Uber die quantitative Bestimmung der d-Milchsdure
in den KorperflOssigkeiten und den Organen.

Von
J. Yoshikawa.

Mit zwei Kurvenzeichnungen im Text.

(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Kyoto.)

(Der Redaktion zugegangen am 16. August 1913)

Da d-Milchsdure einen wichtigen Bestandteil der Koérper-
flissigkeiten und der Organe bildet und da sie bei der Ver-
giftung mit den verschiedenen Giften und bei den krankhaften
Vorgadngen des menschlichen und tierischen Stoffwechsels in
reichlicher Menge im Organismus entsteht, ist es wohl begreif-
lich, dall die Kliniker sowie die biologischen Chemiker seit
geraumer Zeit der quantitativen Bestimmung der d-Milchsédure
Im Harne, sowie in den Korperflussigkeiten und den Organen
eine besondere Aufmerksamkeit zugewandt und sich viel Mihe
gegeben haben, fir diesen Zweck ein sicheres und leicht aus-
fuhrbares Verfahren ausfindig zu machen.

Unter den zahlreichen Methoden sei hier nur derjenigen,
welche auf exakter chemischer Grundlage aufgebaut sind und
das Vertrauen der Fachmanner zu erwerben vermochten, Er-
wahnung getan.

R. Bohml) wendete zur Bestimmung der Milchsdure in
Muskeln folgendes Verfahren an. Die eingedickten, mit Baryt-
wasser neutralisierten Muskeldecocte wurden mit Alkohol unter
Erwarmen gefallt, die gefallte schmierige Masse in heilem
Wasser gelost und wieder mit Alkohol geféllt. Ein dinner
Sirup, welcher nach dem Abdestillieren des Alkohols von den
Alkoholauszugen zuruckgeblieben war, wurde zuerst durch Aus-

) R Bohm, Pfligers Archiv, Bd. 23, S. 57—58.
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schitteln mit Ather entfettet und dann nach starkem Ansiuern

mit verdunnter Schwefelsiaure ausgeathert. Von den Ather-
ausziigen wurde der Ather abdestilliert, der Riickstand zur Aus-
fallung der mitgenommenen Schwefelsdure mit Baryumcarbonat
behandelt, filtriert und mit heilem Wasser aufgenommen. Das
Filtrat und die Waschwaésser, welche milchsaures Baryum ent-
hielten, wurden vereinigt, unter gelindem Kochen durch vor-
sichtigen Zusatz von einer Zinksulfatlésung genau gefallt, filtriert
und gut mit heiBem Wasser ausgewaschen. Man dampfte nun
die Filtrate in einer gewogenen Glasschale auf dem Wasser-
bade bis zur beginnenden Krystallisation ein und lieB in einem
Exsikkator bis zur Gewichtskonstanz stehen.

Torasaburo Arakil) unterwarf dieses Verfahren einer
genauen Prifung und fand, dal} das aus Muskeln nach diesem
Verfahren dargestellte Zinklactat stets chlorhaltig war. Eine
Erklarung dieses auffalligen Befundes glaubte er darin suchen
zu konnen, dal das im Muskelextrakt vorhandene Chlorkalium
durch Zusatz von Schwefelsdaure zerlegt wird und dabei ge-
bildete Salzsaure beim Schiitteln mit Ather in den letzteren
ubergeht. Um diesen Fehlerzu beseitigen, istfolgende Methodel)
von ihm angegeben:

Der Verdampfungsriickstand der Alkoholausziige wurde
nach dem Verdunsten des Alkohols mit Ather geschiittelt, um
Fette zu beseitigen, darauf der riickstandige Sirup nach Werther
resp. dem Drechselschen Verfahren mit Phosphorsédure stark
angesduert und 5mal mit stets erneuerten Athermengen aus-
geschuttelt. Aus diesen &therischen Ausziigen erhielt man nach
Abdestillieren des Athers, Kochen mit Zinkcarbonat, Filtrieren
und Eindampfen das Zinklactat, welches an der Luft Uber
Chlorcalcium oder Uber konzentrierter Schwefelsdure zur Ge-
wichtskonstanz stehen blieb.

Fur die Isolierung der Milchsdure aus dem Harne hat
Torasaburo Araki3) das obige Verfahren in folgender Weise
modifiziert:

) Torasaburo Araki, Diese Zeitschrift, Bd. 15, S. 336.
*) Torasaburo Araki, a. a. 0.
s) Torasaburo Araki, Diese Zeitschrift, Bd. 19, S. 429.



Der nach Abdestillieren des Athers zuriickbleibende Sirup,
welcher hauptséchlich aus Milchsdure bestand, wurde in ein
wenig Wasser geldst, eventuell filtriert, mit reinem Bleicarbonat
ca. 30 Minuten auf dem Wasserbade erhitzt, nach dem Erkalten
filtriert. Nachdem das Blei aus dem Filtrat durch Schwefel-
wasserstoli entfernt und die bleifreie Fllssigkeit stark eingeengt
war, wurde die letztere mit Ather erschopft, und der Destilla-
tionsriickstand der Atherausziige zur Darstellung des Zink-
laktates verwendet.

Nach dem gleichen Prinzip arbeiteten K. Katsuyama
und S. Saito, sie hielten es fir notwendig, dal die aus dem
Blute gewonnene Milchsdure erst Uber Baryumsalz gereinigt
und dann in ZinkVerbindung Ubergefihrt wird.

A. Heffter bediente sich bei Darstellung der Milchsédure
aus Muskeln einer Alkoholmethode, die in folgendem bestand:
Die zerkleinerte Muskelmasse wurde mit der 5fachen Menge
Alkohol durchgerthrt, nach langerem Stehen abfiltriert, die
Muskelmasse bei gelinder Warme getrocknet und in der Reib-
schale fein zerrieben. Der Destillationsriickstand des Alkohol-
extrakts wurde samt dem Muskelpulver in Soxhletschen Ex-
traktionsapparaten mit 96°/o igem Alkohol 24 Stunden extrahiert,
die alkoholische Losung eingedampft, der Rickstand nach der
Neutralisation mit Natriumcarbonat 3 mal mit Ather geschiittelt,
um das Fett zu entfernen. Man sdauerte nun die vom Fett
befreite Flissigkeit stark mit Phosphorsdure an und schuttelte
6 mal mit dem 10fachen Volumen Ather. Aus dem Destillations-
rickstand der Atherausziige wurde durch Kochen desselben
mit Zinkcarbonat und Wasser das Zinklactat gewonnen.

W. M. Fletcher und F. Gowland Hopkinsl) wendeten
zur Bestimmung der Milchsédure im Froschmuskel folgendes
Verfahren an. Von den abgeschnittenen hinteren Beinen der
Frosche wurden die Muskeln unter starker Abklhlung ab-
prapariert und in eiskaltem Alkohol zerrieben. Der Verdampfungs-
rickstand der alkoholischen Ausziige wurde mit Wasser auf-
genommen, mit Tierkohle gekocht, filtriert, gut ausgewaschen

) W. M. Fletcher u. F. Gowland Hopkins, Journ. of Physiol.,
Bd. 35, S. 250.
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und zur Trockne eingedampft. Der Ricksand wurde in wenig
Wasser gelost und nach dem Ansduern mit Phosphorsaure
ausgeathert. Aus dem Atherriickstand wurde das Zinklactat
auf die Ubliche Weise dargestellt.

Endlich kommt noch die Methode von Gustav Embden
und Friedrich Kraus in Betracht, die fir die Bestimmung
der Milchséure im Blut und Leber ausgearbeitet wurde. Die
Flussigkeit, die nach Schenk mit Salzsaure und Sublimat
enteiweilst war, wurde von Uberschissigem Quecksilber mit
Schwefelwasserstoff befreit, das Filtrat im Vakuum bei einer
50° nicht Ubersteigenden Temperatur des Heizwassers stark

eingeengt und nach Ansauern mit Phosphorsdure und Sattigung
mit Ammonsulfat mit Ather extrahiert. Die Milchséaure, die

im Atherextrakt enthalten war, wurde Uber das Bleisalz ge-

reinigt und in das Zinksalz Ubergefihrt.
Es kann nach den erwdhnten Methoden die Milchséure
in den Korperflissigkeiten und den Organen bestimmt werden,

vorausgesetzt, dal3 die Milchsaure vollstandig durch Schiitteln
mit Ather extrahiert und von anderen gleichzeitig extrahierten

Sduren getrennt wird; allein es stellt sich heraus, dal} das
nach den angefihrten Methoden dargestellte Zinklactat manch-
mal so stark verunreinigt ist, dal man es Uberhaupt nicht
zur vollkommenen Krystallisation bringen kann, wie Gustav
Embden und Friedrich Kraus angeben und ich mich durch
eigens darauf gerichtete VVersuche tiberzeugen konnte. Aullerdem
kommt noch der Umstand in Betracht, dal bei’ Gegenwart
von dI- und d-Milchsdure die beiden mitbestimmt werden. Eine
Berechnung der d-Milchsdure aus der gewogenen Menge des
Zinklactats kann in diesem Fall daher nur ein unsicheres Re-
sultat liefern, auch dann, wenn das Zinklactat durch mehr-
malige Umkrystallisation gereinigt wird.

Um den Fehler der gravimetrischen Methoden mdglichst
zu beseitigen, arbeiteten 0. v. Furth und D. Ch”rnass!) ein
Verfahren aus, welches in seinen Grundziigen darauf beruht, daR
die Milchsaure in einer mit Schwefelsdure angesauerten Ldsung
durch Kaliumpermanganat zu Aldehyd oxydiert wird und daf}

*) 0. v. Furth u. D. Charnass, Biochem. Zeitschr., Bd. 2(5, S. [fm.
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der aus der Milchsdure entstandene Acetaldehyd nach der
Vorschrift von Ripper auf titrimetrischem Wege bestimmt
wird. Diesem Verfahren soll, nach Angabe der Verfasser, ein
Fehler von 10°/o anhaften, der wohl durch Uberoxydation des
Aldehydes bedingt sein dirfte. ‘S

Dieses Verfahren, das ja da, wo nur eine Art von den
Milchsauren zur Bestimmung kam, sich als recht brauchbar
erwies, gestattet leider keinen sicheren Schlufl auf die Menge
der in einem Gemisch von den Milchsdauren vorhandenen
d-Milchséure.

In Ermangelung einer zuverldssigen Methode fur die
quantitative Bestimmung der d-Milchsdure habe ich vor allem
mein Augenmerk auf das Lithiumsalz der d-Milchsdure ge-
richtet, dessen Rotationseinwirkung auf polarisiertes Licht nach
der grundlegenden Untersuchung von Felix Hoppe-Seyler
und Torasaburo Arakil) im innigsten Zusammenhang mit
der Konzentration seiner Losung steht, so dal ein Verfahren
der d-Milchsdurebestimmung wohl auf dieser Eigenschaft zu
begriinden ist. Es ergab sich nunmehr die Aufgabe, die Ab-
héngigkeit des Drehungsvermogens des Lithiumlactates von
der Konzentration seiner LOosung zahlenméliig anzugeben und
daraus eine brauchbare Formel abzuleiten.

I. Die Abhangigkeit der Rot&tlonswerte des Lithiumlactates von den
Konzentrationsgraden seiner Ldsungen.

Die Darstellung des d-Lithiumlactates ging stets vom
d-Zinklactat aus, das aus Fleischextrakt gewonnen wurde und
sich als vollig rein erwies. Zur Uberfilhrung des Zinklactates
in die Lithiumverbindung wurde die Loésung des ersteren mit
Schwefelwasserstoff behandelt, die vom Schwefelzink abfiltrierte
Flussigkeit unter vermindertem Druck bei einer 50° des Wasser-
bades nicht Ubersteigenden Temperatur eingeengt und im

Sutoschen Extraktionsapparat mit Ather extrahiert. Nach dem
Abdestillieren des Athers wurde der Riickstand mit Wasser

*) E. Hoppe-Seyler und T. Araki, Diese Zeitschr., Bd. 20, S. 365.
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verdinnt, mit reinem Lithiumcarbonat bis zu schwach saurer
Reaktion versetzt und auf dem Wasserbade bis zu beginnender
Krystallisation eingedampft. Die abgeschiedenen Krystalle wurden
zur Entfernung der anhaftenden freien Milchsdure zuné&chst
grindlich mit absolutem Alkohol, dann mit Ather ausgewaschen
und Uber Paraffin und konzentrierter Schwefelsdure im Exsik-
kator bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.

0,2087 g Lithiumsalz gaben 0,1190 g Lithiumsulfat = 7,19°/0 Li.

0,1407* » » 0,0810* x =7,25°/o0 *
Berechnet fur C8H50sLi: Gefunden:
7,230/0 Li. 7,190/0 Li.
\ 7,25°0 *

Fur meine Untersuchungen fand ein Landoltscher Po-

larisationsapparat mit dreiteiligem Gesichtsfeld aus der Werk-
statte von Fr. Schmidt und Haensch Anwendung. Die
Drehungswerte der Ldsungen des d-Lithiumlactates in den
verschiedenen Konzentrationsgraden wurden stets bei 20° und
Natriumlicht bestimmt und auf 2 dm-Rohrlange reduziert.

Tabelle 1.

pdc a p d ¢  a

0506 10022 0507 —015 3,882 10164 3946 — 1,05
1026 10041 1,030 -0,29 3910 10168 3976 -1.06
1155 1.0048 1161 —033 4900 10205 5001 —1,32
1288 10055 1295 -0,37 5856 10245 5999 —157
1987 10085 2,004 —057 6637 10284 6825 —176
2,068 10088 2076 —059 7587 10322 7831 -2,00
2500 10104 2526 -0,71 8360 10354 8656 -2,18
2969 10125 3,006 —083 9224 10391 958 -2,37
3018 10127 3,056 —0,83

p = die Gewichtsprozente des d-Lithiumlactates; d = die
Dichte der Losungen; ¢ = p X d; a = der beobachtete Dre-
hungswinkel.

Die Abhangigkeit von p, der Anzahl Gramme des d-Li-
thiumlactates in 100 g Losung, und a, dem fir Natriumlicht
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und 2 dm-Rohrlange gefundenen Werte, ist auf Fig. 1 graphisch
dargestellt worden. Auf der Abszisse ist p, auf der Ordinate a
angegeben.

Aus der obigen Kurve lait sich folgende Formel ableiten :

a = -0,286 p + 0,00342 p*......c.cer.... A.
Vergleicht man nun die nach der Formel A. berechneten
Werte mit den direkt von mir gemessenen, so findet man eine
befriedigende Ubereinstimmung zwischen den beiden Werten:

Tabelle 2.
a fur 2 dm Rohrlange a fir 2 dm Rohrlange
Die durch Die nach Die durch Die nach
P Messungen der Formel A P Messungen der Formel A
erhaltenen | berechneten erhaltenen  berechneten
Werte Werte Werte Werte
0,506 -0,15 —0,144 4,000 — — 1,09
1,000 — -0.28 4,900 -1,32 — 1,32
1,026 —0,29 — 0,289 5,000 — -1,35
1,155 -0,33 — 0,327 5,856 -1,57 -1,56
1,28« - 0,37 — 0,362 6,000 — -1,59
1,087 -0,57 — 0,555 6,637 — 1,76 — 1,78
2,000 — — 0,56 7,000 — -1,83
2,085 —0,59 — 0,575 7,587 -2,00 — 197
2,500 -0,71 -0,694 8,000 — -2,07
2,969 -0,83 — 0,818 8,360 -2,18 -2,15
3,000 — -0,83 9,000 — -2,29
3,018 —0,83 -0,832 9,224 -2,37 —2,35
3,882 —1,05 -1,058 10,000 — — 2,52

3,910 -1,06 -1,07
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Ist also der Wert a festgestellt, so lakt sich der Wert p
leicht nach der folgenden Formel berechnen:

0,286 —1 0,081796 -f 0.01368 a
0,00684
Die Abhéangigkeit von c, der Anzahl Gramme des Lithium-
lactates in 100 ccm Losung, und a, dem fur Natriumlicht und
2 dm-Rohrléange gefundenen Drehungswinkel, wird durch Fig. 2
wiedergegeben, die einer weiteren Erlduterung nicht bedarf.

Aus der Betrachtung der Kurve findet man mithin fur

die Berechnung des a folgende Formel:
a= —0,2864 ¢ + 0,00405 c*............. ,. G

Wie aus umstehender Tabelle zu ersehen ist, stimmen die
nach der Formel C. berechneten Werte a mit den durch die
Messungen erhaltenen recht gut Uberein:

Ist a fur eine L6sung von d-Llthiumlactat bekannt, so
ergibt sich ¢ der betreffenden Losung ohne weiteres aus
folgender Formel .

0,2864 —F0,082025 -1 0,0162 a

0,0081

I1. Bestimmung der d-Milchsaure in der wasserigen Lésung nach dem
polarimetrischen Verfahren.

Um die Frage zu entscheiden, ob die d-Milchsdaure in
der wasserigen Losung sich nach dem oben geschilderten Ver-
fahren bestimmen laRt, verfuhr ich zundchst wie folgt: Man
I6ste eine bestimmte Menge von reinem d-milchsaurem Zink
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Tabelle 3.
a fur 2 dm Rohrlange a fur 2 dm Rohrlange
c Die durch Die nach der c Die durch Die nach der
Messungen  Formel G Messungen  Formel G
erhaltenen  berechneten erhaltenen  berechneten
Werte Werte Werte Werte

0,507 —0,15 -0,144 4,000 -1,08
1,000 — -0,282 5,000 — -1,33
1.030 —0,29 -0,291 5,001 — 1,32 — 1,331
1,161 —0,33 -0,327 5,999 — 157 —1,572
1,205 -0,37 -0,364 6,000 — -1,57
2,000 — -0,557 6,825 — 1,76 — 1,766
2.004 -0,57 — 0,558 7,000 — —181
2,076 —0,59 —0,577 7,831 -2,00 -1,995
2,526 -0,71 — 0,698 8,000 — -2,03
3,000 — -0,823 8,656 -2,18 -2,176
3,006 —0,83 — 0,824 9,000 — —2,25
3.056 -0,83 — 0,837 9,585 -2,37 -2,373
3,046 -1,05 — 1,067 10,000 — -2,46
3,976 -1,06 — 1,075

in Wasser auf, erwarmte auf dem Wasserbade, setzte heil}
geséttigte Lithiumcarbonatlésung nach und nach im UberschuR
zu, erwarmte nach vollstandiger Ausféallung- noch 30 Minuten,
filtrierte dann von gebildetem basischen Zinkcarbonat und
wusch es mit kochendem Wasser aus. Das Filtrat und die
Waschwasser wurden vereinigt, auf dem Wasserbade bis auf ein
kleines Volumen eingedampft, in einen Melkolben gebracht
und mit dem Waschwasser der zum Eindampfen der Lithium-
lactatlosung benutzten Schale bis zur Marke gefillt. Man lied
nun 24 Stunden stehen, filtrierte durch ein trockenes Filter in
ein trockenes Gefall und polarisierte.

Versuch 1.

0,8557 g wasserfreies d-Zinklactat, entsprechend 0,6330 g
d-Milchsaure, wurden in der oben erwdhnten Weise in Lithium-
salz umgewandelt, mit Wasser auf50ccm aufgefillt und polarisiert.



Bestimmung der d-Milchsdure in Korperflissigkeiten und Organen. 391

l=2dm; a = — 0,373° aus a nach Formel D be-
rechnet, betragt ¢ 1,333.
Hieraus ergab sich:
1,333 X50
----- Jgg-----= 0,6660 g Lithiumlactat = 0,6253 g d-Milchséaure.
Es wurden sonach 98,79°/0 der in der LOsung
enthaltenen d-Milchsdure gefunden.

Versuch 2.

0,7343 g wasserfreies d-Zinklactat, entsprechend 0,5432 g
d-Milchsdure, wurden in Lithiumlactat umgewandelt, mit Wasser
auf 25 ccm aufgetillt und polarisiert.

= 2 dm; a = — 0,64°; nach Formel D laRt aus a sich
der Wert 2,309 fir c berechnen.

Hieraus ergab sich:

2 309 X 25 . _
-jQQ = 0,5772 g Lithiumlactat = 0,5415 d-Milchsaure.

Es wurden sonach 99,72°/0 der in der L&6sung
enthaltenen d-Milchsdure gefunden.

Versuch 3.

1,015 g wasserfreies d-Zinklactat, entsprechend 0,7509 g
d-Milchsaure, wurden in Lithiumsalz umgewandelt, mit Wasser
auf 25 ccm aufgefillt und polarisiert.

= 2dm; a= —0,87° c, aus a nach Formel D be-
rechnet = 3,179,
Hieraus ergab sich.
3179 X 25 o ]
Jgg- —=::0,7948 g d-Lithiumlactat=0,7457 gd-Milchsaure.

Es wurden sonach 99,31®/0 der in der Lo6sung

enthaltenen d-Milchsdure gefunden.

Versuch 4.

0,3888 g wasserfreies d-Zinklactat, entsprechend 0,2876 g
d-Milchsaure, wurden in Lithiumsalz umgesetzt, mit Wasser
auf 25 ccm aufgefullt und polarisiert.
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|l = 2dm; a=—0,34°; ¢, ans a nach Formel D be-
rechnet = 1,21.
Hieraus ergab sich:
121 X 25 o o
- ="0() = 0,302 g d-Lithiumlactat = 0,2833 g d-Milchsdure.
Es wurden sonach 98,51°0 der in der L&sung
enthaltenen d-Milchsaure gefunden.

Versuch 5.

0,6186 g wasserfreies d-Zinklactat, entsprechend 0,4576 g
d-Milchsaure, wurden in Lithiumsalz umgesetzt, mit Wasser
auf 25 ccm aufgefillt und polarisiert.

l = 2dm; a= — 0,54° ¢, aus a nach Formel D be-
rechnet = 1,938.

Hieraus ergab sich:

1,938 X 25 ' I _
————— Jjgjy— = 0,4845 g d-Lithiumlactat = 0,4546 g d-Milchsdure.

Es wurden sonach 99,34°/o der in der L&sung
enthaltenen d-Milchsaure gefunden.

Einige Versuche hatte ich auf folgende Weise ausge-
fihrt: Eine bestimmte Menge von reinem d-milchsauren Zink
wurde in Wasser gel6st, mit Phosphorsaure angesauert und
72 Stunden lang im Extraktionsapparat mit Ather extrahiert.
Der Destillationsriickstand des Atherauszugs wurde in Wasser
gelost, mit Lithiumcarbonat neutralisiert, mit Wasser auf ein
bestimmtes Volumen (25 ccm) aufgefullt und polarisiert.

Versuch 6.

0,4924 gd-milchsaures Zink, entsprechend 0,3643 g d-Milch-
saure, wurden nach dem obigen Verfahren in Lithiumsalz Gber-
gefiihrt und polarisiert.

| = 2dm: a = 043» ¢ = 1,55345.

Mithin :

1 5343X25 L o
----- = 0,3836 g Lithiumlactat = 0,35,99 g d-Milchs&ure.

Die Ausbeute betrug sonach 98,79°/o.
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Versuch 7.

0,5207 g d-milchsaures Zink, entsprechend 0,3852 g d-Milch-
saure, wurden auf gleiche Weise behandelt wie bei Versuch 6.

| =2dm; a = 0,46°, ¢ = 1,6444.

Mithin :
1 6444\/25 o i
—— = 0,4111 g Lithiumlactat == 0,3857 g d-Milchsdure,

Die Ausbeute betrug sonach 100,13°/0.

Versuch 8.

0,4883 g d-milchsaures Zink, entsprechend 0,3612 ¢
d-Milchsdure, wurden auf gleiche Weise behandelt wie bei
Versuch 6.

l=2dm; a= —0,43° ¢ = 1,5345.
Mithin:
1 5345 y 25 o )
—100—— = Lithiumlactat = 0,3599 g d-Milchsé&ure.

Die Ausbeute betrug sonach 99,64°/o.

Aus den mitgeteilten Versuchsreihen kann man
ohne weiteres folgern, dal3 die von mir ausgearbeitete
Methode bei der Bestimmung der d-Milchsaure in der
wasserigen LoOsung so leistungsfahig ist, dal3 die
damit erzielten Werte den Mengen der vorgelegten
d-Milchsaure fast gleich kommen.

I1l. Bestimmung der d-Milchsdure bei Gegenwart von dl-Milchsdure
nach dem polarimetrischen Verfahren.

Zur Erledigung der Frage, ob das polarimetrische Ver-
fahren zur Bestimmung der d-Milchsdure auch bei Gegenwart
von dI-Milchsdure ebenso gute Resultate gibt, waren die fol-
genden Versuche angestellt.

Versuch 1.

0,5020 g d-milchsaures Zink, entsprechend 0,3714 ¢
d-Milchsaure, -f- 0,5390 g dl-milchsaures Zink wurden in
Wasser gelost, stark mit Phosphorsaure angesauert und

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVII. 27
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72 Stunden im Extraktionsapparat mit Ather extrahiert. Die
in den Ather (bergegangenen Milchsauren wurden nach dem

Abdestillieren des Athers in Lithiumsalze tibergefiihrt, die Losung
mit Wasser auf 25 ccm aufgeflllt und polarisiert.

Il =2dm; a =—0,44°, ¢ = 1,5679.
Mithin:

1 5679 X 25 . :
100----- = 0,3920¢ Lithiumlactat = 0,3678g d-Milchsé&ure.

Es wurden sonach 99,03°/o0 der zugesetzten
d-Milchsaure gefunden.

Versuch 2.

0,3280 g d-milchsaures Zink, entsprechend 0,2427 ¢
d-Milchsaure, -f- 0,3040 g dI-milchsaures Zink wurden in
gleicher Weise wie bei Versuch 1 behandelt. Das Volumen der
Lithiumlactatlosung betrug 25 ccm.

| =2dm; a= — 0,29°; ¢ = 1,5679.
Mithin:
1,030 X 25 . L
100 0,2575 g d-milchsaures Lithium = 0,2416 g
d-Milchsaure.

Es wurden sonach 99,55°/0 der zugesetzten
d-Milchsaure gefunden.

Die angefuhrten Versuche zeigen uberein-
stimmend, dal} dI-Milchsaure keinen Einflu3 auf die
Bestimmung der d-Milchsdure nach dem polarime-
trischen Verfahren ausubt. Will man die Bestimmung
der d- und dI-Milchséure in einer wasserigen Losung, die ein
Gemenge dieser beiden Substanzen enthalt, ausfihren, so ver-
fahrt man wie folgt: Die beiden Milchsauren werden in Lithium-
salze Ubergefihrt. Man ermittelt zuerst die Menge der d-Milch-
saure auf dem polarimetrischen Wege und bestimmt dann
die Summe den d- und dI-Milchsdure nach der Methode von
V. Furth und Charnass; aus der Differenz ergibt sich die
Quantitat der dI-Milchsaure.
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IV. Bestimmung der d-Milchsaure bei Gegenwart von fllchtigen
Fettsauren nach dem polarimetrischen Verfahren.

Dall beim Zusatz von essigsaurem Natron das Drehungs-
vermdgen des Kaliumnatriumtartrats eine Abnahme erfahrt, ist
durch Longl) festgestellt. Es ist deshalb von Interesse, fol-
gende Fragestellung in Angriff zu nehmen: ob nicht das
Lithiumacetat irgend einen EinfluR auf das Drehungsvermdgen
des d-milchsauren Lithiums ausibe? ob das polarimetrische
Verfahren sich auch fiur die Bestimmung der d-Milchséaure bei
Gegenwart von Essigsaure anwendbar erweisen wirde?

Versuch 1.

0,5230 g d-milchsaures Zink, entsprechend 0,3869 g
d-Milchséure, + 1 g essigsaures Natron wurden in Wasser ge-
I6st und nach starkem Ansduern mit Phosphorsaure 72 Stunden
lang im Extraktionsapparat mit Ather extrahiert. Der Destil-
lationsriickstand des Atherextrates wurde in Wasser gelost
und mit Lithiumcarbonat neutralisiert, die Losung der Lithium-
salze wurde mit Wasser auf 25 ccm aufgefullt und polarisiert.

l = 2dm; a= — 0,46°; ¢ = 1,6444.
Hieraus ergab sich:
1 6444 X 25 . ]
Jaq = 0,4111 g Lithiumlactat = 0,3857 g d-Milchsaure,
Mithin:
d-Milchsdure in Gemenge = 0,3869 g
Gefundene d-Milchsaure = 0,3857 »

absoluter Fehler = 0,0012 g.
Fehler 0,31 °/o.

Versuch 2.

0,7670 g d-milchsaures Zink, entsprechend 0,5674 ¢
d-Milchsaure, -f 0,5 g essigsaures Natron wurden auf die
gleiche Weise wie in Versuch 1 behandelt.

¥ Long, zitiert nach Landoit: Das optische Drehungsvermdgen,
2. Auflage, 1898, S. 216-217.

27~
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l=2dm; a= — 0,66°; ¢ = 2,3827.
- Hieraus ergab sich:
2,3827 X 25 L o
00 0,5957 g Lithiumlactat = 0,5589 g d-Milchsaure.
Mithin:
d-Milchs&ure in Gemenge = 0,5674 ¢
Gefundene d-Milchsaure = 0,5589 »

absoluter Fehler = 0,0085 g.
Fehler 1,50°/0.

Die Bestimmung der d-Milchséaure bei Gegenwart
von Essigsaure liel3 sich also nach dem polarime-
trischen Verfahren in sehr befriedigender Weise
durchfuhren, indem von der zugesetzten Milchsaure
98,5—99,69°/0 wiedergefunden wurde. Es ist somit
erwiesen, dal das Drehungsvermogen des d-milch-

sauren Lithiums keineswegs durch das essigsaure
Lithium beeinfluf3t wird.

V. Bestimmung der d-Milchsdure im Harn nach dem polarimetrischen
Verfahren.

Die Frage nach dem Vorkommen der Milchséure im
Harne ist schon vielfach Gegenstand experimenteller Unter-
suchungen gewesen. Von einigen Autoren ganzlich geleugnet,
ist das Auftreten von Milchsaure im Harne bei gesunden
Menschen von andern behauptet worden. E. Heussl) spricht
sich in seiner Arbeit Uber das Vorkommen von Milchsaure im
menschlichen Harne auf das entschiedenste dagegen aus, daf}
die Milchsdure zu den normalen Harnbestandteilen gezahlt
werden durfte; denn es gelang ihm nicht, eine Spur von Milch-
saure selbst «in etwa 50 ! normalen Harns von ruhendem
Menschen» mit Sicherheit nachzuweisen. Abgesehen von den
alten Angaben von Lehmann, Langendorff und Momms
kam Ernst Jerusalem,?) der sich mit einem titrimetrischen
Verfahren zur quantitativen Bestimmung der Milchsdure in

¥) E. Heuss, Archiv f. experim. Pathol.u.Pharmakol., Bd.26, S.142.
*) Ernst Jerusalem. Biochem. Zeitschr., Bd. 12, S. 386.
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Organen und tierischen Flussigkeiten beschéaftigte, gerade zu
dem entgegengesetzten Resultate; er fand namlich «in einer
sehr Kkleinen Zahl von Fallen minimale Milchsduremengen» im
Harne von Gesunden und dulerte sich dartiber wie folgt: «Wir
glauben diesen Befund nicht auf irgend eine unter besonderen
Umstdnden im Harne mancher Personen auftretende unbe-
kannte Substanz zuriickfuhren zu missen, sondern auf den Um-
stand, dall eben kleine Milchsduremengen, die mit den bisher
Ublichen Methoden einfach nicht nachweisbar waren, auch im
normalen Harn auftreten durfen.» Diese Angabe hat eine
Bestatigung durch die Beobachtung von Hiromu Ishiharal)
erfahren, der zufolge in normalem Menschenharn im Mittel 0,08 g
Milchséure im Liter enthalten sind.

Bei dieser Sachlage konnte ich nicht umhin, unter Anwen-
dung vom polarimetrischen Verfahren den normalen Menschen-
harn auf d-Milchsdure zu untersuchen.

Versuch 1.

1000 ccm Harn von einem gesunden Menschen wurden
auf dem Wasserbade bis zum Sirup eingedampft und mit Alkohol
erschopft. Der Destillationsriickstand der Alkoholausziige wurde
in wenig Wasser aufgenommen, mit Phosphorsaure angeséuert
und 72 Stunden lang in einem Extraktionsapparat mit Ather
extrahiert. Man loste den Destillationsriickstand des Ather-
extraktes in Wasser auf, erwarmte mit Tierkohle und Lithium-
carbonat im UberschuB, filtrierte ab und wusch grindlich mit
heiBem Wasser aus. Das Filtrat und die Waschwasser wurden
auf dem Wasserbade stark eingeengt, in einen 26ccm-Kolben
gebracht, mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt, nach 24stiindigem
Stehenlassen durch trockenes Filter in ein trockenes Gefal
filtriert und in einem 2 dm langen Rohr polarisiert.

Es erwies sich die L6sung als vollig inaktiv.

Versuch 2.

1000 ccm Harn von einem Gesunden bei gemischter Kost
wurden auf die gleiche Weise wie bei Versuch *1 behandelt.

) Hiromu Ishihara, Biochem. Zeitschr., Bd. 50, S. 482.
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Es war im Atherextrakt keine Spur von d-Milchsaure
nachzuweisen.

Versuch 3.

1000 ccm Harn von einem Gesunden bei gemischter
Kost wurden auf die gleiche Weise wie bei Versuch 1 be-
handelt. Hier konnte auch nicht das Vorhandensein
von d-Milchsaure festgestellt werden.

Es sei hier gleich hervorgehoben, dal3 ich mehrmals groRere
Harnmengen von Gesunden bei verschiedener Kost stets mit
negativem Resultate auf die d-Milchséure untersucht habe.

Aus den mitgeteilten Versuchen geht mit grol3er
Wahrscheinlichkeit hervor, dall der normale
Menschenharn d-Milchsaure nicht in nachweisbarer
Mengel) enthalt. Man kodnnte nunmehr daran gehen, das
Problem zu l6sen, ob das polarimetrische Verfahren auch auf
die Ermittelung der d-Milchsdure im Harne anwendbar ist.

Versuch 4.

0,0635 g d-Milchséure, aus Zinklactat dargestellt und in
Natriumsalz Ubergefuhrt, wurden 1000 ccm Harn von einem Ge-
sunden zugesetzt, auf dem Wasserbade zum Sirup abgedampft
und mit Alkohol erschopft Die Destillation der Alkoholausziige
erfolgte unter dem verminderten Druck bei einer 500 nicht
Ubersteigenden Temperatur des Wasserbades und der Destilla-
tionsrickstand wurde nach dem Ansdauern mit 25 ccm konzen-
trierter Phosphorsaure, unter Zusatz von Tierkohle, 72 Stunden

lang im Extraktionsapparat mit Ather extrahiert. Der Destillations-
riickstand des Atherextraktes wurde in wenig Wasser gel6st, mit

Rleicarbonat im Uberschuf? und Tierkohle versetzt, eine Stunde

auf dem Wasserbade erhitzt, nach volligem Erkalten filtriert
und grundlich mit kaltem Wasser ausgewaschen. Das Filtrat
und die Waschwasser wurden vereinigt, mit Schwefelwasser-
stolF behandelt, vom Schwefelblei unter Nachwaschen mit Wasser

n Sollte d-Milchséure als normaler Harnbestandteil angenommen
werden, so betragt der Gehalt des Harns an derselben sicherlich nicht
mehr als 0,05 pro Mille, wie aus den Versuchen 4 und 5 zu ersehen ist.
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abfiltriert und im Vakuum bei 50° des Wasserbades auf kleines
Volumen eingeengt. Man brachte nun die eingeengte FlUssig-
keit in einen 25 ccm-MelRkolben, versetzte mit Lithiumcarbonat
im UberschuB, fullte nach Aufhéren der Kohlensuuréentwicklung
mit \\ a*ser bis zur Marke auf und filtrierte ab. in diesem
Filtrat wurde a gemessen.

l— 2dm; a = —0,07°; ¢ = 0,2469.
Hieraus ergab sich:
0 2469 X 25
100 = £ Lithiumlactat = 0,0579 g d-Milchsaure.

Die Ausbeute betrug sonach 91,18°/o.

Versuch 5.

0,0690 g d-Milchsaure als Natriumsalz zu 1000 ccm Harn
von einem Gesunden zugefligt und genau so behandelt wie
Versuch 4. Die erhaltene Lithiumlactatlésung wurde auf 25 ccm
aufgefallt, filtriert und polarisiert.

| = 2dm; a = — 0,08°; ¢ = 0,2802.
Hieraus ergab sich:
0 2802 X 25
HX) = 0,0701 g Lithiumlactat = 0,0659 g d-Milchsaure.

Die Ausbeute betrug sonach 95,51 °/o.

Versuch 6.
0,2212 g d-Milchséaure wurden als Natriumsalz zu 100 ccm
Harn von einem Gesunden hinzugefigt und in gleicher Weise
wie bei Versuch 4 behandelt. Die erhaltene Lithiumlactatlosung
wurde mit Wasser auf 25 ccm aufgefallt, filtriert und polarisiert.

l=2dm; a = — 0,26°; ¢ = 0,9198.
Hieraus ergibt sich:
0 9198X25

<< 100 "= = °>23°0 £ Lithiumlactat — 0,2158 g d-Milchs&ure.
Die Awusbeute betrug sonach 97,56°/o,

Versuch 7.

0,2765 g d-Milchsaure in Natriumsalz Gbergefihrt wurden
zu 100 ccm Harn von einem Gesunden hinzugeligt und in
gleicher Weise wie bei Versuch 4 behandelt.
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l=2dm; a = — 0,32°; ¢ = 1,1360.
Hieraus ergab sich:
11360 Y 25 . .
= 0,2840 g Lithitmlactat = 0,2664 g d-Milchs&ure.
Die Ausbeute betrug mithin 96,35°/0.
Die Tabelle ergibt eine Ubersicht der erhaltenen Werte.

Tabelle 4.

Menge der Menge des ~ Gefundene

Vor- zugeg_etzten Rohr- gefur?denen d-Milchsaure
suchs-  d-Milch- |ange a c Lithium- °lo der zu-
nummer ~ SUurc ¢ lactates gesetzten
g dm g g  Menge

0,0635 -0,07 10,2169 0,0617 0,05791 91,18

0,0690 —0,08 0,2802 0,0/01 0.0659 95,51

~N o o1 N

2

2
0,2212 2 -0,26 09198 0,2300 0,2158 97,56
0,2765 2 —032 11360 0,2840 0,2664) 96,35
Um die Frage zu entscheiden, ob bei der Bestimmung
der d-Milchs&ure im Harne auf dem polarimetrischen Wege die
Bleibehandlung entbehrlich ist, wurden die folgenden Ver-
suche ausgefihrt.

Versuch 8.

0,3288 g d-Milchsdure als Natriumsalz zu 100 ccm Harn
vom gesunden Menschen zugesetzt, eingedampft und mit Alkohol
extrahiert. Der Destillationsriickstand der Alkoholausziige wurde
in wenig Wasser gel6st und dann 72 Stunden im Extraktions-
apparat mit Ather bei phosphorsaurer Reaktion extrahiert. Der
Destillationsriickstand des Atherextraktes wurde nach Zusatz
von Wasser und Lithiumcarbonat mit Tierkohle entféarbt, filtriert
und grindlich mit heiBem Wasser ausgewaschen. Das Filtrat
und die Waschwasser wurden auf die gleiche Weise wie bei
Versuch 4 behandelt und dann polarisiert.

Il =2dm; a=—0,380;, c = 1,3531.
Hieraus ergab sich:
1,3531X25 N —
100 = 0,3383 g Lithiimlactat = 0,3174g d-Milchs&ure.

Die Ausbeute betrug sonach 96,53°/0o.
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Versuch 9.

0,6570 g d-Milchsaure als Natriumsalz zu 100 ccm Harn

vom Gesunden hinzugefiigt und in der gleichen Weise wie
bei Versuch 8 behandelt.

I =2dm; a = —0,75°% ¢ = 2,7235.
Hieraus ergab sich:
2,7235X25 o o
__100.. = 0,6809 g Lithiumlactat — 0,6388 g d-Milchs&ure.

Die Ausbeute betrug sonach 97,15°/o.

Versuch 10.

0,9864 g d-Milchsdure als Natriumsalz zu 100 ccm Ham

vom Gesunden hinzugefigt und auf die gleiche Weise wie bei
Versuch 8 behandelt.

1l =2dm; a = —1,10°; ¢ = 4,0765.

Hieraus ergab sich:
4 0765 X 25 . _—
--——ijqqg----- = 1,019 g Lithiumlactat = 0,9561 g d-Milchsdure.

Die Ausbeute betrug sonach 96,93°/o.

Die Ergebnisse sind ubersichtlich in folgender Tabelle
zusammen gestellt:

Tabelle 5.
Menge der Menge des ~ Gefundene
Ver- . - -

er zugesetzten Ruhr gefundenen d-Milchsaure
suchs-  d-Milch-  |3nge a c Lithium- "*/oderzu-
nummer  >2ure lactates .gesetzten
g dm g g Menge

8 0,3288 2 -0,38 11,3531 0,3383 0,3174 96,53

9 0,6576 2 —0,75 2,7235 0,6809 0,6:188 97,15

10 0,9864 2 —1,10 4,0765 1,0191 0,9561 96,93

Vergleicht man die in Tabelle 4 eingetragenen Werte
der gefundenen d-Milchsdure mit den in Tabelle 5 zusammen-
gestellten, so geht hervor, dal} das Verfahren mit Bleibehand-
lung keine besseren Resultate liefert als das Verfahren ohne
Bleibehandlung. Es kann also nicht bezweifelt werden,
dall bei der Bestimmung der d-Milchsdure im Harne
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auf dem. polarimetrischen Wege die Bleibehandlung
durchaus entbehrlich ist.

Endlich habe ich versucht, den mit d-milchsauren Salzen
versetzten Harn bei phosphorsaurer Reaktion direkt im Ex-
traktionsapparat mit Ather zu extrahieren und dadurch die
Ausbeute an d-Milchsdure zu vermehren.

Versuch 11.

0,5909 g d-Milchsaure als Natriumsalz zu 100 ccm Harn
vom Gesunden hinzugefuigt, mit 15 ccm konzentrierter Phosphor-
saure angesauert und 72 Stunden im Extraktionsapparat mit
Ather extrahiert. Der Destillationsriickstand des Atherextrakts

wurde mit wenig Wasser aufgenommen, mit Lithiumcarbonat
im UberschuB auf dem Woasserbade digeriert, mit Tierkohle
entfarbt, filtriert und grindlich mit heiBem Wasser ausge-
waschen. Das Filtrat und die Waschwasser wurden im Va-
kuum bei 50° des Heizwassers stark eingeengt, in einen
25 ccm-Kolben gebracht, mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt,
filtriert und polarisiert.

Il =2dm; a= —0,70°; ¢ = 2,5358.
Hieraus ergab sich:
2 5358 X 25 o _
100 == Lithiumlactat = 0,5943 g d-Milchsaure.

Die Ausbeute betrug sonach 100,65°/0.

Versuch 12.

0,5909 g d-Milchsaure als Natriumsalz zu 100 ccm Harn
vom Gesunden hinzugefigt und auf die gleiche Weise wie bei
Versuch 11 behandelt.

l=2dm; a =—0,69»; ¢ = 2,4975.

Hieraus ergab sich:
2 4975X25 o N
——joQ-----=0,0244 g Lithiumlactat = 0,5858 g d-Milchsaure.

Die Ausbeute betrug sonach 99,14°/o.
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Versuch 13.

0,8273 g d-Milchsdure als Lithiumsalz zu 100 ccm Harn
vom Gesunden hinzugefugt und auf die gleiche Weise wie
bei Versuch 11 behandelt.

Il =2dm; a = —0,95° c¢ = 3,48809.
Hieraus ergab sich:

= 0,8722 g Lithiumsalz = 0,8183 g d-Milchséure.
Die Ausbeute betrug sonach 98,91 /(-

Versuch 14.

0,2364 g d-Milchsaure als Lithiumsalz zu 100 ccm Harn

vom Gesunden hinzugefiigt und auf die gleiche Weise wie bei
Versuch 11 behandelt.

| = 2dm; e = —0,28°;, ¢ = 0,9913.
Hieraus ergab sich:
09913X25 . .
- 10q — = 0,2478 g Lithiumsalz = 0,2325 g d-Milchsé&ure.

Die Ausbeute betrug sonach 98,35°/«.
Zur leichteren Ubersicht leite ich aus den geschilderten

Versuchen folgende Tabelle ab:

Tabelle 6.

Menge der Menge des Gefundene
Rohr- : u
zugesetzten gefundenen d-Milchséaure
suchs- d-Milch-

Ver-

\ lange a ¢ Lilhium- (Joder zu-
nummer 24 lactates gesetzten
g dm g g | Menge
11 0,5909 2 -0,70 2,5358 0,6339 0,5943 100,65
12 0,5909 2 — 0,69 2,4975 0,6244 0,5858 99,14
13 0,8273 2 — 0,95 3,4889 0,8722 0,8183 98,91
14 0,2364 2 -0,28 0,9913 0,2478  0,2325; 98,35

Aus der Tabelle 6 ist zu ersehen, dal die direkte
Extraktion der d-Milchsadure aus dem mit Phosphor-
sdure angesauerten Harne mit Ather recht befrie-
digende Resultate lieferte, indem von der zugesetzten
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d-Milchsaure 98,35— 100,65°/o wieder gefun den wurden.
Dieser Gang der Analyse ist deshalb recht empfehlens-
wert.

VI Bestimmung der d-Milchsaure in Muskeln nach dem polari-
metrischen Verfahren.

Wenn man die Milchsdure, resp. die milchsauren Salze
aus dem Muskelbrei mit siedendem Wasser auszieht und dieses
Verfahren oft wiederholt, so erhalt man schliellich Ausziige,
die keine Spur von milchsauren Salzen mehr zu enthalten
scheinen. Dall der so erschopfte Muskelbrei dennoch nicht
unerhebliche Mengen von den milchsauren Salzen einschliefit,
hat vor kurzem Julius Mondscheinl) durch Untersuchung
auller Zweifel gestellt. Diese konnen nach v. Furth2) be-
stimmt werden, wenn man den Muskelbrei durch Kochen mit
10°/oiger Natronlauge aufschliel3st und dann aus der Ldsung das
Eiwei durch Zusatz von Kochsalz in der Siedehitze ausfallt.
In Ubereinstimmnng mit der Angabe von Julius Mondschein
habe auch ich die Beobachtung gemacht, dal die Bestimmung
der Milchsaure in den Muskeln nur dann mdoglich ist, wenn

man zunachst die Muskelmasse durch Kochen mit verdinnter
Schwefelsaure aufschliet und dann den Uberschuf? von Schwefel-

saure mit Barytwasser entfernt.

Es muBte nun untersucht werden, welche von den beiden
AufschlieBungsmethoden das Vorziglichste fir die Bestimmung
der d-Milchsdure anf dem polarimetrischen Wege leistet. Zu
diesem Zwecke waren die folgenden Versuche angestellt.

Versuch 1.

Zerhacktes Rindfleisch wurde in zwei gleiche Portionen
A und B von je 70 g geteilt.

Portion A. Diese Portion wurde nach der Vorschrift
von Julius Mondschein mit siedendem \Wasser ausgezogen
und der Auszug und das Koagulum getrennt auf d-Milch-
saure untersucht.

) Julius Mondschein, Biochem. Zeitschrift, Bd. 42, S. 118.
*) v. Farth, a. a. 0.
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Der Auszug wurde zum dinnen Sirup eingeengt und mit
Alkohol erschopft. Der Destillationsrickstand des Alkohol-
extraktes wurde bei phosphorsaurer Reaktion 72 Stunden im
Extraktionsapparat mit Ather extrahiert, aus dem Alherextrakt
auf die Ubliche Weise das Lithiumlactat dargestellt, die Losung
des letzteren auf 25 ccm gebracht, filtriert und polarisiert.

l=2dm; « = — 0,63°; = 2,2716.

Hieraus ergab sich:

2 2716X25 . _
= 8 Lithiumlactat = 0,5328 g d-Milchsdure.

Das Koagulum wurde durch Erhitzen mit Natronlauge
aufgeschlossen, die resultierende Ldsung durch Sattigung mit
Kochsalz in der Siedehitze und Ansduern mit Schwefelsdure
vom Eiweil3 befreit; die eiweildfreie Losung wurde auf die gleiche
Weise wie der Auszug behandelt. Das Volumen der Lithium-
laetatlosung betrug 25 ccm.

l=2dm; a= —0,02°: ¢ = 0,0704.
Hieraus ergab sich:
0 0704X25 o )
— lgg-—--—-- = 8 Lithiumlactat == 0,0165 g d-Milchsé&ure.
d-Milchsdure aus dem Auszug... = 0,5328 ¢

d-Milchsdure aus dem Koagulum = 0.0165 »

Summa = 0,5493 ¢

Portion B. Diese Portion wurde mit 300 ccm Wasser und
1,5 ccm konzentrierter Schwefelsaure versetzt und 11/* Stunden
unter zeitweisem Ersatz des verdampfenden Wassers gekocht.
Dabei l6ste sich die ganze Masse bis auf wenige Fl6ckchen.
Die Flussigkeit wurde durch Baryt von Schwefelsdure, durch
Kohlensdure von Uberschissigem Baryt befreit und auf dem
Wasserbade zu einem dunnen Sirup (etwa 30 ccm) abge-
dampft. Der Sirup wurde mit lIOfachem Volumen 95°/oigen
Alkohols versetzt, nach 48standigem Stehenlassen die klare
alkoholische Losung abgegossen und der Rulckstand zweimal
mit 150 ccm siedenden 95°/oigen Alkohols extrahiert. Der
Destillationsriickstand der alkoholischen Ausziige wurde in
Wasser gel6st, mit Phosphorsdure stark angesduert und
72 Stunden im Extraktionsapparat mit Ather extrahiert. Der
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Destillationsriickstand des Atherextrakts in wenig Wasser ge-

I6st, in 25 ccm-Kolben Ubergefiihrt, mit Lithiumcarbonat im
Uberschiisse versetzt, mit Wasser genau bis zur Marke ein-
gefullt, filtriert und polarisiert.

| = 2dm; a=— 0,64°; ¢ = 2,3090.

Hieraus ergab sich:

2 3090 X 25 I —
----- = 0,5772 g Lithiumlactat = 0,5415 g d-Milchsé&ure.

Versuch 2.

Vom zerhackten Rindfleisch wurden zwei gleiche Teile
A und B zu je 70 g abgewogen.

Portion A. Aus dieser Portion wurden nach Angabe
von Mondschein der Wasserauszug und das Koagulum her-
gestellt.

Die Bearbeitung des Wasserauszugs geschah auf die
gleiche Weise wie bei Versuch 1. Das hierbei erhaltene Lithium-
lactat wurde mit demjenigen aus dem Koagulum vereinigt und
zur Bestimmung der d-Milchséure verwendet.

Die Aufschlielung des Koagulums erfolgte genau nach der
Vorschrift von Mondschein. Aus der resultierten Ldsung ent-
fernte man die Hauptmenge des Eiweilies durch Neutralisation
mit verduinnter Schwefelsédure ohne Zusatz von Kochsalz, dampfte
das Filtrat auf dem Wasserbade zu einem dinnen Sirup ab
und erschopfte den Sirup mit Alkohol. Der Destillationsrick-
stand des Alkoholextraktes wurde zuerst zur Entfernung der
fettigen Substanzen bei sodaalkalischer Reaktion 24 Stunden

und dann bei phosphorsaurer Reaktion 72 Stunden im Ex-
traktionsapparat mit Ather extrahiert. Die d-Milchsaure, welche

beim Abdestillieren des Athers zuriickblieb, wurde durch Zu-

satz von Wasser und Lithiumcarbonat in Lithiumlactat Gberr
gefuhrt, samt dem aus dem Wasserauszug erhaltenen Lithium-
lactat in 25 ccm-Kolben gebracht, mit Wasser bis zur Marke
aufgefillt, umgeschittelt, filtriert und polarisiert.

l=2dm; a= —0,69°; ¢ = 2,4938.

Hieraus ergab sich:

2 4938 X 25 . _—
——--—--=10,6235 g Lithiumlactat = 0,5850 g d-Milchsaure.
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Es wurden gefunden:

0,5850 g d-Milchsaure in 70 g Muskelportion A.

Portion B. Diese Portion wurde durch mit-5 pro Mille
Schwefelsgure aufgeschlossen und dann auf die gleiche Weise
wie bei Portion B in Versuch 1 behandelt. Die hergestellte
Lithiumlactatlésung in einen Kolben von 25 ccm eingegossen,
mit Wasser genau bis zum Teilstrich aufgefallt, filtriert und
polarisiert.

Il = 2dm; a = — 0,67*; ¢ = 2,4197.

Hieraus ergab sich:
2,4197X25 e _

————— ICXr = 776079 8 Lithiumlactat = 0,5675 g d-Milchsdaure.

Die mitgeteilte Untersuchung hat bewiesen, dal} bei Auf-
schlieBung der Muskelsubstanz nach Julius Mondschein die
Ausbeute an d-Milchsdure eine bessere ist als bei AufschlieBung
der Muskelsubstanz mit Schwefelsgure von 5 Volumen pro Mille
in der Siedehitze. Wenn nun auch beim Eindampfen der nach
der Alkalimethode hergestellten Muskellosung reichliche Ab-
scheidung der Salze erfolgt, die die nachherige Extraktion der
milchsauren Salze mit Alkohol erschwert, und wenn auch schwer-
lich ein Gewinn an Zeit damit verkndpft ist, halte ich doch fir
empfehlenswert, die Alkalimethode in der bei Portion A in
Versuch 2 beschriebenen Form auf die AufschlieBung der Muskel-
substanz anzuwenden.

Jetzt stellte ich mir die Aufgabe, die Genauigkeit, mit
der die d-Milchsaure in den Muskeln auf dem polarimetrischen
Wege bestimmt werden kann, festzustellen. Zur Ldsung dieser
Aufgabe wurden folgende Versuche angestellt.

Versuch 3.

Die Muskeln von Kaninchen wurden durch die Fleisch-
maschine in einen gleichméligen Brei verwandelt, von dem
vier Portionen von je 70 g abgewogen und nach dem oben
beschriebenen Verfahren auf d-Milchsdure untersucht wurden,
und zwar Portionen a und b sofort, Portion ¢ nach Zusatz
von 1,0347 g Zinklactat und Portion d nach Zusatz von 1,1584 g
Lithiumlactat.
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Portion a. Die erhaltene Lithiumlactatlosung wurde auf
25 ccm aufgefullt und in 2 dm langem Kohr polarisiert,

a = — 0,46«; ¢ = 1,6444.
Hieraus ergab sich:
1,6444X25

100 = 0,4111 g Lithiumlactat = 0,3857 g d-Milchsaure.

Portion b. Die erhaltene Lithiumlactatlosung wurde
auf die gleiche Weise wie bei Portion a behandelt.
| = 2dm; a = —0,47«; ¢ = 1,6816.

Mithin:
1,6816X25
100

Es wurden sonach gefunden:
Portion a = 0,3857 g d-Milchsaure
» b= 0,3944 *
Mittel =0,3901 ¢
Bei Portionen ¢ und d gibt die Differenz zwischen diesem
Mittelwert 0,3901 und den gefundenen d-Milchsduremengen
die zugesetzte d-Milchsalure an.
Portion c. Die erhaltene Lithiumlactatldsung wiurde in
oben beschriebener Weise behandelt.

= 0,4204 g Lithiumlactat = 0,3944 g d-Milchsaure.

l = 2dm; a = —1,27«; ¢ = 4,7543.
Mithin:
4,7513X25 /

TOCT "™ = 1,1886 8 Lithiumlactat = 1,1151 g d-Milchs&ure.
Gefundene d-Milchsaure..........ccccocvvivenn. . = 11151 ¢
Mittelwert der préexistierenden d-Milchsdaure . = 0,3901 »
Wiedergefunden von 0,7655 g zugesetzter

d-Milchsaure...........ccccoevevenn = 0,7250 ¢

Es wurden somit von der zugesetzten d-Milch-
saure 94,72°/« wriedergefunden.

Portion d. Die Untersuchung der erhaltenen Lithium-
lactatlosung geschah wie sonst.

| =2dm; a = —1,58°;, ¢ = 6,0309.

Mithin :
6,0309X 25

100 = 1,5077 g Lithiumlactat = 1,4145 g d-Milchsaure.
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Gefundene d-Milchséaure 1,4145 ¢

Mittelwert der préexistierenden d-Milchsdure . = 0.3901 »
Wiedergefunden von 1,0H6S g zugesetzter

A-MIICNhSAUre..........ooeeeeeeeeee e 1,024

Es wurden also von der angewandten d-Milch-
saure 94,26°o0 wiedergefunden.

Die folgende Tabelle gibt die Ubersicht der erhaltenen
Ergebnisse:

Tabelle 7.

) Daraus Menge Daraus  Wieder-
Hier der rechnete gefun- rechnete “o" %"
der  zugesetzen  d-Milch- a ¢ denen d-Milch- pesotzton
Por- L actate saure- | | | . Lithium- sdure- damitic
tionen menge lactates menge  »*"°

? - 9 g g
a 0 0 -0,46 16444 0.4111 0,3857 -
b 0’ 0 -0,47 1,6816 0,4204 03944
¢ 10347 Zn-Lactat 0,7655 -1.2-47543 11886 1.1151 04.72
d 11584 Li- » 1.0868 -1,586,0309 15077 1,1145 04.26
Versuch 4.

Von zerhackten Kaninchenmuskeln wurden Portionen a
und b zu je 90 g abgewogen.
Portion a. Die Bearbeitung geschah wie sonst. Die

erhaltene Lithiumlactatlosung wurde auf 25 ccm aufgefillt
und polarisiert.

| = 2dm; a = —0,52°; ¢ = 1,8642.
Mithin
1,8642X25 A . :
Joy — 0,4661 g Lithiumlaetat = 0,4373 g d-Milchsdaure.

Portion b. 0,6195g Zinklactat = 0,4583g d-Milchséure
zu Muskelbrei zugefugt und auf obige Weise behandelt.

Il =2dm; a = —1,00° c = 3,6839.
Mithin:
3,6839X25 . o
100 — 0,9210 g Lithiumlaetat = 0,8641 g d-Milchsé&ure.
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«fefundene d-Mdchsdure = 0,8641 ¢
I'raexistierende d-Milchséure. - - - - _ _ = 0,4373 »
Wiedergefunden von 0,4583 g zugesetzter

d-Milchsaure. 0,4268 g

Es wurden also von der .zugesetzten d-Milch-
saure 03,12% wiedergefunden.

Wie aus den Ergebnissen von Versuchen 3 und 4 zu
ersehen ist, betrdgt die Ausbeute an der zum Muskelbrei zu-

des verlangten Wertes. Es unterliegt sonach keinem
Zweifel, dall d-Milchsadure in Muskeln auch nach der
von mir ausgearbeiteten optischen Methode bestimmt
werden kann.

Verfehlen will ich nicht, hervorzuheben, dal} es Julius
Mondscheinl) gelang, kleine Mengen freier R-Oxybuttersaure
im normalen Muskel nachzuweisen. Obgleich ich weit davon
entfernt bin, diese Angabe in Abrede zu stellen, bin ich doch
davon fest Uberzeugt, dafl unter normalen Verhdltnissen eine
so geringe Quantitat der [-Oxvbuttorsdure, die «anscheinend
fur die Aciditat des Muskels kaum in Betracht» kommt, keinen
nennenswerten Einflul auf die Bestimmung der d-Milchsdure
nach dem polarimetrischen Verfahren austbt.

VIl. Bestimmung der bei der Muskelautolyse gebildeten d-Milchséaure
nach dem polarimetrischen Verfahren.

Man hat sich wiederholt die Frage vorgelegt, ob nicht
in den Muskeln ein milchsdurebildendes Ferment vorhanden
ist, welches nach dem Absterben der Muskelzellen noch seine
Wirkung entfalten kann. Das Verdienst, diese Frage zuerst
auf experimentellem Wege entschieden zu haben, gebuhrt
Katzuji Inouye und Kenro Kondo.2) Sie digerierten die
Muskeln von verschiedenen Tieren, wie Hunden, Kaninchen,
Hihnern, Karpfen, mit Chloroform oder Toluol enthaltendem
Wasser bei Bruttemperatur und beobachteten reichliche Bildung

Il Julius Mondschein, a. a. 0., S. 123.
") K. Inouye und K. Kondo, Diese Zeitschr., Bd. 54, S. 481.
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von d-Milchsdure, die vom 1. bis zum 4. Tage andauerte. Diese
Milchsaurebildung wurde aber durch Kochhitze vollstdndig auf-
gehoben. Da das Leben der tierischen Zellen in Gegenwart
von Toluol und Chloroform unmdglich ist, und da die Koch-
hitze allen fermentativen Wirkungen ein Ende machen muB,
so haben die genannten Autorenl)* den Satz aufgestellt,
daB «die Entstehung der Hechtsmilchsdure in den autolvsierten
Muskeln nicht mit dem Zelleben im direkten Zusammenhang
steht, sondern als rein chemischer VVorgang zu betrachten ist.*
Dagegen ist von W. M. Fletcher*) der Gedanke ge&ullert
worden, dal} die Muskelzellen sowohl bei Sdugetieren als bei
Amphibien nur im lebenden Zustande Milchsaure zu bilden
vermoOgen, und daR «there is no subsequent «autolytic» pro-
duction of lactic acid by muscle.* Dieser Gedanke hat aber
Jede Bedeutung und Berechtigung eingebuft, seitdem durch
Embden und seine Mitarbeiter3) gezeigt worden ist, dal
eine erhebliche Zunahme der Milchsdure im zellfreien Muskel--
prelsaft «nach 1 bis 2stdndigem Stehen des letzteren bei 40°»
erfolgt.

Im Anschluf? an die fermentative Milchséaurebildung haben
K. Inouye und K. Kondo sehr interessante Beobachtungen
gemacht, denen zufolge bei der Uber 5 Tage fortgesetzten Autolyse
der Muskeln sich stets eine milchsdurezerslorende Wirkung
geltend macht. DaR diese Milchsdaurezerstorung weder durch
Mitwirkung der Mikroorganismen noch «durch eine vermehrte
Milchsaurebindung durch Eiweil» verursacht ist, vielmehr
einem fermentativen Vorgang zuzuschreiben ist, hat Nico laus
Ssobolend) durch die unter Leitung v. Furths ausgefihrlen
Versuche aufler Zweifel gestellt.

Die nachstehenden Versuche waren der Erledigung der
Frage gewidmet: ob die Milchsdure, welche in den autoly-
sierten Muskeln entsteht und beim Fortschreiten der Autotvse

*» K. Inouye und K. Kondo, a. a. O., S. 494.

a W. M. Fletcher. Journ. of Physiol., Bd. 43, S. 287—312.

3) G. Embden und seine Mitarbeiter, Biochem. Zeitschr., Bd. 45,
8. 45, 80.

b Nicolaus Ssobolen. Biochem. Zeitschr., Bd. 47, S. 307.



H- J. Yoshikawa.

der Zerstérung anheimféllt, mit d-Milchsdaure identisch ist.
Die Art der AufschlieBung der Muskelsubstanz war genau
so wie oben beschrieben und die Bestimmung der darin

enthaltenen d-Milchsdure fand stets auf polarimetrischem
Wege statt.

Versuch 1.

Ein gut erndhrter Hund wurde durch Verblutung aus der
Carotis getotet. Die abpraparierten Muskeln wurden mit der
Fleischhackmaschine in einen Brei verwandelt und 4 Portionen
zu je 150 g abgewogen. Die Portionen 2 bis 4 wurden mit
000 ccm des nach der Vorschrift von Tamau Kikkojil)
hergestellten Chloroformwassers durchgemischt und bei 38°
digeriert. Alle digerierten Portionen erwiesen sich, vor der
Verarbeitung auf d-Milehsdure bakteriologisch untersucht, als
vollig steril. Die erhaltene Lithiumlactatlésung wurde bei allen
4 Portionen auf 25 ccm aufgefillt, filtriert und in 2 dm langem
Bohr polarisiert. Die beifolgende Tabelle zeigt die Ergebnisse.

Tabelle 8.
Nummer Gewicht Dauer Daraus berechnete Menge
der  -der , der « ¢ desLithium*  der
Portionen TUSkeIn Digestion | | lactates  d-Milchsaure
g g
1 150 Sofort. 58 20864 0,5216 0,4894
verarbeitet ' ' MR :
2 . i50 2 Tage —0,87 3.1852 0,7963 0.7471
3 | 150 4 * —0.88 3.2222  0,8056 0,7558
4 | 10 14, - 0,72 26173 0.6543 0,6139
Versuch 2.

Vom Muskelbrei von einem Kaninchen wurden 3 Portionen
zu je 150 g abgewogen, die erste sofort auf d-Milchsaure ver-
arbeitet, die Ubrigen jede fir sich nach der Digestion mit

) T. Kikkoji, Diese Zeitschr., Bd. (»3, S. 109.
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600 ccm Chloroformwasser. Die digerierten Portionen waren
steril. Die erhaltene Lithiumlactaltésung wurde bei allen Por-
tionen auf 25 ccm aulgefillt, liltriert und in 2 dm langem Hohr

Hohr polarisiert. Die Resultate sind in folgender Tabelle zu-
sammengestellt.

Tabelle 9.
Nummer Gewicht Bauer Daraus berechnete Menge
der der der « er desLilhium=* der
Portionen Muskeln i Digestion laetates  d-Milchsaure
g g ff
Sofort
1 150 orort - 501,7901  0.4475 0,4198
verarbeitet
2 150 1 Tag — 0.97 3,5679 0,8920 0.8309
” 150 4 Tage — 1,003,6790 0,919« 0.8630

Versuch 3.

Von den zerhackten Kaninchenmiskeln wurden 4 Portionen
zu je 100 g abgewogen, die erste sofort auf d-Milchséure ver-
arbeitet, die tbrigen jede fir sich nach der Digestion mit 1000 ccm
Chloroformwasser. Alle digerierten Portionen erwiesen sich
als steril. Die erhaltene Lithiumlactatlisung wurde bei allen
4 Portionen auf 25 ccm aufgefillt, liltriert und in 2 dm langem
Hohr polarisiert. Die Ergebnisse Ubersieht man aus nach-
stehender Tabelle.

Tabelle 10.
Gewicht | Daraus berechnete Menge
Nummer Dauer
der der ! der u ¢ desLithium* der
Muskeln | N N
Portionen Digestion lactates d-Milchséure
g ' * 9
Sofort
1 100 verarbeitet -0,58 __, 0,5216 0,4894
2 100 1 Tag — 0,76 2,7654 0,6914 0,6487
3 100 2 Tage -0,77 2,8024 0,7006 0,6573

4 100 14 > — 0,73 2,6481 0,6620 0,6211
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Wie aus den angefuhrten Versuchen zu ersehen
ist, gelang es mir, mit Hilfe des von mir ausge-
arbeiteten polarimetrischen Verfahrens festzustellen,
einerseits dall bei der Autolyse der Muskeln der
Saugetiere bei Bruttemperatur tatsachlich die Bil-
dung von d-Milchsdaure ohne Mitwirkung von Mikro-
organismen erfolgt und anderseits, dal3 bei der Auto-
lyse von langer Dauer sich eine fermentative Zer-
storung der d-Milchsédure geltend macht, wenn auch
nicht in so hohem Grade, wie B. S. Frewl) bei seinen
Versuchen gefunden hatte.

VIII. Bestimmung der d-Milchsaure in der Leber nach dem
polarimetrischen Verfahren.

Nachdem ich bewiesen habe, daR meine polarimetrische
Methode fur Ermittelung der d-Milchséure in den Muskeln Vorziig-
liches leistet, erscheint es wiinschenswert, festzustellen, ob sich
der Gehalt der anderen tierischen Organe an d-Milchsdure auch
aufdem polarimetrischen Wege bestimmen 1&Rt. Hierzu einen
Beitrag zu liefern, sind die nachstehenden Untersuchungen unter-
nommen worden. Als Versuchsmaterial dienten Lebern von
Rind und Kaninchen. Die AufschlieBung der Lebern und die
weitere Verarbeitung der aufgeschlossenen Leberlosung ge-
schahen auf die gleiche Weise, wie bei Muskeln.

Versuch 1.

Vom Brei der frischen Rindsleber wurden 5 Portionen
zu je 150 g abgewogen und folgendermalien behandelt.

Portion a. Sofort auf d-Milchsdure verarbeitet. Die
erhaltene Lithiumlaetatlosung auf 25 ccm gebracht, filtriert
und polarisiert.

Il = 2dm; a = - 0,28«; ¢ = 0,98%.

Mithin:
0,9896 X 25

100 0,2474 g Lithiumlactat = 0,2321 g d-Milchséure.

9 H 8. Frew, Diese Zeitschrift. Bd. GO. S. 15.
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Portion b. Sofort auf d-Milchsaure verarbeitet. Die
erhaltene Lithiumlactatlésung wurde auf 25 cetn aufgefullt,
filtriert und polarisiert.

Il = 2dm; ¢« = — 0,30°; e = 1,0620.
Mithin:
'J’Q?&?OV & = * Lithiumlactat = 0.2491 g d-Milchséaure,

Es wurden sonach gefunden:
in Portion a 0,2321 g d-Milchsaure
b 0,2491 >
Mittel 0,2406 g d-Milchsaure.

Portion c. 0,2284 g Lithiumlactat = 0,2113 g d-Mihh-
sdure zu Leberbrei hinzugefigt und dann auf d-Milchséaure ver-
arbeitet. Die erhaltene Lithiumlactatlésung wurde auf 25 ccm
aufgefullt, filtriert und polarisiert.

Il = 2dm; a = — 0,52°: ¢ = 1,8042.

Mithin ;
1,8642X25 o, ] ]

100----- = ) g Lithiumlactat = 0.4373 g d-Milehsauie.
Gefundene d-Milchsdure _ _ - _ - _ - _ — 0.4373 g
Praexistierende d-Milchsaure _- - - - - _ _ —— 0,2406

Wiedergefunden von 0,2143g zugesetzter
d-Milchsaure ..., = 0,1967 ¢

Es wurden also von der zugesetzten d-Milch-
saure 91,7S°/o wiedergefunden.

Portion d. 0,4508 g Lithiumlactat = 0,4280 g d-Mileh-
sdure zum Leberbrei hinzugefigt und dann auf d-Milchsaun*
verarbeitet. Die erhaltene Lithiumlactatlésung wurde auf 25 c«*in
aufgefullt, filtriert und polarisiert.

| = 2dm; « = — 0,75ft ¢ = 2.7280. .
Mithin:
e
2 oI X 25 = 0,6820 g Lithiumlactat = 0,6399 g d-Milchsaure.
Gefundene d-Milchsaure..........ccccocvvinenn oo = 0.0399 g
Praexistierende d-Milchsaure........................ Lo 0,2400

Wiedergefunden von 0,42S6 g zugesetzter
d-Milchsaure.............cccooiviieiieccen, = 0,3993 g
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Es wurden also von der zugesetzten d-Milch-
saure 93,16"/o wiedergefunden.

Portion e. 0,9136 g Lithiumlaetat = 0,8571 g d-Milch-
siiure zum Leberbrei hinzugefigt und dann auf d-Milchsdaure
verarbeitet. Die erhaltene Lithiumlactatlosung wurde auf 25 ccm
aufgefullt, filtriert und polarisiert.

| = 2dm; a = — 1.22°, ¢ = 1.5500.

Mithin:

I "™0Gv »

=1,1390 g Lithiumlaetat = 1,0080 g d-Milchsaure.

Gefundene d-Milchsaure......................... .= 1.0080 ¢

Préexistierende d-Milchsaure.........c.ccccoeovvvvennne = 0.2100 »

Wiedergefunden von 9,8571 g zugesetzter
d-Milchsaure : .. = 0,8280 g

Es wurden also von der zugesetzten d-Milch-
saure 96,61 g wiedergefunden.

Versuch 2.

Vom Urei der frischen Hundeleber wurden 2 Portionen
zu je 8(t g abgewogen und behandelt wie folgt.

Portion a. Sofort auf d-Milchsiure verarbeitet. Die
erhaltene Lithiumlactatlosung wurde auf 25 ccm aufgefillt,
filtriert und polarisiert.

| = 2dm; « = — 0,1.5° ¢ = 0.53009.

Mithin:
05309V 2 = 0,1327 g Lithiumlaetat = 0,1245 g d-Milchséure.

Portion b. 0.5958 g Lithiumlaetat = 0,5590g d-Mileh-
saure zum Leberbrei hinzugefiigt und dann auf d-Milchséure
verarbeitet. Die erhaltene Lithiumlactatldsung wurde auf 25 ccm
aufgefullt, filtriert und polarisiert.

|l =2dm; a= —0,77°: ¢ = 2,8025.
Mithin:
0 N(9;) L .
= 0,7006 g Lithiumlaetat = 0,6573 g d-Milchs&ure.
Gefundene d-Milchséaure C eeeeeree e ————————— = 0,6573 g
Praexistierende d-Milchsaure.........cccooovvvvveveeeeinnnn, = 0,1245 »

Wiedergefunden von 0,5590g zugesetzter
d-Milchsaure...........c..c... ... = 0,5328 g
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Es wurden also von der zugesetzten d-Mileh-
saue 95,HI°/o wiedergefunden.

Die mitgeteilten Versuche zeigen, dall auf dem
polarimetrischen Wege 91,78—96,1310/« von der zum
Leberbrei zugesetzten d-Milchsaure wiedergefunden
werden. Der Beweis fur die Zuverlassigkeit meiner
polarimetrischen Methode ist somit auch an der Leber
erbracht worden.

Es ist mir eine angenehme Pflicht, an dieser Stelle Herrn
Professor Osaka, dem Direktor des physikalisch-chemischen
Instituts, fur die Hilfe, die er mir bei der Berechnung der
Formeln fir die aus den Versuchsergebnissen konstruierten
Kurven hat zuteil werden lassen, meinen besten Dank zu sagen.



