lieber ein Verfahren zum Enteiweissen des Blutes fUr die
Zuckerbestimmung.

Vou

Dr. M. Abelen.

(Aus dom Laboratorium fir anpew. mediclu. Chemie in Wien.)
(Der Redaction zugegangeu am 21. April 181*1)

Bei den Untersuchungen tber den Zuckergehalt des Blutes
hat man sich seither zum Enteiweissen des letzteren ver-
schiedener Methoden bedient. Neben dem auch von Seegen
getbten Schmidt-Muhlheim sehen Verfahren mit Natriiim-
acetat und Eisenchlorid ist noch die alte Methode von Claude
Bernard vielfach in Gebrauch, die im Erhitzen des Blutes
in einer mit Essigsdure angesduerten Glaubersalzlosung besteht.
Statt Natriumsulfat nimmt man wohl auch Kochsalz oder

coagulirt einfach durch Eingiessen in mit Essigsaure ange-
sduertes Wasser und Aufkochen. P

Es liegen aus jlngster Zeit einige Arbeiten vor,, die sich
mit der Brauchbarkeit der genannten Methode beschéftigen.
Barrail) gibt an, dass die Fallung mit Natriumsulfat gute
Resultate gebe, nur musse man, wenn es sich um den
Zuckergehalt des lebenden Blutes handle, das Blut direct aus
dem Blutgefdasse des Thieres in siedende Salzlésung rinnen
lassen und nicht, wie Cl. Bernard gethan, erst mischen
und dann erhitzen, weil sonst das «glycolytisclio Ferment*
(Lopine) Zeit habe, seine Wirkung geltend zu machen, und
man somit zu wenig Zucker, erhalte.

*) Sur le sucre du sang, son dosage etc. Paris, Bailliere, 1890.
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Fritz Schenk’) hat defebrinirtem Blute gewogene
Zuckermengen zugesetzt, dann das Blut in mit Essigsaure

angesauertes siedendes Wasser gegossen und im eingeengten
Filtrat den Zucker mit Knapp’scher Ldsung titrirt. °Diw
gefundenen Zuckermengen blieben stets bedeutend hinter den
zugesetzten zurlck, es ergaben sich Verluste bis zu 80°0.
Durch nachtragliches Aufkochen des Coagulums mit ver-
dinnter Salzsgure Hess sich noch Zucker extrahiren, wodurch
die Verluste bis auf 3°/# herabgedriickt wurden und sich in
einem Falle sogar ein kleines Plus ergab. Fr. Schenk schloss
aus seinen Analysen, dass der zugesetzte Zucker zum Theil
mit einem Eiweisskorper eine Verbindung eingehe, die erst
durch Kochen mit Salzsdure wieder gesprengt werde.

In einer zweiten Arbeit widerruft Fr. Schenk*) diese
Ansicht, nachdem er im Blute, das er mit Kaliuniquecksilber- -
jodid und Salzséure enteiweisst, den zugesetzten Zucker nahezu
wieder gefunden und ausserdem sich auf indirectem Wege,
ndmlich durch Dialysiren von Eiweisslosungen mit oder ohne
Zuckerzusatz gegen Wasser oder Zuckerlésungen und Unter-
suchung der Dialysate Uberzeugte, dass die supponirte Ver-
bindung nicht bestehe.

Die Angaben Fr. Schenk’s in seiner ersten Publication
veranlassen R6hmanng3), der sich seit Langem mit Unter-
suchungen des Zuckergehaltes von Blut und Lymphe befasst,
nochmals die von ihm gelibte Methode, ndmlich Goaguliren des
Blutes mit angesauerter Glaubersalzlosung auf ihre Genauig-
keit zu prufen. In 4 Versuchsreihen, w'elche mit defebrinirtem
Rinds- und Hundeblut, sowie mit Garotisblut vom Hunde
angestellt wurden, bestatigt R6hmann, dass von dem dem
Blute zugesetzten Zucker ein betrachtlicher Theil verloren
gehe, Wenn auch lange nicht so viel als bei Fr. Schenk. Es
ergaben sich Verluste von 3,6% bis 24°/0, wobei jedoch der

) | eber d. Verhalten des Traubenzuckers zu den Eiweisskdrpern
des Blutes, Pfloger’s Archiv, Bd. 46.
*) Pfluger's Archiv, Bd. 47.

) Feber d. Bestimmung d. Zuckers im Blute. Centralbl. f. Phv-,, |
Bd. 4, Xo. 1 V
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naturliche Zuckergehalt des verwendeten Blutes, der allerdings
stets unter 0,05 in 50 cbcm. betrug, nicht mit bertcksichtigt
ist. Die im Vergleiche zu Fr. Schenk auffallend besseren
Resultate erklart Rohmann daraus, dass er die Coagula
grundlicher auswasche. Er meint, dass die Methode trotz

aller Fehlerquellen fir vergleichende Analysen ganz brauch-
bar sei.

Seegenl) weist an der Hand seiner ungemein zahl-
reichen Einzelversuche, die er im Laufe der letzten Jahre aus-
gefiihrt*), nach, dass es moglich sei, viel genauere Resultate
zu erzielen, als dies R6hmann gelungen. Die Analysen mit
Blut aus denselben Gefassgebieten zeigen eine gute Ueber-
einstimmung und bei den Versuchen mit Zuckerzusatz, die
Seegen anlasslich seiner Studien Uber den Einfluss der
Respiration auf den Zuckergehalt des Blutes angestellt> fand
er in 9 von 16 Féllen den ganzen Zucker wieder. Seegeh
bedient sich zwar der Schmidt-Muhl heim’schfen Methode,
uberzeugte sich aber, dass man auch nach Schenk beziehungs-
weise ROohmann zum Ziele gelange, wenn man mm die
Niederschlage grindlich auswasche.

Ich habe zwei Versuche mit Glaubersalz angestellt und
mich dabei an die Vorschriften von R6hmann gehalten, pur
dass ich das mit heissem Wasser ausgewaschene. Coagujum
auch noch auspresste. Das verwendete Blut war durch 8tégiges
Stehen vollkommen zuckerfrei gemacht worden.Im ersten
Versuche wurden zu 50 cbcm. 0,100 Zucker zugesetzt und
davon 0,096 wieder gefunden. Im zweiten Versuche wurden
zu 50 cbcm. 0,200 Zucker zugesetzt und davon nur 0,170
wieder gefunden. Die Verluste betrugen somit 4°/0 resp 15°/(

Ueber die Schmidt-Muhlheim’sche Methode hatte
ich schon bei friheren Gelegenheitenb) Erfahrung; gesammelt.
Auch ich halte sie fir die relativ zweckmassigste unter den
bislang gebrduchlichen, sie theilt aber mit diesen gewisse sehe

‘) Zur Zuckerbest. d. Blutes, Centralbl. f. Physiol., Bd. 4, No. 8.
9 Zuckerbildungen im Thierkdrper.
3) Zur Frage d. Zuckerb. i. d. Leber, Wien. med. Jahrbacher, 1887.
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storende Méngel. Will man die Coagula grindlich erschopfen,
ist man gen6thigt, sie wiederholt auszuwaschen und auszu-
pressen. Man hat es dann mit einem mehrere Liter betragenden
Filtrate zu thun, welches, wenn man 50 ebem. Blut in Arbeit
genommen, 50 bis 70 Milligramm Zucker enthalt, und wenn
auch das lange Eindampfen nicht schaden mag, so istdie
Manipulation mit so grossen Flussigkeitsmengen der Genauig-
keit jedenfalls nicht forderlich.

Weiters geht bei der Schmidt-Muhlheim’schen Methode
die Coagulation zwar in der Regel sehr gut vor sich, es
kommen aber auch nicht selten Ausnahmen vor. Ohne dass
man an dem oft gelbten Verfahren etwas gedndert hatte,
scheiden sich bisweilen die Eiweisskorper schlecht ab und
die Flussigkeit geht langsam und trib durch’s Filter. Die
eingeengten L&dsungen, die man schliesslich zur Titrirung ver-
wendet, sind meist stark gefarbt. Trotz dieser Farbung ver-
lauten jedoch die Titrationen gewohnlich gut und der End-
punkt l&sst sich bestimmen. Bisweilen aber ereignet sich
das Gegentheil, d. h. das ausgeschiedene Kupferoxydul setzt
sich nicht ab, oder es thut dies zwar, aber die darlber
stehende Flussigkeit zeigt mehr oder weniger starke Biuret-
reaction und verhindert so das richtige Erkennen des Endes
der Titration.

Es mir gelungen, zur Abscheidung der Eiweisskorper
aus dem Blute ein neues Verfahren ausfindig zu machen,
welches bei gentigender Genauigkeit leicht durchzufihren ist
und mittelst dessen man solche Losungen darstellt, in denen
sich- der Zucker ausnahmslos leicht und sicher maass-
analytisch bestimmen l&sst.

Dasselbe besteht im Wesentlichen darin, dass die Eiweiss-
korper des Blutes mit einer alkoholischen LAsung von
Zinkacetat (oder Chlorzink) ausgefallt werden.

Im Einzelnen ist der Vorgang folgender:

Man bereitet sich vor Allem eine Lésung von Zink-
acetat in absolutem Alkohol, wozu ein dem zu untersuchenden
Blute gleiches Volumen von absolutem Alkohol und 5#0 vom
Gewichte dieses Blutes an Zinkacetat verwendet werden, d. i.
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also 0,05 frr. des letzteren auf 1 gr. Blut. Die-dadurch ent-
stehende tribe Flussigkeit wird nicht filtrirt, sondern saimnt
dem darin suspendirten ziemlich reichlichen Niederchlagc
direct verwendet, da der letztere erfahrungsgemass fir
die vollstandige Abscheidung der EiweisskOrper von Be-
deutung ist.

Nimmt man statt des absoluten Alkohols 90—95u/0
Alkohol, so ist entsprechend mehr zu verwenden; ein Plus
von Alkohol schadet nichts, wohl aber ist eine zu geringe
Menge desselben unginstig.

Will man Blut des lebenden Thieres in moglichst un-
verandertem Zustande untersuchen, so bringt man, wenn man,
wie gewohnlich, etwa 50 cbcm. Blut verwendet, die Ldsung
von Zinkacetat in ein kleines Becherglas, in welchem ein flr
allemal ausgewerthet worden ist, bis zu welcher HG6he ein
Gemenge des verwendeten Alkoholvolumens mit 50 cbcm.
Wasser reichen, wagt dasselbe, lasst dann das Blut aus der
Arterie oder Vene des Thieres bis zur markirten Hohe ein-
fliessen und wagt wieder. Ist dabei die HOhenmarke zuféllig
uberschritten worden, so kann man nachtraglich, nachdem
man gewogen, noch so viel alkoholische Zinklosung zusetzen,
als dem Plus an Blut entspricht.

Das Blut wird bei dem Contacte mit dem Alkohol im
ersten Augenblicke hellroth, nimmt aber schon nach wenigen
Minuten eine dunkle braun- bis schwarzgraue F&rbung an.
Diese Farbenverdnderung wird durch Umriihren mit einem
Glasstabe gefdrdert. Die Coagulation und die Autschliessung
der Blutkdrperchen ist erst dann als vollkommen anzusehen,
wenn der Niederschlag eine gleichmassige schwarzgraue Masse
bildet, in der sich keine rothen Blutklimpchen finden. Zum
Zwecke der sicheren Zerstorung der Blutzellen habe ich anfangs
das Blut auch mit Aether lackfarben gemacht, bin aber spater
davon abgekommen, weil kein erkennbarer Vortheil zu con-
statiren war.

Man filtrirt nun durch ein mit Alkohol angefeuchtetes
Faltenfilter, wascht mit 90—95°/0 Alkohol nach, bringt den
Rickstand auf ein mit Alkohol angefeuchtetes Stlck Lein-
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wand und presst mit der Handpresse scharf aus. Der Press-
rickstand wird, so gut es geht, aus dem Papier geschalt und
in einor Scliale mit dem Pistill zerdrickt* dann mit Alkohol
zu einem feinen Schlamm zerrieben und auf ein neues Falten-
filtei gebracht. Auch das abgelosle Papier wird mit den
daran haftenden Resten des Coagulums in Alkohol zerrieben,
dieser, sowie der durch das Auspressen gewonnene gleichfalls
aurs Filter gebracht, nachgewaschert, die Masse nochmals

ausigepiesst und die abrinnende Flissigkeit, wenn noting,
tiltrirt mit den fruheren Filtraten vereinigt.

Die gesdmmten, gewdhnlich etwas triben Fllssigkeiten
enthalten Uberschissiges Zink, welches man mit kohlensaurem
Natron ausfallt. Man verwendet dazu zweckmaéssig eine con-
centrirte Losung desselben (1:5) und setzt davon unter Um-
rihren so lange zu, bis deutliche alkalische Reaction nach-
weisbar ist. Das ausfallende kohlensaure Zink, sowie das
uberschissige herausfallende kohlensaure Natron Kklaren die
Losung. Bei dem nun folgenden Filtriren geht das Filtrat
vollstandig klar und beinahe immer farblos durch, tribt sich
aber oft nachtraglich von spéter sich ausscheidendem kohlen-
saurem Zink, was aber fir den weiteren VVorgang nicht hinder-
lich ist. Das Filtrat, welches (bei 50 cbcm. Blut) gewdhnlich
250 cbcm., hdchstens 300 cbcm. betrégt, wird mit Essigsaure
schwach angesduert und auf 20 bis 30 cbcm. eingedampft,
wobei sich zum Schluss, nachdem der Alkohol verjagt ist,
noch etwas Unl6sliches ausscheidet, das zum Theile der Wand
dei Schale anhaftet, zum Theile in Form von Tropfen auf
der Flissigkeit schwimmt. Man spllt nun die Flussigkeit in
einen Maasscylinder, setzt neuerdings 3—4 Tropfen einer con-
contririten wassrigen LOosung von Zinkacetat oder Chlorzink
zu und versetzt mit kohlensaurem Natron bis zum Eintritt
alkalischer Reaction. Sodann fillt man bis auf das urspring-
liche Volumen auf und filtrirt durch ein trockenes Filter. Das
Filtrat kann sofort zum Titriren verwendet werden. Es ist
nur schwach gelb gefarbt, gibt mit Salzsdure und Kaliim-
quecksilberjodid keine Tribung und enthélt nur eine Spur
von kohlensaurem Zink, die sich Ubrigens beim Stehen von



selbst abselieidet und von der man die Losung durcii Ab-
giessen oder nochmaliges Filtriren durch ein kleines trockenes
Filter befreien kann. Furs Titriren ist indessen die.kleine
Beimengung von Zink gleicbgiltig, da es sich in der Lauge "
[6st und nicht weiter stort. -
Der durch den letzten Zusatz von koldensaurem Natron
entstehende Zinkniederschlag schliesst, wie icli mich Uber-
z(Ugt habe, keinen Zucker ein, sondern enthalt davon mir
so viel, als der anhaftenden Flissigkeit entspricht. Wascht
man namlich aus und 16st den Niederschlag in Salzsdure,

so erhédlt man mit der Fehling’schen LoOsung keine De-
duction mehr.

Die Methode, die nach der Beschreibung complicirt und
und langwierig erscheinen mag, ist in der Praxis einfacher
und schneller durchfuhrbar als die bisher gebrauchlichen.
Einigermassen zeitraubend ist das Zerreiben und neuerliche
Auspressen des Blutkuchens. Es ist aber nicht rathsam, es
zu unterlassenv In zwei Untersuchungen, die zu diesem Zwecke,
angestellt wurden, hat sich herausgestellt, dass durch das* *
zweite Auswaschen und Auspressen circa 8°/0 des Gesanimt-
zuckers gewonnen werden, die sonst verloren waren. Ein
drittes Auswaschen ist wberflussig. Wiederholte Unter-
suchungen haben gelehrt, dass bei sorgfaltigem Arbeiten sich
aus dem zweiten Pressrickstand weder mit Alkohol noch
durch Aufkochen im Wasser eine bestimmbare Menge redu-
cirender Substanz extrahiren lasse.

Es wurden Analysen ausgefiihrt mit defebrinirtem Pferde-
blut und mit frischem Blute aus der Carotis vom Hunde mit

und ohne Zusatz von gewogenen Zuckermengen. Ferner wurde
die Methode geprift an Blut, das entweder durch 8tdgiges
Stehen oder durch mehrtagige Dialyse in strbmendem Wasser
vollstandig zuckerfrei gemacht und mit bekannten Zucker-
mengen versetzbar war. Es ergab sich, dass im letzten Falle,
namlich wenn zu entziickertem Blute eine gewogene Zuckermenge
zugesetzt war, derselbe nahezu ganz wiedergefunden wurde.
Auch beim defebrinirten Blute sind die Verluste nicht wesent-
lich grésser und nur beim nativen Blute aus der Carotis



ZHjroii sich erhebliche Differenzen. Namentlich ist es auf-
fallend, dass man mehr Zucker finden kann, als dem Zusatz
plus dem Blutzucker entspricht. Es geht daraus hervor, dass
‘lie einzelnen aus dem Gefésse ausstromenden Portionen nicht
gleichen Zuckergehalt haben, selbst wenn sie rasch nach ein-
ander aufgefangen werden. Ob diese Schwankungen durch
die besonderen Bedingungen, unter denen sich das Thier
wahrend der Blutentnahme befindet, erzeugt werden oder ob
sie einen physiologischen Zustand darstellen, l&sst sich nicht
entscheiden, doch mahnt die Thatsaehe neuerdings, aus kleinen
Differenzen im Zuckergehalte mehrerer Blutproben keine weit-
gehenden Schllsse zu ziehen.

Ueber die Grenzen der Genauigkeit gibt beifolgende
Tabelle (Seite 503) eine Uebersicht.

Die Analysen wurden im Anfange mit Chlorzink, spater
mit essigsaurem Zink ausgefiihrt. Die Endresultate sind bei
beiden gleich, jedoch hat essigsaures Zink mehr entfarbende
Kraft, weshalb ich es vorziehe. Ich habe auch andere in
Alkohol l6sliche Metalle auf ihre Verwendbarkeit geprift.
Die Cadmiumsalze leisten dasselbe, wie die Zinksalze, Blei
und Eisen stehen dem Zinkl) nach.

Die Methode ist zundchst mit Ricksicht auf Zucker-
bestimmungen ausgearbeitet, sie durfte aber auch fir andere
im Blute enthaltene in Alkohol l6ésliche Korper, z. B. Harn-
stoff, zu brauchen sein. Fur die Zuckerbestimmung hat sie
folgende Vortheile:

1. Die alkoholische Zinkldsung sistirt im Blute jeden wie
Immer gearteten Lebensvorgang, der auf den Zucker
Einfluss haben kbnnte, was nach den alteren Methoden
nicht, oder doch nicht in so einfacher Weise, mdg-
lich ist.

U Die Herren E.Freund und Landsteiner haben in genanntem
Laboratorium schon friuher zu anderen Zwecken Zinksulfat, das sie dann
mit phosphors. Natron ausfallten, zum Enteiweissen des Blutes benutzt,
ohne aber den Gegenstand weiter zu verfolgen.
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- Die Enteiweissung geht in der Kalte vor sich und die
resultirende Zuckerlésung wird relativ nur kurze Zeit
wahrend des Abdampfens der geringen Flussigkeit™-
keitsmenge erhitzt.

3. Die zum Titriren verwendeten L&sungen sind Klar,
sehr wenig gefarbt und vollstandig eiweissfrei. Die
Titrationen vollziehen sich in Folge dessen ausnahms-
los ebenso leicht, als ob es sich um eine reine wassrige
Zucker-Salzlésung handelt. Niemals kommt es vor,
dass ein Versuch wegen Undeutlichkeit des Endpunktes
ein unsicheres Resultat gabe.

4. \Y ird die Genauigkeit der Methode von keiner anderen
ubertroffen, sehr oft nicht erreicht. Es unterliegt
keinem Zweifel, dass man auch nach den alteren
Methoden oft winschenswerte Genauigkeit erzielen
kann, sie lassen aber auch oft im Stich.



