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XVIIL

Kleinere Mittheilungen physiologisch- chemischer
Inhaltes ().

(Aus dem chemischen Laboratorium des pathologischer Instituts zu Berlin.)

Von Prof. B. Salkowski.

Ieh gebe unter diesem Titel eine Reihe von Notizen, die sieh
in ihrer Form an die unier gleichem Titel erschienenen in Pfliiger’s
Areh. Bd. 1V. S. 91 und Bd. V1. 8. 207 anschliessen.

1. Ueber die guantitative Bestimmung der Harnsiiure
im Harn.

Ich habe vor einigen Jahren darav{ hingewiesen®), dass die
Ausfdllung der Harnsiure aus dem Harn durch Salzsiure nieht so
vollsténdig ist, wie man in der Rege! annimmt, dass ausserdem aber
—— und das ist offenbar der wichtigere Punki — Urine vorkommen,
in denen die Ausfillung sehr unvollstindig ist. Die Methode ist
also nicht mit einem constanten, sondern wechselnden Fehier behafiet.
Diese Wahrnehmung ist seitdem von Maly?) und ven Fokker?)
bestitigt worden. Ich habe weiterhin L ¢. zum Zweck einer ge-
nauen Harnsiurebestimmung empfohlen, das salzsaure Filtrat von
der Harnstiurebestimmung mit Ammopiak oder besser mit ammo-
niakalischer Magnesiamischung zu versetzen, von dem Niederschlag
abzufiliriren und das Filtrat mit ammoniakalischer Silberlosung zu
fillen — ein Verfalfren, das sich auf die Schwerlislichkeit der
Doppelverbindungen der Harnsiure mit Silber und einer 2ten Base
sliitzt. Die Dbetreffenden Verbindungen sind seitdem von Maly
(1. ¢.) genauer untersucht und in Uebereinstimmung mit mir als
sehr brauchhar fir die quantitative Bestimmung der Harnsiure und
auch fiir den Nachweis derselben anerkannt worden. Die Brauch-

1) Pfliiger’s Archiv Bd. V. S. 210.

2) Ebendas. Bd.IV. S. 201.
3) Ebendas. Bd. X. S.153.
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barkeit in letzterer Beziehung hatte ich inzwischen wiederholt zu
erproben Gelegenheit gehabt: ich habe die Fallung it Silberlésung
vielfach zur Untersuchung von Blut und Gewebsausziige auf Harn-
siure angewendet. Es gelang mir u. A. mit Hillfe derselben der
Nachweis von Harnsiure in einer kleinen Menge Blui eines Arthri-
tikers. Was die chemische Natur des unter den angegebenen Be-
dingungen entsichenden Niederschlages betrifft, so hat Maly den
bestimmten Nachweis gefithrt, dass es. sich um Doppelverbindungen
handeli, ich habe indessen in meiner ersten Publication”) iiber
diesen Gegenstand auch schon gésagt ,,librigens scheint der Nieder-
schlag nicht reines harnsaures Silberoxyd zu sein, sondern noch
Basen in fester chemischer- Bindunsg zu enthalten®. In der 2. Mit-
theilung habe ich die Anwendung ammoniakalischer Magnesia-
Jnischung empfohlen in. der Absmht dadurch die Bildung von harn-
saurer Silbermagnesia zu ermochchen, welche Verbindung mir eine
besondere Bestindigkeit zu haben schien. Mein Verfahren zur
Harnsiorebestimmung muss nun wohl als das zur Zeit genaueste
gelten, allein es ist — namentlich fiir klinische Zwecke — viel zu
umstindlich.

Ich habe mich nun verschiedentlich bemiiht, die Methode hand-
licher zu machen und namentlich sie zu einer Titrirmethode umzu-
gestalten — solche Versuche schlossen sich fast regelmissig an mir
obliegende Beslimmunge’nl der Harnsidore an, da ich jedesmal meine
Methode zu umstindlich fand — allein ich bin zn keinem befrie~
diegenden Resultat gelangt, Um so willkommener musste mir daher
ein vor Kurzem von Fokker veriffentlichtes Verfahren sein, das
die Fallung mit Salzsiure ganz umgeht und auf der Schwerldslichkeit
des harpsauren Ammoniak in Wasser beruht. Fokker verfihrt
folgendermaassen: 100 Cem. Harn werden mit kohlensaurem Natron
stark alkalisch gemacht, nach eiwa 6 Stunden die ausgeschiedenen
Erdphosphate abfiltrirt und mit heissem Wasser nachgewaschen.
Filirat und Waschwasser werden mit 10 Cem. concentrirter Salmiak-
losung verseizt und nach 12 Stunden das ausgeschiedene harnsaure
Ammoniak auf einem gewogenen Filter gesammelt. Vor der Wigung
fiihrt man es durch Behandeln mit schwacher Salzsiure (1:10) in
Harnsdure iiber. Zu dem gefundenen Werlh addirt man nach Vf.

1) Dieses Archiv Bd. LIL S. 58.
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noch 16 Mifligr. Harnsture hinzu, enisprechend der Loslichkeit des
harnsauren Ammoniak in Wasser,

Bei der Priifung des Verfahrens ergab sich nun zuniichst, dass
die von Fokker angegebene Zeit zur Fillung des harnsauren
Ammoniak auch bei sehr kiihler Temperatur nicht ausreichte: es
entstand im Filtrat regelmiissig ein neuer, nicht unbetrdchtlicher
Niederschlag — man muss daher der Fillung mindestens 24, besser
48 Stunden Zeit lassen. Filirirt man nach dieser Zeit ab, so scheidet
sich aus dem Filtrat nichis weiter ab und dasselbe giebt mit
ammoniakalischer Silberldsung in der Thai nur' einen unbedeuten-
den Niederschlag, wie die weiter unten folgenden Doppelbestimmun-
gen zeigen. Ferner muss ich hervorheben, dass beim Behandeln
des harnsauren Ammon auf dem Filter mit verdiinnter Salzsiure
wohl stets etwas HarnsHure in Losung geht und sich aus dem
Filtrat bei lingerem Stehen krystallinisch ausscheidet. Fokker sucht
zwar die Filtration zu verhindern, doch wird sich stets etwas Harn~
sdure in der Trichterrohre aosscheiden. Man darf diese Ausschei-
dung nicht vernachlissigen; ihre Menge betrug in einem Fall, in
dem sie gesondert bestimmt wurde 0,012 Grm. Ich fiihre nun die
Zahlen der erwihnien Doppelbestimmungen an: a bezeichnet die
in Form- von Ammoniaksalz gefillie Harnséiure, b die aus dem
Filirate durch Silberldsung gefillle. Dabei wurde das Filtrat vom
harnsauren Ammoniak mit Ammoniak und Magnesiamischang ver-
setzt, in anderen Fillen auch nur mit Ammoniak und dann ohne
vorgiingige Filiration Silberlosung binzugeseizt.

Harnsguore
a b
No. 1. Normaler Harn 100 Cem. 0,027 0,014
No. 2. Fieberharn 100 - 0,077 0,085
No. 3. Diabetischer Harn 100 - 0,033 0,015
No. 4. Normaler Harn 200 - 0,0795 0,024
No. 5. Fieberharn 200 - 0,268 0,018

In dem diabetischen Harn (Zuckergehalt 2,6 pCt.) hatte schon
eine ansehnliche Ausscheidung von freier Harnsiure statigefunden.
Bei No. 2 (Fieberharn) bestand ein starkes Sediment von harn-
sauren Salzen — es wurde durch Erwirmen geltst, doch schieden
sich bei Zusatz von kohlensanrem Natron auf’s Neue hainsaure Salze
aus — vielleicht in Folge stirkeren Gehaltes des Harns an Ammon-

Axchiv f.pathol. Anat. Bd. LXVIIL Hft.3, 26
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salzen —, die somit der Besiimmung enigingen. Dieser Fall kann
offenbar 6fters eintreten.

Es fragte sich nun, ob man diesen Fehler nicht dadurch sicher
ausschliessen konne, dass man den Harn mit kohlensaurem Natron
und dann sofort, ohne vorher zu filtriren, mit Salmiak versetzt.
Gleichzeitig wird dadorch die Methode wesentlich vereinfacht. Drei
Doppelbestimmungen nach dem urspriinglichen Fokk er’schen Ver-
fahren und nach dem so modificirten, stets mit Bestimmung des
gelost bleibenden Antheils durch Silberldsung, zeigien nun in der
That die Zulissigkeit dieses Verfahrens.

No. 6. Normaler Harn; je 150 Cem.
I nach Fokker a) 0,090 b) 06,0185 ¢) znsammen: 0,1095
I modificirt a) 0,085 b) verloren gegangen.

No. 7. Normaler Harn; je 200 Cem.

[ nach Fokker a) 0,061 b) 0,0307 c¢) zusammen: 0,0917
11 modificirt a) 0,064 b) 0,0335 <c) zusammen: 0,0975.
No. 8. Normaler Harn; je 200 Cem.

1 nach Fokker a) 0,0870 b) 0,0175 ¢} 0,1045
1 modificirt a) 0,0915 b) 0,0135 ¢) 0,1050.

Die Uebereinstimmung kann als geniigende gelten und man
kann sich also eine Filtration ersparen. Die durch die Silbermethode
erhaltene Harnsiure - wurde 2mal mit Wasser, dann mit Alkohol,
sehliesslich, um beigemischten Schwefel zu entfernen, mit reinem
Schwefelkohlenstoff gewaschen; nach der Wigung wurde sie ver-
ascht und etwa bleibende Asche in Abzug gebracht, die Werthe
sind eiwas schwankend, vielleicht abhiingig von der verschiedenen
Temperatur. Der Harn No. 8 hatte mit dem Niederschlag 3mal 24
Stunden lang dauernd in Eis gestanden; die Zahl fiir die b- Harn—
siure ist dadurch sehr herabgedriickt.

fch wiirde nach meinen bisherigen Erfahrungen also folgen-
des Verfahren vorschlagen: 200 Cem. Harn werden mit kohlen-
sauremn Natron stark alkalisch gemacht (etwa 10 Cem. der concen-
trirten Losung), nach etwa 1 Stunde 20 Cem. concentrirte Salmiak-
losung hinzugesetzt, 48 Stunden bei kiihler Temperatur stehen ge-
lassen, dorch ein gewogenes Filter abfiltrirt und 2—3mal ge-

. waschen; alsdann das Filter voll verdiinnter Salzsiure gegossen
(1 Theil officinelle Siure auf 10 Theile Wasser), und das Filtrat
aufgefangen; das Aufgiessen von Salzsiure wird noch mehrmals
wiederholt, bis, wie der Augenschein leicht lehrt, alles harnsaure
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Ammoniak in Harnsiure iibergegangen ist. Das rinrat bleibt etwa
6 Stunden stehen; die nach dieser Zeit ausgeschiedene Harnsiure
wird auf dasselbe Filter gebracht. Man wischt 2mal mit Wasser,
dann mit Alkohol bis zum Verschwinden der sauren Reaction,
trocknet bei 110° Zu der erhaltenen Zahl addirt man 0,030 hin-
zu. Handelt es sich um sehr diinne Harne, so wird man gut
thun, sie bis zum spec. Gew. 1017—1020 einzudampfen. Ob auch
bei dieser Methiode &Hhnliche Ausnahmen vorkommen, wie bei der
Salzsiurefiliong, konnen nur weitere Beobachtungen lehren.

2. Ueber die Bildung unldslicher Niederschlige
im Korper.

Das Studiom der Urimie wiirde ohne Zweifel durch ein Ver-
fahren geférdert werden, welches gestattete, die Function - der Niere
allmihlich und ohne operativen Eingriff auszuschliessen. Es liegt
nahe, zu diesem Zweck die Einfiihrung von Salzen zu versuchen,
welche, auf einander einwirkend, einen unloslichen Niederschlag
geben. Man hat mnicht zu befirchten, dass die Bildung dieses
Niederschlages schon im Blut erfolgt. Denn einerseits wird die
Menge der in einem gegebenen Moment gleichzeitig im Blut vor-
handenen, anf einander einwirkenden Substanzen, immer nur ger'ing
sein, andererseits kommt dem Blut und den Gewebsfliissigkeiten
in ziemlich hohem Grade das Vermigen zu, unlfsliche Salze in
Lésung zu halten. lch erinnere nur an den Gehalt des alkalischen
Blutserum an gelostem phosphorsaurem Kalk. In der That haben
auch die Angaben von Onsum?'), dass sich bei der Oxalsiurever-
giftang oxalsaurer Kalk, bei der Barytvergiftung schwefelsaures
Baryt im Blut bilde und Embolien verursache, durch M. Cyon?)
wenigstens keine Bestiligung erfahren. Weit giinstiger fiir die Bildung
von Niederschligen liegen die Verhilinisse in den Nieren. Hier finden
sich die auf einander einwirkenden Substanzen im gegebenen Augen-
bliek auf einen weil kleineren Raum zusammengedringt, hier
falit auch das Losungsmitiel zum grossten Theil fort — ich sage
zum grossten Theil, denn ganz ohne Iosenden Einfluss auf sonst
als sehr schwerltslich oder schlechtweg unldslich bezeichnete Sub-
stanzen ist auch der Harn nieht. Nimmt man hinzu, dass je

1) Dieses Archiv Bd. XXVIII. S. 233,
?) Reichert’s Archiv 1866, S. 196.
26+
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pathologisch Niereninfarcte nicht selten beobachtet werden, so war
es immerhin der Miihe werth, den Versuch zu machen, auf ex-
perimentellem Wege eine ausgedehnte Verstopfung von Harnkaniilchen
zu Stande zu bringen. Man muss nur natiirlich zu diesemn Zwecke
mdglichst indifferente Substanzen wiblen und wombglich solche,
die geneigt sind, krystallinische Niederschiige zu geben, da von
feinvertheilten und amorphen WNiederschligen zu erwarten sieht,
dass sie, wenn auch gebildet, einfach fortgesplilt werden. Dem he-
absichtigten Zweck schien sehr gut der schwefelsaure Strontian zu
entsprechen, der sich bei gleichzeitiger Anwendung von schwefel-
saurem Natron und salpetersaurem Strontian oder Chlorstrontium
bilden musste. Ich habe schon vor einigen Jahren Versuche in
dieser Richtung angestellt und sie neuerdings um einige weitere
vermehrt. Zur Anwendung kamen meistens 10 procentige Losungen
der Substanzen in Mengen von 8—10 Grm. Losung pro Tag bei
Kaninchen; es wurden bald beide Substanzen subeutan eingefiihrt,
an verschiedenen Korperstellen, bald beide in den Magen, die
eine Vormittag, die andere Abends, bald die eine subcutan, die
andere in den Magen und die Einspritzungen mindestens 8 Tage
lang gemacht. Der Erfolg entsprach — was die Nieren betrifft —
den Erwartungen sebr wenig. In vielen Fillen blieben die Harn-
kanilchen ganz frei von Niederschligen, in anderen bildeten sich
geringe Mengen und nur in einem Falle war ein erheblicher Theil
der Harnkaniilchen mit grossen, schon makroskopisch sichtbaren
Krystallen verstopft. Interesse bietet noch das Verhalten des Harns.
Derselbe enthielt reichlich schwefelsaure Saize und Strontian neben
einander. Beim Ansiuern mit Salzsiure wurde er zuerst klar, falls
er (wie gewOhnlich bei alkalischer Reaction) triibe entleert war, sehr
bald -aber — je nach dem Gehalt an Strontian friiher oder spiter
— enistand ein feinkdrniger mikrokrysiallinischer Niederschlag von
schwefelsaurem Strontian. Die Menge desselben betrug in einem
Fall, in dem sie bestimmt wurde, 0,102 Grm. in 100 Cem. Der
alkalische Kaninchenharn vermag also schwefelsauren Strontian in
Losung ‘zu halten resp. dessen Ausscheidung zu verhindern. Die
Alkalescenz ist tibrigens keine nothwendige Bedingung dafiir: auch
als die Versuche bei Weizenfiitterung gemacht wurden, welche die
Ausscheidung eines klaren, sauren Harns bedingt, sehied sich nach
Salzsiiurezusatz, schwefelsaurer Stroniian ab.
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3. Ueber eine neue Farbenreaction des Eiweiss.

Beim Behandeln von Eiweisskirpern mit S#uren treten, wie
bekannt, Farbstoffe auf, namentlich blaue and rothe’). Sie haben
von jeher ein besonderes Interesse erregt, da sich an sie die
Hoffnung kniipfen konnte, durch weitere Behandlung daraus vielleicht
die Farbstoffe des Thierkdrpers: selbst zu erhalien. Bisher sind alle
diese Versuche gescheitert und ich habe aueh nur Uber einen
negativ ausgefallenen Versuch zu berichten, doch scheint mir das
Resultat von einigem Interesse und der Mittheilung werth zu sein.

Den Ausgangspunkt bildeten die Firbungen, welche bei Ein-
wirkung von Alkalien auf Eiweiss entsiehen und bisher keine Be-
riicksichtigung erfahren haben. Es ist allgemein bekannt, dass bei
der Stickstoffbestimmung in Eiweisskorpern durch Glithen mit Natron-
kalk die vorgeschlagene Salzsdure nicht selten eine rothe oder violette
Farbe annimmt. Die Intensitit dieser Firbung ldsst sich steigern
durch eine bei gelinder Temperatur vorgenommene unvollstindige
Verbrennung, die sich mehr als trockene Destillation mit Natron-
kalk darstellt. Wenn man Casein, etwa 5—10 Gramm, oder Bluti-
albumin oder irgend einen anderen Eiweissktrper, mit seinem 4 bis
Sfachen Gewicht Naironkalk vermischt gelinde erhitat, so dass erst
gegen das Ende der Operation Glihen stattfindet, so erhilt maan
in der mit etwas Salzsiiure beschickien Vorlage eine wiissrige Fliissig-
keit, reichlich untermischt mit braunrothen oOligen Tropfen. Die
Férbung nimmt beim Stehen an der Luft an Intensitit zu. Dampfi
man das Gemisch auf dem Wasserbad ein — in der Regel geschah
dieses erst, wenn der Kolben 24 Stunden gestanden hatte — und
zieht den bleibenden Riicksiand mit starkem Alkohol aus, so bleibt
der grosste Theil des Salmiak zuriick und man erhdlt jetzi ein
intensiv kirschroth oder blauroth gefirbtes Filtrat. Dasselbe wird
verdampft, die Extraction mit Alkohol, diesesmal absoluten, noch-
mals wiederholt und das Filirat wieder verdampft. Die so erhaltene
blaurothe Masse ist mit Leichtigkeit 10slich in Alkohol, unvollstindig
in angesiuertem Wasser, unloslich in ammoniakhaltigen. Die
alkoholische Losung mit Zinn und Salzsiure auf dem Wasserbad

1) Vgl. hieritber Adamkiewicz, Pfliiger’s Archiv Bd.IX. $.156 und Zeitschr.
f. exp, Pathol, Bd. HL-S, 412,
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erwirmt, ver&ndert allmiblich ihre Farbe und nimuwmt schliesslich
genau denselben Farbenton an, wie eine gleich behandelte Himatin-
losung (Hoppe-Seyler hat bekanntlich vor Kurzem gezeigt, dass
bei der Reduction von Himatin Urobilin entsteht, Ber. d. deutsch.
ch. G. Bd. VIL. S. 1065). Unterbricht man in diesem Zeitpunki die
Operation und schiittelt die Fliissigkeit mit Chloroform, so firbt
sich dieses gelbroth mil griiner Fluorescenz und zeigt auch den Ab-
sorptionsstreifen des Urobilin, wiewohi mit verwaschenen Réndern. Die
Uebereinstimmung in der Farbe tritt namentlich beim Verdiinnen
hervor: die gelbe Farbe geht dabei in Rosenroth Giber. Es gelang
nun aber durchaus nicht immer, die Reduction bei dem gewiinschten
Punkt zu begrenzen: sie ging bald nichi weit genug, bald zu weit
d. h. die Flissigkeit wurde vollstindig entfirbt; eine Urobilinldsung
zeigt librigens dasselbe Verbalten, wie schon von Esoff') angegeben
ist; ebenso . auch Himatinlosung und es gelingt auch regelmissig,
Harn durch andauernde Behandlung mit Zink und Salzsiure voll-
stindig zu entfirben.

Constantere Resultale erhielt ich, wenn ich den erwihnten
blaurothen Farbstoff mit Zinkstaub und etwas Wasser verrieb, dann
bei gelinder Temperatur destillirte. Es ging hierbei mit den Wasser-
didmpfen ein farbloses Oel iiber, das nach eintéigigem Stehen an der
Luft eine prachtvolle rosenrothe Farbe annahm. Beim Schiitteln
des Gemisches mit Aether und Verdunsien des Htherischen Auszuges
bleibt ein harzartiger gelbrother Riickstand. Derselbe l6st sich mit
grosster Leichtigkeit in Aether, Chloroform, Alkohol. Die Losungen
sind oft von iiberraschender Farbeschinheit: intensiv goldgelb mit
dem bekannten rosenrothen Schein der Rénder beim Schiitteln und
griin fluorescirend; beim weiteren Verdiinnen werden sie rosenroth.
Die alkoholische Lidsung zeigt den Absorptionsstreifen des Urobilin,
besonders scharf begrenzt, wenn man sie ansiuert, wobei sie gleich-
zeitig einen mehr rothen Farbenton annimmt. Durch Ammoniakzusatz
wird die alkoholische Losung mehr gelb. Die Fluorescenz verschwindet
allmihlich in dieser Losung; setzt man alsdann einige Tropfen
Chlorzinkldsung hinzu, soiritt sie auf’s Neue hervor; allerdings
nicht so stark, wie bei einer frisch bereiteten Urobilinlosung. Der
Absorptionsstreifen der ammoniakalischen mit Chlorzink verseizten

1) Pfliiger’s Archiv Bd. XIL 8. 50.
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Losung reichle ungefihr von 126—137 der Skala, wenn Na auf
100, Kee auf 71, KB auf 191, Sro auf 148 stand. Die Lisung
veriindert sich allmihlich, doch zeigte eine alkobolische Losung, die
gut verschlossen und vor Licht geschiitzt ein Jahr lang aufbewahrt
war, noch den Absorptionsstreifen, wenn auch etwas verwaschen.

Trotz der grossen Aehnlichkeit-in den Husseren Erschemungen kann
man die Gevenwart von Urobilin in den Lésungen nicht annehmen.
Das Urobilin hat den Charakter einer schwachen Siure und lost
sich so leicht in Ammoniak, dass es auch aus einem Gemenge ver-
schiedener Substanzen durch dieses Reagens anfgenommen wird;
der erwdhnte, beim Verdunsten des #therischen Auszuges bleibende
Riickstand giebt an Ammoniak nichts ab. Dagegen ist wohl an
die Moglichkeit zu denken, dass mein Product mit dem von
Stockvis') bei der, irockenen Destillation des Bilirubin erbaltenen
tibereinstimmti, das Stockvis freilich fir das Chromogen des Urobilin
erklirt, aus dem durch Oxydation wabres Urobilin entstehe. So
wire doch ein Zusammenhang zwischen dem Product aus Eiweiss
und einem nahen Derivat des Bilirubin hergestellt. Leider befinde
ich mich nieht im Besitz einer grosseren Quantitit Bilirubin, kann.
also den Versuch von Stockvis vorlauﬁg nicht wiederholen. Ich
bemerke  noch, dass der Uehergang des farblosen Oeles in die ge-
fiirbte Subslanz in der That unter Sauerstoffaufnahme erfolgt. Viel-
leicht stehen auch die Beohachtungen von Hoppe-Seyler®) iber
die Producte, die beim Erhitzen des Reductionsproductes des
Himatin mit Zinkstaub entstehen, in einen gewissen Zusammenhang
mit meiner Beobachiung.

4. Ueber die Bestimmung des Indigos im Harn.

Zu diesem Zweck ist von Jaffe®) vor einigen Jahren  eine
Methode angegeben worden, welche nur den Nachtheil hat, dass
sie etwas umstindlich ist. Die Leichtigkeit nun, mit der sich selbst
bei indicanarmen Harnen die Ausscheidung des Indigos nach Zusatz
von Salzsiure und Chlorkalk volizieht, ruft immer wieder den
Wunsch wach, diese schone Reaction, die gleichfalls von Jaffe
stammt, zu einer directen, wenn auch nur annihernden Bestimmung

1) Med. Centralbl. 1873. S. 449.

%) Tibinger Unters. S. 436.
%) Pfliiger’s Archiv Bd, IIL S, 448.
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des Indigos zu verwerthen. Am nichsten liegt es, das Indigeblau
mit Aether oder Chloroform auszuschiitteln und den Gehalt der
Lisung colorimetrisch festzustellen. Allein es gelingt auf diesem
Wege selten, die ganze Menge des Indigoblau in den Aether oder
das Chloroform iiberzufiihren; namentlich scheidet sich an der
Beriihrungszone der beiden Fliissigkeiten leicht Indigo aus. Ebenso
geht bei der directen Filtration sehr leichi Indigo in das Filtrat
iiber falls es sich nicht um eine grissere Menge flockig ausge-
schiedenen Indigos handelt. Eine directe Wigung desselben nach
dem Sammeln aof dem Filter ist auch kaum zuldssig, da er nicht
immer hinreichend rein dazu ist. Es gelingt nun mit Leichtigkeit,
allen Indigo auf dem Filter zurfickzuhalten, wenn man dea Harn,
sobald man die Reaction mit Salzsiure und Chlorkalk als beendigt
ansehen kann, mit Aetznairon alkalisch macht. Es enisteht dabei
ein Niederschlag von Phosphaten, der das Indigoblau mechanisch
mitreisst und so fest hilt, dass das Filtrat vollkommen frei von
Indigoblau ist, ja dass man den Niederschlag sogar mit heissem
Wasser auswaschen kann.  Trocknet man das gut ausgewaschene
Filter bei gelinder Wirme, zerschneidet es und kocht mit Chloro-
form aus, so lost sich das Indigblau vollstindig, wenngleich etwas
schwierig anf. Ist die Mepge des Phosphatniederschlages gross —
in der Regel fillt reichliche Phosphatmenge und viel Indican zu-
sammen —, so0 ist es zweckmissig, den Niederschlag vom Filter
abzulésen und in der Achatreibschaale zu zerreiben. Die etwa
hingen bleibenden Reste werden mit etwas Papier ausgewischt oder
die Reibschaale mit Chloroform ausgespiilt. Der Gehalt der Lésung
an Indigo kann leicht durch Vergleich mit einer Ldsung von be-
kanntem Gehalt festgestellt werden. Die Losung des am Phosphat
haftenden Niederschlages erfolgt etwas triige; weit leichter geht sie
von Stalten, wenn man den Phosphatniederschlag auf dem Filter
mit sehr verdiinnter Sdure behandelt, auswidscht und damn, wie
vorhin verfihrt. Allein es lisst sich kaum vermeiden, dass dabei
etwas Indigo in das saure Filtrat iibergeht und sich der Bestimmung
entzieht. Es ist also -wobl zweckmissiger, die Behandlung mit
Sdure zu unterlassen. Sobald das Papier mit dem daran haftenden
Niederschlag weiss erscheint, kann man darauf rechnen, das Indig-
blau vollstindig im Chloroform zu haben. Man kann sich davon
leicht iiberzeugen, wenn man nach erschopfender Behandlung mit
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Chloroforis den Kolbeninhalt ausschiittet, das Chloroform abdunsten
lisst, mit verdiinnter SHure behandelt, auf dem Filter auswischi,
trocknet und nun auf's Neue mit Chloroform digerirt: dasselbe
bleibt jetzt farblos, die ersie Chloroformbehandlung hatte also kein
Indigoblan zurlickgelassen.

Zur Herstellung der Vergleichslosung verwendet man feinge-
pulvertes durch Oxydation von Indigoweiss dargestelltes Indigoblau,
das vorher wiederholt mit Chioroform ausgekocht ist, um alles
Indigoroth zu entfernen, welches bei der Bestimmung storend ist.
Man bringt am besten eine kieine Quantitit davon in ein Filter,
trocknet dasselbe und wigt Indigo und Filter. Auf das Filter giesst
man wiederholt heisses Chloroform, trocknet wieder und erfihri
durch die Gewichisdifferenz die Menge des in Lisung gegangenen
Indighlan, die iibrigens stets sehr geringfiigig ist. Das Chloroform
darf natiirlich fir sich verdunstet keinen Riickstand lassen. Die
Losung hiilt sich aonch im Dunkeln bei lingerer Aufbewahrung,
wie es scheint, nicht ganz ohne Verfirbung und muss daher ab
und zu frisch bereitet werden. Dennoch ist nicht zweckmissig,
weniger als etwa 200 Gem. Lésung jedesmal zu machen, da sonst
die Gewichtsdifferenz gar zu klein ausfillt. Sehr zweckméssig
dient zur Herstellung der Lisung nach dem Jaffe’schen Verfahren
dargestellter Harnindigo, der indessen auch vorher von etwas Indig-
roth befreit werden muss.

Eine gewisse Schwierigkeit liegt noch in der Bemessung des
Chlorkalkzusatzes. Sefzt man zu wenig zu, so bleibl vielleicht
Indican unzersetzt, wihrend ein Ueberschuss von Chlorkalk wieder
zur Zerstorung von Indigo fihren kann. Ich habe diese Schwierig-
keit durch folgendes Verfahren zu umgehen gesucht, dass nach der
Beschreibung vielleicht sehr umstindlich erscheint, bei der Ausfiihrung
aber durchaus einfach ist.

2 Proben des zu untersuchenden Harns von je 10 Cem. werden
in 2 kleinen Becherglisern mit je 10 Cem. Salzsiure (gewdhnliche
reine von 1,12 spec. Gew.) gemischt. Die Probe a mit 0,2, b mit
0,4 Cem, Chlorkalklosung versetzt. Es ist leicht zu entscheiden,
welche der beiden Proben nach etwa !/, Minute stirker gefiirbt
erscheint; es wird, der Regel nach, die Probe b sein; man setzt
zu Probe a alsdamn noch 0,4 Cem. hinzu; und falls nun a stirker
gefdrbt erscheint zu b 0,4 Cem. in der Art, dass sich die Proben
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beziigheh ihres Chlorkalkgehaltes stets um 0,2 Cem. unterscheiden.
Man gelangt so leicht zu der Grenze, bei welcher die Probe mit
grosserer Chlorkalklosung nicht mehr dunkler gefirbt erscheint,
sondern in Folge von Zerstérung von Indigo heller. Trilt diese Er-
scheinung beispielsweise bei einem Zusatz von 1,2 Cem. ein, so verwirft
man diese Probe und behilt die mit 1 Gem. zur Bestimmung.
Zur Sicherheit mischt man jetzt nochmals 10 Cem. Harn, 10 Cem.
Salzsiure und 1 Cem. Chlorkalklosung. Diese beiden Proben dienen
dann zur Bestimmung: sie werden mit Natronlauge nahezu neu-
tralisirt, dann mit kohlensaurem Natron {ibersittigi, nach einigen
Minuten durch ein nicht zu kleines Faltenfilter filtrirt und mit
heissem Wasser bis zum Verschwinden der alkalischen Reaction
gewaschen, bei gelinder Wirme getrocknet, zerschnitten, und in
einem frockenen Kolbchen mit Chloroform ausgekocht, bis dasselbe
sich nicht mehr firbt (die Erhitzung kann direct auf dem Draht-
netz geschehen), die Auszlige filtrirt und successiv vereinigt. Bei
miissig indicanreichen Harnen reichi man mit etwa 30 Cem. Chloro-
form aus; bei stark indicanhaltigen ist weit mehr zur vollstindigen
Losung- des Indigo nbthig, doch thut. man iberhaupt besser, in
"diesem Fall npicht 10 Cem.- Harn zur Bestimmung zu nehmen,
sonderni nur 2/, oder 5 und 7', resp. 5 Cem. Wasser vor dem
Salzsiurezusatz. Es ist zweckmissig, den Chloroformauszug gleich
in einen irockenen Messeylinder zu filtriren und -auf eine runde
Anzahl Cem. zu verdiinnen.. Zum Vergleich der Farbenintensitit
dienen kleine Glasciivetten '), in die man die Losungen hineingiesst.
Die von wmir benutzten bestehen aus einem U-firmigen gebogenen
dicken Giasstabe, der auf beiden Seiten genau bis zur Dicke von
1 Cm. plan gesehliffen ist. Auf jeder Seite ist eine Spiegelglas-
platte aufgekittet. Die Bestimmung gestaltet sich nun.etwas ver-
schieden, je nachdem die erhaltene Liosung stirker oder was der
hifufigere Fall schwicher gefirbt ist, wie die Normallosung. Im
letzteren Fall giesst man in die eine Ciivette 10 Cem. der er-
haltenen blaugefirbten Losung, in die andere 10 Cem. Chloroform
und ldsst aus einer Glashahnbiiretle oder "einer feingraduirten
Pipette soviel der Normallosung hinzufliessen, bis die Férbung beider

1) Dieselben sind von Warmbronn und Quilitz hier bezogen zum Preise von

2—2,5 Mk. pro Stiick, Man braucht 2 Civetten fiir wisserige und 2 fiir
alkoholisch, dtherische etc. Fliissigkeiten,
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Fliissigkeiten gleich erscheint. Die Beurtheilang ist am leichiesten
bei ‘auffallendem Licht gegen eine weisse Unterlage; zweckmissig
stellt man die Glaskiistchen auf ein Blatt Papier und driickt an die
hintere Seite ein der Form der Platte entsprechendes angefeuchtetes
Stitck Schreibepapier an, welches leicht haftet. 10 Cem. Harn geben
beispielsweise 30 Cem. blangefirbtes Chloroform. 10 Cem. Chloro-
form bedurften eines Zusatzes von 2,0 Cem. der Normallsung zur
Erreichung gleicher Farbenintensitit. Dieselbe enthielt in 200 Cem.
7,4 Milligr. Indigo, in 2 Cem. also 0,074 Milligr. Da die Firbung
beider Losungen jetzt gleich ist, so enthalten 12 Cem. des
Chloroformauszuges 0,074 Milligr. also 30 Cem. d.-h. 10 Gem. Harn
0,074+ 30

12
Chloroformauszug stirker gefirbt, wie die Normalldsung, so kann
man ihn entweder soweit mit Chloroform verdiinnen, bis die Firbung
schwiicher ist und dann wie gewdhnlich verfahren, oder umgekehrt
den Chloroformauszug so lange zu ungefiirblem Chloroform tropfen
lassen, bis die Firbung beiderseits. gleich erscheint. Die Rechnung
ergiebl sich von selbst. Der Gehalt eines nach reiner Fleischfiitterung
entleerten Hundeharns ergab sich so in 2 Versuchen zu 7,6 und
7,06 Milligr. in 100 Cem. Die Uebereinstimimung ist allerdings
keine sehr grosse, das Verfahren kanu auch nur beanspruchen,
Anniherungswerthe zu geben, ist aber nichtsdestoweniger fiir manche
~ Zwecke, namentlich fiir grossere Fiitterungsreiben, wo es weniger
auf die absoluten, als auf die relativen Werihe ankommt, recht
brauchbar. Wenn die Firbung des Chloroforms sehr schwach ist,
geniigt eine Schicht von 1 Cm. Dicke nicht; in diesem Fall habe
ich die Vergleichung in indglichst gleich weiten Cylindern gemacht
oder mich damit begniigt, zur Sicherung-des Urtheils die Vergleichung
erst in der gewdhnlichen Weise zu machen und dann die Apparate
um 90° zu drehen und der Quere nach hindurchzusehen: der
lichte Abstand der Glasstibe betréigt nehmlich in den beiden haupt-
sichlich benutzten Ciivetten 30,5 und 31 Mm., so dass eine der-
artige Benutzung durchaus zuldssig erscheint. Viel bequemer wire,
wie fiic alle diese Zwecke, das Hermanu’sche Himoskop, wenn
es gelinge, das Instrument chloroformdicht zu machen, was indessen
auf erhebliche Schwierigkeiten stosst.

Ich habe das Verfahren bisher vorzugsweise bei Hundeharn

= 0,185 Milligr., 100 Cem. 1,85 Milligr. — Ist der
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angewendet, doch stosst man auch bei einigermaassen indicanreichem
menschlichen Harn auf keine Schwierigkeit, So gaben 10 Cem.
Harn in einem Fall von [leus 75 Cem. intensiv gefirbten Chloro-
formauszug.” Derselbe war erheblich dunkler, wie die Vergleichs-
losung (3,7 Milligr. in 100 Cem. — Eine genauere Bestimmuong
habe ich nicht gemacht, da ich nicht ganz sicher war, dass die
Normallosung in ihrer Farbe nichts eingebiisst hatte). Darnach
wiirden 100 Cem. dieses Harns die enorme Menge von 27,7 Milligr.
Indigo enthalten, eine' Zahl, die ich fast Anstand nehmen mochte,
fiir richtig zu halten. — Bei sehr indicanarmen menschlichem Harn,
der mit Salzsiure und Chlorkalk nur eine Violetfirbung giebt, ldsst
sich Indigoblau oder Indigoroth auf diesem Wege nicht nachweisen:
der Phosphatniederschlag giebt an Chloroform nichts ab. Wenn
man nun auch zweifelbaft sein kaan, ob die Rotbfirbung in der
That auf Bildung von Indigoroth beruht, so muss man andererseits
doch an die Moglichkeit denken, dass das Verschwinden des Indigo-
roth der reducirenden RBinwirkung des alkalischen Harns zuzu-
schreiben ist. In der That findet eine solche stait. Jeder Harn
reducirt mit Aetznatron verseizt, Indigocarmin in nicht unbetricht-
licher Menge und schon in der Kilte, ja selbst feinvertheiltes Indigo~
blau, wenn auch picht so energisch, Macht man ihn mit kohlen-
saurem Natron alkalisch, so tritt die Reduction in der Kilte nicht
mehr ein (wohl aber in der Wirme —— die Zuckerprobe mit Indigo-
losung ist daher nicht viel werth — man miisste denn auf quantitative
Verhiltnisse recurriren). — Die weitere practische Verwerthung muss
ich denen Uberlassen, denen klinisches Material zor Verfiigung steht.
Ich bemerke nur noch, dass man, stalt die calorimetrische Methode
anzuwenden, auch den Ghloroformauszug destilliren und den riick-
stiindigen Indigo bestimmen konnte, beispielsweise nach dem
volumetrischen Verfahren von Leuchs (Journ. f. pr. Ch. Bd. 105
S. 107).



