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Yorwort zur ersten Auflage.

Das ,,Harnanalytische Praktikum‘ ist aus den Erfahrungen,
die der Verfasser seit Jahren bei der Unterweisung der Pharmazie-
studietenden im harnanalytischen Praktikum und bei Lehrgingen
in der Akademie fiir pharmazeutische Fortbildung bei der Deut-
schen Apothekerschaft von 1935 bis 1939 gesammelt hat, ent-
standen. Es stellt die Fortfiihrung der 1938 als Manuskript ge-
druckten ,,Anleitung zum harnanalytischen Praktikum (fiir den
Gebrauch im Pharmazeutischen Institut der Universitdt Berlin)“
dar. Gegeniiber dieser ersten Fassung ist das vorliegende Prak-
tikum wesentlich erweitert worden. Der Verfasser hat bei der Ab-
fassung der Schrift insbesondere solche quantitativen Unter-
suchungsverfahren beriicksichtigt, die bei hinreichender Ge-
nauigkeit mit den Hilfsmitteln des Apothekenlaboratoriums ohne
erheblichen Aufwand an Apparaten und Zeit durchfithrbar sind.
Soweit angingig sind den einzelnen Abschnitten knapp gefaBte
allgemeine Erlduterungen vorangestellt. Bei den aufgenommenen
Reaktionen handelt es sich zumeist um solche, die sich im Prak-
tikum bewihrt haben; eine Ausnahme ist nur in den Féllen ge-
macht worden, in denen eine Aufnahme aus historischen Griinden
angezeigt erschien. Das Biichlein, das in erster Linie ein Hilfs-
mittel bei der praktischen Durchfilhrung der Harnanalyse sein
soll, ist mit einem Papier-Durchschufl versehen, der fir Ein-
tragungen eigener Beobachtungen gedacht ist.

Fiir wertvolle Anregungen und Ratschlige bin ich meinem
Lehrer, Herrn Prof. Dr. C. Max~icH zu bleibendem Dank ver-
pflichtet.’

Berlin-Steglitz, Marz 1942.
DR. BENNO REICHERT.

Yorwort zur zweiten Auflage.

Die giinstige Aufnahme des ,,Harnanalytischen Praktikums*
machte nach kurzer Zeit eine Neuauflage erforderlich. Gegeniiber
der ersten Auflage wurden einige veraltete Vorschriften ausgemerzt
oder durch bessere ersetzt. Soweit es unter den gegenwirtigen
Verhéiltnissen moglich war, sind die wertvollen Hinweise und An-
regungen aus den Kreisen der Fachkollegen beriicksichtigt worden.

Berlin, am 25. September 1943.
BENNO REICHERT.
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I. Die normalen Bestandteile und Eigenschaften
des Harns.

Innerhalb von 24 Stunden werden durch den Harn etwa 60 g
(66—70 g) feste Stoffe ausgeschieden. Davon sind etwa 20—25 g
anorganische Verbindungen und etwa 35—45g organische Be-
standteile.

Anorganische Stoffe: Organische Verbindungen:
Kochsalz 15 g Harnstoff 25—35 g1
Phosphorsiure (als P,0;) 2,5 g Kreatinin 1,5 g
Gesamtschwefelsiure 2,5 g Harnsdure 0,7 g
Kaliumverbindungen (als K;0)3,3g  Hippursidure 0,7 g
Ca- und Mg-Salze (als CaO und Ubrige organische Stoffe (Purin-
MgO) 0,8 g basen, Oxalsiure, gepaarte
Ammoniak 0,7 g Glukuronsduren und Schwefel-

sauren) 2,1 g
Harnmenge. Die ausgeschiedene Harnmenge betrigt

bei Ménnern 1500—2000 ccm innerhalb von 24 Stunden,
bei Frauen 12001800 ccm innerhalb von 24 Stunden.

Die physiologischen Grenzwerte liegen zwischen 500 ccm und
3000 ccm.

Eine pathologische Vermehrung der Harnsekretion wird als
Polyurie bezeichnet (Diabetes mellitus und Diabetes insipidus).
Ist die Harnsekretion vermindert so spricht man von Oligurie
(akute fieberhafte Erkrankungen). Ein Versiegen der Harnsekre-
tion tritt auf bei mechanischem VerschluB der Harnwege, bei Ver-
giftungen durch Metallgifte und Oxalsdure = Anurie.

Harnfarbe. Normal zusammengesetzter Harn ist stroh- bis
bernsteingelb gefarbt. Die Farbe wird durch die Reaktion (alka-
lische Harne bla}, saure Harne dunkler gefirbt), durch patholo-
gische Bestandteile, z. B. Blut, Gallenfarbstoffe (s. dort), sowie
durch Zufuhr verschiedener Arzneimittel weitgehend beeinfluft.

Abnorme Harnfarbe nach Gebrauch von Arzneimitteln: Rosa
bis rot nach dem Einnehmen von Pyramidon (Rubazonséure),

1 Diese Menge entpricht einem tiglichen Eiweilumsatz von etwa 100'g.
Reichert, Harnanalytisches Praktikum. 1
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goldgelb bis gelbrot nach GenuBl emodinhaltiger Drogen (Rheum,
Senna, Frangula, Cascara Sagrada), ferner nach Gaben von San-
tonin, Prontosil, Neotropin. Tiefboraun bis schwarzbraun meist
durch chinondhnliche Verbindungen nach Verabfolgung von Res-
orcin, Kreosot, Salol, Thymol, Folia Uvae ursi, Gerbsiure.

Die Farbe des normalen Harnes ist durch die Farbstotfe Uro-
chrom, Uroerythrin, Urorosein und Urobilin bedingt.

Spezifisches Gewicht des Harnes. Im allgemeinen besteht
direkte Proportionalitit zwischen Harnfarbe und spezifischem Ge-
wicht. So zeigen normale dunkelgefirbte Harne ein hohes spezi-
fisches Gewicht (hochgestellte Harne).

Ausnahme: Diabetikerharn, der bei hohem spezifischem Ge-
wicht blafl gefdrbt ist.

Physiologische Grenzwerte: 1,005 — 1,030.

Gewshnlich: 1,015—1,025.

Pathologisch: 1,001—1,040 und dariiber.

Die Bestimmung des spezifischen Gewichtes erfolgt in der
Praxis mit dem Urometer.

Es ist zweckmiBig mit einem Urometersatz von 2 bis 3 Spin-
deln zu arbeiten (bei Verwendung von 3 Spindeln ist die Unter-
teilung der einzelnen Senkkorper folgende: 1. 1,000—1,020;
2. 1,020—1,040; 3. 1,040—1,060). Fir gewohnlich gentigen die
beiden ersten Spindeln. -

Aus dem spezifischen Gewicht 148t sich die Menge der im Harn
vorhandenen festen Bestandteile anndhernd bestimmen. Durch
Multiplikation des Harserschen Koeffizienten (2,33) mit den zwei
letzten Stellen des auf dre¢ Stellen bestimmten spezifischen Ge-
wichtes erhilt man die festen Bestandteile in 1000 ccm Harn.

Beispiel. Spez. Gew. 1,020, Koeffizient 2,33.

20 x 2,33 = 46,6 g feste Bestandteile in 1000 ccm Harn. Bei
einer Harntagesmenge von 1500 cem betrigt die Menge an aus-
geschiedenen festen Bestandteilen 69,9 g.

Der Koeffizient von HAESER gilt nicht, wenn es sich um den
Harn von kleinen Kindern handelt. In diesem Falle sind die zwei
letzten Stellen des auf drei Stellen bestimmten spezifischen Ge-
wichtes mit dem Faktor 1,66 zu multiplizieren (MARTIN und
RuGE).

Reaktion des Harnes. Die Reaktion des Harnes ist bei gemisch-
ter Kost gewShnlich schwach sauer. Unter normalen Bedingungen
liegen die py-Werte zwischen 4,8 und 7,5. Die saure Reaktion ist
durch saure Salze (primére Phosphate) bedingt.

Alkalisch reagiert der Harn bei vorwiegend vegetabilischer Er-
nahrungsweise. Pathologisch, wenn die alkalische Reaktion durch
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Ammoniumecarbonat hervorgerufen ist (bakterielle Zersetzung von
Harnstoff im Organismus: Cystitis).
_NH,
¢=0 +H,0 -——->C0,+2NH,
\NH,
Beim Stehenlassen nimmt der Harn infolge bakterieller Zer-

setzung des Harnstoffs (durch Micrococcus ureae, Bacterium
ureae, Micrococcus Hauser) alkalische Reaktion an.

Harnkonservierung. Am zweckméiBigsten ist die Konservie-
rung mit T'oluol, von dem 50—60 Tropfen pro Liter zugesetzt wer-
den. Das als Konservierungsmittel empfohlene Chloroform redu-
ziert FEnLINGsche Losung (!). Auch Thymol erscheint nicht emp-
fehlenswert, da es zu Téduschungen beim Nachweis von Eiweif3
(HELLERsche Probe) Anlafl geben kann. Durch Aufbewahren im
Dunklen bei niederer Temperatur hilt sich der Harn lingere Zeit.

Klarheit. Normaler Harn ist klar, er scheidet nach einigem Ste-
henlassen einen zarten wolkigen Niederschlag, die aus Blasen-
schleim bestehende Nubecula, aus.

Chemische Untersuchung triiber Harne. Einige ccm des triiben
Harns werden erhitzt.

a) Beim Erwirmen leicht 16slich: Urate (aufler Ammonium-
urat).
b) Beim Erwéirmen unléslich, aber
1. in Essigsdure 1oslich : Phosphate, Karbonate (Aufbrausen),
Ammoniumurat ( |, Harnsiure)
2. in Essigsdure unloslich, aber
«) in Salzsdure lgslich: Kalziumoxalat
p) in Salzsiure unloslich: Harnsdure
3. in Kalilauge 16slich: Harnséure
4. in Kalilauge unlgslich: Eiter oder bei Auftreten eines rot
gefdrbten Niederschlages: Bluttarbstoff. )

Wenn nach a und b keine Klarung: Fett (Kliren durch Ather-
zusatz), Bakterien oder pathologische Tritbungsstoffe (Sediment-
untersuchung!).

II. Die Bestimmung anorganischer Bestandteile
des Harns.
1. Bestimmung des Gehaltes an Chloriden. (Anndhernde Be-
stimmung des Kochsalzgehaltes im Harn).
Vorbemerkung. Die direkte Titration mit /;, n-Silbernitrat-
Issung (Kaliumchromat-I) ist hier nicht durchfiihrbar, da andere
1*
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im normalen Harn vorkommende Stoffe, besonders Purine durch
Silbernitrat gefillt werden. Ferner ist der Titrationsendpunkt in-
folge der anwesenden Harnfarbstoffe schlecht erkennbar. Bei der
nachfolgenden Methode (K. O. LarssonN, Biochem. Ztschr. 49,
474 (1913)) werden die stérenden Bestandteile durch Schiitteln des
Harnes mit Carbo medicinalis Merck beseitigt. Besitzt bei stark
gefdrbten Harnen das Filtrat nach der Behandlung mit Kohle eine
schwach gelbe Fiarbung, so muf} die Behandlung mit Kohle wieder-
holt werden.

Ausfiihrung. 20 cem Harn von saurer Reaktion — bei einem
hoheren spezifischen Gewicht als 1,025 ist der Harn mit Wasser zu
verdiinnen — werden mit einem guten Teelotfel voll Carbo medi-
cinalis Merck versetzt und stark geschiittelt. Nach mindestens
5 Minuten langem Stehenlassen wird durch ein trockenes Filter
in ein trockenes Becherglas filtriert. 10 ccm des farblosen, wasser-
hellen Filtrats werden mit 3—4 Tropfen gesittigter Kaliumchro-
matlésung versetzt und mit !/;, n-Silbernitratlosung bis zur ent-
stehenden schwachen, aber bleibenden Braunrotfirbung titriert.
1 cem 1/, n-Silbernitratlosung entspricht 3,545 mg Cl oder 5,85 mg
NaCL

2. Bestimmung des Sulfatschwefels und der Atherschwefelsiuren.
Im Harn sind dres Gruppen schwefelhaltiger Verbindungen ent-
halten 1. Sulfationen (Sulfatschwefelsdure, praformierte Schwe-
felsiure), 2. Atherschwefelsaure Salze (Atherschwefelsiuren, d. h.
Schwefelsdureester, gepaarte Schwefelsduren), 3. ,,Neutraler
Schwefel (organisch gebundener Schwefel aus Proteinsduren,
Jystin, Taurin). Unter normalen Bedingungen ist das Verhéltnis
Priformierte Schwefelsiure: Atherschwefelsiure = 10 : 1. ‘

Bei vermehrter Eiweillzersetzung im Organismus sowie bei Ver-
giftungen durch Phenole, Kresole ist die Ausscheidung an Ather-
schwefelsiure erhoht. Der ,,neutrale‘‘ Schwefel macht etwa 59,
der totalen Schwefelmenge aus. GesamischwefelsGure ist die Summe
von préaformierter Schwefelsdure und gepaarter Schwefelsiure.
Der durch den Harn ausgeschiedene Schwefel entstammt den Ei-
weillstoffen.

Bestimmung der Sulfatschwefelsdure vm Harn. 25 ccm des fil-
trierten Harns (Mischharn!) werden in einem Becherglas tropfen-
weise mit 25%iger Salzséure versetzt, bis Kongopapier deutlich
blau getirbt wird (etwa 1—2 cem Salzsdure gentigen). Dann 148t
man 100 cem einer Benzidinlésung zuflieBen, schiittelt gut um
und 148t das Gemisch einige Minuten stehen.

Nach dem Stehenlassen wird der weile, seidenglinzende,
kristalline Niederschlag auf einem kleinen Filter gesammelt.



Wenn die Losung moglichst weit abfiltriert ist, wascht man den
im Becherglas und auf dem Filter befindlichen Niederschlag mehr-
mals mit je 10 cem benzidingesattigtem Wasser aus, bis Kongo-
papier nicht mehr gebldut wird. Der Niederschlag mit dem Filter
wird nunmehr in das Becherglas zuriickgebracht, 20—30 ccm
Wasser zugesetzt und die Flissigkeit bis zum Kochen erhitzt.
Nun setzt man einige Tropfen Phenolphthaleinlgsvrg hinzu und
titriert mit 1/, n-Kalilauge unter Umriihren. — 1 cem 1/, n-Lauge
entspricht 49 mg Schwefelsaure.

Die Benzidinlgsung wird folgendermallen bereitet: 4 g Ben-
zidin werden mit etwa 10 ccm Wasser zu einem Brei verrieben,
mit etwa 500 ccm Wasser in einen 2 Liter MeBkolben gespiilt und
5 cem 37%ige Salzsdure zugefiigt. Man schittelt um und fiills,
wenn vollstindige Losung eingetreten ist, mit Wasser bis zur
Marke auf. (150 cem der Losung gentigen, um 0,1 g Schwefel-
sédure zu fallen.)

Bestimmung der Gesamtschwefelsiure. Zunichst werden die ge-
paarten Schwefelsduren hydrolysiert. 25 cem Harn (Mischharn!)
werden in einem Erlenmeyerkolken (250 cem) mit 20 cem ver-
diinnter Salzsdure (1 :4) versetzt und 15—20 Minuten gekocht.
Die weitere Bestimmung wird wie unter I angegeben, ausgefiihrt.
Die Differenz zwischen der gefundenen Gesamtschwefelsdure und
der Sulfatschwefelsidure ergibt die Menge der gepaarten Schwefel-
sdure.

III. Die Bestimmung normaler organischer Bestand-
teile des Harns.

1. Bestimmung des Gesamtstickstoffs.

Vorbemerkung. Von den im Harn vorkommenden stickstoff-
haltigen Verbindungen besteht der gréBte Teil aus Harnstoff. Der
Gesamtstickstoff des Harns verteilt sich auf die einzelnen Verbin-
dungen etwa folgendermafen:

Verteilung des Gesamtstickstoffs im Harn: -

Harnstoff . . . . . . . 83 —88%
Ammoniak . . . . .. 2,5— 59, .
Kreatinin . . . . . . . 2,6— 4%
Harnsdure . . . . . . 1 — 2%

Andere Verbindungen
(Hippursidure, Purin-
basen) . . . . . . .. 3 — 8%
Innerhalb von 24 Stunden scheidet der gesunde erwachsene
Mensch unter normalen Verhiltnissen bei gemischter Kost etwa
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10—16 g Stickstoff aus. Die Bestimmung des Gesamtstickstoffs
erfolgt zweckméBig nach der Methode von KJELDAHL in der
Ausfiihrungsart nach Baxc.

Ausfithrung. 2 cem Harn! (genau gemessen) werden im
Kjeldahlkolben (300 ccm) mit 10 cem konz. ammoniakfreier
Schwefelsiure, einer Messerspitze voll Kupfersulfat sowie einem
Teeloffel voll Kaliumsulfat versetzt. Man erhitzt darauf unter
dem Abzuge auf dem Drahtnetz mit anfangs kleiner Flamme so
lange vorsichtig, bis die zunédchst braunschwarze Losung rein hell-
griin geworden ist. Von diesem Zeitpunkt an wird das Erhitzen
noch mindestens 1, Stunde fortgesetzt, um die Purinbasen vollig
zu mineralisieren. Nach dem Abkiililen versetzt man den Kolben-
inhalt vorsichtig mit 50 cem Wasser und hierauf mit der Hilfte
von etwa 70 cem 30 9%iger ammoniakfreier Kalilauge (MeBzylinder).
Der Inhalt reagiert jetzt noch sauer (schwach blaue Farbe der Lé-
sung). Nunmehr 146t man auf Zimmertemperatur abkiihlen, setzt
den Rest der Kalilauge hinzu und destilliert das Ammoniak in
20 cem vorgelegte !/, n-Salzsiure. Die Destillation gilt als be-
endet, wenn sich im AufschluBkolben festes Kaliumsulfat ab-
scheidet (starkes StoBen!). Im Destillat wird nun der Uberschufl
an Sdure mit 1/, n-Kalilauge unter Verwendung von Methylrot
als Indikator zuriicktitriert. — 1 cem 1/;, n-Salzsdure = 1,4 mg N,

Beispiel fur die Berechnung.
Vorgelegt : 20 cem 1/ n-Salzsdure.
cem 1/, n-Kalilauge zum Zuriick-
titrieren 8,5 cem
Verbrauchte ccm 1/, n-Salzsdure 11,5 cem
Da 1 cem 1f}, n-Salzsdure = 14 mg N, entsprechen 11,5 cem
11,5 x 14 = 16,10 mg N.
16,10 mg N sind in 2 ccm Harn enthalten.
Bei einer Harntagesmenge von 1800 cem werden demnach aus-
geschieden:
16,10 x 1800 x 1000
2

2. Bestimmung des Harnstoffs. Zuverldssige Werte erhilt man
nach der von R. Fossk angegebenen Xanthydrolmethode (Journ.
d. Pharm. et de Chim. 1917, 256), bei welcher der Harnstoff mit
Xanthydrol zum schwerl6slichen Dizanthylharnstoff kondensiert
wird :

= 14,49 g Gesamtstickstoff.

1 Es ist Mischharn zu verwenden.



CaHy CHy

HO- CH 0 NH—CH /0
/NH2 \(/‘6H4 S / AN C.H,’
0=C - ~ 0=C( ‘ I 2 H,0
NH PN \ AN
HO- CH 0] "NH—CH 0
h CeH, 4 N CeH4/
Harnstoff Xanthydrol Dixanthylharnstoff
Mol.-Gew. Mol.-Gew. Mol.-Gew.
60,05 198,21 420,44

Ausfihrung. Zur Bestimmung wird 10fach verdiinnter Harn
benutzt, von dem 10 cem in einem Becherglas abgemessen und mit
35 cem Eisessig versetzt werden. Zu diesem Gemisch fiigt man
dann 5 cem der methylalkoholischen Xanthydrollosung (10%ig)
und zwar zu je 1 ccm in Absténden von 10 Minuten unter jedes-
maligem Umschwenken. Eine Stunde nach dem letzten Zusatz
der Xanthydrollésung wird der gebildete Niederschlag durch ein
aschefreies Filter oder einen Patenttiegel filtriert, mehrfach mit
Methylalkohol nachgewaschen, im Trockenschrank getrocknet
und dann gewogen. Das Gewicht des Dixanthylharnstoffes mul-
tipliziert mit 142,83 gibt die in einem Liter Harn enthaltene
Menge Harnstoff an.

Bemerkung zur Ausfiihrung. Enthalt der Harn Veronal oder
Antipyrin, so werden zu hohe Werte erhalten, da die genannten
Verbindungen schwerlésliche Xanthylderivate bilden. Man ent-
fernt Veronal und Antipyrin durch einen Zusatz von 10 ¢, TANRETS-
Reagenz zum Harn. (TANRETs-Reagenz: 2,71 g Quecksilberchlorid,
7,2 g Kaliumjodid, 66 ccm Eisessig, Wasser ad 100 ccm.)

EiweiBhaltige Harne sind durch Aufkochen des Harns
mit Acetat-Pufferlésung vom Eiweil zu befreien.

3. Bestimmung der Harnsdure nach Hoprns-Forin und SHAF-
FER (Z. physiolog. Chem. 32,552 (1901)). 300 ccm unfiltrierter Harn
(Durchschnittsharn) werden mit 75 cem einer Losung versetzt, die
im Liter 500 g Ammoniumsulfat, 5g Uranylazetat und 60 com
10%ige Essigsidure enthilt. Nach 5 Minuten filtriert man den An-
satz durch ein Filter (SCHLEICHER und ScHULL Nr. 597) und ver-
setzt 125 ccm des Filtrates (= 100 cem Harn) mit 5 cem konz.
Ammoniak. Nach 24 Stunden wird der Bodensatz auf einem
Filter gesammelt und mit 109%iger Ammoniumsulfatlésung ha-
logenfrei gewaschen. Bodensatz mit Filter werden in das Becher-
glas zuriickgebracht und 100 cem Wasser und 15 ccm konz .
Schwefelsidure zugefiigt. Man erwdrmt bis 60° und titriert mit

Reichert, Harnanalytisches Praktikum. 2
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einer 1/,, n-Kaliumpermanganatlosung bis zur schwachen, bleiben-
den Rosafirbung. — 1 ccm 1/, n-Kaliumpermanganatlosung ent-
spricht 3,75 mg Harnsiure. Fir 100 com Harn (und Filtrat)
bringt man eine Korrektur von + 3 mg Harnsdure an.

IV. Die Bestimmung pathologischer Bestandteile
im Harn.
1. EiweiB.

Eine Ausscheidung von Eiweifl im Harn wird als Albuminurie
bezeichnet. Die wichtigsten bei Albuminurie auftretenden Eiweil3-
korper sind Serumalbumin und Serumglobulin, die dem Blutserum
entstammen. Auch der normale Harn enthélt Eiweif}, die Mengen
sind indessen gering. In 1000 cem Harn sind 0,022 bis 0,078 g Ei-
weil} enthalten. Die unter pathologischen Verhéltnissen innerhalb
von 24 Stunden ausgeschiedenen Hiweilmengen liegen zwischen
130 g. Der Harn enthilt meist weniger als 0,5% gelostes Ei-
weil.

Vorbemerkung zur Untersuchung. Der Harn muf} sauer reagie-
ren (gegebenenfalls ist mit verdiinnter Essigsiure anzusiuern).
Jeder Harn, der auf Eiweill gepriift werden soll, mufl blank fil-
triert oder zentrifugiert werden. Eine Kldrung 148t sich auch durch
Zusatz von wenig Kieselgur (keine Kohle!) bewirken. Fir die
Diagnose von Krankheiten ist insbesondere die mikroskopische
Analyse des Sedimentes von Bedeutung.

Qualitativer Nachweis.

1. Kochprobe nach Banc mit SORENSENscher Pufferlésung.
Zuverlassigstes Verfahren fiir den Nachweis von Eiweill in patho-
logischen Fillen.

Ausfiihrung: 10 ccm Harn werden mit 1 cem Azetatpuffer-
16sung (krist. Natriumazetat 118 g, Eisessig 56,5 g, Wasser ad
1000 cem) eine halbe Minute zum Sieden erhitzt. Bei einem Ge-
halt von weniger als 0,1°/,, Eiwei wird zunichst eine opali-
sierende Tritbung beobachtet, die bei erneutem Aufkochen
koaguliert.

2. Heruer’sche Schichtprobe. Der Harn wird mit konzentrier-
ter Salpetersiure (es gentigt auch die 25%ige Saure) unterschich-
tet. Bei Gegenwart von Eiweil} tritt an der Trennungsschicht eine
scharf begrenzte weille Zone auf. Empfindlichkeit 0,02 /.
Beobachtungszeit nach 2-—3 Minuten. .

Nachteile dieser Reaktion: Harnstoffreicher Urin (Morgenharn)
kann positive Reaktion vortduschen durch Ausscheidung von kri-



— 9

stallinem, salpetersaurem Harnstoff. Nach Einnahme von Bal-
samen scheiden sich Harzsduren aus, die auf Zusatz von Ather
wieder gelost werden. Ist viel Harnsdure zugegen, so entsteht
oberhalb der Berithrungszone ein verwaschener Ring (MORNER-
scher Ring). Auch Thymol (Harnkonservierungsmittel) tduscht
Eiweill vor (Entfernen durch Ausschiitteln des Harns mit Petrol-
ather).

3. Sulfosalizylsidurereaktion. 5 ccrm schwach sauer reagierender
Harn werden mit 6 Tropfen einer 20%igen Lésung von Sulfo-
salizylsdure (oder saurem Natriumsulfosalizylat) versetzt. Es tritt
bei Gegenwart von Eiweil eine weille Tritbung ein. Empfindlich-
keit: 0,0159/y,. Die Probe ist fast zu empfindlich.

4. Essigsiure-Ferrocyankaliumprobe. Nach Zusatz von 10 Trop-
fen Essigsiure zu 10 cem Harn versetzt man tropfenweise mit
5%iger Kaliumferrocyanidlésung (im ganzen etwa 5 Tropfen). Ein
UberschuB an Reagenz ist zu vermeiden (Fillung ist im Uberschuf3
des Fallungsmittels 16slich). Bei Gegenwart von Eiwei tritt in
der Kilte ein gelblich-weiler Niederschlag aut. Empfindlichkeit:
0,02 9/,.

Quantitative Bestimmung.

Vorbemerkung. Die nachstehend unter 1—3 angefiihrten Be-

stimmungsmethoden liefern nur annidhernde Werte. Genaue Er-

< gebnisse erhdlt man nur nach der gravimetrischen Methode von
SCHERER-BaNG (4).

1. Bestimmung mit Hilfe der modifizierten Kochprobe. Ein Ge-
misch von 20 cem Harn mit 2 cem Azetatpufferlosung (s. o.) wird
3 Minuten in siedendem Wasserbade erhitzt. Nach zwélfstiindigem
Stehenlassen liest man die Hohe des Niederschlages ab. Die Menge
des vorhandenen Eiweifles 148t sich aus folgender Tabelle ablesen:

Ganze Harnsdule erstarrt: mehrals 209/, Eiweifl
1/2 LRl £ etwa 10 EX] LR
1/3 e 9 2 5 L 9’
1/4 9 s EX] 2'_3 LX) 2
1/10 s 2 EX] l 2 EE)

Reagenzglaskuppe angefiillt: v 0,5,, vs

Feine Tribung oder Fillung: weniger als o,1,, ys

Diese Bestimmung ist, wie KA1SER und LicuTwIrz festgestellt
haben, zuverlissiger als die von EsBacH angegebene, im Apo-
thekenlaboratorium noch vielfach gebrduchliche Methode.

2. Bestimmung nach EsBAcH. Prinzip: Das Eiweill wird durch
Pikrinsdure gefillt, nach bestimmter Zeit wird im ESBACH-R&hr-
chen die Schichthéhe des Niederschlages abgelesen.

A
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Ausfihrung: Harn bis zur Marke U einfiillen, bis zur Marke R
EsBaca’s Reagenz (D.A.B.VI) geben. Vorsichtig umschiitteln
(10—12mal), 24 Stunden stehen lassen. Hierauf Hohe des Boden-
satzes ablesen.

Bemerkung zur Ausfithrung: Der Harn muf} sauer reagieren,
nétigenfalls ist mit Essigsdure anzusduern. Die Dichte darf nicht
héher sein als 1,018. Bei hoherer Dichte ist mit einer gemessenen
Menge Wasser zu verdiinnen. Die Methode versagt, wenn mehr als
4°/40 Eiweifl vorhanden sind.

3. Modifikation der EsBacHschen Methode nach AUFRECHT.
Prinzip: Das mit EsBacH Reagenz gefillte Eiweil wird in ei-
nem besonders konstruierten MefBirdhrchen abzentrifugiert und
nach einigen Minuten die Hohe des Bodensatzes abgelesen. "Auch
hier sind die Ergebnisse, wie bei der Methode nach EsBAcH un-
genau. .

4. Gravimetrisches Verfahren von SCHERER-BANG. 50 cem
filtrierter und sauer reagierender Harn werden mit Wasser auf
100 cem verdiinnt. Nach Zugabe von 10 com Azetatpufferlésung
(s. 0.) wird die Mischung eine halbe Stunde im lebhaft siedenden
Wasserbade erhitzt. Den entstandenen Niederschlag bringt man
sofort auf ein bei 115° konstant gemachtes Filter (ScHWARZ-
BAND 5891, ScHLEICHER und ScuULL). Nach griindlichem Wa-
schen mit Wasser und Nachwaschen mit Alkohol und Ather wird
etwa eine halbe Stunde lang bei 115° getrocknet und gewogen.
Filter 4 Inhalt werden darauf im Tiegel verbrannt; der Verbren-
nungsriickstand wird nach dem Erkaltenlassen im Exsikkator ge-
wogen. DasVeraschen ist erforderlich, da der Eiweilniederschlag
anorganische Salze einschlieft. Zieht man das Aschegewicht von
dem vorher ermittelten Eiweigewicht ab, so erhdlt man die Ei-
weilmenge in 50 ccm Harn, die bei Vorliegen von Mischharn
zweckmiBig auf die Harntagesmenge umgerechnet wird. Fehler:
0,01%,.

2. Zuckerarten.

Die am héufigsten im Harn vorkommende Zuckerart ist die
d-Glukose (Traubenzucker, Harnzucker), seltener werden Milch-
zucker (Laktose) und Pentosen (1-Arabinose) angetroffen. Von den
beiden zuletzt genannten tritt Milchzucker &fters wihrend der
Graviditdt und der Laktationsperiode auf; Pentosen wurden nach
reichlichem Obstgenull beobachtet.

Eine voriibergehende Ausscheidung von Traubenzucker, hiufig
bedingt durch iiberméBigen Genufl von Kohlehydraten, bezeichnet
man als Glukosurie, eine dauernde Ausscheidung von Glukose liegt
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bei der Zuckerharnruhr (Diabetes mellitus) vor. Bei der Zucker-
krankheit ist der Organismus infolge mangelnder Bildung des Hor-
mons der Bauchspeicheldriise, des Insulins, nicht imstande, die
ihm angebotenen Kohlehydrate vollstindig zu assimilieren. In
schweren Fillen der Zuckerkrankheit werden innerhalb von 24 Stun-
den nicht selten 250 g und mehr Traubenzucker ausgeschieden. Die
abgesonderte Harnmenge ist erhoht (Polyurie). Da die Zucker-
ausscheidung im Verlaufe des Tages schwankt (Morgenharn
zuckerarm, Zuckerausscheidung nach reichlichen Mahlzeiten ho-
her), ist zur quantitativen Zuckerbestimmung Mischharn zu ver-
wenden.

Beisprel.
2000 cem Harn pro die mit einem Gehalt von 5%, Glukose = 100 g
Gesamtausscheidung.
5000 ccm Harn pro die mit einem Gehalt von 29, Glukose = 100 g
Gesamtausscheidung.

Zum Nachweis von Glukose im Harn werden gewohnlich Reak-
tionen herangezogen, die auf dem Reduktionsvermogen des Trau-
benzuckers beruhen. Diese Reduktionsproben haben indessen nur
bei negativem Ausfall Beweiskraft. Das Auftreten einer positiven
Reaktion besagt keineswegs, dafl der Harn Glukose enthélt, son-
dern zeigt lediglich die Anwesenheit reduzierender Stoffe an. Ein-
deutig ist der Nachweis des Traubenzuckers mit Phenylhydrazin
in Verbindung mit einer Schmelzpunktbestimmung des abgeschie-
denen Osazons. Auch die Girprobe ist zu empfehlen, da sie die
Fehlerquellen, die den Reduktionsproben anhaften, ausschaltet.

Der auf Zucker zu priifende Harn mufl bestimmte Vorausset-
zungen erfiillen, er muB 1. fiir die Gérprobe sauer reagieren (nstigen-
falls ist mit Weinsdure anzusduern) und frei sein von Konservie-
rungsmitteln; 2. zum Nachweis nach den Kupfermethoden und
zur Polarisation frei sein von Eiweil3.

Storende Bestandteile lassen sich auch folgendermaflen be-
seitigen: 18 ccm Harn werden nach Zusatz von 2 cem 959%igem
Alkohol mit einer Messerspitze voll Carbo medicinalis Merck ge-
schiittelt und filtriert. Eiweill entfernt man zweckmiBig durch
Aufkochen mit Acetatpufferlésung. Chloroform ist durch Durch-
leiten eines Luftstromes zu beseitigen.

Qualitativer Nachweis von Glukose.
1. Reduktionsmethode nach Femrine. 5 cem FEHLINGsche
Lésung I (s. DAB VI) werden mit 5 cem FEHLINGscher Losung IT
s. DAB VI) gemischt und zum Sieden erhitzt. Gleichzeitig er-



19
hitzt man 10 cem Harn zum Sieden. Bei Gegenwart von Glukose
scheiden die zusammengegossenen Fliissigkeiten rotes Kupfer-
oxydul ab. Im auffallenden Lichte, nicht in der Durchsicht zu
beobachten! Zu beachten: nicht lange kochen, da Selbstreduk-
tion der FEHLINGschen Lésung eintreten kann!

2. BenepicTsche Probe. Der Vorteil dieser Methode gegen-
iber der FEELINGschen Probe beruht einerseits in der Haltbar-
keit des Reagenzes, andererseits in der Moglichkeit einer rohen
quantitativen Schétzung des Zuckergehaltes.

Darstellung der BeEneDpIicTschen Losung: 17,3 g kristallisiertes
Kupfersulfat werden in 150 ccm Wasser geldst; die Losung mischt
man mit einer Losung von 100 g getrocknetem Natriumkarbonat
und 173 g dreibasischem Natriumzitrat in 700—800 ccm Wasser
und fullt auf 1000 ccm mit Wasser auf.

Ausfihrung: 5 cem Reagenz werden mit 8 Tropfen (Augen-
pipette) Harn 1-—2 Minuten (Ubr!) stark gekocht. Falls Glukose
zugegen, tritt eine

grime  Verfarbung: etwa 0,19, Glukose
hellgriine ' : ,» 0,1—0,5% ’

gelbe . : ,, 0,6—29 ' (
rote ' : mehr als 29 ’s ein.

Bemerkung zur Beurteilung des Ergebnisses: Sofort nach dem
Kochen beobachten, bevor das Kupferoxydul sich abgesetzt hat,
notigenfalls kraftig umschiitteln.

3. Probe nach BOTTGER-ALMEN-NYLANDER, Vorbemerkung. Be-
sitzt vor den Kupfermethoden den Vorteil, daf3 Kreatinin, Eiweif3
bis zu 0,29, Hydrochinon und Homogentisinsiure nicht stéren.
Positiver Ausfall der Reaktion beweist nicht die Anwesenheit von
Glukose! Awusfiihrung: 5 cem Harn werden mit 5 Tropfen N YLAN-
pERs Reagenz (DABVI) mindestens 3 Minuten zum Sieden erhitzt.
Bei Gegenwart von Glukose: Schwarziirbung. Empfindlichkeit:
0,19% Glukose 1.

4. Methode nach ScuMIDT-RUBNER, 2 ccm Harn werden mit
5 Tropfen Ammoniak alkalisch gemacht, sodann mit einem Uber-
schu8 von Bleiessig versetzt und das Gemisch auf 50—60° im
Wasserbade erhitzt. Bei Gegenwart von Glukose tritt eine lachs-
rote Farbung auf.

Zu beachten: Mindestens 10 Minuten im Wasserbade er-

! In der Ausfithrungsart nach K. Feist und R. HormaNN (Pharm.
Ztg. 78, 312[1933],lassen sich noch geringere Mengen Glukose nachweisen.
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hitzen (Laktose stort den Nachweis des Traubenzuckers unter die-
sen Bedingungen nicht).

5. Phenylhydrazinmethode von E. FiscHER in der Modifikation
von EscHBAUM. 5 Tropfen Phenylhydrazin, 20 Tropfen Eisessig
und 3 ccem Harn werden genau eine Minute zum Sieden erhitzt.
Sodann gibt man 22 Tropfen offizinelle Natronlauge hinzu, kocht
nochmals auf und 148t stehen. Bei Gegenwart von Glukose kri-
stallisiert das gelbgefdrbte f-Phenylglukosazon aus. Da auch an-
dere Zuckerarten Osazone liefern, emptiehlt es sich, den Nieder-
schlag zur weiteren Charakterisierung aus Alkohol umzulésen und
den Schmelzpunkt der so gereinigten Kristalle zu bestimmen:
Schmelzpunkte der Osazone (bei schnellem Erhitzen!):

Osazon der Glukose: 204-—205°
. ,, Laktose: 197°
. ,, d-Arabinose: 166°
. ,, Glukuronsiure: 114—115°
' ,, Maltose: 206°

6. Girprobe. Ein erbsengrofles Stiick Prel3-
hefe wird mit dem auf Glukose zu priifenden ()
Harn (saureReaktion!) im Mdrser verrieben und
in ein EINHORN-Rohrchen oder in ein Reagenz-
glas gebracht, das, wie nebenstehende Abb. 1 a
zeigt, durch einen Kork, der ein U-foérmig ge-
bogenes Glasrohr triagt, verschlossen ist. Das
Reagensglas muf} vollstdndig mit Harn gefiillt s
sein; in der Kuppe diirfen sich keine Luftblasen SIR
befinden. Manlaft darauf etwa 12—24 Stunden, Ry K
zweckmidfig an einem warmen Ort stehen.
Bei Gegenwart von Glukose sammelt sich in a
Kohlendioxyd an. ADb: éic‘é‘;ﬁgﬁg“g
Gleichzeitig ist ein Blindversuch mit Hefe '
und weinsdurehaltigem Wasser anzustellen, um ,
die Reinheit der Prefhefe, die bisweilen Eigengérung zeigt, zu
kontrollieren. AuBerdem ist in einem weiteren Kontrollversuch
die Gdrfihigkeit der Preffhefe mit einer durch Weinsiure ange-
sduerten 19%igen Glukosel6sung zu priifen.

Quantitative Bestimmung von Glukose.
1. Mit dem Giirungssaccharimeter nach LounsTeIN. Beruht auf
der gasvolumetrischen Bestimmung der bei der Gérung der Glu-
kose entstehenden Kohlensidure. —
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Zu beachten: Der Harn mul} sauer reagieren, notigenfalls ist
mit Weinsdure anzusiuern. Die Reaktion muf auch nach der
Gédrung noch sauer sein. Um richtige Werte zu erhalten, 148t man
6 Stunden bei 36° oder 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen.
Der Harn darf kein Konservierungsmittel enthalten. Die Tempera-
turen vor und nach der Girung miissen gleich sein. Die Gebrauchs-
anweisung ist genau zu beachten. Man verwende nur Préizisions-
Gérungssaccharimeter mit der eingedtzten Kontrollnummer
W.Z. N.73015.

2. Polarimetrische Bestimmung. Spez. Drehung des Trauben-
zuckers [«]h) = + 52,74°.

Fiir die Ausfithrung ist zu beachten: Der Harn muB eiweiBfrei
und véllig klar sein. ZweckmiBig ist eine Behandlung mit Blei-
azetat (eine Messerspitze auf je 20 ccm Harn), Bleiessig oder mit
einem Gemisch gleicher Teile Bleiazetat und Talkum . Der Blei-
essigzusatz ist bei der Berechnung der Zuckermenge zu beriick-
sichtigen. Prontosilhaltige Harne sind mit Tierkohle zu entfirben.

Bei einer Linge des Polarisationsrohres von 189,4 mm entspricht
bei unverdiinnten Harnen der Ablenkungswinkel dem 9,-Gehalt
des Harnes an Zucker.

3. Titration mit FEHLINGscher Losung nach Rupp 2, Vor-
bemerkung: Die zur Titration gelangende Zuckermenge soll
0,08—0,09 g nicht iibersteigen. Harne, welche mehr als 0,75%
Zucker enthalten, sind entsprechend zu verdiinnen. Fir die Ver-
diinnung gilt folgende Regel: Bei einem spez. Gew. unter 1,023
werden 50 cem Harn mit Wasser ad 100 cem verdiinnt (1 =2); bei
spez. Gew. 1,023—1,033 werden 25 ccm Harn mit Wasser ad 100
verdiinnt (1 = 4); bei spez. Gew. iiber 1,033 verdiinne man 10 ccm
Harn mit Wasser ad 100 (1 = 10). Unverdiinnter Harn wird nur
dann verwendet, wenn die qualitative FEHLING-Probe sehr schwach
positiv ausgefallen war.

Ausfiihrung: 10 ccem Fearineg I (Pipette!), 10 cem FepLING 11
(MeBzylinder), 20 ccem Wasser (MeBzylinder) und 10 cem Harn-
16sung (Pipette!) werden in einem ERLENMEYERkolben (150—200
ccm) gemischt, auf dem Drahtnetz rasch erhitzt und von beginnen-
dem Kochen an genau zwei Minuten in gelindem Sieden erhalten.
Hiernach wird, ohne umzuschwenken, unter der Wasserleitung
rasch auf Zimmertemperatur abgekiihlt. Dann versetzt man in
flotter Aufeinanderfolge und nach jedem Zusatz einmal um-

1 Privatmitteilung von Ob. Apoth. Dr. STEINBRUCK. Charité Berlin.

2 Rupp, Trinkwasser- und Harnanalyse, 4. u. 5. Aufl., 1925. Verlag der
,»Stiddeutschen Apoth. Ztg.”, Stuttgart. Die Methode geht auf G. BRUNS
(Z. anal. Chem. 59, 337 [1920]) zuriick.
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schwenkend mit 0,2 g Kaliumjodid, 20 cem 12,5 %iger Salzsiure,
20 cem 10%iger Kaliumrhodanidlésung und titriert nun unter Zu-
satz von etwa 5 cem Stirkelosung mit n/10 Natriumthiosulfat-
l6sung auf etwa drei Minuten standhaltende Entblduung.

Werden weniger als 1 cem 1/;, n-Natriumthiosulfatlésung ver-
braucht, so war die Harnlosung zu stark bereitet ; in diesem Falle ist
der Versuch mit 5 cem der Harnlosung und 25 cem Verdiinnungs-
wasser zu wiederholen. Werden mehr als 25 cem !/, n-Natrium-
thiosulfatlésung verbraucht, so war die Harnlésung zu schwach.
In diesem Falle ist Wiederholung des Versuches mit 25 cecm der
Loésung und 5cem Verdunnungswasser oder mit 10 cem einer stér-
keren Harnlosung angezeigt. Das Gesamtvolumen des Ansatzes
muB immer 50 ccm betragen!

Titerstellung der FErLINGSchen Losung: Je 10 cem FErLING 1,
Feaumne IT und 30 cem Wasser werden genau wie oben zwei
Minuten lang gekocht, weiterbehandelt und austitriert.

Berechnung. Beispiel: Blindversuch verbraucht 27,6 com 1/, ,n-
Natriumthiosulfatlosung, Hauptversuch verbraucht 18,7 cem /o n-
Natriumthiosulfatlésung, demnach durch Zucker eine Menge an
FerLINGscher Ldsung verbraucht, die 27,6—18,7 cem 1/;, n-Na-
triumthiosulfatlésung = 8,9 ccm 1/, n-Natriumthiosulfatlgsung ent-
spricht. Da 1cem 1/, n-Natriumthiosulfatlésung 3,3mg Trau-
benzucker entspricht, enthielt die titrierte Harnmenge 8,9 x 3,3
= 29,37 mg Glukose. Unter Beriicksichtigung des entsprechenden
Verdiinnungsgrades ergibt sich der Gehalt des Harnes an Glukose
in Prozenten.

Der Reaktionsverlauf bei der Titration ist nach G. Bruxs (Z.
anal. Chem. 59, 337 (1920)) folgender:

Bei geniigend schnellem Arbeiten verlduft nachstehende Um-
setzung quantitativ:

2 CuS0, + 2 KSCN + 2 Na,S,0; = Cu, (SCN), + K,80, +
Na,S0,; -+ Na,S,0,.

Kaliumjodid und Stérkelésung dienen bei der Titration als
Indikator; solange Cu-* im UberschuB ist, tritt folgende Reaktion
ein:

2 CulS0, + 4 KJ = Cuyd, + 2 K,80, + J,
Cu,d, + 2 KSCN = Cu, (SCN), + 2 KJ.
1 Atom Cu entspricht 1 Mol. Natriumthiosulfat.

An Stelle der Titrationsmethode nach Ruprp kann man sich
fiir Schnellbestimmungen des vom Séchsischen Serum-Werk Dresden

Reichert, Harnanalytisches Praktikum. 3
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in den Handel gebrachten | Glykurator” bedienen. Niheres iiber
die Ausfithrung der Bestimmung ist aus der dem Glykurator bei-
gegebenen Gebrauchsanweisung zu ersehen.

Qualitativer Nachweis von Pentosen.

1. Biarsche Probe. 5 cem BiaLs Reagens (Salzsdure (spez. Gew.
1,151) 500 g, Orcin 1g, Eisenchloridlssung DAB VI 20 Tropfen)
werden zum Sieden erhitzt. Zur siedend heiflen Losung gibt man
5 Tropfen des Harns (nicht mehr!). Sind Pentosen zugegen, so
tritt eine dunkelgriine Farbung, bei gréBleren Mengen ein griin-
blauer Niederschlag auf. Der Farbstoff 148t sich mit Amylalkohol
ausschiitteln.

Bei dieser Ausfithrung der Reaktion stért Glukuronséure nicht.

3. Azetonkorper.

Zu den Azetonkorpern gehoren: Azeton und dessen Vorstufen,
Azetessigsiure und f-Oxybuttersiure. Sie sind intermedidre Stoff-
wechselprodukte der Fettverbrennung und kommen im vorge-
schrittenen Stadium der Zuckerharnruhr im Harn vor. Wie

neuere Untersuchungen ergeben haben,
sind Azeton und Azetessigsiure bei Dia-
Wasser zur . . ; oy
“ Kihlung betes mellitus immer gleichzeitig anzu-
treffen.

Zum Nachweis von Azeton empfiehlt
es sich, zuvor den Harn zu destillieren,
wobei Azetessigsdure in Azeton und Koh-
lendioxyd zerfallt. Eine einfache Destil-

S o liervorrichtung zeigt nebenstehende Ab-
Abb. 2. Harndestillation. bildung.

Auf das mit dem auf Azeton zu priifenden Harn beschickte
Becherglas (400 cem) setzt man den mit kaltem Wasser gefiillten
Kihlkérper auf und erwérmt das Becherglas auf dem Wasserbad.
Das sich in der napfférmigen Vertiefung ansammelnde Destillat
wird mittels einer Pipette entnommen.

Qualitativer Nachweis von Azeton.

1. Legausche Probe (dient nur zur Orientierung; Azetessig-
sdure reagiert in gleicher Weise mit Nitroprussidnatrium). 2 cem
Harn oder Destillat werden mit 5 Tropfen einer frisch in der Kilte
bereiteten 10%igen Lsung von Nitroprussidnatrium und mit
15%iger Natronlauge bis zur alkalischen Reaktion versetzt. So-
bald die anfangs auftretende gelbstichige Rotfirbung blasser wird,



— 17 —

iibersittigt man mit konzentrierter Essigsdure, wobei, falls Azeton
(Azetessigsiure) zugegen ist, eine rosaviolette bis rotviolette Far-
bung auftritt.

Prontosilhaltige Harne stéren den Nachweis der Azetonkorper
nach den Nitroprussidnatriumproben. Das Prontosillaf3t sich durch
Schiitteln des Harns mit Carbo medicinalis entfernen.

2. Modifikation der LeearLschen Probe nach ROTHERA. Zu
3 ¢cem Harn gibt man 2 g festes Ammoniumchlorid sowie 0,5 cem
frisch bereitete konzentrierte Nitroprussidnatriumlésung. Das Ge-
misch wird sodann mit Ammoniakfliissigkeit iiberschichtet. Bei -
Gegenwart von Azeton (Azetessigsidure) tritt an der Berithrungs-
zone ein rétlich-violetter Ring auf.

3. Jodoformprobe. Ausfiihrung nach FISCHER-HORKHEIMER:
3 ccm Harn werden mit 1,5 ccm Natronlauge versetzt. Von dem
entstandenen Phosphatniederschlag wird abfiltriert. Nach Mischen
des Filtrates mit dem gleichen Volumen '/, n-Jodlésung 148t man
1,—3, Minuten stehen. Wahrend nach dieser Zeit im normalen
Harn hochstens eine schwache Opaleszens entsteht, bewirkt ein
Azetongehalt von nur 0,05 9/, bereits eine deutliche Triibung (Ge-
ruch nach Jodoform). Bej groflerem Azetongehalt wird die Losung
sofort ganz undurchsichtig. Azetessigsdure reagiert ebenfalls unter
Bildung von Jodoform.

4. Reaktion nach FroMMER-EMILEWICZ, Empfindlichste Probe;
noch 0,001% Azeton nachweisbar. Awusfihrung: 5 bis 10 cem Harn
versetzt man mit 1 g festem Natriumhydroxyd und gibt sogleich,
ohne die Auflésung des Alkalis abzuwarten, 10 Tropfen Salizyl-
aldehyd zu dem Gemisch. Nach dem Erwirmen im Wasserbade
auf etwa 70° (nicht umschiitteln!) tritt bei Gegenwart von Azeton
an der Beriihrungszone eine purpurrote bis burgunderrote Farbung,
die durch Disalicylalaceton bedingt ist, auf.

5. Nachweis mit p-Nitrophenylhydrazin (GRIEBEL und WEISS).
Mikrobechermethode nach KAISER und WETZEL.

Vorbemerkung: Azeton bildet mit p-Nitrophenylhydrazin eine
kristallisierte, in Wasser sehr schwerlosliche Verbindung, das Aze-
ton-p-nitrophenylhydrazon. — Empfindlichkeit der Reaktion etwa,
0,005% Azeton. Der im Harn sehr selten vorkommende Azet-
aldehyd bildet dhnliche Kristalle. (Unterscheidung mit m-Nitro-
phenylhydrazin) 1.

Ausfithrung: 2 ccm neutral reagierender Harn werden in einem
Mikrobecher (25 mm hoch, 15 mm weit, oben plan geschliffen)

1 Siidddeutsche Apoth. Ztg. 70, 108 [1930].
3%
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mit einem Objekttrager, auf dessen Unterseite sich inmitten eines
mit Vaseline gezogenen Ringes ein Tropfen des Reagenzes (s. u.)

- befindet, bedeckt und in der Mikrobecher-
l apparatur (Abb. 3) auf40° erhitzt. Ist Azeton
=3 vorhanden, so erscheinen je nach der Konzen-

tration nach einer Minute oder nach lingerer
Zeit feine gelbe Nadeln auf dem Objekttrager.
Sind 0,01 % Azeton zugegen, so erscheinen die
Kristalle erst nach einiger Zeit (etwa 10—15 Mi-

nuten). .
Darstellung der p-Nitrophenylhydrazinls-

Abb. 3. Mikrobecher-
Apparatur nach KAISER.

sung: Das Reagenz muB} frisch bereitet wer-
den. Man verwendet eine bei Zimmertempe-
ratur gesdttigte Losung von p-Nitrophenylhydrazin in 15%iger
Essigsdure.

Quantitative Bestimmung von Azeton.

Die nachfolgend beschriebene Bestimmungsmethode des Aze-
tons nach MEssINGER-HuPPERT in der Modifikation von EMBDEN-
ScamiTz erfalit sowohl das praformierte Azeton, als auch das durch
Zersetzung von Azetessigsiure entstehende. Die Methode liefert
das Gesamtazeton.

Ausfihrung: 20 cem Harn werden in einem Kolben mit 150 cem
Wasser verdiinnt und mit 2 cem 509%iger Essigsdure angesiuert.
Enthilt der Harn geringe Mengen von Azetonkérpern, so ist von
einer groBeren Menge Harn auszugehen. Nunmehr destilliert man
unter sehr guter Kiihlung, bis etwa 60 ccm Destillat iibergegangen
sind. Als Vorlage verwendet man einen 500 ccm ERLENMEYER-
kolben, der 150 cecm kaltes Wasser enthilt. Nach beendeter De-
stillation macht man mit 30 cem 33%iger Natronlauge alkalisch
und 1468t aus einer Biirette 20—30 cem 1/,, n-Jodlésung zuflieBen.
Nach 5 Minuten langem Stehenlassen wird die Fliissigkeit mit 25 %,-
iger Salzsiure angesiuert und das ausgeschiedene Jod mit 1/, n-
Natriumthiosulfatlgsung titriert (Stirke-1). — 1 cem 1/;, n-Jod-
16sung = 0,967 mg Azeton.

Nachweis von Azetessigsdure.

Vorbemerkung fiir den Nachwess. Zur Priffung auf Azetessigsiure
muB moglichst frischer Harn verwendet werden, da die Azetessig-
sdure sehr leicht in Azeton und Kohlendioxyd zerfillt. Im Harn
ist die Sdure fast nur in Form des Ammoniumsalzes vorhanden.

1. GERHARDTSche Probe. Etwa 5 cem Harn werden tropfen-
weise mit 10%iger KEisenchloridlésung versetzt. Nach dem Ab-



filtrieren von dem aus Ferriphosphat bestehenden Niederschlag
zeigt das Filtrat bei Gegenwart von Azetessigsdure eine burgunder-
rote oder violette Féarbung.

Die Probe ist nicht eindeutig, da andere im Harn nach Einnahme
von Arzneimitteln vorkommende Verbindungen durch positive
Reaktion Azetessigsdure vortduschen kénnen. Zu diesen Stoffen
gehoren: Salizylsdurepridparate, Antipyrin und Phenazetin.

2. Probe von ARNOLD modifiziert von LIPLIAWSKY. Ertorderliche
Losungen: I.p-Amino-azetophenon 1,0, Salzsidure (38%ig) 2 cem,
Wasserad 100 cem. —I1. 19%ige Losung von Kaliumnitrit in Wasser.

Awusfithrung: 3 cem Losung I und 1 cem Losung IT werden mit
9 ccm Harn versetzt und nach Zugabe von 1 Tropfen konz. Am-
moniakfliissigkeit kraftig durchgeschiittelt. Zu 2 cem dieser ziegel-
rot gefirbten Mischung werden 15 ccm Salzsdure (25%ig), 3 cem
Chloroform und 3 Tropfen Eisenchloridlosung gegeben und das
Ganze etwa eine halbe Minute lang vorsichtig umgeschwenkt.
Bei Gegenwart von Azetessigsédure fiarbt sich das Chloroform rot-
violett. Die Methode ist spezifisch fiir Azetessigsdure und sehr
empfindlich.

3. Reaktion nach PrcHMANN und DuisBerG, Methylumbellife-
ronprobe.

Vorbemerkung. Azetessigsdure kondensiert sich mit Resorzin
zu dem schén azurblau fluoreszierenden -Methylumbeliiferon:

Azeton und B-Oxybuttersiure stéren den

Nachweis der Azetessigsdure nach dieser (|3H3
Methode nicht. Der positive Ausfall ist PAVAN
beweisend fiir das Vorhandensein von Azet- ‘ ‘f ‘C o
ess1gsaur"e. . . HOﬁ\/l\/ -
Ausfihrung. 0,2 g Resorzin werden in 0

5 cem Harn aufgelst. Nach erfolgter Lésung  g-Methylumbelliferon.
unterschichtet man mit 2 ccem konzentrierter

Schwefelsdure, mischt nach 2 Minuten vorsichtig durch, gieBt
die Mischung nach dem Abkiiklen in 200 ccem Wasser und macht
mit Ammoniak alkalisch. Es tritt bei Gegenwart von Azetessig-
sdure eine blaue Fluoreszens auf.

Sind sehr geringe Mengen von Azetessigsdure vorhanden,
empfiehlt sich die folgende Ausfihrung der Reaktion: 50 cem Harn,
der mit wenigen Tropfen verdiinnter Salzsiure angesiduert ist,
werden im Scheidetrichter mit 3—4 cem Chloroform 2—3mal
ausgeschiittelt. Nachdem man die vereinigten Chloroformaus-
schiittelungen sofort mit 0,1 g Resorzin und 3-—4 cem 38%iger
Salzsdure unter kraftigem Schiitteln gemischt hat, verdampft man
auf dem Wasserbade, bis der Chloroformgeruch verschwunden ist.
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Der Riickstand wird im Reagenzglas mehrere Minuten zum Sie-
den erhitzt und nach dem Erkalten (Wasserleitung) mit Wasser
unter Zusatz von Ammoniak bis zur schwach alkalischen Reak-
tion versetzt. Bei Gegenwart von Azetessigsdure tritt schon bei
Anwesenheit von Spuren eine blaue Fluorescenz auf. Empfind-
lichkeit: bei Tageslicht 0,1 mg Azetessigsdure in 100 ccm Harn;
unter der Analysenquarzlampe 0,0001 mg Azetessigsiure in 100 ccm
Harn.
g-Oxybuttersiure.

Das Vorliegen von f-Oxybuttersidure ist wahrscheinlich, wenn
der durch Hefe vergorene Harn linksdrehend ist. Fiir den Nach-
weis der Saure fehlen einfache, geeignete Methoden.

4. Harnindikan.
Harnindikan ist vorwiegend das Kalinmsalz der Indoxyl-
Schwefelsdure:

.0 Es findet sich auch im normalen Harn.

N 0. S/-— ok Die innerhalb von 24 Stunden bei gemischter
§ L\ y o Kost ausgeschiedenen Mengen liegen zwischen
NP 4 und 20 mg. Vermehrtes Auftreten (bis zu
NH 240 mg pro die) deutet auf stirkere Eiweif}-
Harnindikan. fdulnis im Organismus hin. Neben Indikan

ist hdutig Azeton im Harn zugegen. Von
diagnostischer Bedeutung ist das Verhdltnis der ausgeschiedenen
Menge Indikan zur ausgeschiedenen Menge Harnstoff. Unter
normalen Bedingungen ist das Verhaltnis

Indikan: Harnstoff =1 : 1500 —2000
Pathologisch :
Indikan: Harnstoff = 1 : 100.

Ob eine vermehrte Indikanausscheidung vorliegt, 1aBt sich
roh feststellen, wenn man die Intensitit der Indikanreaktion mit
dem spez Gew. des Harns vergleicht. Ist die Reaktion auf Indikan
bei einem spez. Gew. des Harnes von 1,040 intensiv, so liegt mit
groBer Wahrscheinlichkeit keine pathologische Indikanurie vor.
Eine schwach positive Reaktion bei einem Harn vom spez. Gew.
1,010 148t auf vermehrte Indikanausscheidung schlieBen.

Nachweis des Indikans.

1. Nach JAFFE. 10 cem eiweiBlfreier Harn werden nach Zusatz
von 10 cem 38 %iger Salzsdure und 2—3 cem Chloroform tropfen-
weise mit kaltgesdttigter Chlorkalk- (oder Chloramin)lésung
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(1—2 Tropfen) versetzt. Beim Umschiitteln farbt sich das Chloro-
form, wenn Indikan vermehrt zugegen ist, indigoblau.

Zu beachten: UberschuB an Oxydationsmittel vermeiden
(Isatinbildung!). Bei Gegenwart von Jodiden: Rosafdrbung des
Chloroforms (beseitigen durch Zusatz von Natriumthiosulfat).

2. Nach OBERMAYER. 10 ccm einer filtrierten Mischung von
25 cem Harn mit 2,5 cem 10%iger Bleiazetatlosung werden mit
10 cem frisch bereiteter Eisenchlorid-Salzsiure (25 %ige Salzsdure,
0,2—0,49%, Kisenchlorid enthaltend) und mit 3 ccm Chloroform ver-
setzt. Ist Indikan zugegen, so firbt sich das Chloroform beim
Umschiitteln blau. Jodide storen die Reaktion nicht. (Ausfillung
als Bleijodid!)

5. Gallenfarbstoffe und Gallensiuren.

Zu den Gallenfarbstoffen gehdren das goldgelbgefiarbte Bili-
rubin und sein Oxydationsprodukt Biliverdin, das dunkelgriin ge-
farbt ist. Frischer ikterischer Harn enthélt nur Bilirubin ; erst beim
Stehenlassen oxydiert sich dieser’ Farbstoff zum Biliverdin. Im
normalen Harn sind Gallenfarbstoffe nicht vorhanden. Die Nach-
weismethoden der Gallenfarbstoffe beruhen auf einer Oxydation
des Bilirubins zum Biliverdin, das an seiner griinen Farbe er-
kannt wird.

Gallenfarbstoffharn ist safrangelb bis bierbraun gefiarbt, hiu-
fig undurchsichtig; beim Schiitteln gibt er einen dauerhaften gelb-
griin gefdrbten Schaum.

Gallensduren (Glykocholsidure und Taurocholsédure) treten nicht
immer beim Ikterus auf. Mitunter sind sie auch ohne Gallenpig-
mente im Harn anzutreffen.

Nachweis von Gallenfarbstoffen.

1. Nachweis nach GMELIN. 10 cem Harn werden im Reagenzglas
vorsichtig auf rohe Salpetersidure geschichtet. Tritt an der Be-
rithrungszone ein griiner Ring auf, so ist Gallenfarbstoff zugegen.

Bemerkung: Nur das Auftreten eines griinen Ringes ist ent-
scheidend. Anders gefirbte Ringe (blau, violett, gelb) bleiben un-
beriicksichtigt.

2. Tupfreaktion nach RoOSENBACH. Verbesserung der GMELIN-
schen Probe. Ausfihrung: Man filtriert eine groflere Menge
(50 ccm) des auf Gallenfarbstoff zu priifenden Harns durch ein
Papierfilter. Die Fasern des Filtrierpapiers halten den Farbstoff
fest. Betupft man das auf einer weilen Unterlage ausgebreitete
Filter mit einem Tropfen roher Salpetersiure, so bilden sich um



— 929 _

die Tupfstelle Farbringe, von denen der duBerste bei Gegenwart
von Gallenfarbstoff griin gefiarbt ist.

3. Reaktion nach Munck., 10 cem Harn versetzt man mit
33,3%iger Natriumkarbonatlosung bis zur alkalischen Reaktion
und fiigt der alkalischen Fliissigkeit solange 10%ige Kalzinm-
chloridlésung hinzu, bis die entstehende gelbe Féillung sich nicht
mehr vermehrt. Der auf einem Filter gesammelte Niederschlag
wird mit kaltem Wasser gut ausgewaschen und in heiler alko-
holischer Salzsdure (5 cem Salzsdure (259%ig), und 95 cem Alkohol)
gelost. Die alkoholische Losung farbt sich bei Gegenwart von
Bilirubin griin. Der Farbstoff 148t sich aus dieser Losung nach
dem Verdiinnen mit Wasser durch Chloroform ausschiitteln. Emp-
findlichkeitsgrenze: 0,00002 g Gallenfarbstoff in 10 ccm Harn.

Nachweis von Gallensiuren.

1. Schwefelblumenprobe. Die Probe beruht auf der Erniedri-
gung der Oberflichenspannung des Harnes durch die stark ober-
flachenaktiven Gallensduren.

Ausfithrung: Streut man auf Harn, welcher sich in einem Spitz-
glas befindet, vorsichtig getrocknete Schwefelblumen, so schwim-
men diese bei normalem Harn auf der Oberfliche, bei Gegenwart
von Gallensiuren sinkt der Schwefel alsbald unter.

2. Reaktion nach BaNe. Einige Tropfen Harn werden im
Reagensglas mit 1 Tropfen einer 1%igen Rohrzuckerlésung und
2 cem konzentrierter Salzsdure versetzt. Man erwdrmt bis zum
Sieden und kocht die Fliissigkeit eine halbe Minute. Je nach
Menge der vorhandenen Gallensduren tritt schneller oder lang-
samer eine rotviolette Farbung auf. Die Farbung bleibt auch nach
dem Abkiihlen lingere Zeit unverindert bestehen.

6. Blut und Blutfarbstoff.

Man unterscheidet zwischen Hdimaturie, bei der unverindertes
Blut zur Ausscheidung gebracht wird (Nieren-, Blasen- und Harn-
réhrenblutung ; der Harn enthilt rote Blutkérperchen) und Hdimo-
globinurie (durch Bakteriengifte, Himolysine bedingt), wobei der
Harn ausgelaugten Blutfarbstoft enthilt. Die Unterscheidung, ob
Hématurie oder Himoglobinurie vorliegt, ist nur auf mikroskopi-
schem Wege moglich.

Chemischer Nachweis von Blut und Blutfarbstoff.

Vorbemerkung. Bei Gegenwart von Blut und Blutfarbstoff ent-
hélt der Harn stets EiweiS.
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1. HELLERs Probe (nur als Vorprobe brauchbar). Kocht man
bluthaltigen Harn mit Natronlauge auf, ohne zu schiitteln (brau-
nes Héimatin!), so fillt das Hiamochromogen mit den Erdalkali-
phosphaten als blutroter Niederschlag aus. Ist bei dunkel ge-
farbten Harnen die Farbe des Niederschlages schwierig wahr-
zunehmen, so empfiehlt es sich, die TeicaMaNNschen Himin-
kristalle darzustellen. Zu diesem Zwecke wird der Niederschlag
gesammelt und auf dem Wasserbade eingetrocknet. Bringt man
eine kleine feingepulverte Probe des Riickstandes auf einen Ob-
jekttriger und erhitzt nach Zusatz eines Tropfens Eisessig (Deck-
gldschen) iiber dem Mikrobrenner, bis Blasen aufsteigen, so bilden
sich die charakteristischen braungefirbten Hiaminkristalle (Mi-
kroskop).

2. Pyramidonprobe. Hierzu benétigt man eine 59%ige Pyra-
midonlésung in absolutem Alkohol. Zur Ausfihrung der Probe
iiberschichtet man 10 ccm Harn, der mit 2 cem Eisessig und
10 Tropfen Wasserstoffsuperoxyd (3%ig) versetzt ist, mit der
Pyramidonlésung. Bei Anwesenheit von Blut entsteht an der Be-
rithrungszone ein amethystfarbiger, allméihlich an Intensitit zu-
nehmender Ring, der nach einiger Zeit wieder verschwindet. Die
Reaktion ist sehr empfindlich.

3. ArmENsche Guajacterpentinprobe. 5 cem Harn, der neutral
oder schwach sauer reagieren muB, werden im Reagenzglas auf-
gekocht und nach dem Abkiithlen auf Zimmertemperatur mit
3—10 Tropfen einer frisch bereiteten Guajactinktur und mit
20 Tropfen verharztem Terpentingl versetzt. Unter Ofterem
Schiitteln 1a8t man 2—3 Minuten lang stehen. Bei Gegenwart von
Blutfarbstoff tritt eine Blaufirbung auf, die auf Zugabe einiger
Kubikzentimeter Alkohol noch deutlicher wird.

4. Benzidinmethode. Benzidinreagenz: Kine Messerspitze Ben-
zidin wird in etwa 2 cocm Eisessig gelost und die klare Losung mit
2 cem 3%igem Wasserstoffsuperoxyd versetzt. — Der auf Blut
zu prifende Harn (10 com) wird mit dem gleichen Volumen FEis-
essig/Ather (Verhiltnis 1 Vol. Eisessig auf 5 Vol. Ather) ausgeschiit-
telt. Schichtet man das édtherische Extrakt auf das Benzidinrea-
genz, entsteht so an der Berithrungszone eine blaue Farbung.

7. Urobilin und Urobilinogen.
Urobilinurie wird bei vermehrtem Zerfall von Blutkdrperchen
im Organismus (Leberaffektion) beobachtet. Das Urobilin entsteht
aus seinem Chromogen, dem Urobilinogen, einem Reduktionspro-
dukt des Bilirubins, dureh Licht- und Sauerstoffeinwirkung.

Reichert, Harnanalytisches Praktikum. 4
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Nachweis von Urobilin: 10—15 cem Harn werden mit dem
gleichen Volumen einer 109%igen absolut alkoholischen Zink-
azetatanreibung versetzt und mnach kriaftigem Durchschiitteln
filtriert. Das Filtrat fluoresziert bei Gegenwart von Urobilin
deutlich griin.

Nachweis von Urobilinogen. 5 cem frischer (1) Harn werden
mit 10 Tropfen EnrLIcEschem Reagenz (29%ige Losung von Dime-
thyl-p-aminobenzaldehyd in einem Gemisch von 4 Teilen Salzséure
und 1 Teil Wasser) versetzt. Bei Gegenwart von Urobilinogen
tritt eine mehr oder weniger starke Rotfarbung auf.

8. Diazokaorper.

Hierunter werden mehrere aus den Eiweilkorpern entstehende
Stoffe (Amino-imidazol-propionsdure, Oxyindolessigsdure) ver-
standen, die mit dem Diazoreagenz (diazotierte Sulfanilsiure)
unter Rotfirbung reagieren.

Nachweis: 10 cem frischer Harn werden mit 10 cem Sulfanil-
sdurelosung (5 g Sulfanilsdure in 700 ccm Wasser kalt 16sen und
nach Zugabe von 50 cem Salzsdure mit Wasser auf 1000 ccm auf-
filllen) und mit 2 Tropfen 0,5%iger Natriumnitritlosung gemischt.
Nach kraftigem Schiitteln fiigt man 20 Tropfen Ammoniak hinzu.
Bei Gegenwart von Diazokorpern farbt sich der Schaum himbeer-
bis scharlachrot. '

Nach Einnahme von Morphin und Naphthalin ist die.Diazo-
reaktion positiv.

Y. Die Bestimmung von Arzneistoffen im Harn.

Die Ausmittelung von Arzneistoffen im Harn erfolgt im all-
gemeinen nach den in der Toxikologie iiblichen Methoden. Ein-
fache Nachweise fiir einige Arzneimittel im Harn sind nachstehend
angegeben.

1. Jodide. 10 cem Harn werden nach dem Anséduern mit verd.
Salzsdure tropfenweise (!) mit Chloraminlosung und mit 2—3 cecm
Chloroform unter Umschiitteln versetzt. Bei Anwesenheit von
Jodiden firbt sich das Chloroform rosa bis violettrot.

2. Nachweis von Salizylsiiure. Der mit verdiinnter Schwefel-
sdure angesduerte Harn wird im Scheidetrichter mit einer Mischung
aus zwei Teilen Chloroform und drei Teilen Petrolither ausge-
schiittelt. Man filtriert die &dtherische Schicht nach dem Abtren-
nen in ein Kélbchen und versetzt mit Wasser. Nach dem Hinzu-
fiigen von einem Tropfen verdiinnter Eisenchloridlésung fiarbt sich
die wisserige Schicht bei Gegenwart von Salizylsdure violett.



3. Nachweis von Derivaten der Barbitursiure (Veronal, Luminal.
Phanodorm usw.) nach ZWIKKER, 10—20 ccm mit verdinnter
Schwefelsiure angesduerter Harn werden im Scheidetrichter mit
20 cem Chloroform ausgeschiittelt. Nach Trennung der beiden
Schichten filtriert man das Chloroform durch ein mit Chloro-
form benetztes Filter, trocknet, falls erforderlich, tiber Natrium-
sulfat und destilliert das Losungsmittel ab. Der Destillations-
rickstand wird in wenig absolutem Alkohol gelést, mit einer ab-
solut alkoholischen Lésung von Kobaltchlorid bis zur schwachen
Rosafirbung versetzt und alkoholische Kalilauge bis zur alka-
lischen Reaktion zugegeben. Bei Gegenwart von Derivaten der
Barbitursédure farbt sich die Losung tiefblau bis blauviolett.

4. Nachweis von Anthrachinonderivaten. Der zuvor mit einigen
Tropfen Kalilauge alkalisch gemachte Harn wird aufgekocht und
nach dem Erkalten mit Salzsdure angesiuert. Hierauf schiittelt
man mit Ather aus, trennt die dtherische Losung ab, versetzt den
Atherextrakt mit verdiinnter Ammoniakfliissigkeit und schiittelt
kraftig durch. Bei Gegenwart von Anthrachinonderivaten, die
nach Applikation von Senna, Frangula, Rheum, Istizin u.a. im
Harn auftreten, fiarbt sich die Ammoniakfliissigkeit kirschrot.
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