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3. Auf Physiologie und Pathologie beziigliche Methoden.

Yor.

K. Spiro.

Harnuntersuchung, Zuckernachweis. Seit der fruchtbaren Kritik,
welche E. Pfliiger an den Methoden zum Nachweis des Zuckers ge-
bt hat, ist das Interesse fiir diese Frage sehr rege geblieben. Zuerst
sei hier Sahli!) erwéhnt, der umfangreiche Untersuchungen tiber die
Pavy’sche Methode angestellt hat.  Er fand, dass diese alle anderen
quantitativen Bestimmungen an leichter Ausfithrbarkeit, Bequemlich-
keit und Rasechheit tibertrifft, wenn man folgende Punkte beriicksichtigt,
die bisher meist iibersehen wurden: Man muss stark verdiinnen, nur
gelinde sieden lassen und einen Kolben von etwa 75-—100 cc verwenden,
der nicht luftdicht mit der Biirette verbunden sein muss. Sahli ver-
ditnnt das Gemenge von je 5 c¢c der beiden Reagenzien (Seignettesalz-
Kali - Ammoniaklosung und Kupfersulfatlosung) mit 30 cc Wasser und
verdimnt den Harn so, dass er ungefihr !/,—1°/, Zucker enthilt.

Eine eigentimliche Hemmung der Nylander’schen Zucker-
reaktion hat H. Bechhold beobachtet.?) Im Harn eines Bakteriologen,
der zur Héndedesinfektion viel mit Sublimat gearbeitet hatte, und ebenso
im Harn von mit Quecksilber behandelten Syphilitikern versagte die
Reaktion, auch wenn Zucker zugesetzt war. Nicht so stark verzogert
wie nach Quecksilberpassage durch den Organismus war die Zucker-
reaktion, wenn zu normalem Harn Sublimat oder organische Quecksilber-
verbindungen zugesetzt wurden. Auch andere Stoffe setzen die Empfind-
lichkeit der Nylander’schen Probe herab, so Eiweiss, Thymol,
Albumosen und Chloroform. Die Probe nach Fehling oder Trommer
wird durch Quecksilberverbindungen nicht beeinflusst.

Die Garungsprobe zum Nachweis von Zucker hat E. Salkowski?)
neuerdings eingehend studiert., Er hebt hervor, dass wihrend die
Reduktionsproben auf einer nicht typischen Kigenschaft der Glykose
beruhen, die Vergirbarkeit fir diese typisch ist, und dass deswegen
und wegen der hohen Empfindlichkeit (0,1—0,05°/, Traubenzucker)
diese Probe im Gegensatz zu dem, was Pfliger ausgefilhrt hat, am
besten zum Nachweis von Zucker zu benutzen ist. Er nimmt 15 cc
Harn, 0,5—0,8 g Presshefe, schliesst mit Quecksilber ab und ldsst
;) Deutsche”r;edizin. Wochenschrift 81, 1417.

2) Zeitschrift f. physiol. Chemie 46, 371.
3) Berliner klin. Wochenschrift, Festschrift fir C. A. Ewald, 48.
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bei einer Temperatur von 30-—38°¢ etwa 20—22 Stunden stehen: zur
Kontrolle empfiehlt es sich, auf etwa 70° zu erwirmen, um die in der
Flussigkeit geloste Kohlensdure zu entfernen. Kohlensiureentwicklung
bei saurer Reaktion beweist unter allen Umstéinden girungsfihigen
Zucker , ist dagegen der Harn alkalisch geworden, so missen die
Proben verworfen werden. In zweifelhaften Fillen ist der Harn vor
dem Versuch zum Sieden zu erhitzen, ist er dabei alkalisch geworden
oder geblieben, so ist er vorsichtig mit ganz verdiinnter Salzsiure oder
Weinsiure anzusiuern und die Kohlensdure durch Erhitzen auszutreiben.
Bei der ammoniakalischen Girung verschwindet der Zucker schnell.

Als einfache und genaue Methode der Zuckerbestimmung empfiehlt
Jos. Bilinski'), bei der Titration mit Fehling’scher Losung zu
dem Gemisch von letzterer und Harn, (der durch Zusatz von Urannitrat
gekldrt ist) einige Tropfen vierprozentiger Ur‘annitratlﬁsung zuzufiigen.
Ist beim Erhitzen alles Kupferoxyd reduziert, so wird bei Gegenwart
der kleinsten iiberschiissigen Zuckermenge auch das Uranoxyd reduziert
und dieses verleiht dem ausgefillten Kupferoxydhydrat eine griine,
respektive briunliche Firbung: 50 cc Harn werden mit soviel (10—20 cc)
Urannitratiésung versetzt, dass ein Tropfen dieser Mischung pulverisiertes
Ferrocyankalium braunrot firbt; dann wird mit destilliertem Wasser
auf 100 cc aufgefillt, filtriert und in einem aliquoten Teil dieses Ge-
misches annghernd die Zuckermenge bestimmt. Zur genauen Bestimmung
wird der Harn je nach der vorhandenen Zuckermenge verdimnt (am
besten auf 15°/,,) und nun die exakte Grenze durch Zufugung kleiner
Harnmengen (0,1 ¢c) festgesetzt. Ausser zur Klirung kann die Uran-
losung auch zur Konservierung von Harn benutzt werden.

Neue Apparate zur quantitativen Bestimmung des
Zuckers mittels der Gdrungsprobe haben B. Wagner® und
H. Citron?) angegeben. Wihrend der Wagner’sche Apparat auf
demselben Prinzip beruht wie der Lohnstein’sche, nur dass dafar
gesorgt ist, dass die Girflissigkeit nicht mit dem Quecksilber in Beriithrung
kommt (der Apparat >Girungs-Saccharo-Manometer« ist zu beziehen von
F. 0. R. Gotze in Leipzig), ist das »Gér-Saccharoskop« von Citron
nach folgendem Prinzip gebaut, Die Spindel ist gross, sein oberes Ende
zum Knie gebogen, das mit einer Federpose auf eine seitliche Skala

1) Monatshefte f. Chemie 26, 133.
2) Miinch. medizin. Wochenschrift 52, 2327,
8) Deutsche medizin, Wochenschrift 81, 1753.
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zeigt, so dass die Ablesung aussen stattfindet. Die Skala ist so
graduiert, dass sie die Zuckerprozentzahlen von 0—10 in !/,,°%/, geteilt
direkt angibt. Das Gérungsgefiss, ein verzinnter Messingzylinder, ist
mit einer Lingsrinne versehen, in der eine Rohre auf und ab ver-
schiebbar angeordnet ist. Die Rohre nimmt ein kleines Thermometer
auf und lduft unten in eine Platte mit einem Borstenkranz aus. Auf
diese Weise kann Rihrer und Thermometer wihrend des ganzen Ver-
suchs neben der Spindel im Apparat bleiben, auch braucht die Spindel
wihrend des Umrithrens nicht entfernt, sondern nur ein wenig an-
gehoben zu werden, wodurch Verlust von Flissigkeit vermieden wird.
Die durch Temperaturinderung notwendig werdende Umrechung besorgt
ein »Korrektor« auf automatischem Wege. Dieser besteht aus zwei
parallel angeordneten Skalen, von denen die eine bewegliche die Zahl
0, dariiber und darunter. -~ respektive — 0,1—0,&, die andere die festen
Temperaturgrade von 10—70 enthédlt. Zu Beginn des Versuchs ist der
Nullpunkt auf die jeweilige Temperaturzahl einzustellen und der
Korrektionswert nachher abzurechnen, Der Apparat, der sich in der
Praxis bewiihrt hat, ist zu beziehen von R, Kallmeyer und Co.,
Berlin N., Oranienburgerstrasse 45 und kostet 27 Mark.

Fir den Nachweis der Fruktose hatte bisher die Kiilz’sche
Beobachtuug gegolten, dass dieser Zucker, dem Harn zugesetzt, nicht durch
Bleiessig gefillt werde. Rudolf Adlerund Oscar Adler!) zeigen aber,
dass bei Fillung des Harns mit Bleiessig, sowohl in einem Fall von
Livulosurie als auch bei kinstlichem Zusatz von Fruchtzucker zu
normalen oder pathologischen Harnen, Lidvulose, mitunter sogar in be-
triichtlicher Menge, zuriickbehalten wird.

Fine neue Methode zum Nachweis der Pentosen im Harn
grimdet Ad. Jolles?) in folgender Weise auf die Reaktionsfihigkeit
des Osazons. 10--20 ¢¢ Harn werden mit entsprechenden Mengen
Natriumazetat und salzsaurem Phenylhydrazin versetzt, zirka 1 Stunde
im Wasserbad gekocht und dann 2 Stunden in kaltem Wasser stehen
gelassen. Der entstandene Niederschlag wird auf ein Asbestfilter gebracht,
einmal mit kaltem Wasser ausgewaschen und dann Filter samt Inhalt
in ein Destillationskolbchen gebracht. Hierauf fiigt man 20 cc destilliertes
Wasser und 5 cc konzentrierte Salzsiure hinzu und destilliert zirka 5 cc
in eine in kaltem Wasser befindliche Eprouvette ab, welche vorher

1) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. zu Berlin 38, 1164.
2) Zentralbl. f. innere Medizin 26, 1049.
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mit 5 cc destilliertem Wasser beschickt wurde. Bei Gegenwart von
Pentosen gibt 1 cc des Gemenges beim Kochen mit 4 ¢c des Bial-
schen Reagens (1 g Orzin in 500 c¢c konzentrierter Salzsiure, dazu
20—30 Tropfen 10-prozentiger Eisenchloridlosung) infolge des gebildeten
Furfurols intensive Grinfirbung. — Mit Vanillinsalzsiure liefert
Pentosazon intensive Rotfirbung. Fiar den Nachweis mit Orzin muss
1 cc Harn mit 4—5 cc des Orzin-Reagens aufgekocht und etwa 12
Minuten im Kochen erhalten werden.

Die gquantitative Bestimmung gepaarter Glykuron-
sduren nach C. Neuberg und Wilh. Neimann!?) beruht darauf,
dass die frei werdende Glykuronsiure sofort in eine bestindige Form,
ndmlich durch Bromwasser in Zuckersiure iibergefiihrt wird.  Das
ldsst sich quantitaliv erreichen durch dreistiindiges Erhitzen mit 1—3-
prozentiger Bromwasserstoffsiure und Brom im Rohr bei 100° Etwaige
Bromsubstitutionsprodukte (zum Beispiel substituierte Phenole) werden
abfiltriert , die Zuckersiure aus der eingedampften Losung mit Baryt-
wasser ausgefillt und bromfrei gewaschen, der Niederschlag dann mit
Ammoniumkarbonat und etwas Ammoniak eine halbe Stunde erwirmt,
das Filtrat vom ausgeschiedenen Baryumkarbonat zweimal zur Ent-
fernung der fliichtigen Ammonverbindungen eingedampft. Die auf
5 cc eingeengte Flissigkeit wird mit konzentrierter Silbernitratlosung
gefillt: das d-zuckersaure Salz wird im Gooch-Tiegel mit 50- und
96-prozentigem Alkohol ausgewaschen und im Vakuumexsikkator zur
Gewichtskonstanz getrocknet. Fir Harn empfiehlt sich eine vorherige
Fallung mit Barytwasser, KEntfernen des Baryums durch Kohlensiure
und Eindampfen auf 5—8 cc; gepaarte Schwefelsiuren storen dabei
nicht. - Wahrend bei wichtigen natiirlichen Glykuronsiuren bis 959/,
der Theorie erhalten wurde, ist die Methode bei Euxanthinsiure,
Mentholglykuronsiure und Urochloralsdure nicht quantitativ. B. Tollens?)
macht gegeniitber dieser Methode geltend, dass die von ihm angewandte
Bestimmungsart (Furfuroldestillation), wenn man die reinen gepaarten
Glykuronsiuren abgeschieden hat, zur annihernden Bestimmung brauch-
bare Zahlen liefert. Doch sieht C. Neuberg?®) gerade darin einen
grossen Vorzug seiner Methode, dass die gepaarten Glykuronsduren

2
L)

1) Zeitschrift f. physiol. Chemie 44, 127,
2) Zeitschrift f. physiol. Chemie 44. 388,
3) Zeitschrift f. physiol. Chemie 45, 183.
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nicht erst isoliert werden miissen, und dass sie auch bei Gegenwart von
Pentosanen und Nukleoproteiden anwendbar ist.

Nach V. Frommer?!) wird zum Nachweis von Azeton der
alkalisch gemachte Harn mit einigen Tropfen einer 10 -prozentigen
alkoholischen Lisung von Salizylsdurealdehyd auf zirka 70° erwirmt,
wodurch bei Gegenwart des Ketons ein purpurroter Ring auftritt,

Die Riegler’sche Methode zum Nachweis der Azetessig-
sdure im Harn hat Ludw. Lindemann?) in folgender Weise
modifiziert: Man séuert 10 c¢ec des Harns mit 5 Tropfen verdiinnter
Essigsinre an, setzt 5 Tropfen Jodjodkaliumlésung hinzu, schittelt gut
durch und gibt 2 ec Chloroform hinzu. Bei Anwesenheit von Azetessig-
sdure bleibt das letztere farblos, wihrend es sonst durch das Jod rot
gefirbt wird. Die Reaktion, deren Wesen noch nicht kiar ist, — um
Jodoformbildung scheint es sich nicht zu handeln — ist empfindlicher
als die KEisenchloridreaktion und hat vor dieser den Vorzmg, auch
eindeutiger, zum Beispiel Salizylsiure gegeniiber, zu sein.

Mit dem Nachweis des Indikans im Harn haben sich
E. Nicolas®) und A, Giurber®*) beschiftigt. Ersterer ‘benutzt die
Reaktion des Indikans mit Furfurol: wird indikanhaltiger Harn mit
einigen Tropfen einer gesittigten wissrigen Furfurollésung und dem gleichen
Volumen Salzsdure versetzt und dann langsam mit Chloroform geschiittelt,
so zeigt letzteres eine deutliche griine Fluoreszenz. A. Giirber hat
in einprozentiger Osmiumsidurelosung ein Oxydationsmittel angegeben,
das Indigo nicht weiter oxydiert, daher sehr bequem zu handhaben ist.
5 cc Harn, der wenn stark gefirbt, mit /g Volumen Bleiessig zu fillen
ist, werden mit dem doppelten Volumen konzentrierter Salzsiure und
2—3 Tropfen einprozentiger Osmiumsiure versetzt, gut gemischt und
ohne heftiges Schiitteln mit 4 —5 ce Chloroform ausgezogen.

Die frither viel angewandte, dann wieder verlassene Methode der
Bestimmung von Harnsdure und Purinbasen als Kupfer-
oxydulverbinduungen hat der inzwischen leider frith verstorbene
Martin Kriiger in Gemeinschaft mit Jul. Schmid?) eingehend und
mit Erfolg gepriift. Sie konnten zeigen, dass die Fallung von Harn-

1) Berliner klin. Wochenschrift 54, 1008.

2) Minchener mediz. Wochenschrift 52, 1386,

8) Bull. de la soc. chim. de Paris 38, 743.

4) Miinchener mediz. Wochenschrift 52, 1578,

5) Zeitschrift f. physiol. Chemie 45, 1.

Fresenius, Zeitschrift f. analyt. Chemie. XLV. Jabrgang. 5. u. 6. Heft. 27
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sdure und Purinbasen durch das Kupferreagens vollstindig ist, und dass
die zur Abscheidung der Harnsdure nétigen Manipulationen bei den
Purinbasen keine Verdnderung erzeugen; sie sind auf Grund ihrer
Versuche zu folgender Bestimmungsmethode!) gekommen: 400 ¢¢ Harn
werden in einem Literrundkolben mit 24 ¢ Natriumazetat und 40 cc
kiuflicher, konzentrierter Natriumbisulfitlosung versetzt, zum Kochen er-
hitzt und nach Zusatz von 40—80¢e (je nach dem Gehalt von Purin-
korpern) 10-prozentiger Kupfersulfatlisung mindestens 3 Minuten im
Sieden erhalten. Der entstandene flockige Niederschlag wird sofort
oder nach dem Abkithlen der I'lussigkeit durch ein Faltenfilter filtriert,
mit heissem Wasser so lange gewaschien, bis das Filtrat farblos ablduft,
und schliesslich mit heissem Wasser in den Kolben, in dem die Féllung
vorgenommen war, zuriickgespiilt. Man filgt so viel Wasser hinzu, dass
die Flussigkeitsmenge etwa 200 cc betrigt, erhitzt zum Sieden und zer-
setzt den Kupferoxydulniederschlag durch Hinzufigen von 30 cc
Natrinmsulfidlosung. Von der Vollstandigkeit der Fdllung hat man sich
zu iiberzeugen, indem man einen Tropfen der Flussigkeit auf ein mit
einem Tropfen Bleiazetat befeuchtetes Stiick Filtrierpapier bringt
(Braunfirbung soll einen Uberschuss von Schwefelnatrium anzeigen).
Nach volliger Zersetzung siiuert man mit Essigsiure an, erhilt noch so
lange im Sieden, bis der ausgeschiedene Schwefel sich zusammengeballt
hat, filtriert siedend heiss mit Hilfe der Saugvorrichtung und unter
Benutzung einer Porzellanfiltrierplatte, wischt mit heissem Wasser aus
und dampft das Filtrat in einer 300 cc fassenden Glasschale bis aunf
10 ¢cc ein. Wihrend des Einengens und des darauf folgenden zwei-
stimdigen Stehens scheidet sich die Harnsiure ab, wihrend die Purin-
basen- in. Losung bleiben. Die abgeschiedene Harnsiure wird durch
ein kleines Filter filtriert, mit schwefelsiurehaltigem Wasser ausgewaschen,
bis Filtrat und Waschflissigkeit 75 c¢ betragen. Zu der aus dem ge-
fundenen Stickstoff-Wert durch Multiplikation mit 3 berechneten Harnsiure
sind noch 3-—5 myg hinzuzuftigen. Das Filtrat von der Harnsiure wird
mit Natronlauge alkalisch, darauf mit Essigsiure schwach sauer gemacht,
nach Erwirmen auf 70° oder einige Grade dariber mit /,—1 ¢c 10-
prozentiger KEssigsiiure und 10 cc Braunsteinaufschwemmung (die Auf-
schwemmung von Braunstein in Wasser wird in folgender Art hergestellt:
Eine heisse 5-prozentige Permanganatlosung wird mit Alkohol bis zur

1) H. Thierfelder, Hoppe-Seyler’s Handbuch der physiol. u. pathol.-
chemischen Analyse, Berlin, 7. Aufl, S. 4385.
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Entfirbung behandelt) veysetzt und eine Minute geschiittelt, man fagt
jetzt 10 cc der Bisulfitlosung hinzn, welche gleichzeitig den iberschiissigen
Brannstein 16st, und 5—10cc der 1C-prozentigen Kupfersulfatlosung,
erhilt die Ilussigkeit 3 Minuten im Sieden, filtriert den Niederschlag
sofort durch ein Faltenfilter (schwedisches Papier, J. H. Munktell No. 1),
wischt mit heissemn Wasser aus und bestimmt den Stickstoff der gesamten
Purine nach Kjeldahl.

Der Nachweis von Gallenfarbstoff im Harn ist von
Fr. W. Schildbach!) und von Alex. Raphael?) geprift worden.
Ersterer erklirt die Riegler’sche Probe (Rotfirbung einer alkoholischen
Chloroformlésung der Gallenpigmente mit Paradiazobenzen) fir iber-
flilssig, da sie der Hupypert’schen an Empfindlichkeit und Deutlichkeit
nachsteht, letzterer fand, dass, wenn man 2-—3- Tropfen Natriumnitrit-
losung und 5 cc Sulfanilsiurelosung zu 5 cec Harn setzt, zundichst eine
amethyst-, dann eine kirschrote Firbung auftritt, fiiet man zu den 2—3
Tropfen Nitritlosung erst den Harn dann die Sulfanilsiare, so erhilt

man gelbgriine Farbung, die dann in kirschrot ibergeht.

"Die im Harn vor 10 Jahren von Gottlieb, Bondzynski,
Clottta ete. gefundene Oxyproteinsiure {Uroprotsiure) haben
E. Abderhalden und Fr. Pregl?) in der Art isoliert, dass sie aus
dem Alkoholextrakt des Harns den Harnstoff durch Oxalsiiure, diese
durch Baryt, letateren wieder durch Schwefelsiiure quantitativ entfernten
und dann maximal dialysierten. Das Produkt lieferte erst nach der
Hydrolyse Aminoséuren, und zwar Glykokoll, Alanin, Leuzin, Glutamin-
siure, Phenylalanin und wahrscheinlich Asparaginsiure; es handelt sich
also um ein dem totalen Abbau entgangenen Eiweissabkommling. Gleich-
zeitig zeigte . Salkowski,*) dass der aus dialysieriem Harn durch
Alkohol fillbare Niederschlag kein einheitlicher Korper ist, sondern aus
mindestens zwei, durch ihren Stickstoffgehalt verschiedenen Stoffen be-
steht, von denen der eine vermutlich eine durch Siure leicht hydrolysier-
bares, von Ptyalin nicht angreifbares, stickstoffhaltiges kohlehydratartigen
Verbindung darstellt.

Paul Ehrlich hat zuerst fir den Harn gezeigt, dass er mit
p-Dimethylaminobenzaldehyd in saurer Losung Firbung gibt,

1y Zentralbl. f. innere Medizin 26. 1097-

2) St. Petersburg. medizin. Wochenschrift 30, 128.
8) Zeitschrift f. physiol. Chemie 46, 19

4) Berliner klin. Wochenschrift 54, Nr. 52.
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die, wie 0. Neubauer zeigte und Rich, Bauer!) bestitigte, (auch
fir den alkoholischen Fazesextrakt) auf der Anwesenheit von Uro-
bilinogen beruht. Die Reaktion tritt auch, wie 0. Neubauer fand,
zwischen Eiweisskorpern und dem Aldehyd ein, und wird nach Erwin
Rohde? am besten in folgender Form angestellt: Zur Losung der
Aufschwemmung von Eiweiss fiigt man im Reagensglas 5—10 Tropfen
einer 5-prozentigen Liosung des Aldehyds in 10-prozentiger Schwefelsiure
and setzt vorsichtig unter hiufigem Umschiitteln konzentrierte Schwefel-
sdure bis zum Auftreten der Firbung zu, diese ist violett, nach kurzer
Zeit  dunkelviolett mit einem Absorpotionsstreifen im Spektrum bei
A 615—570. Wie der genannte Aldehyd wirken auch andere aromatiscue
Aldehyde aber nicht solche der Fettreihe, am besten p-Nitrobenzaldehyd
(griin) und Vanillin (rot). Eine Verschirfung der Reaktion erzielt wan,
wenn man mit einer frischen Losung von 1 Teil Aldehyd in 100 Teilen
konzentrierter Schwefelsiure unterschichtet, Haben die Fiweisstoffe vorher
mit Aldehyd reagiert, so tritt die Realtion nicht mehr ein. Von Iiiweissen
reagieren mnicht Leim und Jodproteine. Von Eiweissspaltungsprodukten
reagiert nur Tryptophan, das als eigentlicher Triger der Reaktion auf-
zufassen ist.

Eine sehr empfindliche Reaktion des Formaldehyds und der sauer-
stoffhaltigen Stickstoffverbindungen, welche gleichzeitig eine Farben-
reaktion der Eiweissstoffe ist, beschreibt E. Voisenet?®). Versetzt man
Eiweisslosung mit etwas salpetrige S#ure enthaltender Salzstiure oder
Schwefelsdure bei Gegenwart von Spuren von Formaldehyd (1:10000000)
so firbt sich die Flissigkeit violettrosa bis blau; bei gleichbleibender Ei-
weissmenge gibt es ein Optimum des Formaldehydzusatzes, wihrend
ein Uberschuss von letzterem die Reaktion hindert:; ebensc schadet ein
Uberschuss von Nitrit, aber nicht ein solcher von Kiweiss. Voisenet
sieht die reagierende Gruppe im Tryptophan, dessen Oxydationsprodukte
die Reaktion zeigen. Leim, Keratin und die peptischen albumosenireien
Produkte geben die Reaktion nicht, wohl aber die pankreatischen Ver-
dauungsprodukte. Die Reaktion eignet sich ebenso zum Nachweis von
Formaldehyd in Mileh wie von Kiweiss im Harn.

1) Zentralbl, f. innere Medicin 26, 833.

%) Zeitschrift . physiol. Chemie 44, 161.

8) Bull. de Ia soc. chim. de Paris 33, 1198.



