Ueber die Bestimmung des Ammoniaks in thiérischen
Flissigkeiten und Geweben.

Von
M. »lieki und J. Xaleski.

Mit einer Abbildung.

Au? «lern chemiso-hen Laboratorium des Instituts fiir experimentelle Medici» in
St. Petersburg.)
(Dor Redaction zugegrinjren am 29. Juni 1901,/

Die quantitative Bestimmung dos freien oder in Form
von Salzen in den thierisehen und pflanzlichen Saften und
Geweben enthaltenen Ammoniaks hat von jeher grosse Schwierig-
keiten geboten und bis in die letzte Zeit hatten wir daftr
keine zuverlassige Methode. Dis auf wenige Ausnahmen sind
fast alle diese Materien eiweisshaltig und schon vor léangerer
Zeit hat der eine von uns gemeinschaftlich mit N. Sieberl)
gezeigt, dass die verschiedensten Eiweissstoffe, namentlich bei
llruttemperatur, atmosphérischen Sauerstoff absorbiren und
dabei Ammoniak abspalten. Ausserdem enthalten die Gewebe
und das Hint aller Wahrscheinlichkeit nach stickstoffhaltige
Substanzen, wie z. B. die Aminoverbindungen der Kohlehydrate,
welche ausserst leicht unter Abspaltung von Ammoniak sich zer-
setzen.?)

Anlasslich unserer Untersuchungen Uber den Ammoniak-
gelialt des Blutes nach Anlegung der Fistel zwischen der Pfort-
ader und der Vena cava waren wir daher genothigt, eine neue
Methode zur NH3-Bestimmung im Blute und den Organen aus-
zuarbeiten. Bei der Durchsicht der hierauf bezlglichen Litte-.
ralur schien uns das im Jahre 188t) von C. Wurster3) vorgor
sohlagene Verfahren, das Ammoniak in den thiCrischen Saften
und Organen durch Destillation im Vacuum zu bestimmen,
praktisch zu sein. Wir haben daher, auf gleichem Principe

Pi .louin. f. prakt. Chemie, 2(1, 1 u. ff, 1882

- Vgl. auch (1. A. Lohry de Bruyn et F. H. Leent. Bec. des
travaux chimiques des Pays-Bas. T. 1i, p. 110, 159> und B. Breuer,
ihrl., chem. Ber., HI. 219H. 1898.

3 Berl. chem. Ber.. S. I'f()H. 1889. \
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hissend, einen zweckmaéssigercn Apparat construirt unit dur. h
eine Beihe von Kontrollbestimmungen zu ermitteln gesucht,
unter welchen Bedingungen damit «ler Ammoniakgehalt im
Harne, in den thiorischen Geweben und selbst in solchen
Flussigkeiten, die nur minimale Ammoniakmengen enthalten,
wie z. ]}, das Blut oder die Lymphe, bestimmt werden kann,
Gnsere hierauf beziglichen Untersuchungen haben wir im
Jdaine 1S95 in dom Archiv fir exper. Pathol. und Pliarmak..
Bd. ;w, O vtsu it. Ib verGtlentlicbt.

Wir haben dorten angegeben, dass durch Destillation
der Organomulsioncn mit Kalkmilch, bei einem Atmosphaicn-
d'mck von 10-10 mm. und ;W0 C.. alles darin vorhandene
Ammoniak entweicht und in verdinnter S&ure aufgeldngcn
werden kann; dass dagegen Blut nicht mit Kalkmilch, sondern
mit tiltrirtem Kalkwasser im Vacuum destillirt werden miusse,
da im ersten Falle andere Bestandtheile des Blutes unter
Abspaltung von NI1" zersetzt werden, Konirollbestimmungen

haben uns ndmlich gezeigt, dass z. B. 00 g Blut, mitlOOccm.
liltrirten Kalkwassers destillirt, [»is die Flussigkeit 35° erreicil

hatte, 1,8 mg N In ccm. Blut gaben. Dasselbe Blut.
ceteris paribus 2 Stunden lang bei 1U° destillirt, gab 1,7 m
NH{ in 100 ccm. Blut. — Ferner in einem anderen Versuche.

50 g arterielles Blut, mit 100 g filtrirten Kalkwassers destillirt.
gaben 1,7 mg NH3 in 100 g Blut. Dasselbe Blut ceteris
paribus, jedoch nur mit 10 g filtrirten Kalkwassers destillirt.
gab 1,0 mg in 100 g Blut.

Wir haben daraus geschlossen, dass auch bei 40° keiner
der Blutbestandtlieile unter Ammoniakabspaltung zersetzt werde,
sowie dass selbst die doppelte Menge des zugesetzten filtrirten
Kalkwassers keinen Kintluss auf die Bildung von Ammoniak habe.

Dieser Schluss erwies sich als irrtiumlich, namentlhh
wenn kleinere Blutmengen verarbeitet wurden. Prof. Biedl
in Wien machte uns brieflich darauf aufmerksam, dass die von
ihm nach unserer Methode gefundenen NH3-Mengen erheblich
geringer als die von uns gefundenen seien und in einer vor-
ldufigen, gemeinschaftlich mit H. Winterbergl) publioirten

1. Wiener klin. Wochenschrift. 11)01. Nr. 8.
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Sie erhielten aus:

mg NH3 in tno cviTi. Wut
o0 g Blut — 200 g Kalkwasser

f)0 4- 200 » )
2% 200 »

in einem zweiten Versuch«

6o g Blut -j- loo g Kalkwasser
> - > -F 200 »
JO » ¥ 4 {40 :

Durch die gefallige Mittheilung von Prof. A. Biedl ver-
anlasst. haben wir Blut mit wechselnden Mengen des liltrirten

des von A. Biedl und H. Winterberger erhobenen Ein-
wandes Uberzeugt. Richtige NH3-Werthe wurden nur erhalten,
wenn DK) bis 50 ccm. Blut mit dem gleichen Volumen Kalk-
wasser destillirt wurden. Bei Anwendung von kleineren Blut-
inengen wurden schon durch die doppelte Menge des Kalkwassers
die NI 13-Werthe grosser. Bei Anwendung selbst von K ) ccm. Blut
und de/dreifachen Kalkwassermenge war dies ebenfalls der
Fall und es scheint, wie dies von Biedl und Winterberger
hervorgehoben wird, dass innerhalb gewisser Grenzen die
entwickelte NH3-Menge direkt im Verhaltnisse zu der Mengé
des zugesetzten Kalkwassers steht Es war klar, dassy wenn
die Bestimmung des Ammoniaks durch Destillation im VVacuum
eine allgemeine Anwendung finden und dabei zuverldssig sein
sollte, die Anwendung selbst des filtrirteri Kalkwassers aus-
geschlossen war.

Von der Thatsache ausgehend, dass das Blut in 100 g
hochstens einige Milligramm NH3 enthalt und der Alkaligehalt
des Blutes, titrimetrisch bestimmt, etwa 300 mg in 100 g be-
iflgt. was also mehr, als hinreichend ist, um alles NH3 aus dem
Blute auszutreiben, haben wir angenommen, dass, wenn Blut
Im Vacuum ohne jeden Alkalizusatz destillirt wird, auch dann
alles NH3 aus dem Blute sich verflichtigen miusse. Diese An-
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nahme hat sich; wie weiter unten gezeigt wird, als ganz
zutreffend erwiesen. Aus den lein zerkleinerten und mit
Wasser zu einem dinnen.Brei angerihrten Geweben lasst sieh
dagegen clas NHj im Vacuum ohne Alkalizusatz nicht ver-
flichtigen.  Anlé&sslich der von dem einen von uns (Z.) gemein*
«< haftlieh mit S. Salaskin vor Kurzem publicirten Untersuchung
~Ueber die Uarnstoffverbindung im Harne 1) haben wir gesehen,
(lass bei d(‘r Bestimmung des NH3 im Ammoniumsulfat in
unserem YaclUumapparate nach Hstfindiger Destillation bei
s\ V21 09,0°. 0 von dem vorhandenen Ammoniak Uberdeslillirten.
wovon in der dritten Stunde nur B,3rt/o Ubergingen, wenn zum
Freimachen des Ammoniaks nicht Kalk, sondern Magnesia
angowendet wurde. Wir landen ferner, dass auch aus carbamin-
saurem Ammoniak aller Stickstoff durch Magnesia als Ammoniak
frei gemacht wird. Frisch dargestelltes carbaminsaures Ammo-
niak wurde zwischen Fliesspapier abgepresst und die Krystalle
in kaltem Wasser gelost, In 10 ccm. der Lésung wurde durch
Frwarmen mit 20 ccm. n/io 11.,SOt und nachheriges Zuriick-
tjtriren der Gehalt an NH3 — 17,4S mg gefunden. Andere r-
seits wurde inje 10 ccm. der gleichen Losung durch Destillation
Im Vacuum mit Magnesia 17,27 mg und 17,21 mg NH3 ge-
funden. Danach unterliegt es keinem Zweifel, dass das Salz
NILCUjjNH, in wasseriger Losung mit MgO im Vacuum destiHirt
quantitativ in Ammoniak und Kohlensaure zerlillt.

B Angesichts der Fehler, die bei Anwendung von Uber-
schissigem Kalkwasser moglich sind, hielten wir es daher tiir
winschenswert™ zu untersuchen, ob bei Ersatz des Kalkes
durch Magnesia, auch wenn letztere im Uebcrschusse vor-
handen, der wahrt; Ammoniakgehalt im Blute und in den Ge-
weben ermittelt werden kann. Auf Grund zahlreicher Kontmll-
versuche glauben wir sagen zu kénnen, dass Magnesiumoxyd
wirklich diesen grossen Vorzug vor Calciumoxyd hat.
Zuné&chst haben wir folgende Bestimmungen ausgeftihrt:

1c HO g desselben frischen defibrinirten Hundeblutes —
. es wurden absichtlich so geringe Blutmengen genommen —

I' Zeitschr. f. physiol. (ithetn., fld; XXY11l. S. 77,
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wurden mit 50 g Wasser in einen Vacuumapparat gebracht und

nach erfolgter gleichzeitiger Evacuirung Nr. 1 mit 50g, Nr. 2

mit 150 g filtrirten Kalkwassers, Nr. 3 mit 50 g Kalkmilch und

Nr. 4 mit einer Emulsion aus 2 g MgO in 50 g Wasser versetzt.
Wir erhielten aus:

mj' 111 in Ofi g Bist
1. HO g Blut -* 0Q g Wasser -f (O g filtrirten Kalkwassers 0.BS

2. HO -1- 50 -f 150 » 2.01
H. HO 4- 50 * 1, 4- 50 » Kalkmilch * 11,5H
- HO » 4% 60 » [ 4" 2aMgO in 50 g Wasser 0.70

In Nr. 1 und 4 wurde Uubereinstimmendes Resultat er-
halten, denn der geringe Unterschied liegt innerhalb der Fehler-
grenze. In Nr. 2 wurde schon mehr als die 3fache und in
Nr. 3 die 10 fache Anunoniakinenge gefunden.

In einem folgenden Versuche wurde absichtlich eine kleine
Menge Blut mit einem grossen Ueberschuss von Magnesia und
dann eine grossere Quantitat desselben Blutes mit einer kleineren
Menge von Magnesia destillirt.

Wir erhielten aus

rag NHg in I»o g lilut
HO i Blut 4- 100g Wasserd™ 5 2 MgO 0,84
5H.75 » 4 HO-» A 4" | 0,05

Trotz des colossalen Ueberschusses von MgO ist die
Menge des verflichtigten NH3 eine geringe und der Unter-
sehied zwischen den beiden Zahlen kein erheblicher. Zur
Neutralisation des NI13 aus den 30 g Blut waren nur 0,33 ccm.
von der V20 n-Kalilauge erforderlich. Ein Unterschied von nur
0.1 ccm. dieser Lauge — also 0,23 statt 0,33 ccm, — wdrde
0.59 mg statt 0,84 mg in 100 g Blut entsprechen. Der Schluss
iIst daher berechtigt, dass im Gegensatz zum Kalk ein seihst
grosser Uebérschuss von MgO keine merkliche Spaltung der
ubrigen stickstoffhaltigen Bestandteile des Blutes bewirkt.

Oben haben wir angegeben, dass der Alkaligehalt des
Blutes vollkommen geniigt, damit das darin vorhandene NH3
hei der Destillation im Vacuum sich vollstandig yerlllchtige.
Bs geht dies aus den Versuchen hervor, wo wir das gleiche
Blut einerseits nur mit Wasser verdinnten, andererseits, mit
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dem gleichen Quantum Magnesixmnmision versetzten und im
Vacuum destillirten, Einem Hunde wurde Blut zuerst aus der
Art» femoralis, sodann aus der Vena portae entnommen.

Wir erhielten aus

mg NH3 in K'O g Blut
100 g artcr. Blut  -f 100 gWasser

°*:in
jd,, . : | iou 20 » iger Magnesiaemulsion °>-s
jop > Btortaderblut -i- 100 -Wasser B°1
100 100  2°* iger Magnesiaemulsion 1.07

Dieser Versuch beweist auch deutlich, dass Magnesia-
zusatz kein NHsz aus den Blutbestandtheilen abspaltet. Ein
Uebelstand bei der Destillation des Blutes fir sich ist das
starke Schaumen, was durch MgO-Zusatz bedeutend herab-
gesetzt wird.

Dagegen werden ans den Geweben bei fehlender Magnesia
nur Spuren von NllIs entwickelt.

Wir erhielten aus

mg MI?, in V)
1. 52,7 g frischer Hundemuskol 100 g 2 °/o'iger MgO-Emulskm Id.H
2 V»,0 4- 100 > Wasser 0.0
H. 50,1 » frischer Hundeleber -f 100 * 2° /iger MgO-Emulsion 31.2
p m.i / -f 100 « Wasser (V]

Wir haben mehrere Versuche angestellt, um die zweck-
massigste Menge der Flussigkeit, Dauer der Destillation und
Temperatur zu ermitteln, damit alles vorhandene NHs ver-
flichtigt werde. Bezlglich der letzteren haben wir gesehen,
dass es vom Vortheil ist, zwischen dem Saurerecipienten und
der Luftpumpe einen Kihler mit einem Reservoir (siehe die
Zeichnung auf Seite 203 L und F\ einzuschalten. \\ird noch
das Gefass (V) mit Eis oder Schnee abgekiihlt, so gerath die
Flussigkeit in A schon hei 29° in heftiges Sieden, der Druck
sinkt um einige Millimeter in Folge der verminderten Spann-
kraft des Wasserdampfes und in ca. 5 Stunden kénnen etwa
150—200 ccm. der FlUssigkeit aus A bei 32—34° abdestillirt
werden. Folgender Versuch illustrirt das Gesagte:

In zwei gleiche Apparate, wovon der eine ohne Kihler,
der andere mit Kihler montirt war, wurden je 250 ccm. einer
Salmiaklosung, die genau 98,26 mg NH4Cl enthielten, hinein-
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rr*than und nach erfolgter Evacuirung der Apparate 50 ccm.
jer Magnesiaemulsion (mit 1,5 g MgO) hinzugesetzt. Nach
i » Stunden, als die Temperatur 31.® erreichte, wurde zum
ersten Mal der Saurerecipient i/i) gewechselt, sodann nach
31/2, P 2 und 5 Stunden, und das Ubergegangene NHs titrirt.
Waéhrend der finfstindigen Destillationsdauer blieb die Tempe-
ratur auf 31—32°.

Wir erhielten fir die beiden Apparate folgende NH3-
Werthe :

uhonfesUllirtes NHg in @
. ohiu* ' Kihk-r mit Kdihler

1. Nach den ersten 2 *» Stunden 18,72 (>2.37
2. In der folgenden Stunde 23.02 31.52
3. In der folgenden Stunde 10.90 M«
i. In der folgenden Stunde (».0l 0.59

Die Destillation wurde nach 5 Stunden abgebrochen.
Von dem NHs sind in dem Apparate ohne Kihler 80,55°/«, in
dem mit Kihler 98,94° o Uberdestillirt. /Von den 300 ccm.
der Flissigkeit in dem Gelasse (A) sind im ersten Falle 245 ccm.,
im zweiten nur 140 ccm. zuriickgeblieben. Bei Anwendung
des Kiihlers geschieht daher die Verdampfung unvergleichlich
rascher. dabei wird das Volumen der Flussigkeit in dem
Saurerccipienten (B) nicht vergrossert, da die Condensation
dos Wasserdampfes erst hinter dem Kiihler in dem Gelasse (F)
geschient. Wir sehen auch hier, dass ahnlich wie hei der
Destillation unter dem Atmosphérendruck die vollstandige Ver-
flichtigung des NHs erst dann erreicht wird, wenn die grdssere
Halfte der FlUssigkeit Uberdestillirt ist. Um sicher zu gehen,
ist es daher zweckmassig, etwa 23 der Flissigkeit verdampfen
zu lassen. Wir haben zu dem Zwecke das Destillations-;
gofass (A) von 50—350 ccm. in Abstinden von je 50 ccm
ealibrirt, um das Quantum der abgedampllen Flissigkeit zu
kennen. Da wir ferner empirisch ermittelt haben, dass, sobald
die Temperatur des &dusseren Bades (M) 35° erreicht hat, dann
die Temperatur im Geféasse (A) 30° ist, so passen wir bei der
Destillation nur darauf, dass die Temperatur des Bades (M)
nicht mehr als 35—37° betragt, und erachten die Bestimmung
als beendet, wenn ca. 23 der Flussigkeit aus dem Geféasse (-l
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verdampft sind. Beim Hinhalten dieser Maassregel ergaben uns
drei Kontroilbestirnmungen mit der gleichen Salmiakldésung:
99,50'm«), 99,8°/« und 100,27*/6 von dem zugesetzten NH".
Von vornherein konnte man erwarten, dass in der gleichen
Zeit ein kleineres Flussigkeitsquantum relativ rascher als ein
grosseres verdunsten wird, wenn auch, absolut genommen, im
zweiten Falle das Quantum des verdunsteten Wassers ein
grosseres sein muss. Auf die Verflichtigung des Ammoniaks hat
jedoch die Menge des tibergegangenen Wassers keinen merklichen
Kinlluss. Wir haben in einem Versuche Hinderblut, das zwei
Tage vorher dem Thiere entnommen war, in drei Partieen zu
je 100 ccm. zu gleicher Zeit und an gleicher Pumpe und zwar
in der Art destillirt, dass in Nr. 1 100 ccm. Blut ohne jeden
/,,salz, in Nr. 11 100 ccm. Blut mit 100 ccm. 2 oiger Magnesia-
emulsion und in Nr. Ill 100 ccm. Blut -|- 100 ccm. Magnesia-
emulsion 100 ccm. Wasser destillirt wurden. Als in Nr. |
2 ¢ der Flussigkeit Ubergingen, wurde die vorgelegte Schwefel-
saure in allen drei Apparaten zurtcktitrirt, hierauf neue Saure
vorg(‘legt und die Destillation so lange fortgesetzt, bis aus Nr. |
alles Wasser Uberdestillirte.  Wir erhielten folgendes Resultat:

SN e X

Ju' i
Zurickgebliebene Mt>nge der Flussigkeit HO ccm. 100 ccm. 1so ecm.

Verbrauchte *(*o n-K:ililauge in ccm. zum |

Zmiicklitriren der Schwefelsdure . . . 1>05 1.H - l.os
Erhaltenes NHS in mg fur 100 ccm. Blut \M @ 151 1,00
Fitissigkeitsrnengc 1»¢ fortgesetzter De- |

stillation z z -+ ----- .+« O (Fester 05 150

Riickstand)
.i. ! 1
Verbrauchte V* n-Kalilauge in ccm. zum | o

Zmuektitriren cleir Schwefelsaure . . . 0.2 04 ! OH

Erhaltenes XH$ in ing fur 100 rem. Blut 0.17 0.H4 0.25

Total erhaltenes NIl in mg fur 100 can. _
HtUt . "o e~V : |+ F IHJ
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Wie aus diesen Zahlen ersichtlich, ist, nachdem in IA\Ir. |
-, 3 des Blutes ahdestillirt sind, unabhéangig von der Verdinnung
auch in Nr. Il und 111, die gleiche Menge NH3 erhalten worden.
Bei weiterem Destilliren, wobei in Nr. | das Blut bis zur
Trockne verdampft wurde, sind noch minimale Mengen von
NH. entwickelt worden. Diese Mengen sind beim 'Blute so
gering, dass sie fliglich vernachlassigt werden kdnnten. Anders
war es bei unseren Versuchen mit den Organen, falls sie. nicht
zu ganz homogenem Brei verrieben wurden. Wahrend das
auf 3 abdestillirte Blut bei weiterer Destillation bis zur
Trockne nur Spuren von NH3 entwickelte, so dass beim Zurck-
tilriren der vorgelegten Saure wir <>;1 ccm., héchstens 0,2 ccim
der \20 n-KOH weniger verbrauchten, waren es bei den auf
0,3 abdestillirten Organemulsionen bei weiterer Destillation zur
Trockne manchmal 4 ccm. der Vao n-KOIli, die wir beim
Zurucktitriren der Saure weniger verbrauchten. Dadurch
wurden Differenzen erhalten, die am besteh durch folgende
Zahlen illustrirt Werden.

Wir erhielten z. B. in 100 g des frischen Gewebes:

Aus Hundemuskel 11.54 und 12,HI mg NH,
S.S0 »  1(M»0
Hundeluber 2H,42 2H.U7 - '

Die Ursache dieser Erscheinung liegt in dem nicht voll-
stdndigen Eindringen der Magnesia in das zerkleinerte Gewebe,
Wir haben daher das zerhackte Gewebe noch durch die
Flcischhackmasehine passiren lassen oder im Morser mit mit
Salzsdure ausgewaschenem und ausgeglihtem Meersand ver-
liecben. Dadurch gelang es uns, die Differenzen in den Be-
stimmungen soweit zu beseitigen, dass fur 50 g des Gewebes
der Unterscbied in der verbrauchten bao n-Kalijauge 1 ccm.,
hochstens 2 ccm. betrug. Ein Uebelstand dabei besteht darin,
dass, um allen Inhalt aus dem Morser in das Gefass (A) zu
bringen, ziemlich viel Wasser zum Naehspuleu noting ist und
in Folge dessen die Destillation etwas langer dauert.

Wenn wir nun alles oben Gesagte resutniren, so. ist unser

jetziges Verfahren zur Bestimmung des NJI3 im Blute und den
Geweben wie folgt :
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Zur Destillation dient das couisclie dickwandige Goféss . jj
Melie die Figur) von 15—2 Liter Inhalt. Die obere und
untere Oeffniing haben 4 etn. im Durchmesser und sind zwecks
luftdichten Verschlusses matt geschlilien. Die untere Oetiming
hat hei den Analysen zwar keine Bedeutung, erleichtert aber
sehr die Reinigung des Défasses nach dem Gebrauch und wird
mit einem Kautschukkorke geschlossen.

Nachdem das Gelass in dem Wasserbade (M) passend
befestigt worden, wird die obere OetVnung mit einem doppelt
durchbohrten Kautschukkorke geschlossen. Durch die eine
Bohrung geht hindurch das Rohr des Scheidetrichters iZ»,
durch die andere das dreikugelige Ableitungsrohr (//s, das
mittelst dickwandigen Kautschuksehlauehes mit dem Rohrchen «
verbunden ist. Das Gelass (B) von 17 mm. Durchmesser und
42 cm. Lange mit drei kugeligen Ausbuchtungen ist der Re-
cipient fir die titrirte Schwefelsaure. Der Recipient (B\ wird
ebenfalls mit einem doppelt durchbohrten Korken geschlossen,
worin das Zuleitungsréhrchen (¢) mit dem Hahnen ih\ und
dits Ableitungsréhrchen (f/), das durch dickwandigen Kautschuk-
sehlaueh mit der Flasche (C) verbunden ist, stecken. Die
Wiiseldlaselie «(’) ist sodann mit dem Liehig'schen Kihler
und dieser mit der Reservoirtlasche (/') verbunden. — (m) i>t
Manometer und mittelst des seitlichen Rohrs (A) st di»!
Flasche (F\ und damit das ganze System mit der Wasser-
strahlpumpe verbunden. :

Die zu untersuchende Substanz — Blut oder Gewebe
wird bis auf 0,1 g genau abgewogen in das Gelass (Ay: ge-
bracht. Bei Analysen des Blutes, das nur wenig NIl enthalt,
nehmen wir nicht weniger als 100 g. Erheblich grésser»*
Mengen zu nehmen, ist auch unpraktisch, da das Blut im
Vacuum stark schaumt, waS die Destillation verzdgert, und
ausserdem kann die Flussigkeit leicht in das Gelass [Br tber-
steigen. Von den Organen gentgen 40—50 g, die vorher
moglichst fein mit gereinigtem Meersand verrieben werden:
vom Harn verwendeten wir 20—30 ccm., doch geniigen auch
viel kleinere Quantitaten. In das Gelass \Bv werden mittelst
einer genau ealihrirten Pipette hei der Destillation des Blute.'
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U ccm., bei der der Gewebe 20 ccm. */io ii-Schwefelsaure
gebracht, die nach Beendigung der Destillation mit Gson-Kali-
lituge zuriiektitrirt werden. FUr Harn, je nach der genommenen
Menge, sowie fir ammoniakreichere FlUssigkeiten muss die
SO.jH2 und auch die KOH-Lauge entsprechend concentrirter sein.

Nachdem die einzelnen Theile des Apparates mit einander
verbunden, wird zunachst die Luft evacuirt. Der Hahn tu)
wird geschlossen, der Hahn (b) anfangs halb ge6ffnet, damit

die rasch aufsteigenden Luftblasen in den Recipienten (Hy
nicht hintbergerissen werden; spater wird er .ganz ge0ffnet.
Wahrend des Evacuirens werden die Gummistopsel in den
Befassen (A) und (//), sowie eventuell die Kautschukverbin-
dtingen mit geschmolzenem Paraffin luftdicht gemacht. Man
lasst Wasser durch den Kuhler fliessen und auch das Reser-
voir (F) wird durch Schnee oder kaltes Wasser gekihit. Zeigt
Ins Manometer einen Druck von 15—10 mm. und passiren
du* Gasblasen durch den Recipienten (li) langsam, so .wird der
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Halm ib) Beschlissen unddurch den Seheidetrientor (D1 50 er-m.
der 20 dgeu Magnesiaemuision hinzugegossen. Jetzt wird der
Halm 7» von Neuem geoOffnet und wenn die GasentWickelung,
nachgelassen hat, beginnen wir mit dein Erwarmen des\Wasser
bades iM). Die Steigerung der Temperatur muss, namentlich
bei (ler Destillation des Blutes, sehr langsam geschehen
2—4 Stunden, bis sie 35° erreicht hat, und die ganze Zeit'
auf 35—37° gehalten werden. Sind ca. 23 der FlUssigkeit
aus dem Gefasse (A) Uberdestillirt, was im Ganzen etwa
5—0 Stunden beansprucht, so kann die Destillation als mw>-
endet betrachier werdetl. Zunédiunst wird die kautschukveci-
it wirigi DAY o U titesse 110 GG uerm Hiirier’ T TOHliigms
Klemnuschraube geschlossen. Ebi:mso der Hahn @j und duivir
den ilalin (a) wird in das GeiTtss (A) Luft hii:leingelasscii.
lieraiif wird die Kantsehukverhindung zwischen ) und o-
losgehdst und durch voresichtiges Oeffnen des Hahnes oy die
Luft in <70 und (¢: bimdngelassrin. Hierbei kann es passircii:
dass durch zu rasches Oeflhen des Hahnes @) die Luft su
heftig in <70. (‘indringt, dass ein Theil der Séaure nach \c-
liiniib«ergesehlcudért wirrl,  Sind (70 und () mit Luft gefillt.
so wird der inhalt dieser beiden Gelasse in ein Becherglas
gegosisén, die Wande sr>rgféallig mit Wasser nachgespiilt und
die sidure zurlcktitrirt.  Als Indicator empfahlem wir dict
Mischung von Lacmoid mit Mallachitgrin. — 10 g Lacmoid
werden in 15C) ccm. Alkohol gel6st, liltrit und.zu dem Fit-
trate 10—15 ccm. einer Lésung von 1 g Malsichitgriin in
50 ccm. Alkohol hinzugesetzt. — Bei den minimalen Mengen
von NH3, um die es sich hier handelt, ist die absolute Reinheit
der Reagentien selbstverstandlich und sind das verwendete
destillirte Wasser, sowie die Magnesia vor ihrem Gebrauche
auf den eventuellen Gehalt an NH3 genau zu prifen: aber
auch die Reinheit der Gelasse lind der Laboratoriumsluft muss
nicht ausser Acht gelassen werden. Das Blut und die Organe
muissen in einigen Stunden nach der Verblutung des Thier« -
Verarbeitet werden. Wiederholt haben wir gesehen, dass das
Blut und die Gewebe schon nach 24stindigem Aufbewahivu
selbst in der Kalte einen etwas hoheren NHS-Gehalt als Tags
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vorher zeigten. Da wo bei einer Reihe von Bestimmungen
wir nicht alle am selben Tage ausfiihren konnten, haben wir
weniger zersetzliehe Organe wie Muskel, Milz, Nieren mit
Salicylsaure bestreut und auf Eis bis zum né&chsten Tage auf-
bowahrt. Wie oben angegeben, wird aus dem Blute .bei der
Destillation vermdge seines Alkaligehaltes auch ohne Magnesia-
zusatz alles NH3 ausgetrieben. Es ist hierbei zweckmassig, das
Blut mit dem halben Volumen Wasser zu verdinnen, wodurch
das Schdumen sehr vermindert wird. Bei den Organen ist die
Herstellung einer mdglichst dinnbreiigen Emulsion durch Ver-
reiben mit Sand nothwendig. Fur 50 g des Gewebes genlgen
hierzu etwa 200 g Wasser, was mit dem nachherigen Zusatz
von 50 g 2 »/«iger Magnesiaemulsion 300 g Flussigkeit ausmacht.
Harn wird mit dem 3—5fachen Volumen Wasser verdinnt.

Dass das irn Vacuum entweichende Alkali wirklich Am-
moniak ist, davon haben wir uns durch direkten Versuch
Uberzeugt. Eine aus dem Blute und den Organen zweier
Hunde zurlcktitrirte schwefelsaure LoOsung sollte der Titration
zu Folge 0,1058 g NH] enthalten. Diese Ldsung wurde mit
uberschussiger Kalilauge destillirt, das Destillat in Salzsdure
antgelédngen, die salzsaure Ld6sung auf denn Wasserbade ver-
dunstet und mit alkoholischer Platinchloridlosung gefallt. Der
abgeschiedene Platinsalmiak wurde mit Aetheralkohol nach-
mgewaschen, getrocknet und gegliiht. Das Gewicht des erhal-
tenen Platins war — 1,0047 g entsprechend 0,180ti g NH3,
Demnach konnte das verfllchtigte' Ammoniak nur minimale
Mengen hoherer Homologe — vielleicht Methyl- und Trime-
thvlamin — enthalten. _

Nach diesem verbesserten Verfahren wurden von dem
»inen von uns (Z.) gemeinschaftlich mit Dr. W. Horpdynski
1ine grosse Anzahl von NH”-Bestimmungen im Blute der ver-
schiedenen Gefassbezirke und den Organen unter den ver-
schiedensten Ernahrungsverhéltnissen bei Hunden aisgefihrt
1l «oll eine ausfuhrliche Mittheilung der erhaltenen Resultate
fhrnmaclist in dieser Zeitschrift veroffentlicht werden. Ge-
wohnlich wurde das Blut zuerst aus der Art. femoralis, hierauf
aus rlcr Pfortader und ihren Aesten,. dann noch aus anderen
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Gelds>>on entnommen und schliesslich Hessen wir das Thi.
aus »ler Arterie verbluten. Im Mittel aus 15 Bestimmung»
erhiellen wir, mit geringen Schwankungen, wenn das Blut, w
(*hon angegeben, entnommen wurde, fir das arterielle Hund( -
Mut O,tt5 mg und fir das Pforladcrblut 1,15 mg fir t6o0j
[llut. Wurde das arterielle Hint ejenen Ende der Verblutun/
entnommen, so enthielt es, offenbar in Folgeder Auswaschung
der Organe, stets etwas mehr NH3 — im Mittel 0,52 mg.
Das Plortwlerblut (‘iitball daher 2,8— mal mehr NH3 als d;e
arterielle. — Fur die einzelnen Organe wurden dagegen lei
der Destillation mit Magnesia ziemlich die gleichen Wertlic
wie friher mil Kalk erhalten. Den hdchsten NH3-Gehalt erhalt
auch jetzt die Magenschleimhaut, dann die Darmsehleimbaui.
die Leber und das Pankreas und es fragt sieh, warum gerade
Im Mute die "rossten Differenzen bei der Destillation mil
Kalk resp. Magnesia erhalten wurden. Es missen im Blute
Stolle vorhanden sein, die nur ein wenig bestéandiger als
das earbaminsaure Ammoniak sind. So zersetzt sich z. I
nach B: Breuerl) das freie Chitosamin schon in wasseriger
LOsung ungemein rasch unter Abspaltung von NH3. Wie schon
Eingangs erwahnt, spalten auch Eiweissstoffe in alkalis»iur
Losung bei der Druttemperaiiir unter SauerslolTabsorption Am-
moniak ab. Wir haben gemeinschaftlich mit Herrn Popolt
die friheren Versuche hieriber von Neneki und Siebei
mit reinem krystallisirten Serumalbumin, mit Serumglobulin
und dem Oxyh&moglobin aus Pferdeblut wiederholt.

Die Ermittelung des absorbirten Sauerstoffs geschah, wie
in den friheren Versuchen, durch Bestimmung des Sauerst» »tb
in der mit der Eiweisslésung miteingeschlossenen Luft. Die
Eiweisslosungen wurden in eine starkwandige Flasche, von der
Form wie die Flasche (F) in unserer Zeichnung, nur ohne
das seitliche Ansatzrohr (k), von genau bekanntem Inhalt
(circa 2 Liter) gebracht Der Hals der Flasche wurde mit
einem doppelt durchbohrten Kautschukkorke geschlossen. In

b Bert. »hem. Her.. 31. 211)5. 1898.
-) Joiun. flr j*rakt. i“.iiem.. Bd. 2<* S. B. 1882
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der einen Boltiling befand sich das Ableitungsrohrehen, in der

anderen ein dunnwandiges in die Flasche hineinraffendes Glas-
rolir, unten often, oben spitz ausgezogen, durch welches nach
Beendigung des Versuches in die Flasche Quecksilber hinein-
gegossen wurde. Nach Zusatz einer abffewoffenen Menge des
festen Kalihydrats zu der Flussigkeit wurde der Kautschukkork
aufgesetzt und in die Erweiterung des Flaschenhalses, zwecks
luftdichten Verschlusses, Quecksilber gegossen. Nach etwa
einer Stunde, als der Flascheninhalt die Temperatur des
Zimmers angenommen, haben wir die Temperatur und den
Barometerstand notirt, das Ende des Ableitungsrohrs zuge-
schmolzen, und jetzt Hessen wir die Flaschen 3—0 Wochen
lang im Thermostaten hei 37° stehen, wobei sie zeitweise be-
sichtigt und ihr Inhalt umgerthrt wurde. Nach beendigter
Versuchsdauer wurde die Luft durch Hingiessen, von Queck-
silber durch das dunnwandige Blasrohr — die Spitze des Blas-
rohrs wurde mit Kautschukschlauch tberzogen und nach Kin-
giessen des Quecksilbers in den Schlauch unter Quecksilber
abgebrochen; ebenso wurde die Spitze des Ableitungsrohrs
linier Endioineter abgebrochen — aus der Flasche beraus-
getlieben und in einem genau abgemessenen Volumen der
Behalt an Sauerstolf durch alkalische Pyrogallollosung be-
stimmt.

Relativ die grosste Menge Sauerstoff absorbirte das um-
krystallisirte Oxyhdmoglobin aus Pferdeblut'— 250 ccm, der
mLosung* die 7,5075 g H&moglobin und 2 g KOH oder :3,027 H»
H&moglobin und 0,8 % KOH enthielt, absorbirte nach 49 Tagen
0.2939 g Sauerstolf oder 3,88 °/o vom Gewichte des Hamo-
globins. — f)ie gleiche Menge der Ldsung mit 5 g KOH, also
3.027 V" Oxyhamoglobin und 2,0 °<> KOH, absorbirten nach
Reicher Zeitdauer 0,3800 g oder 5,10Vo...Sauerstolf, — Die
miteingeschlossene Luft -- 1573 ccm. enthielt am Ende des
\ «Tsuches nur 3,7 °/o Sauerstolf.

200 ccm. einer 1,83 ° oigen LOsung von kristallinischem
8erumalbumin -f- 15 KOH absorbirten wahrend 21 Tagen

0.0901 g Sauerstolf — 1,9fto vom Gewichte des Eiweisses in
0./5 ¥ oiger Kalilosung.
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200 ccm. dergleichen Losung + 5 £ KOI! absorbirten
in der gleichenZeit 0,0778 i g Sauerstoff odet* 2,12 °.;0 in 2,5 Vniger
Kalildsuug.

300 ccm. einer 1,726'Voigem Seriimglobulinlosung 4- - g
KUII absorbirten wahrend 24 Tagen 0,0600 g Sauerstoff oder
1,11" + vorn Gewichte des Globulins in 0,60 °/oiger KalilGsuicc

300 ccm. dergleichen Loésung 6 g KOH absorbirten
in der gleichen Zeit 0,0941 g Sauerstoff — 1,8 N in 2°/Gigel’
Kalildsung.

350 ccm. einer 1,60boigen LoOsung von Seriimglobulin
-f- 175 g KOH verblieben im Thermostaten 20 Tage. Die
Menge des absorbirten Sauerstoils war — 0,1100 g oder
2,t°,0 vom Gewichte des Globulins in 5,8 °/oiger Kalilésung.

In diesem Versuche wurde die Menge des vorhandenen
Ammoniaks vor Beginn und am Schllisse des Versuches nach
unserer Methode bestimmt. Wir erhielten folgende Werthe:

Krhaltenes NIC in Milligramm® n
S fur IHl £ diT LoMUI?
1. (ilohulinlosung nur mit MgO destillirt . . . Lfu

2. mit f).KO< Kali . . . , ... 06.nn

Nach 21)tdgigem Stehen im Thermostaten .

H. Destillation mit MgO ulie alkalische Ldsung
wurde vorher mit 804H* schwach sauer

gemacht) .... . - _-__._-_ . . . .. 2S.5
4 Destillation, ohne vorher das Alkali zu neu-
tralisiren . . V C e, . . . HS2

Wir brauchen kaum zu erwéhnen, dass eine Betheiligung
der Spallpilze an der Sauerstonabsorption in diesen Versuchen
ganz ausgeschlossen war. Abgesehen davon, dass alle Gebisse
vorher sterilisirt und die Eiweisslésungen durch Chamberland-
kerzen direkt in die Absorptionsilasehen hineinfiltrirt wurden,
wirde schon der Alkaligehalt der Ldsungen das Wachsthum
der Bactérien hiiiderm ' Die Losungen waren in der That
nach Beendigung der Versuche vollkommen klar und geruchlos
und erwiesen sich hei Leherimpfungen als steril. Die alkalischen
Kiwcisslosungen. mit verdinnter Essigsaure neutralisirt, gaben
geringe Niederschldge, die Filtrate davon gerannen nicht beim
Kochen, gaben die Biuretreaction und durch Fallung mil
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S(>i(XHt)2 resp. Alkohol konnten darin Proto- und Deutero-
nlhmnoson in reichlicher Menge nachgewidsen werden. Kry-
>tallinisehe Produkte waren darin nicht vorhanden. Auch die
I fxyhimoglobinlisungeo, die nach Beendigung des Versuches
dunkelbraum gefarbt waren und speelroskopisch das Absorptions-
hand des Hamatins in alkalischer LOsung zeigten, enthielten
Proto- und Deuteroalboumosen, gaben Biuretreaction, aber
krystallinische Spaltungsprodukte haben wir in den Lésungen
nicht gefunden.

W enn wir uns noch vergegenwartigen, dass nach einem
fruheren Versuche von Nencki und SieberVi Kiereiweiss in
u,V\oiger Sodalésung ebenfalls Sauerstoll' absorbirt, so kdnnten
die minimalen Mengen des NI™ im arteriellen Blute einer
Autoox\dation der Proteinstolle ihren Ursprung verdanken.
Narh unserer Ansicht stammt jedoch das NH; des Blutes aus
<loi)i StollWechsel der (»ewebe, d. h. der Muskel und der
drisigen Organe ab, ganz besonders aber von den chemischen
Processen in der Magen- und Darmsehleimhaul, und darin ist
hauptséchlich die Ursache fir den 8—\ mal hoéheren NH-
Behalt der Pfortader zu suchen. Naturlich kommt hier auch
das in dem Darminhalt gebildete NII3 in Betracht. Ausser
dem MIlj, das im Blute wohl nur als Carbaminsaure vor-
kommt, missen darin noch leicht zersetzbare Stolle enthalten

die nicht durch Magnesia, aber durch uberschissiges
Kalkwasser bei der Bruttemperatur unter Freiwerden von Nil,
sioh zersetzen.

I I.c. S io.
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