dafl nunmehr die Magensaftsekretion rasch

Abb, 138 Aufhoren der Absonderung des Magensaftes nach Zornausbruch.

in Gang kommt. Aus der Fistel heraus nehmen wir nach einiger Zeit
mittels einer Pinzette einige Stiickchen von dem aufgenommenen
Fleisch. Wir koénnen feststellen, daB es schon stark verdndert ist.
Seine rote Farbe ist in Braun bis Grau iibergegangen. Das Fleisch
sieht zum Teil auch ganz schleimig aus. Wenn wir ein Stiickchen
davon mit Wasser auskochen, dann erhalten wir in dem wéisserigen
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Auszuge mit Natronlauge und Kupfersulfatlosung Biuretreaktion
(vgl. S.73). Es haben sich Peptone gebildet. Bei dieser Gelegenheit
priifen wir auch die Reaktion des Magensaftes. Sie ist infolge des
Gehaltes an Salzsdure sauer. Ferner konnen wir in den vorher fil-
trierten Magensaft ein Stiickchen eines hartgekochten Eies bringen
und feststellen, dal dieses allméhlich in Losung geht. (Vgl. S. 76.)

Endlich stellen wir mit zwei Magenfistelhunden folgenden Versuch
an: Wir fithren durch die Fistel6ffnung bei beiden Hunden, ohne daf}
sie es sehen und riechen kénnen, je ein Stiickchen Fleisch ein. Sie

sind an einem Faden befestigt.

Wir lassen diesen aus der Fistel-

6ffnung heraushéngen und ver-

schlieBen nun die Kaniilen-

6ffnung. Den einen Hund fithren

wir aus dem Raume fort und

zeigen ihm drauBen Fleisch, ohne

daB3 wir ihm solches zu fressen

geben. Nach zwei Stunden ziehen

wir mit Hilfe des Fadens die

Fleischstiickchen wieder heraus.

Wir stellen fest, daf3 das Fleisch

Abb. 139. Absonderung von Magensaft. bei dem Hund, der kein solches

zu sehen bekommen hat, zum

groBen Teil noch keine Verinderungen zeigt, wihrend es bei dem

Tier, dem wir es gezeigt haben, fast vollig verdaut ist. Der Anblick

des Fleisches hat bei diesem eine sehr starke Sekretion von Magen-

saft hervorgerufen, wihrend sie beim anderen Hunde eine nur spir-

liche ist. Dieser Versuch darf selbstverstindlich nur an niichternen
Hunden ausgefiihrt werden.

Geben wir einem Magenfistelhund Fleisch oder Milch zu fressen,
dann beobachten wir, daB die ausfliefende Fliissigkeit vollstindig
farblos ist. Sie wird bald mit den Abbauprodukten der betreffenden
Proteine vermischt sein. Geben wir Milch, dann kénnen wir gleich-
zeitig die Gerinnung, hervorgerufen durch das Labferment, feststellen.,
Wenn wir jedoch dem Versuchstiere eine an Fett sehr reiche Nahrung
verabreichen, es z. B. Schweinespeck fressen lassen, dann ist der aus-
flieBende Magensaft griin gefdrbt. Unterschichten wir eine Probe dieses
Magensaftes mit konzentrierter Salpetersiure, dann erhalten wir eine
positive Reaktion auf Gallenfarbstoffe (vgl. S. 80). Die reichliche
Zufuhr von Fett hat bewirkt, daB Inhalt aus dem Duodenum in den
Magen zuriickgetreten ist.

Sekretion des Pankreassaftes.

Wir benutzen einen nach Pawlow operierten Hund. Die Papille
des Hauptausfithrungsganges der Pankreasdriise ist mit einem rauten-
formigen Stiick der Duodenalschleimhaut auf die iuBere Haut ver-
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pflanzt worden. Nach Verheilung wurde die Schleimhaut durch Be-
tupfen mit Argentum nitricum vollstindig zerstort. Wir setzen auf
die Fistelofinung einen Trichter und verbinden diesen mit einem Me8-
zylinder. Zuniichst beobachten wir, da aus der Fistel fast gar kein
Saft herauskommt. Nun zeigen wir dem Versuchshunde Fleisch. Nach
kurzer Zeit flieBt aus der Fistelofinung ein klarer Saft. Wir konnen
auch hier zeigen, daB die Sekretion sofort aufthért, wenn wir dem
Hund Arger bereiten. Fiigen wir zu dem Saft gekochtes Eiereiweil3,
dann beobachten wir, daB dieses nicht angegriffen wird. Der sezer-
nierte Pankreassaft ist dann, wenn der letzte Rest der transplan-
tierten Darmschleimhaut zerstért worden ist, vollstindig inaktiv, d. h.
das Trypsin ist in Form des sog. Zymogens vorhanden. Nun setzen
wir etwas Darmsaft zu dem inaktiven Pankreassaft hinzu. Die im
Darmsaft enthaltene Enterokinase aktiviert das Trypsinzymogen. Nun -
sehen wir, daB das Eiereiwei3 zu Pepton abgebaut wird. Gleichzeitig
werden einzelne Aminosiuren frei (Tyrosinabscheidung, Bromreaktion
auf freies Tryptophan, vgl. S. 74, 78).

Versuche am iiberlebenden Darm.

Am besten eignet sich zu den Versuchen die Katze oder das Kanin-
chen. Man narkotisiert diese Tiere mit Ather und entblutet sie dann
in Narkose. Sofort nach Aufhéren der Atmung wird die Bauchhohle

Abh. 140.

erdfinet und der gesamte Diinndarm vom Mesenterium abgelost. Bei
der Katze wird der Diinndarm beim Ubertritt in den Dickdarm durch-
schnitten und dann mit einem kriftigen Zug vom Mesenterium ge-
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trennt. Beim Kaninchen mufl man, um ZerreiBung des Darmes zu
verhiiten, die Abtrennung des Mesenteriums mit Hilfe einer Schere
herbeifithren. Dann wird der Darm sofort in eine Schale mit kérper-
warmer Ringerscher Fliissigkeit gelegt, durch welche Sauerstoff hin-
durchperlt. Die Ringersche Flissigkeit besteht aus folgenden Bestand-
teilen: 0,03 Prozent Natrium bicarbonicum, 0,024 Prozent Chlorkalzium,
0,042 Prozent Chlorkalium, 0,9 Prozent Kochsalz. Die Salze miissen
in der erwahnten Reihenfolge zur Losung gebracht werden. Man sieht,
wie in der Ringerschen Fliissigkeit der Darm bald in lebhafte Be-
wegung gerdt. Um seine Bewegungen zu registrieren, schneidet man
ein 5 bis 10 cm langes Darmstiick ab und befestigt es am einen Ende
an einem feststehenden Héakchen,. wihrend das andere Ende mit einem
Schreibhebel in Verbindung gebracht wird. Jede Zusammenziehung
des Darmstiickes bewirkt eine Erhebung des Hebels. Wir kénnen
die Bewegung des Darmes registrieren, indem wir den Schreibhebel
diese auf eine beruflite Flidche iibertragen lassen. Der in Abb. 140
abgebildete Apparat dient zu derartigen Beobachtungen. Fiigen wir
der Lésung Cholin oder noch besser Azetylcholin zu, dann tritt so-
fort eine starke Beschleunigung der Bewegung der Darmmuskulatur ein.
Ganz entsprechend ist die Versuchsanordnung, wenn wir die Bewe-
gung des Enddarmes oder des Osophagus studieren wollen.

Schluckakt.

Man beobachte beim Schlucken das Verhalten des Kehlkopfes und
versuche, bei gedffnetem Mund und ferner ,leer“ zu schlucken.

Schichtung des Mageninhaltes.

Ein Meerschweinchen, das 24 Stunden gehungert hat, erhilt
21/, Stunden vor der Tétung eine Nahrung, die aus gefirbtem Kar-
toffelbrei besteht. Er ist mittels Gentianablau gefirbt. Nach einer
weiteren Stunde geben wir dem Versuchstier wieder Kartoffelbrei,
der dieses Mal mit Bordeauxrot gefiirbt ist. SchlieBlich verabreichen
wir nach einer weiteren Stunde ungefirbten Kartoffelbrei. Nun wird .
das Meerschweinchen getotet, die Bauchhdhle sofort eréffnet und nun-
mehr das ganze Tier in einem Blechkasten mit Eis bedeckt. Man
mufl bei dem ganzen Vorgehen peinlich genau vermeiden, da der
Mageninhalt irgendwie aus seiner Lage gebracht wird. Nachdem das
Tier mitsamt dem Magen durchgefroren ist, wird dieser nach Durch-
sigung von Osophagus und Duodenum aus der Bauchhéhle ent-
fernt (man kann auch vor Beginn der Abkiihlung Osophagus und
Duodenum durchtrennen). Man beachte nunmehr von auBen die La-
gerung der verschieden gefdrbten Schichten im Magen und lege dann
mittels einer Sége einen Querschnitt durch den Magen samt Inhalt
an. Das Ergebnis des Versuches wird in einer Zeichmung festgehalten.

Bei dieser Gelegenheit wird auf die starke Fiillung des Magens
hingewiesen und demonstriert, wie wenig Chymus der Darm enthilt.
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Demonstration eines Hunde-, Pferde-, Rinder- und
Vogelmagens.

Der Hundemagen wird als Typus des Fleischfressermagens ge-
zeigt. Sein Inhalt reagiert sauer. Die Magenhdohle ist einheitlich. Beim
Pferdemagen erkennt man ohne weiteres zwei Teile: einen, dem
Osophagus sich anschlieBenden Teil, der keine Schleimhaut besitzt.
Ihm folgt dann ganz scharf abgegrenzt der die eigentliche Magen-
schleimhaut tragende Anteil. Man priife mit blauem Lackmuspapier
den Inhalt beider Teile des Magens!

Der Rindermagen ist besonders interessant! Wir suchen den
Osophagus auf und schneiden ihn auf, durchtrennen dann die Kardia
und verfolgen die Schlundrinne auf ihrem kurzen Weg durch den Vor-
magen zum Bldtter- und zum Labmagen. Wir schneiden dann den
Vormagen auf und den Netzmagen und betrachten die Beschaffenheit
der Innenwand und des Inhalts. Dann eréfinen wir den Blittermagen
und bewundern seine Einrichtung. Wir blittern in ihm und erkennen
seine Funktion als Trockenapparat (PreBfilter). In allen diesen Magen-
teilen ist die Reaktion alkalisch. Sie wird erst im eigentlichen Magen
— Labmagen — sauer. Wir vergleichen die Beschaffenheit des In-
halts der einzelnen Magenteile und insbesondere des Labmagens.

Den Vogelmagen betrachten wir bei einem Kornerfresser (z. B.
Taube). Wir erblicken einen mit sehr kriftiger Muskulatur aus-
gestatteten sog. Muskelmagen. Im Innern tridgt er eine Hornschicht.
Seine Funktion wird ohne weiteres klar.

2. Blut.
Blutgerinnung.

1. Spontane Gerinnung. Thre Verhinderung.

Wir entnehmen einem Kaninchen Blut aus der Karotis (vgl. S. 228)
und lassen es in ein Reagenzglas hineinlaufen. Ein zweites Reagenz-
glas gieBen wir vorher mit Paraffin aus. In ein drittes geben wir
0,1 Gramm Ammoniumoxalat (auch Fluornatrium konnen wir ver-
wenden) auf 10 cem Blut, und in ein viertes eine Spur von Hirudin.
Im Reagenzglas 1 tritt sehr bald Gerinnung ein. Es ist gleichm#Big
mit einer gallertartigen Masse ausgefiillt. Nach einigem Stehen be-
obachten wir, daf3 eine Fliissigkeit ausgepreBt wird. Der Blutkuchen
zieht sich zusammen. Die austretende Fliissigkeit ist das Serum.
Der Blutkuchen besteht aus Fibrin, das in seinen Maschen die
Formelemente des Blutes festhilt. Im paraffinierten Reagenzglas ist
das Blut noch flissig. Nun werfen wir ein Kérnchen Staub hinein
und beobachten, dafi plotzlich Gerinnung eintritt.

Durch den Zusatz des Ammoniumoxalats haben wir im dritten
Reagenzglas das fiir die Gerinnung notwendige Kalzium ausgefallt.
Das Blut bleibt ungeronnen. Das gleiche ist der Fall bei dem Reagenz-
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glas 4. Das aus Blutegeln gewonnene Hirudin verhindert die Gerinnung.
In beiden Reagenzglisern beobachten wir, dal nach einiger Zeit die
roten Blutkérperchen sich senken. Uber ihnen erscheint eine gelb-
gefirbte, klare Losung. Es ist dies das Plasma des Blutes.
Beobachtung der spontanen Blutgerinnung beim Pferde-
blut. Hier sehen wir, daf nach eingetretener Gerinnung zunichst
das ganze GefdBl gleichméBig mit einer elastischen, gallertartigen Masse
ausgefiillt ist. Im oberen Teil des Gefilles sieht die geronnene Masse
hellgelb und durchscheinend aus. Nur an einigen Stellen beobachten
wir undurchsichtige, weille Flecken. Eine weitere Schicht hat eine
blaBirote Farbe, und die noch weiter unten liegende ist tiefrot gefarbt.

A B
Abb. 141.

Die Ursache dieser Erscheinung beruht auf der Senkung der roten
Blutkdrperchen, bevor die Gerinnung einsetzte. Unten haben wir die
Hauptmasse der roten Blutkdrperchen. Die oberste Schicht ist ganz
frei von diesen, daher das Fehlen der roten Farbe. An den undurch-
sichtigen Stellen finden wir eine Anhdufung von Leukozyten. Auch hier
beobachten wir das nachfolgende Auspressen des Serums (Abb. 141C).

2. Gerinnung unter Schlagen des Blutes.

Frisch entnommenes Blut wird in einem Becherglas oder in einer
Porzellanschale, am besten mit einem rauhen Holz- oder Fischbeinstab,
energisch geriihrt. Nach einiger Zeit bemerken wir am Stabe Gerinnsel.
Es ist die Bildung eines feinen, die ganze Blutmasse durchziehenden
Fibrinnetzes durch das Schlagen verhindert worden. Das gesamte Fibrin
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hat sich in groben Stiicken am Stab abgesetzt (vgl. Abb. 141 B; sie
zeigt den mit Fibrinmassen versehenen Stab in Wasser getaucht).
Das rotgefirbte Fibrin 148t sich durch Waschen mit Wasser leicht
von beigemengten roten Blutkorperchen befreien. Es sieht dann ganz
weifl aus. Nach Entfernung des Fibrins verbleibt Blut, das aus Serum
und im wesentlichen aus roten Blutkdrperchen besteht. Derartiges
Blut nennen wir defibriniertes.

Zihlung der roten und weilen Blutkoérperchen.
1. Bestimmung der Zahl der roten Blutkorperchen.

Wir zdhlen die roten Blutkorperchen zunéchst zur Einiibung in
defibriniertem Kaninchenblut?). Vor der Entnahme der Proben wird
jedesmal griindlich durchgeschiittelt. Die Blutkdrperchenzahlung wird
in einer sog. Zahlkammer ausgefithrt. Diese befindet sich auf einem
Objekttrager (vgl. Abb. 142 und 143). Auf diesem ist eine diinne
Glasplatte aufgekittet. Von ihr ist in der Mitte durch eine Ver-
tiefung eine kreisférmige Scheibe abgegrenzt. Die Fliche dieser Scheibe
liegt um genau 0,1 mm tiefer als der iibrige Teil der aufgekitteten
Glasplatte. In der Mitte dieser runden Fliche befindet sich das sog.

5—_._ - — 'Cg

Abb. 142, Abb. 143.
Blutkdrperchenzédhlapparat. Blutkorperchenzihlung.

Zihlnetz (Abb. 142). Es besteht aus einem eingeitzten Netz von
horizontalen und vertikalen Linien. Durch diese werden Quadrate
abgegrenzt. Jedes derselben hat eine Bodenfliche von */,,, qmm.
Wird iiber der Zadhlkammer ein Deckglas genau horizontal so an-
gebracht, dafl seine Fliache auf der Glasplatte aufliegt, dann umfaflt,
da der Abstand von Deckglas und Zdhlkammerniveau genau 0,1 mm be-
trégt, der iiber jedem einzelnen Quadrate befindliche Raum /,,,, cmmm.
Wiirden wir das Blut direkt in die Zéhlkammer bringen, dann
wire ein Zdhlen unmoglich, weil die Zahl der roten Blutkorper-
chen eine viel zu groBe ist. Die einzelnen Zellen wiirden sich
gegenseitig verdecken. Wir miissen das Blut vorher verdiinnen.
Dazu benutzen wir eine Mischpipette (vgl. Abb. 144). Wir sau-
gen das gut gemischte Blut bis zur Marke 1. Dann wird die
Offnung der Pipette sorgfiltig abgewischt und nun eine Ver-
diinnungsfliissigkeit nachgesaugt. Wir benutzen als solche die sog.

1) Die Zahl der roten Blutkérperchen wird vom Kursleiter vor der Zéhlung
durch die Praktikanden festgestellt, so dal sich dann die Resultate leicht kon-
trollieren lassen.
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Hayemsche Fliissigkeit: 0,5 Gramm Sublimat, 5,0 Gramm Natrium-
sulfat, 1,0 Gramm Kochsalz und 200 Gramm destilliertes Wasser,
oder wir verwenden O0,9prozentige Kochsalzlosung. Von der Ver-
diinnungsfliissigkeit nehmen wir so viel auf, daBl die Pipette bis zur
Marke 101 vollstdndig gefiillt ist. Bis
zur Marke 1 umfaflt die Pipette 1 cmm
Inhalt, bis zur Marke 701 100 cmm.
Es ist also das Blut 1:100 verdiinnt
worden. In der Erweiterung der Pi-
Abb. 144 Mischpipette.  pette befindet sich eine Glasperle.
Sie dient zur gleichméBigen Verteilung

der roten Blutkdrperchen in der Verdiinnungsfliissigkeit. Diese
darf nicht durch Schleuderbewegungen in der einen oder an-
deren Richtung bewirkt werden. Man muB vielmehr die Pi-
pette ununterbrochen und rasch nach allen Richtungen drehen.
Nun wird zundchst nach erfolgter Mischung der Inhalt der
Kapillare der Pipette entfernt, indem man durch den Schlauch
y bléast. Er besteht nur aus Verdiinnungsfliissigkeit. Auch die
néchsten, bei weiterem Blasen aus der Pipette austretenden
Tropfen benutzen wir nicht zur Zédhlung, weil sie noch nicht
genau die Zusammensetzung des verdiinnten Blutes haben.
Erst dann beschicken wir die Zihlkammer. Es wird ein kleiner
Tropfen des verdiinnten Blutes auf das Zihlnetz gebracht
(Abb.145) und, um Verdunstung zu vermeiden, sofort das Deckglas
aufgesetzt. Es muB so fest aufgedriickt werden, daB die Newtonschen
Farbenringe auftreten. Es darf keine Spur Fliissigkeit oder Staub
zwischen Deckglas und jener Platte sein, auf der es aufliegt. Ist
z. B. Flissigkeit iibergetreten, dann muB das Priparat sofort von
neuem angefertigt werden. Es wiirde die Zahlung wertlos sein, weil
wir bei unbekanntem Rauminhalt zéhlen wiirden. Der Abstand vom
Zéhlnetz bis zum Deckglas wire nicht 0,1 mm, sondern mehr. Ist
das Pridparat duBerlich in Ordnung, dann wird es sofort unter dem
Mikroskop (Okular 4 und Objekt C, ZeiB, Abb. 143) auf etwaige
Luftblasen und sonstige Fehler (ungleichm#Bige Verteilung, Staub:
kérnchen usw.) untersucht. Man sei gewissenhaft und ver-

werfe jedes Priparat, das nicht frei von Luftblasen usw. ist

und nicht eine gleichméiBige Verteilung der Blutkdrperchen

zeigh. Ist alles in Ordnung, so fingt man nach etwa fiinf

avp. 145, Minuten mit der Zdhlung an'). Man beginnt am besten
Zihinetz. links oben und zdhlt die erste vertikale Reihe der Qua-
drate durch. Dann beginnt man wieder oben bei der zweiten

Reihe usw., bis alle Quadrate durchgezihlt sind. Sehr oft liegen
Blutkdrperchen auf den Trennungsstrichen der Quadrate. Damit
diese nicht doppelt gezéhlt werden, muB man ein fiir allemal bei
sich ausmachen, ob man derartige, auf den Grenzen der Quadrate

') Man muB das Senken der Blutkdrperchen abwarten.



Blut. Blutkorperchenzéhlung. 209

liegende Blutkdrperchen stets gleich bei dem Quadrat, bei dem man
die Zahlung vornimmt, mitzihlen will, oder aber erst beim folgenden
Quadrat. Man wird z. B. beim Beginn der Zahlung im ersten Quadrat
alle Blutkorperchen, welche sich auf dem rechten vertikalen und dem
unteren horizontalen Strich befinden, gleich mitzihlen, und dafiir
dann diese Blutkérperchen beim Zihlen des zweiten Quadrates der
gleichen Reihe und des ersten der néchsten vertikalen Reihe nicht
mehr beriicksichtigen.

Zur Einiibung verwenden wir Tierblut. Sobald wir mit diesem
gute Resultate erhalten haben, beginnen wir mit der Zihlung der
roten Blutkorperchen beim Menschen. Zu diesem Zwecke setzen wir
eine kleine Wunde, nachdem wir die betreffende Hautstelle — am
besten eine Fingerkuppe — mit Alkohol und Ather gereinigt haben.
Bis die durch das Reiben verursachte Hyperdmie verschwunden ist,
lassen wir auf der betreffenden Stelle ein Stiick sterilisierte Watte
liegen. Das Einstechen besorgen wir mittels eines sog. Schneppers
oder mit einer Stecknadel. Durch Ausgliithen oder Legen in 1 promill.
Sublimatlésung desinfizieren wir das Instrument. Der zuerst aus-
tretende Blutstropfen wird verworfen und erst der néchste verwendet.
Man beginnt mit dem Aufsaugen, sobald er grol genug ist. Man passe
beim Aufsaugen des Blutes mittels der Mischpipette genau auf, damit
keine Luft angesogen wird. Hat der Blutfaden die Marke I erreicht,
dann wischt man die Pipettenspitze, die aulen mit Blut benetzt ist,
ab und saugt Verdiinnungsfliissigkeit nach. Des weiteren verfihrt
man, wie zuvor beschrieben. ;

Vor jeder Blutentnahme mufl das Mikroskop eingestellt
sein. Ferner muBl man die Zidhlkammer, das Deckglas und
die Mischpipette in reinem, trockenem Zustand zur Stelle
haben. Endlich muBl ein Schélchen mit der Verdiinnungs-
flissigkeit beschickt sein.

Die Zahl der roten Blutkorperchen findet man in einfacher Weise,
indem man zunichst ausrechnet, wieviel rote Blutkérperchen auf ein
einzelnes Quadrat kommen. Die Zihlkammer besitzt 400 Quadrate.
Es seien alle durchgezéhlt worden. Dividieren wir die gefundene Summe
der gezéhlten Blutkdrperchen durch 400, dann gewinnen wir die Durch-
schnittszahl der roten Blutkdrperchen in einem Quadrat. Duch Multi-
plikation dieser Zahl mit 4000 (ein Quadrat der Zéhlkammer umfaft
/000 ©mm, vgl. oben!), erhalten wir die Zahl der roten Blutkorper-
chen in 1 cmm des 100fach verdiinnten Blutes. Wir miissen also
die gefundene Zahl noch mit 100 multiplizieren, wenn wir die Zahl
der roten Blutkorperchen in 1 emm unverdiinnten Blutes feststellen
wollen. .

Es ist klar, daf durch die Multiplikation mit diesen groBen Fak-
toren kleine Fehler schliellich zu groBen Fehlerquellen werden miissen.
In der Tat ist es sehr schwierig, einigermaflen genaue Blutkdrperchen-
zéhlungen durchzufiihren. Es ist dazu eine groB8e Ubung erforderlich.
Entnehmen wir das Blut direkt einem Blutgefi, indem wir ein solches

Abderhalden, Praktikum. 3. Aufl. 14
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anstechen, z. B. an der Fingerkuppe, dann wichst die Zahl der Fehler-
quellen noch. Zuniichst wird das zuerst austretende Blut durch
Gewebsfliissigkeit verdiinnt sein. Wir werden also den ersten Tropfen
abwischen und erst das nachflieBende Blut benutzen. Den aus-
tretenden Blutstropfen miissen wir sofort in die Pipette aufnehmen,
weil sonst durch Verdunstung — Eindickung! — Fehler entstehen.
Wir diirfen die betreffende Stelle, der wir das Blut entnehmen wollen,
vorher bei der Desinfektion der Haut nicht stark reiben, es kénnten
sonst Fehlerquellen durch Verinderung der Blutverteilung bewirkt
werden. Ist das Blut in der Pipette bis zur Marke aufgenommen,
dann ist eine weitere Fehlerquelle moglich beim Abwischen der Off-
nung der Pipette. Wir diirfen selbstverstéindlich dabei nichts aus
der Kapillare herausnehmen, gleichzeitig aber auch nichts von der
Blutfliissigkeit auBen anhaften lassen. Bei der Verdiinnung werden
wohl kaum Fehler begangen, dagegen wiederum bei der Mischung.
Es muB die Mischpipette beim Mischen gleichmaBig nach allen Seiten
gedreht werden. Wird die Pipette z. B. in schwingende Bewegung
versetzt, so konnen wir auf diese Weise die roten Blutkérperchen
aus der Fliissigkeit direkt herauszentrifugieren. Die Hauptfehlerquellen
ereignen sich stets bei der Uberfithrung eines Bluttropfens in die
Zshlkammer. Schon ein Blick auf die Verteilung der roten Blut-
korperchen in den verschiedenen Quadraten zeigt, ob das Préparat
brauchbar ist oder nicht. Ist die Verteilung eine sehr ungleichméaBige,
finden wir Stellen, an denen sich wenige oder iiberhaupt keine Blut-
korperchen befinden, wéhrend an anderen Anh#ufungen vorhanden
sind, dann ist das Priparat zu verwerfen. Die in engen Grenzen
gleichmiBige Verteilung der Blutkérperchen ist die Grundbedingung
fiir einigermaBen genaue Zihlbefunde. Wie schon erwihnt, muf der
Abstand zwischen Deckglas und Zéhlkammer genau 0,1 mm betragen.
Dies ist dann der Fall, wenn das Deckglas genau auf der Glasplatte
aufliegt. Man driickt es gleichm#Big an, bis Farbenringe erscheinen.
Es ist, wie oben erklirt, selbstverstindlich, daB mangelhaftes Auf-
legen des Deckglases zu ganz groben Tiuschungen Anlal geben mulf.
Nicht unerwiahnt wollen wir lassen, da die sog. Zeillsche Zéhlkammer
an sich Fehlerquellen aufweist. Sie ist deshalb wiederholt modifiziert
worden. Biirker hat eine Kammer konstruiert, die richtigere Re-
sultate gibt. Er hat auch die Mischung des Blutes in der Pipette
aufgegeben. Er stellt die Verdiinnung in einem kleinen Kolbchen
her. Er vermeidet dadurch den folgenden Fehler der Mischpipette.
Bei dieser befinden sich die Marken I und 101 auBerhalb des Be-
reiches des erweiterten Raumes, d. h. die Blutfliissigkeit in der Nach-
barschaft der Teilstriche I und /01 nimmt an der Mischung nicht
teil. Dieser Fehler ist nicht sehr erheblich.

Eine unangenehme Stérung bei der Zahlung der Blutkdrperchen
wird durch das Gerinnen des Blutes in der Kapillare der Mischpipette
herbeigefiihrt. Sie 148t sich durch rasches Arbeiten leicht umgehen.
Ist Gerinnung eingetreten, dann verbinde man den Schlauch der
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Pipette mit dem die Kapillare enthaltenden angespitzten Teil und
blase kriftig durch. Oft gelingt es schon auf diesem Wege das Ge-
rinnsel zu entfernen. Versagt diese Methode, dann verbinde man die
Mischpipette mittels eines Schlauches mit einer Wasserstrahlluftpumpe
und sauge Wasser durch. Ist das Gerinnsel vollstindig entfernt,
dann zieht man mittels der Pumpe Alkohol und darauf Ather zum
Trocknen durch die Pipette hindurch. Gelingt es auch auf diesem
Wege nicht, das Gerinnsel spurlos zu entfernen, dann lege man die
Pipette in Kali- oder Natronlauge, oder man sauge die Lauge, falls
es irgendwie moglich ist, in die Kapillare ein. Ist Losung des
Gerinnsels eingetreten, dann wischt man die ganze Pipette griind-
lich mit destilliertem Wasser aus, saugt dann absoluten Alkohol und
schlieflich Ather nach, um die Pipette zu trocknen. Die Misch-
pipette muB zum Gebrauch vollstindig rein und trocken sein. Die
Glasperle mufl frei beweglich sein und darf nirgends haftenbleiben.

2. Bestimmung der Zahl der weilen Blutkorperchen.

Das Blut wird auch hier verdiinnt, jedoch nicht so stark, wie
bei der Zihlung der roten Blutkdrperchen. Man verwendet zur Ver-
diinnung eine 0,5—1,0prozentige Essigsdurelosung, der man etwas
Gentianaviolett oder Methylviolett zusetzt. Die Losung bereitet man
sich nach Tiirck, wie folgt: 3,0 Gramm Acid. acet. glaciale, 3,0 Gramm
1prozentige wésserige Gentlanavmlettlosung, 300 Gramm Agq. destill.
Die Verdiinnung nimmt man in einer Mischpipette vor, und zwar 1:10.
Durch die verdiinnte Essigsdure werden die roten Blutkdrperchen
zerstort. Gleichzeitig treten die Kerne der weillen Blutkorperchen
scharf hervor. Mit dem Zusatz eines Farbstoffes bezwecken wir ihre
Farbung. Zur Zihlung benutzt man dieselbe Zahlkammer, wie fiir
die roten Blutkdrperchen. Es miissen alle 400 Quadrate der Thoma-
ZeiBschen Zihlkammer durchgezihlt werden. Man findet gewShnlich
zwischen 50 und 100 Leukozyten. Die Berechnung der Zahl der
weiBen Blutkorperchen ist bei einer Verdiinnung von 1:10 die folgende:
x-4000-10

400
x bedeutet die in 400 Quadraten gezihlte Anzahl weiller Blut-
kérperchen.

= Anzahl der Leukozyten in 1 cmm unverdiinnten Blutes.

Senkungsgeschwindigkeit der roten Blutkorperchen.

Wir verwenden zu ihrer Bestimmung enge, kalibrierte Rohrchen,
und geben in diese zum Beispiel ungerinnbar gemachtes Blut vom Rind
und vom Pferd, oder wir vergleichen Blut von einer schwangeren Person
mit dem Blut einer nicht schwangeren Person. Die Rohrchen sind
genau gleich weit und bis zur gleichen Héhe mit Blut angefiillt. Wir
erkennen, daB nach einiger Zeit die Blutkorperchensiule sich senkt.
Wir bemerken das Auftreten von Plasma, und lesen nun von Zeit

14*
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zu Zeit unter Aufzeichnung der Zeit ab, welchen Stand die Blut-
kérperchenséule hat, bzw. um wieviel die Plasmaschicht zugenommen

Abb. 146.

hat. Wir konnen auch de-

fibriniertes Blut verwenden.
In Abbildung 146 ist die
ganze Versuchsanordnung dar-
gestellt. Es handelt sich um
ein Holzgestell, in dem gra-
duierte Roéhrchen unterge-
bracht sind. Der Deckel a
kann geschlossen werden. Er
verhindert Verdunstung und
Hineinfallen von Staub.

Versuche iiber
Hiimolyse.

Wir gieen defibriniertes
Blut auf einen Porzellanteller.
Die Blutschicht verdeckt die
Unterlage (deckfarben!).
Nun geben wir Wasser hinzu.
Das Blut hellt sich auf und
wird schlieBlich durchsichtig
(lackfarben!). Den gleichen
Versuch stellen wir mit Blut
im Reagenzglas an. Das deck-
farbene Blut verdeckt die
hinter das Reagenzglas gehal-
tene Schrift, wihrend das lack-
farben gemachte Blut diese
sichtbar 1a8t. Vgl. Abb. 147.

Defibriniertes Blut wird
ferner zentrifugiert. Dabei
trennen sich die roten Blut-
kérperchen infolge ihrer spezi-
fischen Schwere vollstindig
vom Serum. Dieses gieflen
wir ab und geben von dem
Blutkérperchenbrei je 1 cem
in verschiedene Zentrifugier-

réhrehen. Nun fiigen wir verdiinnte Kochsalzlésung von verschiedener
Konzentration hinzu. Wir wihlen, 0,3-, 0,4-, 0,5-, 0,6-, 0,7- usw. prozen-
tige und auch konzentriertere Losungen von Kochsalz. Von diesen Lo-
sungen geben wir je 2 ccm zu den Blutkdrperchen hinzu. Nach etwa
5 Minuten langem Stehen und wiederholt erfolgtem Durchschiitteln
zentrifugieren wir ab und beobachten nun, ob die Fliissigkeit farblos ist



Blut. Himolyse. 213

und sich Blutkdrperchen abgesetzt haben, oder aber, ob eine rote Losung
eingetreten ist. In diesem Falle sind entweder alle reten Blutkorper-
chen aufgelost, oder aber ein Teil der roten Blutkorperchen ist noch
erhalten, wihrend aus anderen der Blutfarbstoff ausgetreten ist. Auf
diese Weise konnen wir feststellen,
bei welcher Kochsalzkonzentration
Hamolyse erfolgt. Den gleichen Ver-
such kénnen wir auch mit destil-
liertem Wasser anstellen und genau
bestimmen, welche Menge davon
notwendig ist, um bei einer bestimm-
ten Menge roter Blutkérperchen Ha-
molyse herbeizufithren. Man beachte
hierbei die relativ groBe Resistenz
der roten Blutkoérperchen.
Wir bringen einen Tropfen defi-
brinierten Blutes auf einen Objekt-
triger, bedecken mit einem Deck-
glas und betrachten durch das Mikro-
skop bei starker Vergr6ferung die
einzelnen roten Blutkorperchen. Nun
fiigen wir zu 1 cem des defibri-
nierten Blutes */, ccm destillierten
Wassers, schiitteln durch und be-
reiten ebenfalls ein mikroskopisches Abb. 147,
Praparat. Die Blutkdrperchen er-
scheinen kugelig aufgequollen. AuBerdem haben sie ihren Farbstoff
verloren. Zu einer zweiten Probe geben wir 1 ccm 0,9 prozentiger
Kochsalzlésung. Die Blutkdrperchen haben normales Aussehen. Zu
einer dritten Probe von 1 ccm Blut geben wir !/, com einer 5prozen-
tigen Kochsalzlosung. Die roten Blutkdrperchen erscheinen unter dem
Mikroskop stark geschrumpft. (Hypo-, iso- und hypertonische Lésungen.)

Himolyseversuche mit Saponin und Kobragift.

Wir verwenden eine 1 prozentige Lisung von Saponin in 0,9 pro-
zentiger Kochsalzlosung. Setzen wir davon tropfenweise zu defibri-
niertem Blut, dann heobachten wir, daB nach Zusatz einer gewissen
Menge Hiamolyse auftritt. Wir verwenden zum Zusatz eine Pipette,
die in !/, ccm eingeteilt ist. Wir befreien nun einen Teil der
Blutkérperchen vollstindig vom Serum, indem wir das Blut zentri-
fugieren, das Serum abgieBen, dann 0,9 prozentige Kochsalzlésung
hinzufiigen, die Blutkérperchen in der Losung umriihren, wieder
zentrifugieren und die iiber ihnen stehende Fliissigkeit abgiefen.
Dieser Vorgang wird etwa sechsmal wiederholt. Nun werden die
roten Blutkérperchen in der 0,9 prozentigen Kochsalzlosung suspen-
diert. Setzen wir nunmehr Saponinlésung hinzu, dann erhalten wir
bereits Hiamolyse, wenn nur ein Teil der vorher notwendigen Sapo-
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ninmenge hinzugefiigt wird. Wenn wir dagegen mit der Saponin-
l6sung gleichzeitig Serum zugeben, dann brauchen wir mehr von
der Saponinlésung. Wir koénnen so das Hemmungsvermogen des
Plasmas bzw. des Serums bei der Saponinhimolyse ganz genau fest-
stellen. Sehr interessant sind vergleichende Untersuchungen des Ver-
haltens von Saponin gegen das Gesamtblut und die gewaschenen
roten Blutkdrperchen.
Wichtig ist ferner die
Priifung des die Hamo-
lyse hemmenden Serums
desgleichen Blutesunter
Verwendung von Blut-
korperchen verschiede-
ner Blutarten.

Steht Kobragift
zur Verfiigung, dann
1aBt sich bei gleicher
Versuchsanordnung die
yaktivierende* Wirkung
des Serums zeigen. Fer-
ner kann das Serum
durch Lezithin ersetzt
werden und schliefllich
dessen Wirkung durch
Zusatz einer methyl-
alkoholischen = Lésung
von Cholesterin wieder
aufgehoben werden. Im
ersten Reagenzglas
(vgl. Abb. 148) befinden sich rote Blutkérperchen plus Serum plus
Kobragift (Hamolyse), im zweiten Blutkérperchen plus physiolo-
gische Kochsalzlésung plus Kobragift (keine Haémolyse), im dritten
Blutkérperchen plus physiologische Kochsalzlésung plus Kobragift
plus Lezithin (Himolyse). Im vierten Reagenzglas endlich findet
sich die gleiche Mischung, wie im Glas 3, nur ist mit der Lezithin-
I6sung gleichzeitig eine methylalkoholische Losung von Cholesterin
zugegeben worden. Die H&émolyse bleibt aus. Da, wo H&molyse
eingetreten ist, konnen wir die Schrift, die hinter das Reagenzglas
gehalten wird, lesen. Das nicht hdmolysierte Blut ist undurch-
sichtig.

, Abb. 148, Himolyseversuch mit Xobragift.

Bestimmung der Viskositit des Blutes.

Wir verwenden zu den folgenden, einfachen, vergleichenden Ver-
suchen etwa 9 cm lange Kapillarrohrchen, die eine kugelférmige Er-
weiterung besitzen (vgl. die Pipette a in Abb. 124, S.180). Die Erweite-
rung besitzt eine Marke. Bis zu dieser saugen wir mit Hilfe eines
Gummirdhrehens etwas defibriniertes Blut auf. Nun bringen wir die
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Kapillare in senkrechte Stellung und stellen fest, in welcher Zeit
das Blut aus der Kapillare herausgetropft ist. Man vergleiche
defibriniertes Blut und Wasser. Man kann auch dic Zahl der
Tropfen vergleichen, die in einer Minute ausflieBen. Zu genaueren
Versuchen verwenden wir den S. 195 beschriebenen und abgebildeten
Apparat.

Bestimmung des Hédmoglobingehaltes des Blutes.

Kolorimetrische Bestimmung des Himoglobingehaltes.

Es sind eine ganze Anzahl von Methoden ersonnen worden, um
den Himoglobingehalt des Blutes durch Vergleichung mit einer
Standardfarbe festzustellen. Die hier angefiihrten geben einen klaren
Einblick in das Prinzip der ganzen Methodik.

1. Vergleichung der Blutlésung mit einer ﬁ
Losung von bekanntem Gehalt an Oxyhdmo- [
globin. Es werden Oxyhdmoglobinkristalle, z. B. vom ]
Pferde, in Wasser gelost. Die Losung bringen wir in £
einen MaBkolben und fillen mit destilliertem Wasser [

‘bis zur Marke auf. Durch Eindampfen eines aliquoten F‘

Teiles in einer kleinen gewogenen Schale und Trocknen |4

bei 120° bis zur Gewichtskonstanz bestimmen wir den [
Hamoglobingehalt unserer Losung'). Nun bringen wir Bl ?

10 com davon in ein Gefd mit planparallelen Wénden.

In ein zweites gieflen wir eine bestimmte Menge, z. B. |
10 ccm, der zu untersuchenden Blutldsung, nachdem
wir vorher das Volumen der gesamten Blutlésung
festgestellt haben. Wir wéhlen zu unserem Versuche
defibriniertes Pferdeblut, das wir durch Zugabe 3
einer genau bestimmten Menge Wasser lackfarben
gemacht haben. Wir miissen den Verdiinnungs-
grad genau kennen, damit wir den gefundenen
Oxyhédmoglobingehalt auf das unverdiinnte Blut
umrechnen konnen. Nun vergleichen wir die N
beiden Losungen im durchfallenden Licht und
stellen fest, welche Losung uns gesittigter er-

scheint. Wir wollen annehmen, dal die OXy- avb. 149, Kolorimetrische
hidmoglobinlosung gesiittigter sei als die Blut- Hémoglobinbestimmung.
losung. Nun geben wir aus einer Biirette

tropfenweise Wasser in die Oxyhdmoglobinlosung hinein (Abb. 149).
Wir rithren jedesmal mit einem kleinen Glasstabe die Mischung gut
durch und vergleichen die Oxyhdmoglobinlésung immer wieder mit
der Blutlésung. Wir fahren mit dem Zusatz des Wassers so lange
fort, bis die beiden Losungen vollkommen gleiche Farbenintensitit

1) Oder es wird der Eisengehalt quantitativ bestimmt.
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zeigen. Ist dieser Punkt erreicht, dann fiigen wir noch einen Tropfen
Wasser hinzu. Jetzt muB ein deutlicher Unterschied zwischen beiden
Losungen zu sehen sein.

Beispiel: Wir wollen annehmen, daBl wir 25 ccm Pferdeblut im
MaBkolben mit Wasser auf 100 ccm verdiinnt haben. Von diesem
Gemisch nehmen wir 10 ccm und geben sie in das planparallele
GefdaB. Wir vergleichen mit 10 ccm einer Oxyhimoglobinlésung, die
5 Prozent Oxyhdmoglobin enthdlt. In den 10 ccm sind dann
0,5 Gramm Oxyhdmoglobin enthalten. Es seien 5 ccm Wasser not-
wendig, um die Farbenintensitit beider Losungen in Ubereinstim-
mung zu bringen. 1 ccm der verdiinnten Oxyhimoglobinldsung ent-
hilt dann 0,083 Gramm Oxyhdmoglobin. In den 10 ccm der an-
gewandten Blutlosung sind somit 0,33 Gramm Oxyh&moglobin vor-
handen. Auf die 100 ccm verdiinnten Blutes kommen 3,3 Gramm
Oxyhdmoglobin. Wir erhalten den Prozentgehalt an Hémoglobin des
unverdiinnten Blutes durch Multiplikation mit 4, da wir das Blut
mit Wasser auf das vierfache Volumen gebracht haben. Es enthilt
somit 13,2 Gramm Oxyhdmoglobin. An Stelle von Oxyhdmoglobin
konnen wir auch Kohlenoxydhdmoglobin verwenden. Nur
miissen wir in diesem Falle auch das Hdmoglobin des Blutes in die
Kohlenoxydverbindung iiberfilhren. Wir erreichen dies, indem wir
Leuchtgas durch das Blut leiten.

Wir koénnen diese Methode auch dazu benutzen, um die Blut-
menge eines Tieres festzustellen (Welckersche Methode). Wir ent-
nehmen in diesem Falle einem Tiere, z. B. einem Kaninchen, aus
der Karotis einige Kubikzentimeter Blut. Das Blut wird entweder
geschlagen, oder die Gerinnung durch Zusatz einer Ammoniumoxalat-
16sung bzw. von Hirudin verhindert. Noch bessere Resultate erhilt
man, wenn man vor der Blutentnahme dem Tier Hirudin einspritzt,
um das gesamte Blut ungerinnbar zu machen. Entweder legen wir
die Vena jugularis frei (vgl. S.228), oder wir fithren das Hirudin
in Losung in eine Ohrvene ein (vgl. Abb. 160, S. 231).

Wir stellen zunichst den H&moglobingehalt in einer genau ab-
gemessenen Menge, in bekannter Weise mit einer bestimmten Menge,
Wasser lackfarben gemachten Blutes fest und berechnen ihn auf das
unverdiinnte Blut. Jetzt wird das Tier zundchst aus der Karotis
entblutet. Den Rest des Blutes spiilen wir mit isotonischer Koch-
salzlgsung aus den Gefidfien heraus. Dann wird das Tier mit Hilfe
einer Fleischhackmaschine in einen feinen Brei verwandelt. Diesen
ziehen wir mit destilliertem Wasser oder mit isotonischer Kochsalz-
16sung aus. Die Extraktion wird im Eisschrank vorgenommen.
Dann wird der Auszug gut ausgepreft und filtriert. Dabei bleiben
die in der Kilte festgewordenen Fetteilchen auf dem Filter zuriick.
Wir erhalten eine klare rote Losung. Die Extraktion wird so lange
wiederholt, bis die abflieBende Fliissigkeit nicht mehr rot gefarbt ist.

Nun vereinigen wir das aus dem Korper entnommene Blut mit
dem gesamten Spiilwasser, messen das Volumen ab und bestimmen
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den Himoglobingehalt in einem aliquoten Teil. Wir erhalten dann
die Menge Hédmoglobin, die in der gesamten Fliissigkeit enthalten
ist. Da wir durch die erste Bestimmung den Gehalt des unver-
diinnten Blutes an H&dmoglobin kennen, so koénnen wir durch eine
einfache Berechnung feststellen, wie stark das Blut verdiinnt werden
muBte, um den Hémoglobingehalt des Gemisches Blut-, Spiil- und
Extraktionsfliissigkeit zu erlangen. Nach Abzug der so festgestellten
Menge der angewandten Spil- und Extraktionsfliissigkeit verbleibt
das Volumen des unverdiinnten Blutes, zu dem noch jene Blut-
menge hinzugezihlt werden mufl, die zur direkten Bestimmung des
Hémoglobingehalts im unverdiinnten Blute aus einem Blutgefal3 ent-
nommen worden ist.

2. Bestimmung des Himoglobingehaltes mit Hilfe des
Fleischl-Miescherschen Himometers. Das Prinzip dieser Me-
thode ist genau das gleiche, B
wie bei der eben besprochenen
Methode, nur vergleichen wir
in diesem Falle die Blutprobe
nicht mit einer Oxyh&moglo- 4., 15, Rubinglaskeil des Fieischi-Miescherschen
binlésung, sondern mit einer Hamometers.
verschieden dicken Schicht
eines rotgefirbten Keiles (Abb. 150). Der Keil muBl eine Farbe be-
sitzen, die mit derjenigen einer Oxyhdmoglobinlgsung moglichst gut
iibereinstimmt. Die Farbung des Keils muB8 ferner in allen Teilen
eine moglichst gleichméBige sein. Es diirfen keine Schlieren vor-
handen sein.

Wir entnehmen uns mittels eines Schneppers unter den gleichen
S. 209 geschilderten VorsichtsmaBregeln Blut aus einer Fingerkuppe.
Es wird zundchst mit einer bestimmten Menge destillierten Wassers
oder 0,1 prozentiger Sodaldsung verdiinnt. Die Verdiinnung wird
in einer Mischpipette herbeigefithrt.  Sie besitzt verschiedene
Marken, die eine verschiedene Verdiinnung gestatten. Wir saugen
das Blut bis zur Marke */,, '/, oder '/, auf und verdiinnen
dann durch Nachsaugen der Verdiinnungsflissigkeit bis zur Haupt-
marke. Wir bewirken im ersteren Falle eine Blutverdiinnung
von !/,.,, im zweiten Falle von */,,, und im letzten Falle von /,,,.
Hat man das Blut bis zu einer bestimmten Marke aufgesaugt, dann
wird die Spitze der Mischpipette mit einem trockenen Lappen abge-
wischt. Bevor man die Verdiinnungsfliissigkeit nachsaugt, mufl man
genau feststellen, ob die Kapillare noch bis zur Spitze voll gefiillt
ist. Nach der Aufnahme der Verdiinnungsfliissigkeit wird durch
Schiitteln der Mischpipette gut gemischt, dann die in der Kapillare
befindliche Fliissigkeit durch Ausblasen entfernt. Erst dann erfolgt
die Beschickung der sorgfiltig gereinigten sog. Kammer des H&mo-
meters. Die Abb. 151 zeigt sie (4) auf einem Objekttisch in der
Stellung, wie sie zur Bestimmung des Himoglobingehaltes erforderlich
ist. Sie ist in zwei Abteilungen eingeteilt. Die eine Abteilung wird voll-

o .
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stindig mit destilliertem Wasser gefiillt. Dabei iiberzeugt man sich,
daBl kein Wasser in die andere, noch nicht beschickte Kammer iiber-
tritt. Diese letztere ist zur Aufnahme der Blutlosung bestimmt.
Nach erfolgter Fiillung beider Kammern bedeckt man sie mit einem
Deckglas, das eine Rinne besitzt. Diese kommt auf die etwas vor-
stehende Trennungswand beider Kammern zu liegen.

Unter der mit Wasser gefiillten Kammer befindet sich der oben
erwéhnte rotgefirbte Glaskeil (Abb. 151C). Er besteht aus Rubin-
glas: Der Keil kann mit Hilfe eines Zahnrades hin und her ge-
schoben werden. Es gelangen dann verschieden dicke Teile davon
in das Gesichtsfeld. Es wird nun der Keil so lange verschoben, bis
die Farbenintensitdt der Blutlosung und die des Keiles vollstindig
dbereinstimmen. Man muB die Bestimmung bei kiinstlicher Be-

leuchtung vornehmen, und zwar hat
sich am besten Petroleum- oder Gas-
licht bewshrt. Als Reflektor dient
eine matte Gipsplatte (Abb. 151 B).
Hat man die Stellung des Keiles
gefunden, bei der seine Farbenintensi-
tit mit der der Blutlésung iiberein-
stimmt, dann lesen wir an der Skala
(D, Abb. 151) den Stand des Keiles
ab. Wir finden z. B. die Zahl 80.
Um zu wissen, was die Zahlen be-
deuten, miissen wir erwdhnen, daf
der Keil durch Vergleichung mit be-
stimmt konzentrierten Oxyhamoglobin-
l6sungen geeicht worden ist. Die Zahl

AbD. 151, Bleischl Miescherscher 100 bedeutet einen Gehalt von 16 °/,

Oxyhamoglobin (16°/, wird als der
normale Gehalt angenommen). Die Zahl 80 bedeutet, dal weniger
als 16°, Hdmoglobin vorhanden ist. Wir rechnen, wie folgt:
16:100 =2:80; =12,8°/,. Zur Kontrolle wird die Bestimmung
wiederholt, indem wir den Keil verschieben und bei verdeckter Skala
wieder auf Farbenintensitiitsgleichheit einstellen.

Das erhaltene Resultat 146t sich durch Anwendung von ver-
schieden hohen Kammern kontrollieren. Wir wihlen z. B. eine 15 mm
hohe Kammer und spiter eine 12 mm hohe, und vergleichen die
erhaltenen Resultate. Auch kénnen wir verschiedene Verdiinnungen in
der Mischpipette herstellen und dann die Resultate untereinander ver-
gleichen. Es empfiehlt sich, die erste Bestimmung nicht gleich mit
einem angestochenen Gefi entnommenem Blut durchzufiihren, son-
dern vielmehr von einer bestimmten Losung irgendeines Tierblutes
auszugehen. Diese wird genau abgemessen und dann mit Hilfe einer
Pipette in die Kammer iibertragen. Wir wissen genau, wieviel Blut-
16sung zur Vergleichung kommt, und kénnen dann leicht den Hémo-
globingehalt der gesamten Blutmenge berechnen. FErst bei ge-
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niigender Ubung wird zur Bestimmung des Hiémoglobingehaltes einer
frisch entnommenen Blutprobe iibergegangen.

Die Fehlerquellen bei dieser Methode sind ziemlich zahlreich.
Zunschst darf das bei dem Anstechen eines Gefifles ausflieBende
Blut nicht direkt benutzt werden, weil es durch Gewebsfliissigkeit
verdiinnt ist. Man wischt den ersten Tropfen sorgfiltig weg, ohne
dabei einen Druck auszuiiben und verwendet den néchsten Tropfen,
der austritt. Das Aufsaugen mit der Mischpipette muBl sehr rasch
erfolgen, um die Verdunstung einzuschrinken. Ferner muf beim
Abwischen der Pipette die groBte Sorgfalt verwendet werden. Weder
diirfen Blutbestandteile haftenbleiben, noch darf man beim Ab-
wischen, wie oben schon bemerkt (vgl. 8. 210), Blut aus der Kapillare
herausnehmen. Ist ein solcher Fall eingetreten, dann beginnt man
die ganze Bestimmung sofort von neuem. Die Mischung selbst wird
gewdohnlich keine Schwierigkeiten machen, weil ja das Blut aufgelést
wird. Weitere Fehler sind moglich bei der Fiillung der Kammer.
Sie mufBl sehr rasch vorgenommen werden, weil auch hier wieder die
‘Verdunstung mit der Zeitdauer eine immer grofere wird. Endlich
muf3 die Farbenvergleichung rasch durchgefiihrt werden, und zwar
in der Weise, da man den Keil einmal vom dickeren Ende nach
dem diinneren und dann umgekehrt neben der Blutlésung vorbei-
fiilhrt. Das Auge ermiidet ziemlich rasch. Eine ganz grobe Fehler-
quelle ist in der Einrichtung der Kammer selbst gegeben. Die
Kammer ist bei vielen Apparaten nach unten durch einen Glasboden
abgeschlossen, der durch eine Schraube angeprefit wird. Wenn nun
dieses Anpressen ungeniigend ist, oder, wenn der Boden nicht ganz
rein war und sich infolgedessen nicht ganz scharf anlegen 14Bt, dann
ist die Mdglichkeit gegeben, daB aus der mit Wasser gefiillten Kam-
mer solches in die mit der Blutlésung beschickte iibertritt und um-
gekehrt die letztere in das Wasser hineindiffundiert. Dadurch wird
die Blutlésung verdiinnt und eine Fehlerquelle eingefiihrt, die un-
berechenbar ist. In diesem Falle muf selbstverstindlich die Be-
stimmung von Anfang an wiederholt werden. Es wird die ganze
Kammer auseinandergenommen. Alle Teile werden peinlich genau
gereinigt und getrocknet. Ks empfiehlt sich, um solchen Zuféllen
zu entgehen, stets die Kammer zunéchst mit destilliertem Wasser
zu fiillen, und dann genau zu prifen, ob Wasser in die andere
Kammer {iibertritt.

3. Bestimmung des Hémoglobins mit Hilfe des Gower-
Sahlischen Apparates. Das Prinzip dieser Methode, deren Aus-
fiihrung an Hand der jedem Apparate beigegebenen Beschreibung
eine leichte ist, beruht auf folgendem. Als Vergleichslosung dient
salzsaures Hématin. Seine Losung sieht braun aus. Die Standard-
l6sung ist in einem Rohrchen eingeschmolzen. Es befindet sich in
einem Stativ, das als Riickwand eine Mattglastafel hat. Neben diesem
Rohrchen befindet sich im gleichen Stativ ein zweites, leeres, das
eine Kalibrierung besitzt. Man gibt in dieses hinein eine nach Vor-
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schrift entnommene und abgemessene Blutprobe, gibt eine vorgeschrie-
bene Menge !/,,-n-Salzsiure hinzu, um auch in ihr den Blutfarbstoff
in salzsaures Himatin zu verwandeln und verdiinnt nunmehr vor-
sichtig mit so viel Wasser, bis die zu vergleichende Blutlsung genau
die gleiche braune Farbenintensitéit aufweist, wie die Standardlésung.
Man kann dann am Stand der verdiinnten Blutlésung im Réhrchen
direkt den Gehalt an Himoglobin ablesen. Die Eichung der Stand-
ardlésung wird auch hier, wie beim Fleischl-Miescherschen Ap-
parat, mittels Oxyhimoglobinlésungen von bekanntem Gehalt voll-
zogen. Leider ist das salzsaure H&matin im Lichte verénderlich!
Man muB die Standardlésung stets im Dunkeln aufbewahren und sie
von Zeit zu Zeit erneuern. ,

Man fithre die drei genannten Methoden nebeneinander durch
und vergleiche die Resultate! '

Spektroskopische Untersuchung des Blutes.

Wir benutzen einen sog. Spektralapparat (Abb. 152 u. 153),
Er besteht aus der Rohre a, die an ihrem peripheren Ende einen
verstellbaren Spalt b besitzt. Am anderen Ende befindet sich eine
Sammellinse ¢. Sie ist so angebracht, daB der Spalt genau im

Abb. 152. Spektralapparat.

Brennpunkt dieser Linse steht. Licht, das diesen Spalt erleuchtet,
geht genau parallel durch ¢. Es fillt auf das Prisma. Durch dieses
werden die Strahlen in die Spektralfarben zerlegt. Der Beobachter x
sieht mit Hilfe eines Fernrohres d das Spektrum 6-—8mal ver-
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groBert. Das Rohr z endlich enthélt eine Skala i, die beleuchtet,
ihr Bild auf die Prismafliche mn wirft. Von dieser aus gelangt es
durch Reflexion in das Auge des Beobachters. Durch das Fern-
rohr kann der Beobachter sowohl das Spektrum, als auch in oder
iiber ihm die Skala beobachten.
Bringt man zwischen den
Spalt und die Lichtquelle ein
gefirbtes Medium, z. B. eine
Blutlosung, so 148t dieses nicht
alle Strahlen des weiBlen Lich-
tes durch. Einige werden viel-
mehr absorbiert. Es entstehen
dadurch dunkle Liicken im
Spektrum.

Bringen wir zwischen Spa.lt Abb. 153. Einrichtung des Spektralapparates.
und Lichtquelle ein mit Oxy- ‘
himoglobinlésung gefiilltes Trogchen mit planparallelen Flichen, so
beobachten wir zwei Absorptionsstreifen: einen im Gelb und einen im
Griin (vgl. Abb. 154 die Absorptionsstreifen.) An Stelle des Oxy-

Abb. 154, Spektra des Blutfarbstoffs.

himoglobins kénnen wir auch arterielles Blut verwenden. Durch
Schiitteln mit Luft erhalten wir es sehr leicht, falls etwa nur himo-
globinhaltiges Blut zur Verfiigung stehen sollte.

Geben wir zum Blut Stockesches Reagens (bereitet durch Auf-
losen von etwas Ferrosulfat in Wasser, Zusatz von Seignettesalz und
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darauf von Ammoniak bis zur alkalischen Reaktion. Es entsteht
eine dunkelgriine Losung, die in gut verschlossener Flasche aufzu-
bewahren ist. Am besten wird sie stets frisch bereitet) oder Schwefel-
ammonium, dann erhalten wir reduziertes Hamoglobin. Bringen
wir eine Losung davon zwischen Lichtquelle und Spalt, dann be-
obachten wir einen breiten, verwaschenen Absorptionsstreifen, der
die Stelle der beiden Streifen des Oxyhidmoglobins einnimmt. Er
erstreckt sich aber etwas weiter nach dem Rot zu. Schiitteln wir
energisch mit Luft, dann erhalten wir wieder die beiden Streifen des
Oxyhédmoglobins. Wir konnen schon rein duBerlich eine Losung -von
Oxyhdmoglobin von einer solchen von Hé&moglobin unterscheiden.
Die erstere sieht hellrot, scharlachfarben aus, die letztere dagegen
mehr dunkel- und violettrot.

Leiten wir durch Blut Kohlenoxyd oder einfach Leuchtgas hin-
durch, dann erhalten wir Kohlenoxydhdmoglobin. Es zeigt zwei
ahnliche Streifen, wie das Oxyhimoglobin. Versetzt man Kohlen-
oxydblut mit Stokescher Losung oder mit Schwefelammonium, dann
dndert sich das Spektrum zum Unterschied vom Oxyh&moglobin nicht.
Kohlenoxydblut ist ferner hellrot. In diinnen Schichten erscheint es
blaulich, wihrend arterielles Blut gelblich aussieht. Gibt man zu
Kohlenoxydblut Natronlauge vom spez. Gewicht 1,34, so erhdlt man
eine zinnoberrote Férbung. Arterielles Blut gibt damit eine dunkel-
braun gefarbte Fillung.

Setzt man zu Blut Kaliumchloratlosung und laB8t mehrere Stun-
den stehen, dann beobachtet man eine braune Férbung des Blutes.
Das Oxyhdmoglobin ist in Meth&moglobin iibergegangen. In diesem
ist der Sauerstoff fest gebunden. Vgl. das Spektrum des neutralen
‘und alkalischen Methémoglobins in Abb. 154.

Man benutze auch zur spektroskopischen Untersuchung des Blutes
ein einfaches Spektroskop mit direkter Durchsicht.

Bestimmung der Blutgase.

Wir benutzen zur Ubung defibriniertes Blut vom Pferde. Wir
treiben die Gase aus dem Blute durch Erwidrmen und Evakuieren
aus. Zur genauen Bestimmung des Gasgehaltes benutzen wir eine
sog. Pfliigersche Blutgaspumpe (vgl. Abb. 155). Diese besteht
aus dem Blutauffangegefil A. Dieses hat 250—300 ccm Inhalt.
Es verengt sich nach oben und unten in Rohre, die sich durch Héhne
verschliefen lassen. Der Hahn a besitzt zwei Bohrungen; eine verti-
kale und eine horizontale. Die letztere durchbohrt den Stopfen der
Lénge nach. Hahn b und ¢ haben eine einfache Bohrung. Das Blut-
auffangegefil wird zundchst mit Hilfe einer Quecksilberluftpumpe luft-
leer gemacht und gewogen. Wir lassen dann durch den Hahn a von der
Offnung der Lingsdurchbohrung aus Blut in das Auffangegefi ein-
stromen. Wollen wir das Blut direkt einem Tier entnehmen, dann
wird das Ende des Hahnes ¢ in eine Vene oder Arterie eingebunden,
wihrend der Hahn a eine Stellung besitzt, die keine Verbindung mit
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dem Innern des Auffangegeféfles gestattet. Ist der Hahn eingebunden,
dann wird er so gedreht, daB das Blut aus dem BlutgefiB direkt in
das Auffangegefal 4 einflieBen kann. Ist geniigend Blut eingeflossen,
dann wird es wieder nach auBlen abgeschlossen. Es wird gewogen
und so die Gewichtsmenge des Blutes festgestellt.

Das Auffangegefdl 4 steht mit dem sog. Schaumgefi B in Ver-
bindung. Auch dieses lduft nach oben und unten in ein Rohr aus.
Beide sind durch Sperrhihne verschlieBbar. Das Schaumgefil kann
als Vorlage betrachtet werden. Es dient zum Auffangen des bei der

im Apparat. Die Pumpe Abb. 155. Blutgaspumpe.

besteht aus zwei oben und

unten in offene Rohren auslaufenden Glaskugeln H und J. Die
beiden Rohren sind durch einen Gummischlauch verbunden, und die
beiden Kugeln und der Schlauch bis zur halben Hohe der Kugeln
mit Quecksilber angefiillt. Die eine Kugel H ist befestigt, die andere
J kann durch eine Windevorrichtung auf- und abwirts bewegt wer-
den. Wird J gehoben, dann fiillt sich H. Wird dagegen J gesenkt,
dann wird H entleert. Das obere Ende der Kugel H steht einerseits
mit dem Trockenapparat in Verbindung, andererseits zweigt sich am
oberen Ende ein diinneres Rohr ab, dessen freies Ende in eine Queck-
silberwanne G untertaucht. Die Offnung dieses Rohres miindet unter
dem Quecksilber in das Auffangerohr (Eudiometer) F. Das Gefil H
kann mittels des doppelt durchbohrten Hahnes d sowohl mit dem
Trockenapparat als mit dem eben genannten verengten Rohr in Ver-
bindung gebracht werden.
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Die Gasentwicklung im Blute nimmt man nun in folgender Weise
vor: Es wird zunéchst der Apparat mdglichst von Luft befreit. Man
stellt den Grad des Vakuums am Manometer fest. Nun werden die
Hahne b und ¢ gedfinet und zwischen Gefi8 4 und den iibrigen
Apparaten eine Verbindung hergestellt. Das AuffangegefiBl 4 wird in
Wasser von 60° eingetaucht. Sofort beginnt die Entgasung des Blutes.
Es schiumt lebhaft. Durch Senken der Kugel J bringt man die Gase
in die Kugel H heriiber. Nun wird der Hahn d gedreht und eine
Verbindung von H mit dem Eudiometerrohr hergestellt. Jetzt hebt
man die Kugel J und treibt dadurch die Gase in dieses. Der ganze
Vorgang wird wiederholt, bis alle Gase iibergefiihrt sind. Es wird
dann die Menge des im Eudiometerrohr befindlichen Gases gemessen.
Es besteht aus einem Gemenge von Sauerstoff, Kohlensiure und
Stickstoff. Die Kohlensidure weisen wir nach, indem wir durch das
Quecksilber eine an einen Platindraht angeschmolzene, befeuchtete
Atzkalikugel durchfiihren. Die Kohlensiure bindet sich mit dem
Atzkali zu Kaliumkarbonat. Nach lingerem Verweilen wird die
Kugel wieder herausgezogen. Die Verminderung des Volumens der
Gase zeigt, wieviel Kohlensiure vorhanden war. Den Sauerstoff
bestimmt man durch Verpuffen im Eudiometerrohr. Man fiihrt zu
diesem Zwecke in dieses ein abgemessenes Volumen Wasserstoff ein.
Dann 16t man durch die am oberen Ende des Eudiometerrohres
eingeschmolzenen Platindrihte einen elektrischen Funken springen.
Sauerstoff und Wasserstoff verbinden sich zu Wasser. Es entsteht
eine weitere Volumenverkleinerung des Gasgemisches im Eudiometer-
rohr. Ein Drittel davon entfillt auf den zur Wasserbildung ver-
brauchten Sauerstoff. Es bleibt noch ein Gas iibrig. Es ist dies der
Stickstoff, dessen Menge wir nun direkt ablesen konnen.

3. Kreislauf des Blutes.

1. Peripherer Kreislauf.

Beobachtung des Blutkreislaufes in der Schwimmhaut des
Frosches unter dem Mikroskop.

Wir benutzen zu diesem Versuche einen mdglichst wenig pigmen-
tierten Frosch, am besten eine Rana temporaria. Wir machen ihn
durch Einspritzung von 0,1 ccm einer 1prozentigen Kurarelsung in
den Riickenlymphsack bewegungslos. Man wartet ab,. bis die Lih-
mung eine vollstindige ist. Jetzt bringt man den Frosch mit dem
Bauch nach unten auf eine Glasplatte. Auf ihr ist eine Korkplatte
aufgeklebt. Sie besitzt ein kreisrundes Loch. Uber dieses spannen
wir die Schwimmhaut eines FuBes aus und befestigen sie mit schrig
in die Korkleiste eingesteckten Stecknadeln. Die Schwimmhaut darf
nicht zu stark gespannt werden, weil sonst der Kreislauf beeintrich-
tigt wird. Jetzt feuchten wir die Schwimmhaut mit physiologischer
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Kochsalzlésung an, hiillen den ganzen Frosch in mit dieser getrinktes
Filtrierpapier und bringen nun die Glasplatte mit dem Frosch unter
das Mikroskop (Abb. 156). Wir koénnen nun den Kreislauf direkt
verfolgen. Schon bei schwacher VergroBerung erkennen wir Arterien,
Venen und Kapillaren (Abb. 157). Das Blut der Arterien erscheint
heller rot als das der Venen. Man kann ferner feststellen, dafi der
Blutstrom in den Arterien eine regelmaBige, pulsatorische Beschleu-
nigung zeigt. In den Venen fehlt diese vollstindig. Hier ist das
Strémen ein ganz gleichm#fBiges. Am besten unterrichtet man sich an
den Stellen, an denen Verzweigungen stattfinden. Bei der Arterie
sehen wir, dal das Blut
an der verzweigten Stelle
in die Aste hineinstrémt,
wihrend bei der Vene das
Blut umgekehrt aus ver-
zweigten Stellen in ein
groBeres Stammgefi 3 iiber-
geht. Sehr oft sehen wir,
daf3 an solchen verzweigten
Stellen Blutkiérperchen ge-
gen den Scheitel der Ver-
zweigung anrennen. Bei
dieser Gelegenheit kénnen
wir genau verfolgen, daf
die roten Blutkorperchen
keine bestimmte, unver-
inderliche Gestalt haben.
Das Blutkoérperchen reitet
gewissermafen auf dem
Scheitel der Verzweigung,
es schmiegt sich der Ge-
fiBwand eng an und ragt
mit den Enden in die beiden Zweige hinein, bis schliefilich auf
der einen Seite ein Ubergewicht hergestellt ist und das Blut-
korperchen nun auf einmal davonschieBt. Sehr schén kann man
auch den axialen Strom an groBeren Arterien und Venen be-
obachten. Man sieht, wie die roten Blutkirperchen als roter Faden
in der Mitte des GefiBes sich dahinbewegen. Beiderseits davon er-
kennen wir einen schmalen, hellen Rand, den sog. Wandstrom. In
ihm sehen wir einzelne Leukozyten, die oft an der Wand des Ge-
fiBes lange haften bleiben oder sich sehr langsam dahinbewegen.
Ferner konnen wir beobachten, wie in den engen Kapillaren die
Geschwindigkeit des Blutstromes sich verlangsamt. (VergroBerung
des Gesamtquerschnittes der Blutbahn!) Schalten wir ein sog. Okular-
mikrometer ein, dann 1aB8t sich bei starker VergroBerung mit Hilfe
einer Sekundenuhr die mehr oder weniger maximale Geschwindigkeit
des Blutstromes direkt feststellen. Wir brauchen nur ein bestimmtes

Abderhalden, Praktikum. 3. Aul. 15

Abb. 136. Betrachtung des Blutkreislaufes der
Schwimmhaut des Frosches.
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Blutkérperchen uns zu merken und zu verfolgen, wie rasch es eine
bestimmte Strecke der Mikrometerteilung zuriicklegt. Bei Versuchen
iber den EinfluB bestimmter Produkte, wie z. B. von Adrenalin, auf
die Blutgefifle, empfiehlt es sich, mit Hilfe von zwei Mikroskopen
die beiden Schwimmhiute des gleichen Tieres gleichzeitig zu be-
trachten. Die eine Schwimmhaut bleibt unbeeinfluft, wihrend die
andere der Einwirkung bestimmter Substanzen ausgesetzt ist. Zu
derartigen Studien eignet sich ausgezeichnet eine Einrichtung von
ZeiB, die die Gesichtsfelder beider Mikroskope mittels Prismen direkt
nebeneinander zur Anschauung bringt.

Man studiere auch den Einflul der Reizung des N. ischiadicus
auf die Gefillweite. Zum Schlusse zerstére man das Riickenmark.

Spritzen wir dem Frosch, dessen Kreislauf wir betrachtet haben,
eine Losung von l-Adrenalin (Suprarenin) (1:5 Millionen) unter
die Riickenhaut, so sehen wir nach kurzer Zeit eine starke Verengung
der Blutgefifle eintreten. Auch die Pigmentzellen dndern ihre Ge-
stalt. Sie ziehen sich zusammen. Der Frosch sieht heller aus.

An Stelle der Schwimmhaut kann man auch das Mesenterium
zur Beobachtung des Kreislaufes benutzen. Man durchtrennt in diesem
Falle mit einem etwa 1 cm langen Léngsschnitt an der Seite des
Abdomens die Haut und die Muskulatur und er6ffnet das Peritoneum.
Nun holt man aus der Schnittéffnung ein Stiick Diinndarm mit Hilfe
einer  Pinzette heraus und steckt es mittels Stecknadeln auf dem
Korkring der obenerwéhnten Glasplatte fest. Dabei wird das Mesen-
terium ausgespannt. Nun befeuchtet man es mit 0,6 prozentiger Koch-
salzlosung, bedeckt mit einem Deckglas und beobachtet den Kreislauf
mit Hilfe eines Mikroskops. Nach kurzer Zeit beobachtet man eine
hauchige Triitbung des Mesenteriums. Sie nimmt nach und nach zu.
Bei scharfer Beobachtung kann man sehen, dafl aus den Mesenterial-
gefiBen Leukozyten auswandern. Nach einiger Zeit treten auch rote
Blutkorperchen aus, nachdem vorher in den kleinen Gefiflen der
Kreislauf vollstdndig zum Stillstand gekommen ist. Es ist dies der
Beginn der Entziindung.

Ein prachtvolles Bild liefert auch die Lunge des Frosches. Man,
filhrt in die Trachea ein mit einem kurzen Kautschukschlauch ver-
sehenes Glasrohrchen ein, bldst die Lunge sorgfiltig auf, nachdem
man sie durch Er6ffnen des Thoraxes freigelegt hat und bindet dann
den Kautschukschlauch fest ab. Sehr geeignet sind fiir Beobachtungen
des Kreislaufes auch die Harnblase und die Zunge des Frosches.

Sehr schén kann man den Kreislauf auch verfolgen, wenn man
den Augenhintergrund beim Frosche im aufrechten Bild betrachtet.
(Vgl. Sehorgan.) Endlich kann man auch am Kaninchenohr das Kreisen
des Blutes betrachten, indem man das Ohr mit der Hand etwas an-
spannt und Licht durchfallen 1i8t.

Zu vergleichenden Beobachtungen des Kreislaufs in verschiedenen
Organen unter verschiedenen Bedingungen (Einfluf von Adrenalin,
Milchséure us.) eignet sich ganz besonders gut die Beleuchtung
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im auffallenden Licht der in situ befindlichen Organe mittels einer
starken Lichtquelle (z. B. einer Nernst-Lampe).

Blickt man ferner vollstindig akkommodationslos gegen eine grof3e
helle Fliche, z. B. gegen den Himmel, oder durch dunkelblaues Glas
gegen die Sonne, so treten im Gesichtsfeld helleuchtende Piinktchen,
die sich auf groBere oder kleinere Strecken bewegen, auf. Es sind
dies wahrscheinlich Blutkdrperchen oder Liicken zwischen solchen in
den Netzhautgefdfien. Sie verschwinden oft und treten wieder auf. Es
kommt dies daher, daB die Blutgefifle der Netzhaut Windungen zeigen.

Demonstration des Unterschiedes zwischen Arterie und Vene.

Wir wihlen als Versuchstier ein Kaninchen. Es wird mit Ather
narkotisiert und dann auf ein Operationsbrett aufgespannt. Nun-
mehr wird der Hals mittels einer Schere, besonders in der Median-
linie, moglichst von Haaren befreit. Jetzt spannt man die Haut
am Hals zwischen Daumen und Zeigefinger an und fiihrt einen
Schnitt durch sie. Er beginnt etwas unterhalb des Kehlkopfes
und endet in der Hohe des Sternums. Die kleinen Blutungen aus
den durchschnittenen Hautgefdflen tupfen wir sorgféltig mittels Watte
auf. Es darf nie weiter operiert werden, ohne dafl ein ganz klares,
durch keinerlei Blutung gestortes Bild vorliegt. Jede Einzelheit muf3
klar erkannt werden. Wir durchschneiden nunmehr die Halsfaszie
und sehen den M. sternohyoideus und den M. sternocleidomasteideus
vor uns. Je nachdem wir die GefdBe rechts oder links aufsuchen
wollen, verschieben wir den Hautrand mittels eines mit einem Ge-
wicht beschwerten Muskelhakens nach der entsprechenden Seite.
Wir gehen dann mittels des Skalpellstieles in der Furche zwischen
den genannten Muskeln in die Tiefe. Wir stofen dabei direkt auf
die Karotis. Sie ist noch vom tiefen Blatt der Halsfaszie bedeckt.
Dieses wird durchschnitten. Man verschafft sich einen klaren Uber-
blick iiber alle hier zusammenliegenden Gebilde. Neben der Karotis
liegt die Vena jugularis interna. Ferner erblickt man Nervenstrange
(N. vagus, N.sympathicus).

Nun wird die Karotis mit einem Messerchen angestochen. Sofort
schieBt Blut aus der Wunde hervor. Es findet kein kontinuierliches,
gleichméBiges AusflieBen des Blutes statt. Der Blutstrahl erhilt
vielmehr eine rhythmische Beschleunigung. Lassen wir das aus-
spritzende Blut gegen ein Blatt Papier fallen, dann erhalten wir,
wenn wir dieses am Gefidle vorbeibewegen, Blutspritzerbilder, die den
Kurven entsprechen, die wir mit dem Sphygmographen (vgl. S. 234) er-
halten, d. h. wir konnen auf diese Weise direkt Pulskurven aufschreiben.

Nun unterbinden wir die Karotis peripher von der verletzten Stelle.
Wir beobachten, daf trotz der Unterbindung das Blut weiter heraus-
geschleudert wird. Binden wir dagegen das Ende, das mit dem Herzen
in Verbindung steht, ab, dann h¢rt die Blutung augenblicklich auf.

Nun stechen wir die Vena jugularis an. Wir sehen, daf3 Blut in
kontinuierlichem Strome ausflieft. Das Blut hat ein anderes Aus-

15*
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sehen, als das aus der Karotis herausflieBende. Das letztere ist hell-
rot gefdrbt, das erstere dunkel- bis violettrot. Nun unterbinden wir
die Vena jugularis zentral, d. h. es wird das Ende mit der Ligatur
versehen, das mit dem Herzen in Verbindung steht. Die Blutung
steht nicht. Das periphere Ende blutet weiter. Wird dieses unter-
bunden, dann hort die Blutung augenblicklich auf.

Bestimmung des Blutdruckes.

Die Methoden, die zur Bestimmung des Blutdruckes angewandt
werden, konnen prinzipiell in zwei Gruppen geteilt werden. Wir
konnen einmal den Blutdruck auf direktem Wege bestimmen, indem
wir in ein arterielles Gefdll eine Kaniile einfithren und den im Gefal3
herrschenden Druck direkt auf ein Manometer einwirken lassen. Wir
bestimmen entweder den Seitendruck in dem Dbetreffenden Gefille
selbst, indem wir eine T-Kaniile einbinden, oder aber wir wihlen
eine einfache Kaniile und bestimmen dann den Seitendruck in dem
Gefdll, aus dem die Arterie, in die wir die Kaniile eingebunden
haben, ihren Ursprung nimmt. Ein annshernd rightiges Bild iiber
den herrschenden Blutdruck erhilt man schon, wenn man das Blut
in einem in eine grofle Arterie eingebundenen Rohr aufsteigen 14ft.

Die zweite Gruppe von Blutdrucksmessungen umfaBt Methoden,
die den Druck in einem bestimmten Blutgefil indirekt bestimmen.
Diese Art der Messung des Blutdruckes wird vor allem beim Men-
schen angewandt. Man kann sie auch im Gegensatz zu der oben
erwahnten Methode als unblutige bezeichnen.

!' Direkte Bestimmung des Blutdruckes.
- Wir wihlen als Versuchstier ein Kaninchen. Wir legen
zundchst in der oben beschriebenen Weise die Karotis und
{ gleichzeitig auch die Vena jugularis externa frei. Diese ver-
é lauft ganz oberflichlich unter der Haut und dem Platysma.
1)_1\ Die Karotis wird auf einem groBeren Teil (2—3 cm)

5 ihres Verlaufs ganz frei prépariert. Wir filhren dann untex
_-‘ ihr eine Haarnadel durch. Auch die Vena jugularis legen
| wir frei, um in sie mittels einer Pravazspritze (Abb. 158)
geldste Substanzen in den Kreislauf bringen zu konnen. Es
ist zweckméfBig, die Kaniile der Pravazspritze in die Vene
einzubinden. Auch den Nervus vagus und den Nervus de-
pressor suchen wir auf. Beide werden mit einem Seiden-
faden abgebunden und dann der erstere kopfwirts vom
Knoten und der letztere herzwirts davon durchschnitten.
Die Fadenenden lassen wir aus der Wunde heraushingen,
damit wir die Nerven jederzeit wieder finden konnen. Sie
selbst werden in ihr versenkt. Am besten versieht man die
Abb. 158. Fadenenden mit einer GefiaBlklemme. Die Karotis wird

Pravaz- - . . .
spritze.  zentralwiirts mittels einer Arterienklemme verschlossen. Dann
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wird mittels einer kleinen Schere ein Lappenschnitt in der GefiB-
wand distal von der Klemme angebracht, nachdem man zuvor unter
dem Gefdl zwei starke Ligaturfiden durchgezogen hat. Durch die
gesetzte kleine Wunde wird eine paraffinierte Glaskaniile (e, Abb. 159)
eingefithrt. Am besten ist das verjiingte Ende der Kaniile mit Ein-
kerbungen versehen. Sie verhindern das Herausrutschen der Kaniile
aus dem Blutgefil. Am zweckméaBigsten ist eine Kaniile mit seit-
lichem Auslauf. Diese mufl natiirlich verschliefbar sein. Man kann

dann, falls Gerinnung eintritt, leicht von dieser Seitenéffnung aus das
Gerinnsel herausholen, ohne die iibrigen Teile der Apparatur ausein-
anderzunehmen. )

Die Kaniile trigt einen Gummischlauch, den wir durch eine gut-
sitzende Gefiflklemme am Ende abschlieen. Kaniile und Schlauch-
stiick sind mit konzentrierter Magnesiumsulfatlosung gefiillt. Nun-
mehr verbindet man das an der Kaniile angebrachte Schlauchstiick
mit dem Zuleitungsrohr . Auch dieses Rohr, das man sich zweck-
mafig aus kleinen, sich berithrenden Stiicken Glasrohr, die unter-
einander mit Kautschukschlauch verbunden sind, herstellt, ist mit
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der konz. Magnesiumsulfatlosung gefiillt. Man achte peinlich darauf,
daB in dem ganzem System keine Luftblasen vorhanden sind. Den
Schlauch b verbinden wir mit einem Quecksilbermanometer,
nachdem dieser bis zum Quecksilbermeniskus auch mit Magnesium-
sulfatlosung gefiillt worden ist. Nun wird die Klemme, die das an
der Kaniile sich befindende Schlauchstiick verschlossen hat, abge-
nommen, und ferner auch die die Karotis verschlieBende Klemme
entfernt. Wir beobachten, daf der Manometer Druck anzeigt. Dieser
188t sich direkt an der Skala des Manometers ablesen. Wir beobachten
dabei, daB die Quecksilbersdule rhythmisch hin und her schwankt.
Wir konnen durch einfache Beobachtung Maximum und Minimum
dieser Ausschlige an der Skala feststellen.

Ein genaueres Bild des Blutdruckes und der Blutdruckschwan-
kungen erhalten wir, indem wir den Manometerstand sich aufzeichnen
lassen. Zu diesem Zwecke ist der Manometer mit einem sog. Schwim-
mer (e) versehen. Dieser schwimmt auf dem Quecksilbermeniskus
seines offenen Schenkels. Er trigt am oberen Ende eine Schreib-
vorrichtung: ein kleines, einer Tabakspfeife dhnlich sehendes Gefis,
das mit Tinte gefiillt ist, und dessen Spitze wir an eine Schreib-
fliche anlegen. Diese ist auf der Trommel d eines Kymographions
aufgespannt. Wir setzen die Trommel in Bewegung und schreiben
gleichzeitig auf das Papier auch die Zeit auf. Das Quecksilber-
manometer gibt kein sehr genaues Bild feinerer Blutdruckschwan-
kungen, weil das Quecksilber infolge seiner Trigheit den einzelnen
Blutdruckschwankungen nur sehr unvollkommen folgt und auBerdem
Eigenschwingungen zeigt.

Zu feineren Untersuchungen benutzen wir daher entweder ein
Gummimanometer oder ein solches, bei dem die Gummimembran
durch ein diinnes Wellblech ersetzt ist. Im Prinzip haben wir genau
dieselben Verhéltnisse, wie beim Quecksilbermanometer. Bei Druck-
zunahme wird die Gummimembran bzw. das Wellblech vorgewdlbt.
Bei Druckabnahme dagegen werden beide sich der Ruhelage ndhern.
Bei Anwendung der zuleizt erwdhnten Versuchsanordnung verwenden
wir eine berufBte Papierfliche und schreiben den Blutdruck mit einem
Hebel aus Metall auf (vgl. z. B. Abb. 176, S.246). Um ein Urteil
iber die GroBe des Blutdruckes zu gewinnen, markieren wir uns
bei den genannten Manometern den Ausgangsstand des Schreibhebels
der Membran entweder mit Hilfe eines zweiten, feststehenden Metall-
schreibhebels, oder wir zeichnen vor Abnahme der Karotisklemme
eine Nullinie auf. Dann schreiben wir eine sogenannte Normal-
kurve. Wir beobachten an ihr aufsteigende und absteigende Teile.
Der Abstand der Fullpunkte der Normalkurve von der Nullinie er-
gibt dann den diastolischen und derjenige der Gipfelpunkte den
systolischen Blutdruck. AufBer diesen kardialen Schwankungen des
Blutdruckes beobachten wir noch solche, die durch die Respiration
hervorgerufen sind.

Reizung des Nervus vagus: Wir holen nun den vorher ver-
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senkten Vagusstumpf am Ligaturfaden aus der Wunde heraus und
legen ihn auf die mit der sekundidren Rolle eines Induktoriums ver-
bundenen Elektroden. Wir tetanisieren den Nerv. Wir beobachten
runichst eine Verlangsamung der Herzschlagfolge. Der Blutdruck
zeigt dabei keine wesentlichen Anderungen. Verstirken wir nun den
Reiz, dann tritt bald diastolischer Herzstillstand ein. Der Blutdruck
fallt stark. Der Herzstillstand wird ab und zu durch kriftige Herz-
aktionen unterbrochen. Es kommt dies dann auch am Blutdruck
zum Ausdruck. Entfernen wir die Elektroden, d. h. unterbrechen wir
die Reizung, dann beginnt das Herz wieder regelméflig zu schlagen,
gleichzeitig erhebt sich der Blutdruck ganz allméhlich wieder auf die
normale Hohe. Oft beobachten wir sogar, dafl er dariiber hinaus
schieft und erst spéiter wieder zur Norm zuriickkehrt.

Nachdem wir wiederum
eine normale Kurve erhalten
haben, reizen wir in der glei-
chen Weise den Nervus de-
pressor.. Wir beobachten
nach einer relativ langen La-
tenzzeit eine sehr starke Sen-
kung des Blutdruckes. Die
Herzaktion ist méiBig ver-
langsamt.

Nun lassen wir von der
in die Vena jugularis einge-
bundenen Kaniile aus, mit
Hilfe einer Pra,vazspitse AbDb. 160. Intravendse Einspritzung.

0.2 ccm einer 1-Adrenalin-

losung 1:4000, langsam einflieBen. Wir beobachten, dall nach ganz
kurzer Zeit ein Ansteigen des Blutdruckes stattfindet. Wir wieder-
holen, nachdem der Blutdruck zur Norm zuriickgekehrt ist, den
gleichen Versuch mit d-Adrenalin und stellen fest, daB keine oder
nur eine geringe Verdnderung des Blutdruckes eintritt. Die nach
Einfithrung des von der Nebenniere gebildeten 1-Adrenalins auftre-
tende Blutdrucksteigerung ist durch Kontraktion der peripheren Blut-
gefille bedingt.

Ist die Vena jugularis externa mnicht freigelegt worden, dann
spritzen wir die Adrenalinlésung mit Hilfe einer Pravazspritze in
eine Ohrvene (vgl. Abb. 160). Vorher stauen wir das Blut in einer
solchen, indem wir das zentrale Ende mit dem Finger zudriicken.
Auf diese Weise wird die Vene besser zugiinglich. Wir beachten
bei diesem Versuch die kurz nach der Injektion eintretende Blisse
des Ohres.

Indirekte Bestimmung des Blutdruckes.

Wir benutzen dazu den von Riva-Rocci- v. Recklinghausen an-
gegebenen Tonometer. Er besteht aus einer Gummimanschette, die
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durch einen Schlauch mit einem Gebldse in Verbindung steht. Die
Manschette wird dicht um den Oberarm gelegt und nun mit dem
Geblase mit Luft gefiillt. Dabei kommt es schlieBlich zur mehr oder
weniger vollstindigen Kompression der Arteria brachialis. Dieses Er-
eignis kénnen wir leicht feststellen, indem wir am Unterarm den Puls
der Arteria radialis mit dem Finger kontrollieren. Sobald die Kom-
pression eine so grofle ist, daB die Pulswelle unterdriickt wird, wird
der tastende Finger keinen Puls mehr wahrnehmen. Wir bestimmen
mit Hilfe eines Manometers (vgl. Abb. 161) den Druck, der notwendig
ist, um das Verschwinden des Pulses herbeizufiihren.
Bei der praktischen Durchfiihrung suchen wir
,ﬂj zunichst den Ort am Vorderarm auf, an dem
T wir den Puls der Radialis am besten fiihlen.
m Wir stellen seine Qualitdten genau fest und iiber-
I zeugen uns, ob er sich durch Fingerdruck mehr
L oder weniger schwer unterdriicken lat. Am besten
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Abb. 161. Bestimmung des Blutdruckes nach
Riva-Rocci v. Recklinghausen,

legen wir mindestens zwei Finger auf die Stelle,
I an der wir den Puls am besten fiithlen und
iiben dann mit dem proximalen Finger den Druck
aus und kontrollieren mit dem distal angelegten
die Pulswelle. Wir legen nunmehr die Manschette

so um den Oberarm, dal ein

mdglichst zylindrisches Stiick

davon umschlossen
7 wird. Sie darf nicht
so fest angelegt werden,
daBl ein Druck auf den
Arm ausgeiibt wird. Die
unverinderte Qualitit
des Pulses zeigt uns, ob
diese wichtige MaB-
nahme befolgt ist. Nun
kontrollieren wir den
Puls mit der linken Hand und blasen mit der rechten durch abwechseln-,
des Zusammendriicken des Gummiballons die Manschette auf, bis der
Puls eben verschwindet. Nun lesen wir am Manometer den Stand der
Quecksilbersidule ab. Der auf diese Weise bestimmte Druck fillt zu hoch
aus. Beim Einblasen der Luft ist die Abmessung nicht so abstutbar, daf3
man das Aufblasen der Manschette nur gerade so weit treibt, da eben
gerade die Arteria brachialis zusammengedriickt wird. Man 146t nun
sorgsam Luft aus der Manschette austreten, bis der Puls eben wieder
erscheint. Dies geschieht am besten, indem man am Gummirchr, das
zur Manschette fiihrt, ein T-Rohr einschaltet und das freie Ende mit
einem Gummischlauch versieht, der eine Klemmschraube tragt. Durch
ihre Lockerung laBt sich der Luftaustritt genau regulieren. Wir
stellen nach Wiedererscheinen des Pulses wieder den Stand des
Manometers fest. Der erhaltene Wert ist in gewissem Sinne ein
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Minimalwert. KEs 1Bt sich auch hier die Druckentlastung in der
Manschette nicht so fein regulieren, daf sie nicht etwas zu weit
geht. Da wir den zuerst abgelesenen Druck als zu hoch und den
zuletzt bestimmten Druck als zu niedrig betrachten, so kdnnen wir
das Mittel aus beiden Ablesungen als den der Wirklichkeit am
néchsten kommenden annehmen. Der Versuch wird mehrmals wieder-
holt. Vorzuziehen ist folgendes Verfahren. Man macht eine unter-
richtende Bestimmung, wobei man den Puls durch allméhliche Stei-
gerung des auf den Oberarm ausgeiibten Drucks zum Verschwinden
bringt. Man merkt sich dabei den Manometerstand, bei dem man den
Puls eben noch deutlich wahrnahm, bevor er verschwand. Nunmehr
wird der Versuch wiederholt, wobei man den Druck innerhalb weniger
Sekunden bis zu jener GroBe steigert, bei der der Puls beim Vor-
versuch noch eben wahrnehmbar war. Nun steigert man den Druck
langsamer unter sorgfiltiger Kontrolle des Pulses. Sobald er ganz
verschwunden ist, liest man den Druck am Manometer ab. Man ver-
meidet bei diesem Verfahren, daB bei der entscheidenden Blutdruck-
bestimmung der Arm relativ lange Zeit unter Stauung gesetzt wird.
Um den Einflul von Stauungen und sonstige Storungen im Kreis-
lauf zu vermeiden, wird vor jedem neuen Versuche die Luft aus der
Manschette vollstindig herausgelassen und einige Zeit abgewartet.

Die Bestimmung des Blutdruckes mit Hilfe des Tonometers ist
keine ganz genaue. Einmal wird ein Teil des aufgewendeten Druckes
dazu benutzt, um Gewebe: Haut, Muskeln usw., zu deformieren.
Ferner spielt die Rigiditit der GefiBwand auch eine Rolle. Doch
kann man die auf genanntem Wege erhaltenen Werte ganz gut zu
vergleichenden Versuchen benutzen.

Wir lassen nun die Versuchsperson einige Kniebeugen ausfiihren
oder sie in raschem Tempo eine Treppe ersteigen und bestimmen
wieder den Blutdruck. Ferner stellen wir den Blutdruck bei der
gleichen Versuchsperson im Stehen und Liegen fest und vergleichen
endlich die bei verschieden groflen Individuen erhaltenen Werte
untereinander.

Beobachtungen iiber den Puls.

Der Puls wird gewohnlich beim Menschen an der Arteria radialis
gepriift. Wir suchen am vorderen, volaren Teil des Vorderarmes an
der radialen Seite die Stelle auf, an der wir den Puls am besten
filhlen. Wir beurteilen zuerst die Eigenschaften des Pulses und
zwar in der Weise, dal wir die betreffende Stelle mit zwei bis drei
Fingern (nicht mit dem Daumen!) betasten. Wir priifen, ob die Fre-
quenz eine groBe oder kleine ist, indem wir die Zahl der einzelnen
Pulse wéhrend einer bestimmten Zeit, z. B. einer Minute, z#hlen
(Pulsus rarus, Pulsus frequens). Es empfiehlt sich, die Zahl der
Pulse in der ersten Hilfte der Minute mit derjenigen der zweiten
zu vergleichen. Ist ein groflerer Unterschied vorhanden, dann z&hlt
man noch dreiBlig Sekunden weiter. Es kommt bei leicht erregbaren



234 Physikalische und physiologische Methoden.

Personen oft vor, daB die bloBe Vornahme der Z#ihlung einen be-
schleunigenden Einflu auf die Herztétigkeit ausiibt. Es tritt jedoch
meistens bald Beruhigung ein. Wir stellen ferner fest, ob wir einen
Pulsus celer oder einen Pulsus tardus vor uns haben. Ferner
verfolgen wir, ob wir den Puls leicht oder schwer unterdriicken
kénnen (Pulsus mollis, Pulsus durus). Wir verfahren dabei so,
daf wir den proximal angelegten Finger zur Ausiibung des Druckes
benutzen und den distal davon tastenden zur Kontrolle des Ver-
schwindens des Pulses benutzen. Wir priifen endlich, ob ‘der Puls
ein zeitlich regelmidBiger oder unregelmiBiger ist (P. regu-
laris, P.irregularis). Wir zihlen den Puls im Liegen, dann auch
im Stehen. Ferner lassen wir die Versuchsperson im Zimmer herum-
gehen, eine Leiter ersteigen, oder eine Treppe hinauf- und hinab-
eilen und zshlen dann sofort die Pulszahl wieder. Wir schreiben uns
die Zahl genau auf. Wir vergleichen ferner die gefundenen Zahlen
fiir die Pulsfrequenz bei verschieden grofien Individuen.

Aufzeichnung der Pulskurve der Arterica radialis mit Hilfe des
Jaquetschen Sphygmographen.

Wir suchen zunéchst die Stelle auf, an der wir den Radialispuls
am deutlichsten fiihlen, studieren seine Qualititen und markieren den
Ort mit Hilfe eines Fettstiftes genau. Nun befestigen wir den Rahmen
des Sphygmographen mit Hilfe der Lederriemen der ihn tragenden
Manschette so am Vorderarm, daf} die vorher vermerkte Stelle in die

Abbh. 162. Manschette mit Schiene fiir Abb. 163. Sphygmograph.
den Sphygmographen. nach Jaquet.

Mitte des vom vorderen Teil des Rahmens eingeschlossenen Raumes
zu liegen kommt. (Vgl. Abb. 162.) Diese Stelle ist bei manchen Appa-
raten durch eine Einbuchtung am Rahmen kenntlich gemacht. Der
Rahmen muB einesteils fest sitzen, anderenteils darf er jedoch die
Arterie nicht komprimieren. Letzteres tritt besonders dann leicht ein,
wenn der hintere (zentral gelegene) Riemen der Manschette zu fest
angezogen ist. Bevor man den Sphygmographen aufsetzt, wird noch-
mals sorgfiltig gepriift, ob der Puls gut fithlbar ist und noch die
gleichen Qualititen, wie zuvor zeigt. Ferner stellt man fest, ob die
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vermerkte Stelle auch nach dem Festbinden der Manschette noch dem
Orte, an dem der Puls am deutlichsten in Erscheinung tritt, entspricht.
Durch diese Priifung erspart man sich viel Zeit und auch Arger. Vor
dem Aufsetzen des Sphygmographen zieht man seine beiden Uhrwerke
auf. Das eine treibt die Rolle, auf welcher der beruite Papierstreifen
am Schreibhebel vorbeigefithrt wird, das andere dient der Zeitschrei-
bung. Jetzt wird der eigentliche Sphygmograph in das am zentral-
wirts gelegenen Ende des Rahmens befindliche Scharnier eingeschoben.
Durch Drehen der am vorderen Ende angebrachten, in eine im Rahmen
vorhandene Schraubenmutter passenden Schraube wird der Apparat
befestigt (Abb. 163). War der Rahmen richtig aufgelegt, dann kommt
jetzt die Pelotte der unten am Apparat angebrachten Metallfeder
genau auf die Stelle zu liegen, an der man den Puls am besten ge-
fihlt hat. Die Spannung dieser Feder 148t sich mittels einer zweiten
Feder veréindern. Die Bewegungen der Pelotte werden durch einen
Winkelhebel auf einen kleinen, horizontal sich bewegenden Metall-
schreibhebel iibertragen. Schon beim Festziehen der Schraube be-
merkt man, dal der Schreibhebel rhythmische Bewegung aufweist. Zeigt
der Hebel gute Ausschlige, dann liBt man nunmehr den beruBten
Papierstreifen vorbeiziehen. Die Pulskurve zeigt einen steil an-
steigenden Teil und einen gewdhnlich durch mehrere Zacken unter-
brochenen abfallenden Ast. Eine groBere Zacke ist die dikrote Er-
hebung (RiickstoBerhebung). -

Aufzeichnung der durch die Pulswelle bedingten Volumen-
inderungen einer Extremitit.

Es wird der Arm der Versuchsperson in ein entsprechend weites,
an einem Ende verschliefbares Glasrohr (vgl. Abb. 164) eingefiihrt
und mittels einer iiber das andere, weite Ende gezogenen Gummi-
manschette, die man mit Hilfe eines Gebldses aufblasen kann, luft-
dicht mit diesem verbunden. Jetzt wird der Glasmantel vollstindig
mit Wasser von etwa 40° gefillt. Wir bemerken bereits an der im
Rohr a befindlichen Fliissigkeitssiule Schwankungen, die der Puls-
welle entsprechen. Wir verbinden das Rohr ¢ mit einem Gummi-
schlauch, den wir mit einem Mareyschen Schreiber in Verbindung
setzen. Durch diesen zeichnen wir die Anderungen des Volumens des
Armes auf eine berufite Fliche auf. Wir konnen die Aufzeichnung
auch in folgender Weise vornehmen. Wir setzen den mit dem Rohr o
verbundenen Schlauch nicht mit der Mareyschen Registrierkapsel in
Verbindung, sondern mit einem Brenner. Dieser ist so konstruiert,
dafl die Flamme eine schmale und hohe ist. In das Rohr, das den
Gasstrom fiihrt, miindet jenes Rohr, das mit dem erwihnten Schlauch
in Verbindung steht. Jedesmal, wenn im Rohr a die Flissigkeit steigt,
wird Luft verdréingt. Sie bewirkt, dafl die Flamme hoher wird (sie
zuckt empor). Photographieren wir die Schwankungen in der Hohe
der Flamme auf einem vorbeirotierenden Film, dann erhalten wir
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ein getreues Bild der Volumenschwankungen des Armes. Mit jeder
Systole wird Blut in die Arterien geworfen. Damit ist eine Volumen-
zunahme des Armes verbunden, da der Abfluf des Venenblutes ein
kontinuierlicher, gleichmiBiger ist. Den Apparat nennen wir Plethys-
mograph und die in genannter Art erhaltenen Kurven Plethys-

mogramme. Man spricht auch von Volumenpulsen. Wir kénnen
diese Methode auch dazu benutzen, um die Stromgeschwindigkeit in
der Extremitdt zu messen. Man beobachte den Einflull von Muskel-
kontraktionen (es wird ein Bein abwechselnd gehoben und gesenkt)
auf das Plethysmogramm! Erorterung der Bedeutung des Plethysmo-
graphen zur Funktionspriifung des Herzens!
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2. Versuche iiber die Herztitigkeit.
Versuche am Frosche.

Beobachtung de