Zur Methodik der Blutzuckerbeetimmung.

Von
W. Griesbach und H. Stral3ner.

(Aus dem stadtischen chem.-physiol. Institut zu Frankfurt a. M.)
(Der Redaktion zugegangen am ?. Oktober 1913.)

Die Literatur Uber den Blutzucker ist in den letzten Jahren
ganz auBerordentlich angewachsen. Seitdem Liefmann und
Sternl) ihre klinischen Blutzuckerbestimmungen ausfihrten,
ist die Wichtigkeit dieser Methode als unentbehrlichen diagno-
stischen Hilfsmittels in der Therapie und Prognose des Diabetes
allméhlich anerkannt worden. Hollinger,2) Oppler und
Rona,3) Tachau,4) die Bangsche Schule,5) in neuester Zeit
vor allem E. Frank,6) Schumm und Hegler,7) Roily und
Oppermanng) haben durch Untersuchungen grofBer Reihen
eine gute Ubersicht tber normale und pathologische Verhalt-
nisse im Zuckergehalt des menschlichen Blutes gegeben.

Dabei féallt es auf, dal die Angaben Uber den Durch-
schnittswert und die obere Schwelle des Normalwertes sich
seit Liefmann und Stern kaum gedndert haben, trotzdem
die Methodik der Bestimmung seither eine wesentlich andere
geworden ist. Die wichtigste methodische Verbesserung ist

*) Biochem. Z., Bd. 1, S. 299, 1906.

*) Biochem. Z., Bd. 17, S. 1, 1909.

3) Biochem. Z., Bd. 13, S. 121, 1908.

4) D. Arch. f. kl. Med., Bd. 102, S. 597, 1911.

5) S. Bang, Der Blutzucker.

6) Mockel und Frank, Diese Zeitschrift, Bd. 65, S. 323; Bd. 69,
S. 85. — Frank und Brettschneider, Diese Zeitschrift, Bd. 71, S. 157 ;
Bd. 76, S. 226.

7) Mitteilungen aus den Hamburgischen Staatskrankenanstalten.
I. Mitteil. 1911. II. Mitteil. 1913.

8) Roily und Oppermann, Biochem. Z., Bd. 48, 1913.
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wohl in der immer fortschreitenden Verringerung der zur Be-
stimmung beno6tigten Blutmenge zu sehen, wahrend es nicht
recht gelungen zu sein scheint, die der Methodik als Polari-
sations- oder als Reduktionsverfahren nun einmal anhaftenden
Fehlerquellen, theoretisch wenigstens, zu beseitigen.

Denn hauptsachlich von theoretischem Gewicht scheinen
uns.die Mehrzahl der gegen die heute tblichen Methoden, sowonhl
was die Enteiweillung als was die Zuckerbestimmung angeht,
erhobenen Einwdnde zu sein. In der Praxis bewahrt sich die
EnteiweiBung nach Michaelis und Ronal) trotz Opplers
Bedenken ausgezeichnet, ebensowenig hat die Kritik dieses
Autors?) das in der Verbesserung von Mockel und Frank
sicher meist mit gutem Erfolg anwendbare Bertrandsche Re-
duktionsverfahren an allgemeiner Verbreitung hindern kénnen,3)
wié denn auch die Polarisation in der von Rona und Takahashid)
gelibten Weise trotz H. Lyttkens und J. Sandgrenb) zweifellos
brauchbar ist.

Wenn nun auch die Mehrzahl der gebrauchlichen Ver-
fahren durchaus anwendbar ist, so scheint doch fir den Kliniker
die Entscheidung fir eines der vorhandenen schwierig zu sein.

Roily und Oppermann (l.c.) haben fur ihre ausgedehnten
Untersuchungen zunéchst selbst methodisch suchen missen,
ebenso wie Schimm und Hegler (l.c.),'die sich dann leider
des jetzt von dem Autor selbst aufgegebenen élteren Bangschen
Verfahrens bedient haben.

Daher schien es uns angebracht, einmal vier verschiedene
Untersuchungsmethoden nebeneinander an dem gleichen Blut
zu prifen, und zwar bedienten wir uns zur Zuckerbestimmung
der Polarisation und der Reduktion nach Bertrand,f)

*) Diese Zeitschrift, Bd. 64, S. 393, 1910.

*) Diese Zeitschrift, Bd. 75, S. 71, 1911

3) Dall es auch Félle gibt, in denen das Bertrandsche Verfahren
nicht anwendbar ist. geht aus den Untersuchungen E. L.essers hervor.
(Biochem. Z., Bd. 54, S. 252, 1913)

4) Biochem. Z., Bd. 30, S. 99, 1910.

m Biochem. Z, Bd. 31, S. 153, 1911.

*) Neuerdings teilt G.Sonntag mit, dal3 die Bezeichnung der Methode
nach G. Bertrand unberechtigt sei. Biochem. Z., Bd. 53, S. 1, 1913.
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nach fachau und ©ndlich nach Lehmann-Maijuenne. In
einigen Versuchen haben wir dann noch die neue Mikromethode
von Bangl) vergleichend gepriift. Dabei legten wir Gewicht
darauf, welches Verfahren bei Zuckerzusatz die richtigsten
Werte ergabe und weiter, welches das methodisch einfachste
und zuverlassigste sei.

Ferner haben wir dann in dieser Arbeit noch einmal das
Wesen der sogenannten «Restreduktion» prtfen wollen, trotzdem
diese Frage durch die Arbeiten von Frank und Brettsch neider
(1. c.) sowie Takahashi (1. c.) schon erledigt schien. Dazu ver-
anlalit wurden wir einmal dadurch, dal} diese «Restreduktion» in
der Arbeit von Schimm und Hegl er wieder einmal aufgetaucht
ist, und ferner durch eine neuere Arbeit von P. Mayer,2; «Zur
Bestimmung der sogenannten «Restreduktion» des Blutes». Wir
wollen schon hier erwéhnen, da wir unter Anwendung frischer
Béackerhefe in 12 Fallen niemals Reduktion oder Drehung fanden,
auch bei Anwendung annéhrend ebenso konzentrierter Lésungen,
wie Mayer sie untersucht hat. Die «Restreduktion» im Blute
ist demnach lediglich ein Produkt der alten Bangschen Methode,
die, wie Bang selbst angibt,3) zu hohe Werte liefert.

Gehen wir nun zur Besprechung unserer vergleichenden
Zuckerbestimmungen dtber. Wir verwandten in Versuch 1—19
in Narkose beim Entbluten aus den Carotiden gewonnenes
Hundeblut, in den Versuchen 20—25 durch Venaepunktion
gewonnenes Menschenblut. Die EnteiweiBung geschah beim
Hundeblut mit kolloidaler Eisenhydroxydlésung und Natrium-
sulfat nach Michaelis undRona, da wir unser Blut vergaren
wollten; ebenso beim Menschenblut in Versuch 21 und 22, in
den Ubrigen wurde nach Schenck enteiweilit. Beide Verfahren
liefern gute Resultate, nur kann inan J>ei der Quecksilbermethode
leichter nach einer stets gultigen Vorschrift arbeiten. In dem
grofiten Teil der Versuche wurde die eine Hélfte des Filtrates
unter Hefezusatz 24 Stunden bei 29° vergoren, dann mit wenig
Eisenlosung die Hefe entfernt, das klare Filtrat bei schwach

* Biochem. Z., Bd. 49, S. 1, 1913.
~ Biochem. Z., Bd. 50, S. 362.
*) Bang, Der Blutzucker.
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essigsaurer Reaktion im Vakuum bei 40° eingeengt und dann
wie der unvergorene Anteil untersucht. Dieser wurde in gleicher
Weise eingeengt, unter Kihlung schwach alkalisiert, um Spuren
von Eisen zu entfernen, auf 50 ccm aufgefillt, filtriert, sofort
schwach angesduert und nun im 4 dm-Rohr polarisiert. Die
Ablesungen wurden durch einen ganz besonders geiibten Unter-
sucher vorgenommen. Darauf wurden gemessene Anteile nach
den verschiedenen Methoden untersucht, und zwar bestimmte
der eine von uns die Reduktion nach Bertrand, der andere
nach Maquenne und Tachau. Wir glauben durch diese
Dreiteilung weitgehend unabhéangig gearbeitet zu haben.

Unsere Resultate sind.in Tabelle 1 zusammengestellt,
wahrend Tabelle 2 einen Protokollauszug darstellt.

Bezuglich der speziellen Methodik verweisen wir auf die
Arbeiten von Mockel und Frankl) sowie von Tachau.?)
Die Methode nach Maquenne-Lehmann fanden wir nirgends
an leicht zuganglicher Stelle angegeben, weshalb wir sie am
Schlusse der Arbeit kurz beschreiben werden.

Die von Moéckel und Frank3) angegebenen Kupferwerte
fur Zuckermengen unter 10 mg haben wir nicht anzuwenden
brauchen, da uns stets grofRere Blutmengen zur Verfligung
standen, ebenso konnten wir die unverdinnte Permanganat-
I6sung gebrauchen. Als Filter dienten uns, ebenso wie Roily
und Oppermann,4) Goochtiegel, deren Asbestfillung wir recht
hdaufig erneuerten. Aulerordentlich wichtig ist die Vorschrift
von Mdéckel und Frank, nach dem Kochen gut abzukihlen
und stehen zu lassen. Seitdem wir darauf geachtet haben,
haben wir niemals einen Verlust an Kupferoxydul bemerkt und
gutstimmende Werte erhalten. Die gelbe Modifikation des
Kupferniederschlages, die Schimm und Hegler veranlaf3t hat,
die Bertrandsche Methode zu verlassen, ist uns auch zu-
weilen beim Menschenblut aufgefallen, doch scheint uns diese
keinen Einflul auf das Resultat zu haben.

*) Mockel und Frank, 1 c.

*) Tachau, L c.

8) Mockel und Frank, L c.

4) Roily und Oppermann, 1 c.
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Wenden wir uns nunmehr der Besprechung der Ta-
belle 1 zu:

In den Kolonen 2—5 sind die im eingeengten Filtrat be-
stimmten Zuckermengen in Grammprozenten dieses Filtrates
angegeben, in den Kolonnen 6—9 die entsprechenden Werte
fir das Blut prozentisch berechnet. Die durchschnittlich sehr
hohen Blutzuckerwerte erklaren sich durch Einwirkung von
Narkose und Agone. In Versuch 7 und 11 fanden wir niedrige
Werte: es handelte sich um Phloridzinhungertiere in der dritten
Woche; ahnliche Werte sind von E. Frank und S. Isaac))
fur den Phloridzindiabetes beschrieben.

Vergleichen wir zunachst die Kolonnen 2 und 3 der
Tabelle 1, so zeigt sich, daR in 18 von 25 Bestimmungen
die durch Polarisation und Reduktion nach Maquenne er-
mittelten Werte nahezu identisch sind. Grolie Differenzen finden
sich in Versuch 10 und 12 bei sehr hohen Werten, und bei
geringem Drehungswinkel in Versuch 11. Wodurch diese Unter-
schiede bedingt sind, ist um so schwerer zu sagen, als nach
der Vergarung weder polarimetrisch noch durch Reduktion sich
wirksame Substanzen nachweisen lieBen. Wir sind deshalb ge-
neigt, an Ablesungsfehler in der Polarisation zu glauben, um-
somehr, als gerade in Versuch 10,11,12 und 22 der Maquenne-
Wert durch die Bestimmung nach Bertrand bestatigt wird.

Ein Blick auf den Stab 5 der Tabelle 1 zeigt, dal} fir
das Hundeblut die Bestimmung nach Tachau, in Uberein-
stimmung mit den dber die Quecksilberverfahren bekannten
Tatsachen, fast durchweg niedrigere Werte gibt, als die Re-
duktion mit Kupfer, aber auch als die Polarisation. Fur das
Menschenblut dagegen zeigt die Tachausehe Methode gute
Ubereinstimmung mit den anderen.

Die Werte nach Bertrand finden sich in Kolonne 4 zu-
sammengestellt. In 14 von 17 Féllen ist der Wert identisch
mit dem Maquenne-Wert, in Versuch 13 und 20 zu niedrig
(Verlust, da niedriger als Tachau?), in Versuch 19 etwas
zu hoch.

) E. Frank und S. Isaac, Arch. f. exper. Path, und Pharmak.,
M. «4, S. 293.
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In den Versuchen 16-19 und 22 handelt es sich um Zu-
satz von Zucker zu den vergorenen Filtraten von Versuch 5,
8, I**_,. 15 und 21. Die Werte in den Kolonnen 2—4 zeigen
gute Ubereinstimmung untereinander, die Werte nach Tachau
sind in den Hundeblutversuchen auch hier zu klein.

Da nun an reinen Zuckerlosungen die vier Verfahren
absolut gleiche Wierte ergeben, so zeigt sich, daf'in den Blut-
liltraten irgend eine Substanz vorhanden sein muf, die das
Ausfallen des Quecksilbers hindert. Die richtigsten Werte gibt
hier die Polarisation.

Zusammenfassend konnen wir sagen, dal} Polarisation und
kupferreduktion in der Regel Gbereinstimmende W’erte ergeben.
Zur exakten Polarisation gehort aufler einem genauen Apparat,
wie er der Klinik nicht immer zur Verfugung steht, eine auller-
ordentliche Ubung, die sich nicht jeder erwerben kann.

VTas die Kupferreduktionsverfahren anbelangt, so stimmen
Maquenne und Bertrand Uberein. Da nun das Verfahren
nach Maquenne erheblich einfacher und kurzer ist und auch
von dem weniger Getbten leicht ausgefihrt werden kann, so
stehen wir nicht an, das Maquenne sehe Verfahren atifs warmste
zu empfehlen.

Ob man mit Eisen in der Ausfihrung von Mickel und
Frank oder fiur das Gesamtblut besser nach *Roily und
Oppermann enteiweil3en will, oder, wie es sich .in hiesigem
Institut praktisch erwiesen hat, nach Schenck. in der von
Tachau angegebenen Form, bleibt dem Einzelnen Uberlassen.

Noch einige Bemerkungen uber die «Restreduktions.

Wir haben schon erwahnt, und das zeigt sich in den
Kolonnen 10 und 11 der Tabelle 1, daf® wir in 13 Versuchen
weder Drehung noch Reduktion in den nach der G&rung stark
(auf etwa das urspringliche Blutvolumen) eingeengten Filtraten
gefunden haben. Anfangs haben wir nur ‘/a—!1 g Hefe auf
die in Tabelle 2 angegebene Filtratmenge verwandt. In Ver-
such 2 haben wir alte, trockene Hefe benutzt, und aus der
nicht erfolgten Vergarung ersehen, dall bei den geringen
Zuckermengen, um die es sich handelt, und bei der grof3en
Verdunnung nur frische Hefe wirksam verwendet werden kann.
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Nach dem Erscheinen der erwdhnten Arbeit von P. Mayer
nahmen wir gréRere Mengen Hefe (5 g), so dal wir nach der
Einengung auf 50 ccm eine, auf den urspringlichen Hefegehalt
bezogen, 10°/oige L&sung erhielten, wéhrend die entsprechende
Zahl bei Mayer 12,5°/0 betragt. Wir sahen auch jetzt keine
Spur von Drehung und bei Verwendung von 40 ccm der ein-
geengten Losung keine Spur einer Reduktion nach Maquenne.

Danach sind wir geneigt, die abweichenden Angaben von
Paul Mayer darauf zuriickzufihren, dall Mayer andere Hefe-
arten verwendet hat.

Nach dem Erscheinen der Arbeiten von Bang Uber seine
neue Mikromethode haben wir diese alsbald einer Priifung
unterzogen.

Hier mogen einige Vergleichszahlen angefihrt sein:

Bang II. Maquenne

Hund 0,081 0,078
> 0,088 0,081
0,080 0,080
0,085 0,086
0,072 0,066
Mensch 0,128 0,111

» 0,101 0,093 .

Daraus ergibt sich, dall die nach Bang erhaltenen Werte
in der Regel etwas hoéher sind, doch Ubersteigt diese Differenz
niemals 10°/o; in zwei Fallen zeigt sich Ubereinstimmung. Da
Bang selbst die obere Grenze des Normalen bei seiner Methode
mit 0,110/0 angibt, was wir bestatigen konnen, man sonst
aber fur das Gesamtblut 0,10°/0 anzunehmen gewohnt war,
so durften die Ergebnisse dieser Methode wohl als um 10°/0
zu hoch anzusehen sein.

Im dbrigen hat sich uns die Methode in vielen hundert
Bestimmungen ausgezeichnet bewahrt, nachdem wir anfangs
mit einigen Schwierigkeiten gekadmpft haben.

Wir koénnen also zusammenfassend sagen:

1. Die Reduktions- und Polarisationswerte werden prak-
tisch ausschlieBlich durch die vorhandene Menge Traubenzucker
bestimmt: nach der Vergarung zeigten die Blutfiltrate weder
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Reduktion noch Drehung. Optische Aktivitat trat auch bei Ver-
wendung von abnorm grofien Hefemengen im Gegensatz zu den
Beobachtungen Paul Mayers nach vollstandiger Vergéarung
niemals auf.

2. Zuckerbestiramungen durch Polarisation und Kupfer-
reduktion stimmen fir Menschen- und Hundeblut gut Uberein.

3. Fur diese Blutarten liefern Reduktion nach .Maquenne
und Bertrand meist identische Werte: die Maquennesche
Methode ist daher ihrer Einfachheit und Sicherheit wegen bei
Blutmengen Uber 10 ccm vorzuziehen.

4. Das Tachausche Verfahren liefert fir Menschenblut
gute, fur Hundeblut etwas zu niedrige Werte.

5. Fur Kklinische und sicher auch fir die meisten experi-
mentellen Untersuchungen ist die Bangsche Mikromethode den
dbrigen Methoden durchaus ebenburtig und erlaubt besonders
fortlaufende Untersuchungen wegen der minimalen, dazu be-
notigten Blutmengen.

Hierdurch geht ihr Anwendungsgebiet tber das der tbrigen
Methoden sicherlich weit hinaus.

6. Aus dem verschiedenen Verhalten der Tachauschen
Methode beim Menschen und beim Hunde, und ebenso auch
aus der fruher veroffentlichten Beobachtung A. Lobsl) am
Schweineblut, bei dem die Maguennesche Methode versagte,
geht hervor, daR sich allgemein gultige Regeln fir die Be-
stimmung des Blutzuckers nicht aufstellen lassen.

Vielmehr erscheint es notwendig, fur jedes neue An-
wendungsgebiet der Blutzuckerbestimmung sich von der Brauch-
barkeit der einzelnen Methoden besonders zu Uberzeugen.

Anhang.

Zuckerbestimmung nach Lehmann-Maquenne, wie
sie seit Jahren im hiesigen Institut Gblich ist.

In einem Jenenser Erlenmeyer-Kolben von U* Liter
Inhalt mischt man je 10 ccm der beiden Fehlingschen Ldsungen.
Dazu gibt man die zu untersuchende Zuckerlésung, deren Vo-

*) Biochem. Z., Bd. 49, S. 413, 1913.
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lumen nicht mehr als 40 ccm betragen darf. Das Gesamt-
volumen der Flissigkeit soll 60 ccm betragen. Das Gemisch
wird 2 Minuten im Sieden erhalten und dann soweit unter der
Wasserleitung abgekiihlt, daR beim Zugeben von 20°/oiger
Jodkaliumlésung und 20 ccm 25°/oiger Schwefelséure (Reihen-
folge nicht umkehren) eine handwarme Losung entsteht. Man
figt nunmehr nicht zu wenig Starkelésung hinzu und titriert
mit nlio-Thiosulfatlésung das freigewordene Jod zuriick. Durch
eine Leerbestimmung ermittelt man die Menge n'io-Natriumthio-
sulfat, die notig ist, um das durch 20 ccm Fehlingsche Ldsung
freigemachte Jod zu binden. (Sie betrdgt bei richtig einge-
stellten Losungen 27,8 ccm.) Von diesem Wert zieht man die
in der ersten Bestimmung gefundene Anzahl Kubikzentimeter
n/io-Thiosulfatlosung ab und entnimmt der folgenden Tabelle
den entsprechenden Zuckerwert:

1 ccm = 31 mg Glukose 15 ccm = 49,3 mg Glukose
2 > = 62 » > 16 » — 528 » »
3 > = 93 » > 17 > =553 » »
4 » = 125 *. » 18 » = 59,8 > »
5 » = 157 » » 19 » == 63,3 » >
6 » = 19,0 > » 20 » = 66.9 » »'
7 > ="223 » > 21 » =707 » *
8 » =S 256 » > 22 > SS 745 » »
9 » = 289 > » - 23 = 785 i >
10 > = 32,3 » » 24 » = 825 >
11 > = 35,7 » * 25 » = 865 »- >
12 . > = 39,1 > » 26 » = 90,6 > >
13 » = 425 » > 27 » = 948 » >
14 » = 459 » » '



