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XXVII.

Ueber die Anwendbarkeit der Meihode zur Harnstofi-
bestimmung von Bunsen fir das Blut.

Von Dr. Treskin aus Mstislawl (Russland),

Aus dem Laboratorinm des Herrn Prof, F, Hoppe-Seyler,

Wenn man die zableeichen Arbeiten durchgeht, welche seil
den Untersuchungen von Dumas und Prevost?) fiber den Gehalt
des Blutes und verschiedener Organe an Harnstoff. vertffentlicht
sind, kann es zuniichst scheinen, als sei man nicht allein bereits
in den Besilz ausreichender Methoden zur Bestimmung des Harn-
stoffs in Blut, Secreten und Parenchyvmfliissigheiten gelangt, sondern
habe auch schon vermittelst derselben tiefere Einblicke in die Bil-
dung des Harnstoffs aus den stickstoffhaltigen Bestandtheilen des
Korpers vermittelst der ausgefithrten Bestimmungen gewounnen, eine
etwas eingehendere Kritik lisst jedech bei allen benutzten Methoden
und daher auch in den erhaltenen Resulfaten erbebliche Mipgel
erkennen und hei experimentsller Priifyng der angewendeten Pro-
ceduren ergieht sich die ansserordentlich geringe Zuverlissigkeit
der erhaltenen Resultate.

s hat natfirlich keine besondere Schwierigkeit, dep Harnstoff
von den Liweissstoffen zu tremnen, mwag man diese Trennung durch
Alkohol oder durch Kochen der mit Wasser verdiinnien Substanzen
nach schwachem Aunsturern ausfithren, durch Anwendung von ab-
solutem Alkohol ndthigenfalls unter Zufilgen von etwas Aether, ist
man im Stande, die meisten Verupreinigungen zu entfernen, da
sich der Harostoff in dieser Flussigheit sehr leicht: 1dst, wihrend
nur wenige andere bekannte KUrper, die hier in Beiracht kemmen
konnen, diese Eigenschaft mit ihm theilen. Da ferner der Harn-
stoff in wasserfrefem Aether picht gel¥st wird, isi man auch im
Stande, die ¥ette vollstiindlg zu enifernen nebst Cholesierin und

") Aonal, de chem. et phys. Tom, XXIIL p. 90. 1823.
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Lecithin, dennoch bleiben nachweisbar eine nicht unbedeutende
Quantitit anderer Korper von Harnstoff noch ungetrennt und die
Schwierigkeiten fiir die Bestimmung des Harnstoffs beginnen erst hier.

Ehe Liebig zum Zweck der Harnstoffbestimmupg im Harne
die Anwendung des salpetersauren Quecksilberoxyds empfahl, hatte
man nach dem Vorgange von Dumas und Prevost®) sich haupt-
sichlich oder eigentlich ausschliesslich der Salpetersiure zur Aus-
fillung des Harnstoffs bedient, Heintz hatte aber bereits nachge-
wiesen, dass die Loslichkeit- des salpetersauren Harnstoffs in Sal-
petersdure nicht so unbedeutend ist, als man angenommen hatte,
und da man in sehr concentrirter Losung die Fillung durch Sal-
petersiure vornehmen musste, konnte auch die Krystallisation sal-
petersaurer Alkalisalze nicht mit Sicherbeit vermieden werden. Beim
Trocknen der ausgepressien vou Salpetersiure noch feuchten Sub-
stanz bei hoherer Temperatur musste ein Theil des salpeiersauren
Harnstoffs zerstért werden. Irgend genaue Resultate konnien somif
weder von'Dumas und Prevost, noch von Stannius, noch von
Anderen,- die sich dieser Abscheidungsmethode bedient haben, auch
abgesehen von manchen Mingeln der vorbereitenden Proceduren,
die dieselben benutzten, erhalten werden.

Nach der Methode von Heintz und Ragsky?®) scheint Nie-
mand versucht zu haben, Bestimmungen von Harnstoff im Riick-
stande des Alkoholauszugs vom Blute durch Erhitzen mit concen-
trirter Schwefelsiure und Bestimmung des gebildetea Ammoniaks
auszufiihren.

Mit dem Erscheinen der Liebig’schen Methode der Fillung
des Harnstoffs durch salpetersaures Quecksilberoxyd schien auch
fir die Bestimmung des Harnstoffgehalles im Blute und den Or-
ganen ein zuverlissiges Verfahren gegeben zu sein. Mehrere fran-
zosische Chemiker benutzten dasselbe alsbald flir diesen Zweck,
Wurtz %), ebenso Poiseuille und Gobley®) fiihrten mit dieser
Methode méhrere Bestimmungen aus, die sich eines nicht geringen
Vertrauens erfreuen; obwohl die Art des Operirens von denselben

£} Ebendaselbst,

%) Hsndbuch der phys. und pathol. chem. Anal. von F. Hoppe-Seyler. 1870.
S.272.

%) Compts rendas 49 tom. p. 59. 1859.

4) Ebendaselbst p. 164.
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gar nicht beschrieben ist. Sorgfiltiger verfuhr hierin Picard '),
welcher ausfithrlich die Methode, die er angewende!, beschrieben
hal. Picard wendef nach der Behbandlung des Blutes mit Alkohol
und einigen Tropfen Essigsiure zur Enifernung anderer Sioffe
noch essigsaures Blei an, enifernt pach der Fillung und Fil-
iration aus dem Filtrate den Bleitiberschuss durch Schwefelwasser-
stoff, fallt dann die von Schwefelwasserstoff durch Abdampfen be-
freite Fliissigheit mit salpetersaurem Quecksitharoxyd, zersetat dissen
Niederschlag dureh Schwefelwassersioff und . damplt die abfiltrirte
Lésung zur Trockne ein.

Diese Methode musste fast vorwurfsfrei erscheinen, so lange
man nieht wosste, dass auch viele andere Stoffe neben Harnstoff
{and Ammoniak) durch salpetersaures Quecksilberoxyd gefillt werden.
Versuche vou v. Recklinghausen ) zur Prifung dieser Methode
upternommen, ergaben jedoch schon schlechte Resultate, es fand
sich . salpetersaures Natron und salpetersaures Ammoniak neben oder
statt salpetersaurem Harnstoff. SpHter hat Meissuner ®) die Ver-
wendbarkeit des salpetersauren Quecksilberoxyds dadurch zu ver-
hessern gesueht, dass er zunfichst eine Fillung it diesem Reagens
ausfiibrte, in der bereils sauren wissevigen Lisung oline zu neu-
tralisiren.  Der voluminGse entstehende Niederschlag enthilt nach
ihin keinen Harnstoff, enifernt aber eine Anzahl von Stoffen, welche
nach den Hiteren Bestimomungen wohl fast allemal zum Gewicht des
gefundenen Harnstoffs gerechnet wurden. Nach dem Abfiltriren
dieses ssuren Quecksilberniederschlages wird danm durch Zusatz
von kohlensguvem. Natron und Quecksilberlsung. der Hurnstoff ge-
fillt in derselben Weise, wie dies pach Liebig’s Verschrifien bei
der- Titrirung des. Havgstoffs im Harne geschieht. Dieser neutrale
meksﬂbm’nicderschlag war rein weiss; abfiltrirt und gut ausge-
waschen, wurde er in Wasaer vertheilf, wmit & ﬂhwefclwa%emtoﬁ ZEY
sefat und 30 efng s*erh@lmmom%ismg sebir reing Lisong von Harnstoff
gewonnen, ang welchar nach gehtrigem Fm&ngen mit: concaniririer

Salpetersiure die Harngtoffverbindung ganz farblos in den schinsten
Krystallisatipnen ausgafillt werden kann. Meissner legt noch be-

£y De la présence de Vurée dans le sang etc. Strasshurg 1856.
%) Dies. Archiv Bd. XIV. 8. 476. 1859,
%) Henle nnd Plenfer’s Zeitschr, B4 XXXV. Helt 3, S, 236.
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sonderes Gewicht darauf, dass bei der Bestimmung des Harnstoffs
in der Leber nach seiner Methode der Zucker abgetrennt wird.
Dass man bei genauer Befolgung der Vorschriften von Meissner
nicht hoffen darf, eine genaue Bestimmung des Harnstoffs zu er-
halten, ist einfach daraus ersichtlich, dass man bei der Fillung des
Harnstoffs nicht wirklich neatralisiren kann, da man sonst in Gefahr
kiime, sofort gelbes basisches Salz reichlich auszufillen, ferner liegt
es in der Methode als nothwendig begriindet, dass ein geringer
Ueberschuss der Quecksilberldsung zugefilgt wird, ausserdem bleibt
es noch fraglich, inwieweit die Bildung von Quecksilberchlorid,
welche Meissner nicht beachtet zu haben scheint (die Ldsung,
welche er mit salpetersaurem Quecksilberoxyd fillte, musste etwas
Chlormetall enthalten), bei annihernder Neutralisation eine Verun-
reinigung des Harnstoffs verursacht hat und endlich giebt die farb-
lose reine Krystallisation keine Garantie der chemisechen Reinheit
der. Harnstoffverbindung. Es sind dies nur einige Fragen, die bei
der Beurtheilung der Methode sich aufdringen, bei ihrer Ausfithrung
erweisen sich gleichfalls manche Schwierigkeiten. Gscheidlen '),
welcher zu einer lingeren Reihe von Versuchen die Meissner’sche
Bestimmmungsmethode benutzt hat, giebt zwar seine Resultate mit
grosser Entschiedenheit an, erkennt aber merkwiirdigerweise an, dass
die gliickliche Ausfiilhrung der Bestimmung nicht frei von Zufillig-
keiten isl, KEs kann nicht bezweifelt werden, dass der Harnstoff
bei richtiger Ausfiithrung der Procedur ziemlich vollstindig durch
salpetersaures Quecksilberoxyd gefdllt wird, es ist ferner sehr wahr-
scheinlich, dass bei geniigend stark saurer Reaction der Fliissigkeit
andere Stoffe durch dieses Reagens enifernt werden konnen, ohne
dass der Harnstoff gefillt wird, aher es ist sehr fraglich, ob durch
die Meissner’sche Methode der Harnstoff hinreichend rein erhalten
wird, dass man ihn durch Salpelersiure stets isolirt erhalten kann.
Neuerdings hat Gréhant?) ein frilher von Millon ®) zur
Bestimmung des Harpstoffs im Harne angewendetes Verfahren in
der Weise modificirt, dass er es zur Bestimmung des Harnstoffs in
25 Gem. Blut benatzen konnte. Den Riickstand des Alkoholauszugs

1) Studien {ber den Ursprung des Harnstoffs im Thierkorper. Leipzig 1871,

?) Gréhant, Journ. de I'anat. et de la Physiol. Mai-Juin 1870. p.318-335.
Virchow und RHirsch Jahresber, 1870. I. S. 1L

3) Millon, Comptes rend. T.20. p.119.



492

vom Blute brachle er in Wasser gelost in den Recipienten der
Quecksilberluftpumpe, brachiie dann die Millon’sche Lisung von
Quecksilber in Salpetersiure hinzu, erwirmte die Mischung, be-
stimmte die Quantitdt der entiwickelten Xoblensiure und des Stick-
stoffs und berechnete hieraus die Quantitit von Harnstoff, die sich
im Blute befand.

Das Verfahren von Millon zur Ermitielung des Harnstoffgehalts
im Harne, chwobh! sehr schnell ausfihrbar, (st aufgegehen, weil és
unsichere und ungenaue Resullate Nefert; die Anwendung, . welche
Gréhant davon macht, gesiattet sowohl die Messung des Stick-
stoffs als der entwickelien Kohlensiure. Da jedoeh alle Amine, Amin-
sturen und Amide Stickstof mit diesern Reagens entwickeln, wiirde
die Messung des Sticksloffs keine zuverlissige Bestimmung des Harn-
stoffs abgeben kénnen; wie es jedoch kommi, dass Gréhant gleiche
Volumina €O, und N, erhalten bat, isl, wie Prof. Hoppe-Seyler
in. seinem Referale tber die Arbeit Gréhant’s hervorhebt, gar
nicht ersichtlich, da zwar der Harnstoff bhei seiner Oxydation 1 Mol
€O, meben 1 Mol. N, liefert, aber bei diesem Prozessc aus der
salpetrigen Sture noch 1 Mol N, entstehen muss. Da nun séwohl
die dlteren Eefahrungen beziiglich der Harnstoffbestimmung nach
Millon als auch die Angaben von Gréhant manches Unerkliirljche
und einer genaven Bestimmnung Widersprechende zeigen, dureh Eig-
wirkung: der Salpetersiure aus anderen Subsignzen als Harpstoff
beim Erwirmed Kohlensiure entwickelt werden kann, wiirde aunch
diese Methode eine sichere Stiitze fiir Untersuchungen micht ab-
geben konnen. ‘

Die von Davy?) angewendets Methode der Harnstoffbestimmung
im Huarne durch Zerlegung des Harnstoffis mit ooferchlovigsaurem
Natrow, weldhe bekanntlich stets zu niedrige Resultate liefort, ist
von W. Kuop und vow Hilfner vor Kurzem in der Weise mwmk-
miissig moﬂ:ﬁmrt worden, dass. statt- des unierchilorigsaaren frisch
bargitetes unterbromigsaures Natron in concenfrirter Lusung in einem
Apparate zur Anwendung kommt, in welchem ecine hinreichend ge-
nang Messung des entwickelien Stml\btoﬁ's ermiglicht ist. Die we-
nigen analytischen Belege, welche Hiifner anglebi, ergeben jedoch
Ulemhf’ailm wn mudnge Werthe, ausserdem entwmkﬁlm auch Kreatin
mit der unterbromigsauren Lauge Stickstoff,’

1) Philos. Mpgez. B4 7. 8. 385,
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Bereits im Jahre 1848 hat Bunsen ') ein Verfahren zur Be-
stimmung des Harnstoffs im Harne angegeben, welches recht genaue
Resultate giebt, zur Bestimmung des Harnstoffs im Blute war das-
selbe noch nicht verwendet, aufgefordert hierzu von Prof. Hoppe-
Seyler Habe ich die Anwendbarkeit desselben fiir diesen Zweck
gepriift, indem ich zun#chst das Blut (defibrinirtes Rindsblut) ab-
gemessen entweder ohne Zusatz oder nach Zusalz einer getrock-
neten und gewogenen Quantitit Harnstoff mit Ueberschuss von ge-
wohnlichem Alkohol fillte, nach ein paar Stunden die alkoholische
Fliissigkeit abfiltrirte, den Riickstand mit Alkohol auswusch und die
vereinigten alkoholischen Ausziige auf dem Wasserbade verdunstete.
Der Riickstand wurde mit abseclutem Alkohol ausgezogen, filtrirt
und das Filtrat wieder verdunstet, der Riickstand in Wasser gelist
und die etwas weisslich triibe Fliissigkeit mit ein wenig basisch-
essigsaurem Blei gefillt, nach Entfernung des Bleiniederschlags wurde
im Filtrat durch vorsichtigen Schwefelammonium-Zusatz das Blei
abgeschieden und die nun abfiltrirte Fliissigkeit nach Bunsen’s
Vorschrift mit Chlorbaryom und Ammoniak in ein gutes Kaliglas-
rohrchen eingeschmolzen und einige Stunden auf 180°—220°
erhitzt.

Bunsen hat eine noch hihere Temperatur (240°) vorge-
schrieben,; ich habe mich jedoch iiberzeugt, dass die angegebenen
Temperaturen zur schnellen Zersetzung des Harnstoffs in Kohlen-
siure und Ammoniak ausreichen. Nach hinreichendem Erkalten aus
dem Oelbade genommen zeigten die Rohren als Inhalt eine hoch-
stens sehr schwach gelbliche, meistens farblose Fliissigkeit und
einen weissen kornigen Niederschlag. Sie wurden getffnet, die
Flitssigkeit schnell abfilirirt und mit eben ausgekochtem heissem
Wasser der Niederschlag im Rohre und auf dem Filter schoell
ausgewaschen. ~ Der kohlensaure Baryt wurde dann in verdiinnter
Salzsiiure gelist, die Lusung mit Schwefelsiure gefillt und in be-
kannter Weise der schwefelsaure Barvt bestimmt, Diese Versuche
fiithrten zun#chst zu folgenden Resultaten:

} Annal. d. Chem. und Pharm. Bd. 65.
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Procente Harn-
stoff im Blute
nach Abzng des

No. des Untersuchte

‘ G Hieraus
Blutquantitit Harnstoff-  Erhaltener

Versuchs. Zusatz. $0,Ba berechneter

in Cem. Harnstoff. zugesetzt, Harnst.

1 {1. 200 0,06 Grm., 0,343 0,0882 Grm. 0,614 pCt.
{2. 400 —_ 0,178 0,0458 0,011
i {l. 300 0,09 0,406 80,1045 0,0048
2. 500 — 0,3005 01,0782 0,0356
i it 250 0,06 0,364 34,0837 0,0135
2 400 — 01,288 0,0742 34,0186
v ;1. 36 — 0,113 $,0291 0,0582
2. 100 - 0,156 0,0401 9,0404

In den Versuchen I, Il und IV. ist die Uebereinstimmung
zwischen den beiden Restimmungen keine grosse, doch sind auch
die Differenzen immerhin nur innerhalb der dritten Decimale, Im
Versuche 11 ist die Differenz sehr gross, doch mbchte hier ein Fehler
in der Bestimmung sich eingeschlichen haben, Die Anwendung des
Verfahrens. von Bunsen fiir die Bestimmung des Harnstoffs im
Blute kann jedoch nur dann zuldssig sein;, wenn in den mit Chlor-
barium und Ammeniak eingeschlossenen Substanzen keine auderen
Stoffe enthalten sind; die bei der Erhitzung mit der alkoholischen
Flussigkeit gleichfalls Kohlensiure lefern. Dass milchsaure Salze
die Erbitzung aof und iiber 200° lange Zeit ohne Zerselznng er-
tragen, worde nach miindlicher Mittheilung von Prof. Hoppe-
Seyler constatirt; dass ferner Zucker, der ebenso wie Amylum
und Cellulose heim Erhitzen mit alkalischen Lisungen, selbst mit
Wasser nach Hoppe-Seyler’s Versuchen unter reichlicher Kohlen-
siureentwickelung - zersetzt wird , nicht:vorhanden war, ergab die
vollige oder fast villige Farblosigkeit der erhitzten Lbsung und des
Niederschlags. vop kohlensanrem Baryt. Harnsiure konnie micht in
der Lisung seinj sie lefert gleichfalls reichlich Koblensture heim
Erhitzen mit Wasser, auch Kreatin ist in absolutem Alkohol hin-
reichend schwer Jdslich um hier ausgeschlossen werden zu kilnpen,
dagegen konxten: Sioffe, wie Kreatinin, noch nghén Harnstoff in - der
Losung enthalten sein. Tch priifte dahér das Verkalten des Ereslins
(Kreatinin geht bekanntlich beim Erhitzen mit Alklilauge in Krestin
iiber). Wie voransgesehen war, zersetzte sich dasselbe beitn Erhitzen
mit Chlorbaripm und Ammoniak im Glasrohre auf 200° woter Bil-
dung von Eoblengiure.

1) 0,06 Grm. Kreatin gab 0,183 Grm, 80,Ba entsprechend 0,009425 Grm. C,
2 0,06 -~ - - G178 - - - $,009167 -
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Im 1. Versuche waren 15,708 pCt., im 2. Versuche 15,278 pCt.
vom Gewicht des angewendeten Kreatin vom Kohlenstoff in Kohlen-
siure umgewandelt. Da nun nach der Zusammensetzung C,H N, 0,,11,0
das Kreatin 32,215 pCt. C. enthilt, so wurde ziemlich genau die
_Hilfte seines G-Gehaltes in Kohlensiure verwandelt. Es ergiebt sich
aber hieraus, dass bei der Einwirkung der alkalischen Lésung bei
200° nicht allein das Kreatin in Sarkosin und Harnstoff gespalten
und letzierer in Kohlensiiure und Ammoniak zersetst werde, sondern
dass auch das Sarkosin einer weileren Zersetzung unter Kohlen-
sdurebildung unterliegt. Ob im normalen Blute eine fiir die frag-
lichen Zwecke beachtenswerthe Quantitit von Kreatinin enihalten ist,
diirfte sehr fraglich sein, andererseits nehmen Voit und Meissner?)
an, dass Kreatin und Kreatinin aus der Muskelfliissigkeit durch das
Blut unzerlegt in den Harn tibergehen und nach zablreichen Beob-
achtungen ist es wohl als festgesiellt za betrachten, dass sich diese
Korper bei Unterdriickung der Nierenthitigkeit in den Organen also
auch im Blute ansammeln. Wiirde nun auch das oben geschilderte
Verfahren zur Bestimmung des Harnstoffs bei weiteren Versuchen
als noch brauchbarer sich herausstellen, als es meine Versuche nach-
gewiesen haben, immerbin missie erst weiter noch entschieden
werden, ob nach Unterdriickung der Harnausscheidung oder “bei
anderen Affectionen nicht Extractivstoffe im Bluie reichlicher sich
anhiiufen, welche so wie der Harnstoff bei 200° mit ammoniakali-
scher Chlorbariumlosung kohlensauren Baryt liefern.

Um mich tiber den Grad der Genauigkeit meiner Anwendung des
Verfahrens zu orienliren, behandelte ich auch zwei Portionen von
reinem Harnstoff in der angegebenen Weise: 0,06 Grm. Harnstoff
gab in dem einen Versuche 0,226 Grm., in dem anderen 0,244 Grm.
SO,Ba, diese Werthe entsprechen 0,0382 und 0,0628 Grm. im Mittel
0,0605 Grm. Harnstoff.

Es wiirde das Bunsen’sche Verfahren offenbar sich sehr gut
mit denen combiniren lassen, in denen der Harnstoff durch Queck-
silberlosung gefillt und nach Entfernung des Quecksilbers als sal-
petersaure Verbindung dargestellt wird.

1) Benle und Pfeufer’s Zeitschr. Bd. XXXV. Heft 3.
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