Kolorimetrische Bestimmung der Blutharnsaure.

I Von
H. F. Host.

(Aus dem physiologischen Institut der Universitat zu Kristiania [Prof. Dr. S. Torup].)
(Der Redaktion zugegangen am 30. Juli 1915.))

Die quantitative Bestimmung der Harnsdure im Blut ist bis
zu den letzten Jahren verschiedentlich auf praktische Schwierig»
keiten gestoflen, deren Grund teilweise in den geringen Harn»
sauremengen des Bluts gesucht werden mull und teilweise in
dem hohen Gehalt des Bluts an Eiweilistoffen.

Garrodl) hat als erster Methoden zur Bestimmung der
Harnsaure des Bluts angegeben, doch brachten dieselben auf
Grund ihrer Ungenauigkeit wenig zuverlassige Ergebnisse.
Spéater hat man sich zu diesem Zweck im wesentlichen der
Silberfallungsmethode Salkowskis und der Kupfermethode
Krogers mit den vielfachen Abanderungen, die dieselben er-
fuhren, bedient.

Diese beiden Methoden bendtigen, um zuverlassige Er-
gebnisse zu zeigen, verhaltnismallig groRe Blutmengen —
100—200 ccm. —, und da Methoden, welche die Anwendung
so groRer Blutmengen bedingen, natdrlich fur klinischen Ge-
brauch nicht sehr anwendbar sind, ist unsere Kenntnis zur
Blutharnsaure auch ziemlich mangelhaft.

Vor etwa zwei Jahren veroffentlichten Polin® und Denis?)
eine kolorimetrische Methode fur die Bestimmung der Harn-
saure des Bluts. Das Prinzip dieser Methode ist das namliche
wie in der schon friher von mir gepriften und beschriebenen

» Medicochirurg. Transact., Bd. XXV, S. 83; Bd. XXXVII, S. 49, be-
richtet in: Brugschund Schittenhelm: «Der Nucleinstoffwechsel», S.61.
*) Joum. of biol. Chem., Bd. XIIl, S. 469, Bd. XIV, S. 29.
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kolorimetrischen Bestimmung der Harnsdure des Harns. *) Bei
Anwendung der Methode fur Blutbestimmungen wird die Harn*
saure in &hnlicher Weise wie bei Salkowski isoliert, um
zuletzt kolorimetrisch bestimmt zu werden. Hierdurch vermeidet
man den Fehler, der meinen Untersuchungen zufolge mit der
Anwendung der Methode fiir Harnbestimmungen verbunden ist,
wo namlich Folin und Macallum*) die Harnsdure nicht

isolieren, sondern dieselbe in dem eingedampften Harn be-
stimmen* dem nur die in Atheralkohol l6slichen Bestandteile

entzogen sind.

Fur die Bestimmung der Hamsauremenge im Blut hat
diese Methode vor den ehedem benutzten den erheblichen Vor-
teil, dal} sie, auler einfacher zu sein, die Bestimmung sehr
viel geringerer Mengen Harnsdure ermoglicht, so dal man nur
einen Bruchteil der Blutmenge — Folin schreibt 20—25 ccm
vor —, welche die obenerwédhnten Methoden notgedrungen er-
fordern, bendtigt.

Folins Methode ist spater von Steinitz¥*und Land-
mann,4) sowie von Autenrieth und Funkb) gepruft und nach
einigen geringeren Ab&nderungen zu Harnsdurebestimmungen
im Blut (Steinitz, Autenrieth und Funk) und in Organ-
extrakten (Landmann) als sehr brauchbar erfunden worden.

Die Folin und Denische Methode bezeichnet, falls sie
sich als generell brauchbar erweisen sollte, zweifellos einen
groBen Fortschritt in der physiologischen und pathologischen
Chemie des Bluts; da jedoch Vergleichsanalysen, ' aul3er von
den Autoren selbst, nur von Steinitz und Landmann6) zur
Einsicht vorliegen, und die von diesen gewonnenen Erfahrungen
und Ergebnisse in mehreren Beziehungen nicht ganz mit den

), Zeitschrift f. klin. Med., Bd. 81, Heft 1 u. 2, S. 1,

*) Journ. of biol. Chem., Bd. XIIl, S. 363.

*) Diese Zeitschrift, Bd. 90, S. 108.

4) lbidem, Bd. 92, S. 416.

= Mulnchn. Med. Wochenschr., 1914, 467.

*) Autenrieth und Funk sprechen nur von einer vereinzelten
Vergleichsanalyse, die zudem nicht sehr Uberzeugend wirkt, da es scheint,
als habe eine Bestimmung des Harnsauregehalts in dem Blut, dem Harn-
saure zugefigt wurde, nicht stattgefunden.
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von Folin und Dénisl) gemachten Angaben Ubereinstimmen,
mul es ‘als zweckméllig erachtet werden, die Methode einer
weiteren Prifung zu unterziehen. Ich habe deshalb Vergleichs-
prifungen mit verschiedenen Sorten Blut angestellt und zwar
teils mit, teils ohne Zusatz von Harnsdure, und sowohl in der
anfanglichen, von Folin und Denis angegebenen Weise wie
auch mit den Abéanderungen, die Steinitz und Landmann
vorschlagen oder die ich selbst zweckmaliig gefunden habe.

Ich werde zunéchst das Verfahren, bei dem ich stehen-
geblieben bin, beschreiben und sodann die Einzelheiten jedes
Abschnittes der Methode genau besprechen.

Methodik:

Apparate: Ein Kolorimeter mit hohen schmalen Rohren,
die die Beurteilung selbst einer schwach gefarbten Flussigkeit
zulassen. Bei meinen Untersuchungen habe ich mich des
Wolffschen Kolorimeters bedient mit R6hren von etwa 15mm
Durchmesser und etwa 15 cm Hohe.

Reagenzien: 1. Harnsdurelésung. 0,050 g Harnsdure
werden gewogen und mit Hilfe von etwas Wasser in einen
100 ccm fassenden MaRkolben gebracht, 6 ccm 0,4°/oige Li-
thiumcarbonatldésung hinzugetan, umgeschiittelt, in kochendes
Wasserbad gesetzt und ungeféhr jede !/* Minute kraftig bis
zur Losung geschittelt, hierzu braucht man etwa 5 Minuten;
dann fullt man Wasser auf 100 ccm auf. Von dieser Ldsung
werden 20 ccm abgemessen und bis auf 100 ccm verdinnt.
Hierdurch erhalt man eine Losung, die 0,10 mg Harnséure in
1 ccm enthélt. Die Losung kann sich eine Woche lang halten,
sollte jedoch, wie bei diesen Versuchen stets beobachtet wurde,
alle 3 Tage frisch hergestellt werden. Die kurze Erhitzung im
Wasserbad, wodurch die Losung der Harnsaure erheblich ge-
fordert wird, bewirkt keinerlei Destruktion derselben.

2. Phosphorwolframséurelésung (Folin, Denis, Macal-
lum). 100 g Natrium wolframicum dep. (Merck), 80 ccm
85 °/oige Phosphorsaure und 750 ccm Wasser werden am Ruick-

%) Journ. of biol. Chem., Bd. 13, S. 469.
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fluBkuhler 2 Stunden lang gekocht, abgekuhlt, worauf man
auf 1 Liter auffullt.

Mit Absicht ist Natrium wolfram, dep. statt Natrium
wolfram, puriss. pro analysi (Merck) gewahlt worden, da die

obige aus Natr. wolfram, dep. hergestellte Phosphorwolfram-
saurelésung mit Harnsaure und Alkali eine starkere und klarere
Blaufarbung gibt als die aus Natr. wolfram, puriss. pro analysi
gewonnene, die bei demselben Verfahren eine mattere, graublaue,
fur den kolorimetrischen Vergleich nicht so geeignete Farbe gibt.

Als Reagens kann statt PhosphorwoHramsaurelésung auch eine
10 °/*ige L6sung von Phosphormolybdénsiure verwandt werden und zwar
entweder mit einem weiteren Zusatz von Dinatriumphosphatlésung und
folgendem Aufkochen, so wie Rieglerl) es bei Hamsaurebestimmungen
des Harns beobachtet und dessen auch ich*) mich bedient habe, oder
mit dem Zusatz eines starkeren Alkalis, z. B. einer konzentrierten Soda-
I6sung ohne Erhitzung, so wie Folin und seine Schuler zur Anwendung
bringen. Indessen ergibt Phosphormolybdénsidure mit Harnséure und
Alkali eine mehr grunliche und nicht so starke Blaufarbung, wie die von
Folin anempfohlene Phosphorwolframsaurelésung. Der Unterschied in
der Farbstérke ist jedoch nicht so groR wie von Folin*) angenommen,
da Phosphorwolframsédurelésung namlich eine Farbintensitat bringt, die
bei der Behandlung mit gleichen Mengen Harnsdure und Alkali etwa
50*/« starker ist als die durch Phosphormolybdénsdure hervorgebrachte.
Dieser Unterschied spielt bei Bestimmungen im Ham, wo die Harns&ure-
menge stets verhaltnismalig grof3 ist, keine Rolle, doch bei den kleinsten
Mengen Harnsdure, mit denen man oft in einer Blutprobe zu arbeiten
hat, ist der genannte Unterschied der Farbintensitat von nicht geringer
Bedeutung. Phosphorwolframssaurelésung in der von Folin beschriebenen
Weise, ist daher bei Harnsdurekolorimetrie des Bluts der Phosphormolyb-
dansdurelésung vorzuziehen.

3. Formaldehydldsung. Die kaufliche Formaldehydldsung
(«Formalin», «Formol»), die etwa 35 °/o Formaldehyd enthélt,
wird mit gleichen Teilen Wasser verdinnt und mit n/io-NaOH-
Ldsung neutralisiert, nachdem ihre Aciditat in einer entnommenen

Probe mit Phenolphthalein als Indikator bestimmt worden ist.
Es zeigte sich, dal die bei diesen Versuchen gewonnene
Losung, wenn durch das Verfahren G. Romijns4) bestimmt,

*) Zeitschr. f. analyt. Chemie, Bd. 51, S.466.

*¥) Zeitschr. f. klin. Medizin, Bd. 81, Heft 1 und 2, S. 1;

") Journal of biol. Chem., Bd. IS, S. 363.

+) Zeitschr. f. anal. Chemie, Bd. 36, S. 18; Bd. 39, S. 60; Bd. 43, S. 710.
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13°/0 Formaldehyd enthielt. Fur die Neutralisation des mit
gleichen Teilen Wassers verdinnten Formols brauchte man auf

je 100 ccm Flussigkeit 15 ccm n/io-NaOH-Losung; das zur
Anwendung kommende Formol enthielt demnach 33,38°/0
Formaldehyd.

Sonstige Reagenzien, deren Zubereitung keiner besonderen
Bemerkungen bedarf, kommen bei ihrer Verwendung zur
Erwahnung.

Ausfuhrung: In eine tarierte Porzellanschale, worin
sich etwas (ungefahr 5 ctg) Kaliumoxalat befindet, mif3t man
etwa 5 ccm Blut, das gewogen wird, und zu dem man 35 ccm
Wasser, 5 Tropfen 2°/oige Essigsaure und 1 ccm Formaldehyd-
I6sung fugt; nach dem Umrthren Erhitzung bis zum Siede-
punkt, hierauf ein weiterer Zusatz von 1 ccm 2«/oiger Essigséure.
Dies kocht man 3—4 Minuten und filtriert in eine andere Por-
zellanschale; das Gerinnsel bringt man mit einem Glasstébchen
zuriick in die erste Porzellanschale, prel3t es gut aus (am besten
mit einem Kkleinen Uhrglas) und fugt 50 ccm Wasser hinzu.
Nun folgt Erhitzung bis zum beginnenden Sieden, wobei man
das Gerinnsel moglichst fein verteilt, Filtrierung und aber-
maliges Auspressen des Gerinnsels. Beide Filtrate tut man
zusammen, flgt 5 ccm 50°/oige Essigsaure hinzu und dampft
die Flussigkeit bis auf etwa 1 ccm ein, Uberfihrt sie in ein
konisches Zentrifugenglas von etwa 10 ccm Inhalt, worauf die
Schale zweimal mit 2 ccm 0,I°/oiger Lithiumcarbonatldsung
gespult wird. Sodann fullt man in das Zentrifugenglas eine
schon vorher in einem Reagenzglas hergestellte Mischung von
20 Tropfen konzentrierter Ammoniaklosung, 8 Tropfen 3°/oiger
Suberlactatlosung und 4 Tropfen Magnesiamixtur.

Stehenlassen bis zum nachsten Tag. Man zentrifugiert,
gielt die Flussigkeit ab und wascht den Bodensatz mit 3 ccm
Wasser aus. Zum Bodensatz figt man 6 Tropfen frisch ge-
sattigte Schwefelwasserstofflosung, 1 Tropfen 50°/oige Essig-
saure und 3 ccm Wasser, Dies kocht man (im Zentrifugenglas,
vorsichtig!) indem man zwischen dem jemaligen Aufkochen

einen Luftstrom in das Glas leitet und zwar so lange, bis ein
Uber die Offnung des Glases gehaltenes Bleiacetatpapier keinen
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Schimmer von Gelbfarbung mehr zeigt; dies wird.gewohnlich
nach drei- bis vierminutlichem Kochen erzielt. Nun wird
wiederum zentrifugiert und die Flussigkeit in einen 25 ccm
fassenden MaRzylinder gefillt; man wascht den Bodensatz mit
3 ccm Wasser und gief3t dies in das Zylinderglas. Zur Flussig-
keit im Zylinderglas fiigt man 2 ccm Phosphorwolframséaure-
I6sung sowie 5 ccm gesattigte. Sodalosung und fillt Wasser
auf 25 ccm auf.

Der kolorimetrische Vergleich wird mit 1 ccm Harnsdure-
I6sung (= 0,10 mg Harnsdure) vorgenommen, die in ndmlicher
Weise behandelt, gleichzeitig mit der durch Zersetzung des
Silberurats entstehenden Harnsaurelésung hergestellt wird.

Waéhrend Folin und Denis 20—25 ccm Blut anwenden,
ist Steinitz bis zu einer Menge von 10 ccm herabgegangen,
und ich habe, wie dem Obigen zu entnehmen ist, die Ver-
wendung von nur 5 ccm Blut bei jeder Analyse als zweck-
maikig gefunden.

Es ist selbstverstandlich, dal} die Methode um so anwend-
barer wird, je kleinere Mengen Bluts man benétigt, da die
Blutuntersuchungen dann ohne Nachteil flr das betreffende
Individuum leichter zu wiederholten Malen ausgefuhrt werden
konnen, und das Verfahren auch wegen des geringeren Wasch-
volumens weniger Zeit beansprucht

Meinen Beobachtungen gemal, die im Einklang mit denen
friherer Untersucher stehen, schwankt die Harnsauremenge im
Menschenblut (bei Nicht-Arthritikern) zwischen 0,01 und
0,04°/00. Durch wiederholte Untersuchungen von Rinderblut
wurde dargetan, daB die Harnsduremenge desselben ebenfalls
zwischen 0,01 und 0,04°/00 schwankte. Bei der Untersuchung
dieser Blutsorten habe ich in 5 ccm Blut stets Harnsaure genug
fur eine genaue Kolorimetrie gefunden, wozu meinen Erfahrungen
zufolge wenigstens 0,02—0,03 mg Harnsaure erforderlich sind;
bei kleineren Harnsduremengen wird das Ergebnis ein weniger
genaues. Naturlich spielt auch das Kolorimeter hierbei eine
grol3e Rolle.

In Pferdeblut (defibriniert) habe ich groliere jiarnsaure-
mengen als friihere Autoren gefunden. Folin, der allerdings

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCV. 7
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nur einen Fall untersucht hat («antitoxin animal») findet 0,05 mg
auf 100g Blut, wahrend Bass und Wiechowskil) tUberhaupt
keine Harnsaure im Pferdeblut entdecken. Steinitz gibt an,
dal} Pferdeserum so gut wie harnsdurefrei sei, doch findet
er im Pferdeblut 0,02°/o0 Harnsdure. Meine eignen Unter-
suchungen vom Blut mehrerer Pferde zeigen als Ergebnis 0,005
bis 0,015°/00, also durcbgehends weniger Harnsdure als im
Menschen- und Rinderblut, aber immerhin Mengen, die sich
in der Regel in 5 ccm Blut bestimmen lassen.

Zur EnteiweiBung des Blutes bedienen sich Polin und
Denis ausschlieBlich der Essigsaure, wahrend Steinitz und
Landmann, die mit Essigsaure allein keine vollstandige Ent-
eiweiBung erzielen, aulRerdem mit Talkum arbeiten. Trotz
zahlreicher Versuche ist es mir niemals gelungen, mit Essig-
saure allein eine vollkommene Enteiweilung des Blutes herbei-
zufihren und zwar weder in der von Folin und Denis vor-
geschriebenen Weise noch mit irgendeinem andern Verfahren.
Eine vollkommene Enteiweillung ist indes, worauf auch Steinitz
die Aufmerksamkeit lenkt, bei dieser Methode von groRter Be-
deutung, denn selbst kleinste Mengen Eiweil3 werden den ko-
lorimetrischen Vergleich erschweren. Ich werde spater auf
diesen Punkt zurtickkommen.

Mit der von Steinitz yorgeschrieben¢n Verwendung von
Talkum nach der Essigsaurebehandlung laRt sich zwar eine voll-
kommene Enteiweilung des Bluts herbeifiihren, doch wird das
Verfahren hierdurch nicht wenig erschwert, und wenn auch die
Harnsaure nicht in erweisbaren Mengen zum Talkum adsorbiert,
wird doch in dem ziemlich volumindsen Talkumbodensatz leicht
etwas vom Filtrat Zurtickbleiben, das schwierig ist auszupressen,
da das Talkum dann durch das Filter mitgehen kann.

Schittenhelm*) hat zwecks Enteiweillung des Bluts
Formaldehyd empfohlen; er benutzt dasselbe zusammen mit
Kaliumphosphat, indem er von der VVoraussetzung ausgeht, daf}
Formaldehyd die EnteiweiBung fordere und gleichzeitig die
Fallung von Harnsaure hindere.

*) Wien. klin. Wochenschr., 1912, S. 1863.
*) Mlnchn. Med. Wochenschr., 1912, S. 2877.
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Ehe ich mich nun mit Untersuchungen tber die Bedeutung
des Formaldehyds fir die Enteiweiung befalBte, hielt ich es
fur erforderlich, die Wirkung des Formaldehyds auf Harns&ure
in saurer Flissigkeit zu untersuchen. Zu 1 ccm Harnsaure-
I6sung (= 0,20 mg Harnsaure) wurden 20 ccm Wasser, 5 Tropfen
2°/oige Essigsaure und 1 ccm Formaldehydlosung gefligt. Dies
wurde erhitzt und beim Aufkochen 1 ccm Essigsdure hinzu-
getan. Nach der Eindampfung bis auf 1 ccm erfolgte die
Kolorimetrie; in der Doppelanalyse fand man die gesamte zur
Verwendung gekommene Harnsdure wieder.

Darauf kam der EinfluR des Formaldehyds auf die Ent-
eiweillung des Bluts mit Essigsaure zur Untersuchung. Nach
einer Reihe mit wechselnden Mengen von Essigsaure und Formol
vorgenommenen Versuchen gelangte ich zuletzt zu dem oben
beschriebenen Verfahren, das eine einfache und sichere Methode
zum vollkommenen Gerinnen des Eiweil3es darstellt. Das Filtrat
ist, ohne den geringsten gelblichen Schein zu haben, so klar
wie Wasser, und ebenso wasserklar halt es sich wahrend der
Eindampfung, bis es, auf ein paar Kubikzentimeter einge-
schwunden, einige Salze auskrystallisieren lalt.

Das Eindampfen und die Uberfiihrung in Zentrifugenglaser
ist, wie ersichtlich, genau ebenso wie bei Folins.VVerfahren.
Doch erwies es sich bei der Silberfallung als zweckmaRig, das
Silberlactat, so wie Landmann vorschlagt, in UberschuR Von
Ammoniak hinzuzufiigen, da das Silbersalz andernfalls von dem
vorhandenen Formaldehyd reduziert wird, so daR metallisches
Silber ausgefallt wird.

Steinitz wascht den Silberuratbodensatz mit destilliertem
Wasser aus, wahrend Folin und Landmann ein solches Aus-
waschen nicht erwahnen. Da aber die Uber dem Uratboden-
satz stehende schwach gelbliche Flissigkeit mit dem Phosphor-
wolframsaurereagens und Alkali eine ziemlich starke Blaufarbung
ergibt, ist ein Auswaschen des Bodensatzes zweifelsohne not-
wendig.

Die Zersetzung des Silberuratbodensatzes mit Schwefel-
wasserstoff und das Austreiben der Uberschissigen Schwefel-

wasserstoffmenge erfolgen in etwas anderer Weise als Polin,
S
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Steinitz und Landmann beschreiben. Die Schwierigkeit
besteht darin, die Entfernung des Uberschissigen Schwefel-
wasserstoffs leicht und bequem zu bewerkstelligen, was wegen
der hohen, schmalen Zentrifugengléser nicht immer so einfach
ist, wahrend gleichzeitig vermieden werden mufR, daR das
Schwefelsilber in kolloidaler Gestalt ausgefallt wird, da hier-
durch die Kolorimetrie sehr beeintréachtigt werden kann.

Folin und Denis fugen 4—5 Tropfen geséttigte Schwefel-
wasserstofflosung hinzu, sowie 1 Tropfen konzentrierter Salz-
saure und erhitzten dies 5—10 Minuten lang im kochenden
Wasserbad; danach Hinzuftgen von 1 Tropfen 0,5°/oiger Blei-
acetatlosung und, falls starke Schwarzfarbung eintritt, aber-
maliges Erhitzen im Wasserbad 5—10 Minuten lang. Dies
Verfahren hat sich bei meinen Versuchen nicht als zweckmaRig
erwiesen, da die Flussigkeit oft, selbst nach zweimaliger Er-
hitzung, deutlichen Schwefelwasserstoffgeruch verrat; zudem
trifft es auch Ofter ein, dal? sich kolloidales Schwefelsilber bildet.

Steinitz und Landmann fligen neben Schwefelwasser-
stoff und Salzsdure zum Silberbodensatz bezw. 1 und 5 ccm
Wasser und die Erhitzung erfolgt dann ebenfalls im kochenden
Wasserbad, bei dem ersteren 10—15 Minuten, bei dem letzteren
«wenigstens eine Stunde» lang. Beide prifen zuletzt, ebenso
wie Folin, die Entfernung des Schwefelwasserstoffs durch das
Hinzufligen von Bleiacetat.

Bediente ich mich nun bei meinen Versuchen des von
Landmahn vorgeschriebenen Verfahrens — des Zusatzes von
6 Tropfen Schwefelwasserstoff, 2 Tropfen Salzsdure und 5 ccm
Wasser mit darauffolgender Erhitzung im kochenden Wasser-
bad, zeigte es sich stets, dal} die Austreibung des Schwefel
Wasserstoffs sehr langsam vor sich ging. Selbst nach Verlauf
von 2 Stunden konnte ich oft vermittelst des tiber die Offnung
des Glases gehaltenen Bleiacetatpapiers das VVorhandensein von
Schwefelwasserstoff erkennen. AuBerdem empfand ich es bei
diesem Verfahren als nachteilig, dal die lange Erhitzung eine
nicht geringe Verdampfung der Flissigkeit bewirkte, und dal3
sich in der ziemlich stark salzsauren Flissigkeit Schwefelsilber
I6ste, das bei der Hinzufiigung des Waschwassers kolloidal
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ausgeschieden wurde, wodurch die Kolorimetrie oft unmoglich
gemacht wurde.

Es ist nicht immer leicht zu beurteilen, insbesondere
wenn es sich um ein so geringes wie von Folin benutztes
Flussigkeitsvolumen handelt, ob der Schwefelwasserstoff durch
den Zusatz von 1 Tropfen Bleiacetatlésung vollig entfernt ist;
der Silberbodensatz wird namlich, sobald der Tropfen in die
Flussigkeit féllt, leicht aufgewirbelt werden, und untcr diesen
Umstanden kann es sehr schwierig sein zu entscheiden, ob
sich nicht etwas Bleisulfid bildet. Auch bei dem von Stei-
nitz und Landmann vorgeschriebenen Verfahren ist das Er-
gebnis des Bleiacetatzusatzes nicht leicht zu erkennen, da die
Flussigkeit nach der Erhitzung im Wasserbad oft tribe ist.
Will man die dberschissigen Schwefelwasserstoffmengen aus
der Flussigkeit entfernen, darf man nicht vergessen, dal die
Absorption von Gasarten bei Flissigkeiten erst dann = 0O ist,
wenn dieselben kochen, wéhrend eine Flussigkeit, die nicht
kocht, selbst bei 100° — und noch mehr bei 98—99° — etwas
Gas absorbiert. Grundsatzlich muf} es daher richtiger sein, ehe
Flussigkeit zu kochen, stattsie, wie die oben zitierten Autoren, nur
Im kochenden Wasserbad zu erhitzen. Da auch ferner starke
Salzsdure, wie oben erwéahnt, bei langerer Erhitzung imWasser-
bad oder bei einiger Zeit des Kochens leicht etwas vom Boden-
satz auflost und dies wiederum bei der darauffolgenden Ver-
diinnung mit dem Waschwasser kolloidal ausfotlt, habe ich
die Salzsdure durch Essigsaure ersetzt. Schliel3lich hat es sich
als sehr zweckmaRig erwiesen, zwischen dem jeweiligen Auf-
kochen der Flussigkeit einen Luftstrom in das Zentrifugenglas
zu leiten, um den in der Luftschicht Uber der Flissigkeit be-
findlichen Schwefelwasserstoff zu entfernen. Dies habe ich sehr
einfach in der Weise bewerkstelligt, daR ich zwischen dem
jeweiligen Aufkochen in das Zentrifugenglas hineinblies.

Aus diesen drei Abanderungen — dem Ersatz der Salz-
saure durch Essigsaure, dem Kochen und der Entfernung des
uber der Fliussigkeit im Zentrifugenglas befindlichen Schwefel-
wasserstoffs — ergibt sich eine verhaltnismaliig einfache und
schnell ausfiihrbare Methode fir die vollkommene Entfernung
der Uberschissigen Schwefelwasserstoffmengen.
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Die oben beschriebenen Abanderungen in der Folin und
Denissehen Methode sind durch zahlreiche Doppelversuche am
Blut von Menschen, Rindern und Pferden geprift worden, so*
wie auch durch die Bestimmung der wiedergefundenen Harn-
sauremengen, wenn man zu 5 ccm der genannten Blutsorten
0,05 und 0,10 mg Harnséure flugt. Als Beispiel der durch die
Kontrollanalysen gewonnenen Ergebnisse seien folgende Unter-
suchungen von dedbriniertem Blut von Rindern vor und nach
dem Zusatz von Harnsdaure hier angefiihrt. Das Blut wurde
sofort, nachdem die Tiere geschlachtet waren, untersucht.

6 ccm Blut _ 5 ccm Blut -}- 0,10 mg derge-
Gef.: Mittel* Harnsaure Mittel- fyng.
Harnsaure  zahl  Gefunden: Harnsaure zahl Mittel-
werte
mg mg #0
Tier 1 . . 0,157 0,166 0,1615 0,242 0,268 0,261 0,246 0,254 92,5
» 2 . . 0,048 0,045 0,0465 0,145 0,149 0,147 100,5
» 3 . . 0,045 0,065 0,055 0,162 0,153 0,1575 102,5

» F + . 0078 0,090 0,084 0,172 0,172 0,180 0,175 91

Von den hinzugefiigten Hamsauremengen werden 85 bis
100°/0, durchschnittlich 90—95°/0 wiedergefunden. Ein Fehler
von etwa 10°/0 ist nicht gering, doch darf auch nicht ver-
gessen werden, dal3 die absoluten Werte, um die es sich hier
handelt, sehr kleine sind, denn der Verlust an Harnsaure ist
in der Regel geringer als t/m Milligramm.

Den Harnsaureverlust, mit dem man gewohnlich zu
rechnen hat, scheint man im wesentlichen der Silberfallung
und den damit verbundenen Prozessen und nicht dem Ge-
rinnungsprozelR und dem Filtrieren zuschreiben zu mdissen.
Ich habe mich nédmlich davon lberzeugt, dal man die hinzu-
gefugte Harnsaure in denselben Mengen wiederfindet, ob der
Zusatz derselben nach dem Gerinnen der EiweilRstoffe erfolgt
oder ob sie dem Blut selbst beigefugt wird.

Folin und Denis, die zum Blut erheblich grof3ere Harn-
sduremengen — zwischen 0,25 und 1,2 mg schwankend —
gefugt haben, finden 91—100°/0 wieder, wahrend Steinitz bei
demselben Verfahren nur etwa 80°/o0 wiederfindet. Die abso-
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luten Verluste an Harnsaure sind unter diesen Umstanden
natirlich bei weitem grofRer als die bei meinen Versuchen
gefundenen.

Absichtlich sind so niedrige Harnsduremengen hei meinen
Versuchen als Zusatz gewahlt worden, da nédmlich die.Brauch-
barkeit der Methode bei Harnsaurebestimmungen so geringer
Blutmengen wie 5 ccm klargelegt werden sollte; und wenn die
Methode auch nicht als durchaus exakt bezeichnet werden kann,
was wohl kaum der Fall mit irgendeiner der Methoden fir
die Bestimmung der Blutharnsaure ist, kamt man doch sagen,
daB ihre Ergebnisse hinreichend genau jedenfalls gegentiber
den Fragen Uber das Verhalten der Harnsaure im Blut unter
physiologischen und pathologischen Zustdnden sind, die es
zuerst gilt ins reine zu bringen.



