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Fermente.

A. Metliodeii zur Darstellung you Fermenten.

Von Leoiior MichaeUs, Berlin.

Bisher ist noch kein Ferment auch nur in anniiherncl reinem Zustande

dargestellt worden. Bei der Herstellung" von Fermenten handelt es sich bis

heute immer noch darum, Lösungen oder feste Präparate zu beschaffen, die die

Wirkung des Fermentes besitzen. Wie\del selbst in den stärkst wii'ksamen

Fermentpräparaten der Masse nach auf das wirkliche Ferment kommt, dar-

über fehlt uns bis jetzt jede Schätzung, aber alles spi'icht dafür, daß selbst

die besten trockenen Fermentpräparate zum großen Teil aus den unver-

meidhchen Verunreinigungen bestehen, häufig eiweißartiger Natur. In trockenen

Fermentpräparaten ist dieses Eiweiß oft zum größten Teil in denaturiertem,

unlöslichem Zustand enthalten. Löst man ein solches Präparat in Wasser,

so geht manchmal nur ein verschwindender Anteil des Pulvers in Lösung,
obwohl die Lösung kräftige P'ermentwirkung zeigt. Stellt man aus der klaren

Lösung etwa durch Fällung mit Alkohol wieder ein festes Präparat her, so

ist das meiste davon wiederum unlösüch , gleichzeitig erleidet man große

Verluste an Ferment, so daß auf diesem Wege die Trennung der Verun-

reinigungen von dem eigentlichen Ferment sehr bald ihre (irenze hat. Es

gibt übrigens auch eiweißhaltige Fermentpräparate, welche vollkommen lös-

lich sind.

Die Fermente können aus den sie produzierenden Organen auf zwei-

erlei Weise gewonnen werden. Entweder benutzt man das Sekret des leben-

den Organes, welches wie Speichel direkt oder wie Magensaft durch Fisteln

gewonnen wird. Insofern ist die Methode der Fermentgewinnung identisch

mit der Methode der operativen Physiologie. Oder aber man gewinnt die

Fermente durch Auslaugung der isolierten Organe. Man muß dazu aber die

Organe des in gesundem Zustande geschlachteten Tieres nehmen; die Or-

gane menschlicher Leichen zeigen meist keine Fermentwirkung mehr.

I)ie Methode, die man einschlagen muß, um ans einem Organ Fer-

mente zu gewinnen, hängt von der Extrahierbarkeit des Fermentes ab.

Es gibt Fermente, die ohne Schwierigkeit durch Wasser, dem nötigenfalls

Abderhalden. Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 1

nOFERTY LIBRARY

K. C. State (MUge



2 L. Michaelis.

geeignete Antiseptica, wie Chloroform oder Toliiol. zugesetzt sind, extra-

hiert werden können. Das sind dieselben Fermente, die von den Zellen auch

im natürlichen Zustande nach außen sezerniert werden: Ptyalin des Speichels.

Pepsin und Lab des Magensaftes, Trypsin des Pankreas, Invertin der Hefe.

Jedoch sind die Bedingungen der Extraktion ungünstiger als die der natür-

üchen Fermentproduktion, Aveil im natürlichen Zustande Ferment durch

Neubildung stets nachgeliefert werden kann, während aus den toten Organen
nur das noch vorhandene Ferment extrahierbar ist. Deshalb muß man
bei den Extraktionsmethoden die Ausbeute möghchst zu erhöhen suchen.

Das erreicht man erstens durch möglichste Zerkleinerung der Organe,
zweitens auch durch eine möglichst protrahierte Auslaugung. Der letzteren

ist aUerdings bei vielen Fermenten durch die geringe Haltbarkeit in Lösung

Fig. 1.

ein Ziel gesetzt. Anwendung des Schüttelapparates ist bei manchen Fer-

menten dabei zu vermeiden aus dem später auf S. 13 angeführten Grunde.

Eine zweite Ivlasse von Fermenten ist diejenige, welche unter natür-

lichen Bedingungen von den ZeUen überhaupt nicht nach außen hin sezer-

niert werden. Diese Fermente wirken daher während des Lebens der Zelle

nur auf diejenigen Stoffe, Avelche in die ZeUen eindringen. Der Prototyp
dieser ..Endofermente" ist die Zymase. Ihre Lsolierung von der lebenden

Zelle erforderte eine so verfeinerte Technik, daß man vor der Buchuerscheii

Methode der Ansicht war, die Hefegärung sei an das ..lebende Protoplasma"

gebunden.
Ln Grunde ist also zunächst immer das Wesentliche, wenn man Fer-

mente aus Organen oder Zellen isolieren will, diese nach Möglichkeit zu

zerkleinern.

Für die erste, gröbere Zerkleinerung benutze man z. P). ein AViege-

messer oder die gewöhnlichen (Fig. 1) Fleischhackmaschinen, oder feiner,

eine Zerkleinerungsmaschine wie Fig. 2. In anderen Fällen wird, je nach
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der Konsistenz, Zerkleinernni>- duiTli Stoßen und Ileiben im Mörser leichter

sein. In diesem Falle hrint^e man die mit der Schere grob zerschnittenen

Oriianstücke ohne jeden Flüssigkeitsznsatz in den Mörser und zer-

stampfe sie zu einei" I'ulpa. In manchen Fällen genügt dieser Grad der

Zerkleinerung. Pankreas z.B.. in diesem Zustande mit Toluohvasser der

Autolyse überlassen, liefert einen trypsinhaltigen Extrakt.

In anderen Fällen bedarf es weiterer Zerkleinerung, etwa wenn man
die abgeschabte Darmschleimhaut verarbeiten will. Das erreicht man durch

Reiben im Mörser mit einem Zusatz von Seesand. Genaue Angaben über

die Mengenverhältnisse im allgemeinen lassen sicli nicht machen; mau
setze in jedem Falle soviel zu, daß die Masse gut verreibbar wird. Durch

genügend langes Reiben kann man so einen hohen Grad von Zerkleine-

rung erreichen. Das zerkleinerte (lewebe wird dann wieder mit Chloro-

formwasser oder Toluolwasser extrahiert (Chloroform 1 auf 200 Wasser,

Toluol ebenso). Ein derartiges Verfahren ist z. B. zur (iewinnung der in-

vertinartigen Fermente der Hefe geeignet.

In anderen Fällen wird man nach vorangegangener grober Zerkleine-

rung die Pulpa auf Glasplatten oder Tontellern ausbreiten und durch einen

warmen Luftstrom oder in einem evakuierten Exsikkator über Schwefel-

säure bei Zimmertemperatur oder bei .'il" rasch trocknen. Nach einge-

tretener Trocknung kann man ohne Schädigung höher, auf 60— 70°, er-

hitzen. Das getrocknete Gewebe läßt sich im Mörser leicht zerkleinern

und weiterhin, wie gewöhnlich, extrahieren.

Noch größeren Effekt hat eine Reihe von ^Methoden, von denen die

älteste und verbreitetste die von Büchner^) ist; diese möge in ihrer ur-

sprünglichen Anwendungsweise für die Gewinnung der Zymase aus der Hefe

näher beschrieben werden.

Darstellung von Hefepreßsaft.

Am besten wird obergärige Hefe als Ausgangsmaterial verwendet, die

man als einen dickflüssigen Brei von Bierbrauereien beziehen kann. Die

Gewinnung des Preßsaftes zerfällt in folgende Prozeduren . welche zum Teil

mit den eigenen Worten von Buchner beschrieben werden sollen: 1. Wa-

schen der Hefe. 2. Entwässern der Hefe. o. Mischen mit Sand und Kiesel-

gur, 4. Zerreiben unter Zerreißung der Zellniend)ranen, 5. Auspressen der

teigiörmigen Masse.

1. Man bringe die aus der Brauerei bezogene Hefe auf ein Haarsieb

und schwemme sie mittelst aufgegossenen Wassers durch das Sieb hindurch

in hohe Gefäße (25? Inhalt) mit Wasser. Gröbere Bestandteile (Hopfen)

bleiben schon so auf dem Siebe zurück. Nachdem die Hefe sich zu Boden

gesetzt hat, hebert man das Wasser ab. Dieser ganze Waschprozeß
wird )j

—4mal wiederholt, bis das Waschwasser klar und fai-blos bleibt.

1) FA. Buchtier, llanii Ihtchncr und Martin Hahn. Die ZymasegiinniLr. Münohcu

und Berlin, R. Uldcnbourg, 1803.
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Schließlich kollert man die Hefe durch ein Nesseltuch auf einem Ultrier-

rahmen. Der Waschprozeß dauert für 2 kg Hefe*l Stunde.

2. Zur Entwässerung' bringt man die gewaschene Hefe in ein

beuteiförmig gefaltetes Koliertuch und hierauf noch in ein Preßtuch, die

weiter unten näher beschrieben werden. Dann bringt man das Ganze in

die ebenfalls weiter unten zu beschreil)ende hydraulische Presse und unter-

werfe es 5 Minuten einem Drucke von 50 Atmosphären. Es resultiert da-

bei ein Hefekuchen von etwa 70Vo

Wassergehalt, der im Bruch noch

g'elbb]-aun und nur an den Piändern

schon etwas weiß getrocknet er-

scheint.

o. Diese getrocknete Hefe

wird in einer sehr großen Porzellan-

schale mit Quarzsand vermischt,

der durch ein Sieb von 200 Maschen

pro Quadratzentimeter hindurchge-

gangen ist, und ferner mit Kiesel-

gui'. und zwar auf 1000// entwässerte

Hefe lOmg Sand und 200—r.OO//

Kieselgur. Dieses wird zunächst mit

den Händen gemengt und durch ein

großes Sieb (9 Maschen auf 1 cm-)

g-eschlagen.

4. Zur Zerreibung kommt das

staubtrockene, fast weiße Pulver in

Portionen von 300—-iOO y in eine

große Porzellanschale von 40 cm

Durchmesser; dieselbe ist durch

eine Holzfassung- mit dem Tische

fest verbunden; das Porzellanpistill

geht in eine IV*'« lange Eisen-

stange über (Gesamtgewicht 8 kg),

die durch die Öse eines an der

Wand des Arbeitsraumes federnd

befestigten Eisenbandes geführt wird (Fig. 3). Das Zerreiben geschieht am
besten mit der Hand. Es muß solange fortgesetzt werden, bis die teig-

förmige Masse sich von selbst von der Wandung der Peibschale ablöst,

was für eine Portion von oOO(/ 2V2
—

-^ Minuten dauert.

5. Zum Zwecke des Auspressens wird die teigförmige Masse, ent-

sprechend 1 kg Hefe, nunmehr in ein starkes
,
baumwoUenes ,

nicht appre-

tiertes Preßtuch eingeschlagen, Ane es als Avasserdichtes Segeltuch \'erwen-

dung findet (zu beziehen z.B. von Oskar Eckert, P.erlin C. Stralauer IJrücke

Nr. ?)). Dieses Tuch wird vor dem Gebrauche^mit kaltem Wasser gründlich

durchtränkt und dann in der hydraulischen Prossp bei 50 Atmosphären

Fig. 3.
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Druck von dorn ühorschiissioen Wasser befreit. Als Presse (Fig-. 4) bedient

man sich der hydraulischen Presse, die zu diesem Zwecke jetzt im Handel
unter dem Namen der Pjuchnerpresse zu haben ist. Die auszupressende
Masse wird in das Tuch eini^eschla^jen ,

auf die PreUplatte .i>eleiit und mit

einem vielfach dui'chlöcherten Hohlzylinder aus Stahlblech umgeben, und
daraufJJdie vertikale Spindel mit der Hand anj^ezogen. Den Hauptdruck er-

FiK- 4.

reicht man dann durch Anziehen der horizontalen Spindel. Der erreichte

Atmosphärendruck ist an dem Manometer abzulesen: man steigert diesen

langsam von 50 zu öO Atmosphären und hiUt ihn durch öfteres Nachziehen

auf der gewünschten Höhe konstant. Die Pressen sind für einen Druck von

oOO Atmosphären gebaut. Der abfliebende Prebsaft tropft direkt aus der

Presse auf ein Faltenfilter und von da an in ein durch Eiswasser gekühltes
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Gefäß. Nach beendeter Pressiini>' kann der Heferückstand ohne Zusatz noch-

mals zerrieben nnd ausgepreist werden. Die Ausl)eute l^eträgt gewöhnlicli

für 1 hj Hefe 450 bis sogar 500 cm^.

Eine weitere Methode, den intrazellulären Inhalt zu gewinnen, stellt

die von S. Rowland ')
dar. Die Organe werden zunächst zerkleinert und in

^s einem zylindrischen Gefäß durch eine mit

sinnreich konstruierten seitlichen Flügeln

besetzte, rasch rotierende Spindel mehrere

Stunden zerrieben, dann mit Kieselgur
bis zur Konsistenz eines trockenen Pulvers

zerrieben und in einer dazu konstruierten

Filterpresse ausgedrückt. Skizzen des

Apparates finden sich in der Original-
arbeit.

Im besonderen für Auslaugung'
des Inhaltes von Bakterien geeignet ist

der Apparat von Allan Macfadyun und

S. Roivland^-) (Fig. 5). Die ganze Me-
tliode sei für das 01)jekt beschrieben,

für das die Autoren sie anwandten, für

die Zerkleinerung" von Tvphusbazillen.

10 Bouillonkölbchen werden mit

Tvphusbazillen geimpft und nach 24stün-

digem Aufenthalt im Brutschrank gut

zentrifugiert. Die Bakterienmasse wird

mit Kochsalzwasser wiederholt gewa-
schen, zentrifugiert und rasch g'etrocknet.

indem sie auf die Oberfläche eines

Ghamberlandfilters ausgebreitet und Luft

durchgesaugt wird. Die Ausbeute betrug
ca. 0"lö g Trockenmasse. Die teigige

Masse wird von dem Filter abgelöst und

in das konische Gefäß des nebenstehenden

Apparates gebracht.

Dieses wird in ein Dewargefäß versenkt, welches mit flüssiuer Luft

gefüllt ist. Ein A'ollkonus aus Stahl mit elektrischem Antrieb rotiert

innerhalb des mit der gefrorenen Bakterienmasse gefüllten Hohlkonus,

bis kein intakter Mikroorganismus mehr vorhanden ist, was IV2
—2 Stun-

i^ig.

^) Sidncji Rowland
,
A Method of obtaining intracellular Juices. .Tourn. of Pliy-

siology, Vol. 27. p. 53 (1901).

-) Allan Macfadi/aii and Si/dufi/ Roiiland. Upoii thc intrazellular constituents of

tlie typhoid liacillus. IV. Apparatus and ]\Ietliods. Zentralbl.f. Baktcriol. Abt. I. Bd.34.

S. 765 (1903).
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den erfordert. Die aufuetaute Masse wird im Acliatinörser mit pliysioloj^i-

sclier ClNa-Lüsung- verrührt und gröbere korpnskiiiiire Elemente abzentri-

fngiert, so dal.i eine opaleszierende Lösung übrig bleibt.

Mehr auf die Verarbeitung von tierischen Organen zugeschnitten ist

die Zerkleinerungsmethode von Wiechowski^), die an anderer Stelle be-

schrieben ist.
•

Es ist nicht möglich und wäre auch eine unnötige Wiederholung, die

Darstellung aller gebräuchlichen Fermentpräparate zu l)eschreil)en. Als typi-

sche Beispiele mögen die folgenden genügen:

Darstellung des Invertins.

Verfahren von W. A. Osborne.^)

Va kg Preßhefe wird zunächst mit y, ^ ^^ö^/oigem Alkohol angerieben,

nach 16—24 Stunden abfiltriert. Es geschieht dies hauptsächlich, um die

Eiweißkörper zu koagulieren. (Heute dürfte das nicht mehr nötig sein, da

man nötigenfalls nach L. Michaelis ^) nachträglich das Eiweiß leicht durch

Kaolin entfernen kann.) Der gut abgesaugte Rückstand wird mit nOO cm^

Chloroform Wasser (f) ciii^ Chloroform auf 1 l Wasser) 6 Tage lang unter

häufigem Umschütteln bei oO—Hö° erhalten, dann durch große Faltenfilter

gebracht und das Filtrat gleich in 1 /-Gefäßen aufgefangen, die zu drei

Viertehi mit 96°/oigem Alkohol gefüllt sind. Der in dem Filtrat sich so-

fort bildende Xiederschlas: wird zuletzt auf ein Filter gebracht, mit Alkohol

gewaschen, im Valauim unter Schwefelsäure getrocknet. Zur Heinigung von

den Aschenbestandteilen erwies sich die Dialyse am wirksamsten.

Verfahren nach L. Michaelis.

Die Alkoholl)ehau(llung des vorher beschriebenen \'erfahrens. welche

die Entfernung der Eiweißkörper zum Hauptzweck hatte, kann auf folgen-

dem Wege umgangen werden, welcher darauf beruht, daß Kaolin alle Ei-

weißkörper, nicht aber das Invertin adsorbiert: 100 </ Preßhefe werden mit

der nötigen Menge Sand zerrieben. Es ist nicht nötig, die vollkommene

Zerreibung, wie zur Darstellung der Zymase, anzustreben. Dann wird die

Masse '6
—6 Stunden mit 200 cm^ Chloroform wasser (1 cm^ auf 100 cn>^

Wasser) geschüttelt und dann durch Filtrieren oder scharfes Zentrifu-

gieren der flüssige Extrakt vom P)odensatz getrennt. Es ist nicht nötig,

völlige Klarheit des Extraktes schon jetzt anzustreben. Dann werden je

100 cm» Extrakt mit 15—20f/KaoHn portionenweise unter Schütteln ver-

setzt. Man achte darauf, daß die Reaktion andeutungsweise sauer ist;

1) Willi. Wiechoiv.'^ki, Eine Methode zur chemisehon und hiologisclien Untersuchung
überlebender Organe. i/o/w(eis^f/-.v Beitrage. Bd. 9. S. 232 (1907).

^) W.A.Oshorne, Beiträge zur Kenntnis des Invertins. Zeitschr. f. pliysiol. Cheni.

Bd. 28. S. 399 (1899).

^) L. Michaelis; Die Adsorptionsaft'initüten des Ilefe-lnvertins. IJioeliem. Zeitschr.

7. 488 (1908).
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nötigenfalls säure man mit einigen Tropfen 10°/oiger Essigsäure an. Dann
filtriere man, indem man die ersten Anteile des Filtrates immer wieder auf-

gießt, bis das Filtrat vollkommen wasserklar ist. Eine leichte gelbliche Fär-

bung bleibt bei manchen Hefearten bestehen.

Die weitere Reinigung durch Dialyse, wenn erforderlich, s. weiter unten.

Darstellung des Pepsins

nach Pekelharing.^)

a) Aus Hundemagensaft.

Der filtrierte ^Magensaft des Hundes, der ganz frei von Galle sein

muß, wird 20 Stunden lang bei möglichst niederer Temperatur gegen de-

stiUiertes Wasser dialysiert. Dann wird die trübe Flüssigkeit zentrifugiert.

der aus fast reinem Pepsin bestehende Bodensatz mit ein wenig Flüssig-
keit auf ein Filter gebracht, mit etwas destilliertem Wasser gewaschen,

abgepreßt und im Exsikkator getrocknet.

b) Aus Schweinemagensaft,-)

Die Fundusteile von 10 Schweinemägen werden zerhackt und mit 6 /

O^Ö^/oiger HCl 5 Tage lang bei 37" digeriert. Der Brei wird dann filtriert

und gegen destilliertes Wasser bis zum Entstehen einer Trübung dialysiert.

(In Pergamentschläuchen dauert das 24 Stunden.) Der entstandene Nieder-

schlag wird jetzt durch Zentrifugieren abgeschieden und 1 Stunde mit 30
bis 40 cm 3

0-2Voi8er HCl bei ^T" digeriert, wobei er sich klar löst. Die

Lösung, die beim Erkalten trüb wird, wird gegen destiUiertes Wasser dia-

lysiert. Es bildet sich wieder eine Trübung, die bei weiterem Dialysieren
teilweise in Lösung geht. Durch Zufügen von H Cl bis zu einem Gehalt

von 0"02% fäht der Niederschlag wieder aus. Er mrd auf ein Filter ge-

bracht, mit wenig Wasser gewaschen und über Schwefelsäure getrocknet.

Extraktion des Pepsins durch Glyzerin nach v. Wittich.^}

Die von den tieferen Schichten freipräparierte Magenschleimhaut

(Schwein, Kaninchen) wird möghchst zerkleinert, mit Wasser ein wenig

gewaschen und dieses abgegossen. Der wenig feuchte Rückstand wird mit

Glyzerin übergössen. Nach wenigen Stunden hat das Glyzerin stark

peptische Eigenschaften. Die Extraktion kann oft wiederholt werden. Fäul-

nis tritt nicht ein. Um ein festes Fermentpräparat daraus abzuscheiden,

fälle man den Glyzerinauszug mit Alkohol.

*) C. Ä. Pekelharing, Mitteilungen über Pepsin. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 35.

S. 8 (1902).

-) C. Ä. Pehelhctrinfi ,
Über eine neue Bereitimgsweise des Pepsins. Zeitschr. für

physiol. Chem. Bd. 22. S.'233 (1896,97).

^) v. Wittich, Über eine neue Methode zur Darstellung künstlicher Verdauungs-

flüssigkeiten. Pfliiffers Archiv. Bd. 2. S. 193 (1869).
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Zu dieser letzteren Darstelluni^sart von I'epsin ist zu bemerken,

dalj leiclit eine Beimengung- von peptolytischen Zelifermenten erfolgt. I)ie

mit derartig bereitetem „Pepsin-' angestellten Versuche sind nach den Er-

fahrungen von E. Abderhalden aus dem genannten Grunde nicht eindeutig.

Extraktion der pankreatischen Fermente.

a) Mit Glyzerin nach v. WittichJ) Zerkleinertes Pankreas (z. B. vom

Piind) wird mit Glyzerin übergössen. Schon nach wenigen Stunden zeigt

der Extrakt amylolytische und tryptische Wirkung. Nach mehrwochentlicher

Extraktion tritt starke Autodigestion ein.

b) Ebenso extrahiert Hammarsten das Pankreas mit ()-OH%igem
Ammoniak, fällt das Filtrut mit verdünnter Essigsäure und löst den Nieder-

schlag in Sodalösung.

c) Extraktion der pankreatischen Fermente nach Fottevin-) und

Dietz. 3)

Pankreasdrüsen vom Schwein werden in einer Fleischhackmaschine

fein zerhackt, dann das Produkt mit absolutem Alkohol so lange behandelt,

bis den Gewebeteilen das Wasser entzogen ist. Dann wird nochmals mit

der Maschine zerhackt. Nachdem dann der Alkohol durch Filtration mög-
Uchst entfernt ist. bringt man den Rückstand in einen So:rhIctM-\nm Ex-

traktionsapparat und entfettet mit Äther vollständig. Dann bringt man den

Inhalt der Extraktionshülsen auf ein großes Nutschenfilter, saugt den Äther

ab und trocknet im Luftstrom. Das erhaltene Pulver zeigt die fermentativen

Wirkungen des Pankreas.

Man kann nach Dietz die Lipase von dem Trypsin folgenderm alten

trennen: Man breitet das Fermentpulver auf ein großes Nutschenfilter in

dünner Schicht aus, übergießt mit kaltem Wasser und saugt stark ab. Das

Auswaschen geschieht so lange, bis das Filtrat mit verdünnter Essigsäure

keinen Niederschlag mehr gibt. Das Wasser darf mit dem Ferment nicht

lange in Berührung sein, weil es sonst aufquillt und das Filter verstopft;

deshalb gibt man immer nur kleine Portionen W^asser zu und läßt diese

vollständig absaugen, bis man neues zufügt. Dann trocknet man das Fer-

ment mit Alkohol und Äther. Zum Schlüsse wird das Ferment noch durch-

gesiebt. Das Ferment ist seines proteolytischen Anteiles auf diese Weise

fast völlig beraubt und ist, als Lipase betrachtet, haltbarer und wirksamer

als vor dem Auswaschen mit Wasser. Diese Lipas»' ist absolut unlöslich, es

ist also nur niöghch, mit Aufschwemmungen des Pulvers zu arbeiten. wiUi-

rend das Trypsin glatt in Lösung geht und als völlig klare Lösung ver-

wendet werden kann.

1) V. Wittich, über eine neue ]\Iotlioilo zur Darstellung künstlicher Verdauungs-

flüssigkeiten. /:/?/V'/f>-.s' Archiv. Hd. 2. S. H)3 (IHti'J).

-) Potferiu, Comptcs rendus. T. 137. p. 878 (li)()4).

*) Dietz, über eine umkeinbare Fermentreaktion im heterogenen System. Zeitsclir.

f. physiol. Chcm. Bd. 52. S. 2815 (1907).
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Darstellung des Labfermentes

nach Hammarsten.

Frische Magenschleimhaut ,
z. B. vom Kalb

,
mrd 24 Stunden bei

Zimmertemperatur mit einer HCl-Lösung von 0"1—0'2% ausgelaugt, um
das Zymogen des Fermentes gleichzeitig in Ferment umzuwandeln, dann

genau neutralisiert und filtriert. Um ein festes Labpräparat zu bekommen,
kann man diese Lösung mit Alkohol fäUen. Der Niederschlag ist zu einem

kleinen Teil weder in Wasser löslich und zeigt wieder Lab^^^rkung. Jedes

Labpräparat zeigt auch Pepsinwirkung und umgekehrt, wenn auch die In-

tensität dieser beiden Wirkungen nicht immer parallel zu gehen braucht.

Die angeblichen getrennten Isolierungen von Lab und Pepsin werden

bestritten.

Die gebräuchlichsten Fermente sind meist in guter Form im Handel

erhältlich. Nach meinen Erfahrungen kann ich folgende Präparate emp-
fehlen :

Pepsin. Das Pepsin der Pharmakopoe ist gut wirksam; man beachte,

daß es zur Herstellung des gesetzUch vorgeschriebeneu Titers mit ent-

sprechenden Mengen Zucker, meist Milchzucker, verdünnt ist, was die Haupt-
masse dieses Präparates ausmacht. Ein Pepsin, welches frei von Kohle-

hydratbeimeugungeu ist, ist als Pepsin, purissim. von Grübler zu beziehen.

Das Pepsin kann auch als Lab benutzt werden. Ein sehr gutes Labpräparat,
wohl aus Kälbermagen , ist von Grübler erhältlich. Daselbst ist auch

Diastase. ferner Steap sin Solution, eine Lipase. zu bekommen. Von käuf-

lichem Invertin möchte ich abraten. Als Lipase sind besonders zu empfehlen
entölte Ricinussamen, zu beziehen in Form einer plastischen Emulsion von

der Chemischen Fabrik auf Aktien, Charlottenburg.

Trypsin. Das beste Präparat ist Pancreatinum absolutum der Aktien-

gesellschaft Pihenania, Aachen. (Das Präparat Pankreon derselben Firma

ist tanninhaltig!)!)

Die Dialyse.

Man erhält auf die oben geschilderte Weise Extrakte, welche außer dem
Ferment noch zahlreiche andere Substanzen enthalten. Mitunter gentigt ein

Extrakt in diesem Zustande den gestellten Anforderimgen. Will man weiter

reinigen, so kann man zunächst von der Eigenschaft der Fermente Gebrauch

machen, bei der Dialyse durch tierische Membranen nicht zu diffundieren. Als

Dialysiermembrane möchte ich die sogenannten ..Fischblasenkondome" des

Handels vor allen anderen empfehlen. Es sind getrocknete lUinddärme von

*) Neuerdings fabriziert die Berliner Fabrik organotlierapeutischer Präparate
Dr. Freund und Dr. Ncdlich, Berlin NW., ein gutes Trypsinpräparat ,

welches in

Wasser restlos löslich ist. In Wasser gibt es eine leicht opaleszente Lösung, die durch

etwas Soda ganz klar wird.
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Schafen. (Eine empfehlenswerte Marke ist als ..Nr. 4" von Hermann UeinhoM,

Berlin, Bernburgerstr. 14 zu beziehen.) Sie Nverden einfach auf einem Glasstai)

aufgespießt (Fii>-. H) und wie nebenstehend in ein Glasgefäß eingehiintit.

Die Füllung geschieht am schonendsten folgendermaßen. Man gieße zu-

nächst 20—30c»<.3 der Lösung in den Schlauch und fülle dann außen

destilliertes Wasser so hoch auf, daß es das innere Niveau überragt. Dann

fülle man innen wieder eine Schicht von 5 cm Höhe auf, gielie aul)en Wasser

entsprechend nach und so fort. Man fülle die Schläuche nicht mehr als

halb voll und überzeuge sich nach der Füllung, dal) sie dicht schlid'ien.

Das Außenwasser wird täglich 2—Hmal erneuert, indem der Schlauch füi'

kurze Zeit herausgehoben wird. Die Möglichkeit des \erschlusses und

mehr Bequemlichkeit bietet nebenstehender kleiner Appaiat (Fig. 7), bei

Fig. 0.
Fig. 7.

dem man das Außenwasser, wenn man will, durch standiges Tropfen zirku-

lieren lassen kann. Im allgemeinen dürften die rohen Fermentpräparate so

salzarm sein, daß die Dialyse gegen im ganzen 4—5rial gewechseltes destil-

hertes Wasser im Laufe von 2—3 Tagen allen Ansprüchen (ienüge leistet,

^lan sehe in die Fermentlösung und in das Wasser etwas Toluol. ^'on

komplizierteren Dialysiervorrichtungen kann man für diese Zwecke absehen.

Ein weiterer Anspi-uch auf Reinigung der Fernu^ntlösung wird dahin

gehen ,
auch die nicht dialysierenden Stoffe vom eigentlichen Ferment zu

trennen, also vor allem P^iweißstoffe. Eine allgemeine Methode gibt es hier-

für nicht und nur in einigen Fällen gelingt eine teilweise Entfernung des

Eiweißes, so beim Trypsin in gewissem Maße dadurch . dal) das Pankreas

der Selbstverdauung für längere Zeit unterzogen wird. In einigen wenigen

Fällen ist es möglich . durch geeignete Adsorbenzien die L(isung von stö-
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renden Kolloiden zu befreien, wenn es nämlich ein Adsorbens gibt, das Ei-

weiß wohl, aber nicht das Ferment adsorbiert. So kann man Hefeinvertin

durch Schütteln mit Kaolin ohne Verlust reinigen, doch ist das ein Aus-

nahmefall. Alle Methoden, die sonst auf dem ,.Mitreißen" der Fermente

durch grobe" Niederschläge beruhen, wie Fällen von Phosphaten. Bleisalzen,

haben eigentüch noch nicht Bürgerrecht in einer exakten Methodologie
der Fermentreinigung, so interessante Resultate in rein sachlicher Beziehung
sie geliefert haben.

Allgemeines über die Aufbewahrung der Fermentpräparate.

Im trockenen Zustande sind die Fermentpräparate durchaus haltbar.

Um für extrem lange Zeiten die denkbar größte Garantie für Unveränder-

lichkeit zu haben, dürfte sich das von Ehrlich für Toxine eingeführte Ver-

fahren empfehlen, die trockenen Präparate im evakuierten Gefäß einge-

schmolzen und dauernd vor Licht geschützt an einem kühlen Orte aufzu-

bewahren. Für gewöhnliche Zwecke verbürgt jedoch die einfache trockene

Aufbewahrung Unveränderlichkeit für lange Zeit.

In Lösungen ist die Haltbarkeit \1el beschränkter. Immerhin lassen

sich, wenn die nur selten erforderliche A\irklich absolute UnveränderUchkeit

im höchsten Sinne nicht angestrebt A\ird, die meisten Fermentlösungen min-

destens für viele Tage, manche sogar für einige Wochen unter Zusatz der

gleich zu besprechenden Desinfektionsmittel im Eisschrank aufbewahren. Man
muß dann nur darauf achten, daß die Fermente eine bestimmte Beaktion

des Mediums verlangen, uui gut haltbar zu sein. Im allgemeinen ist genau
neutrale Reaktion das beste. Bei den meisten pflanzlichen Fermenten ist

eine Spur saurer Reaktion eher als alkalische Reaktion erwünscht: etwa

derart, daß sehr empfindliches Lackmuspapier eben leicht gerötet wird,

wie es das destillierte Wasser des Laboratoriums gewöhnlich von selbst tut.

Von tierischen Fermenten scheint das Lab besonders empfindlich zu sein

gegen alkalische Reaktion. Die Zymase bietet eine Besonderheit, indem sie in

Form des Hefepreßsaftes überhaupt nicht zu konser\ieren ist und sofort zum

Versuch benutzt werden muß. Das beruht nach A. Harden und W. Young
'

)

darauf, daß das Coenzym so besonders empfindlich ist. während die eigent-

liche Zymase sich relativ gut hält. Kommt es darauf an. die denkbar

höchste Haltbarkeit der Fermentlösungen zu erreichen, so ist die von

Morgenroth-) für das Lab angegebene Methode zu empfehlen. Sie ist für

viele Fermente und Toxine brauchbar.

Eine abgewogene Menge des festen Präparates wird mit einer Mischung
von Glyzerin und lOVoiger Kochsalzlösung (für gewöhnlich kann man statt

1) A. Horden und W. Young, The alcoholic fermeut of yeast juice. Jourii. o£

Physiol. Vol. 32. Nr. 1 (1906): Proc. Roy. Soc. Vol. 77B. p. 405 il. Vol. 78, p. 368 (1906).

-) Morgenroth, Über den Antikörper des Labenzyms. Zentralbl. f. Bakteriol. Bd. 20.

S. 349 (1899) und: Zur Kenntnis der Labenzyme und ihrer Antikörper. Zentralbl. f.

Bakteriol. Bd. 27. S. 721 (1900).
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der Kochsalzlösiino- auch Wasser nehmen) zu gleichen Teilen versetzt, einen

Tag- fi'eschüttelt, weitere 2— i\ Tage im Eisschi'ank aufbewahrt, dann filtriert,

in kleine, braune Fläschchen eingefüllt und der Korken mit Paraffin ge-

dichtet. Diese Stammlösungen sind auf Eis aufbewahrt außerordentlich

haltbar; je konzentrierter, um so besser.

Wenn man sich aus einem trockenen Fermentpräparat an verschie-

deneu Tagen exakt vergleichbare Lösungen für (juantitative Zwecke
her.'^tellen will, so beachte man, daß viele festen Ferment präparate
zum überA\iegenden Teile aus wasserunlöslichen Verunreinigungen bestehen,

welche das gesamte, in ihnen enthaltene Ferment nur sehr allmälilich an

das Wasser abgeben. Man bekommt daher bei nicht restlos löslichen Prä-

paraten niemals Lösungen von vöUig gleichartiger Zusammensetzung, wenn
man das Pulver nicht mindestens 24 Stunden mit dem Wasser in Pieriih-

rung läßt. Auch müssen die äußeren Bedingungen, namentlich die Tem-

peratur während des Auslaugens des Präparates einigermaßen konstant

gehalten werden. Es ist nändich ein festes Fermentpulver durch einmalige

Auslaugung niemals zu erschöpfen, sondern es scheint sich ein (ileich-

gewicht herzustellen, welches von der Temperatur abhängig ist. Will man
also z. B. eine jederzeit reproduzierbare Trvpsinlösung bereiten, so rate ich

zu folgendem Verfahren. Man hält sich eine möglichst große Menge eines

käufhchen Trypsinpräparates vorrätig, entnimmt einen Tag vor Anstellung"

der eigentlichen Versuche 0'2 g desselben und hkst es in 20 cy/^MVasscr.

indem man es während der ersten 2 Stunden öfter umschüttelt und dann

bis zum nächsten Tag im Eisschrank stehen läßt. Am nächsten Tage wird

die Lösung filtriert, die ersten Tropfen des Filtrates werden verwoiieu,

um eine etwaige Adsorptionsaffinität des Filtrierpapieres zum Ferment erst

abzusättigen. Diese Lösung brauche man nur für einen, höchstens für zwei

Versuchstage. Im allgemeinen dürfte eine solche Methode der Aufbewahrung-
in Lösung für längere Zeit vorzuziehen sein. Energisches Sehütteln von

Fermenten im Schüttelapparat ist dagegen zu vermeiden, weil viele Fer-

mente dadurch erheblich an Wirksamkeit einbüßen. So berichten Abderhalden

und Guggenheim'^), daß Tvrosinase sowie die peptolytischen Fermente des

Hefepreßsaftes durch 48stündiges und auch kürzer dauerndes Schütteln ilire

Wirksamkeit einbüßen. Ivs tritt bei letzterem dabei eine Trübung ein.

Auch sonst Avird ein solches \'orkommen berichtet. ^Vahrscheinlich beruht

diese Erscheinung auf derselben L'rsache, aus der eine Eiweißlösung biMin

starken Schütteln koaguliert; es bilden sich fortwährend neue Oberflächen,

an denen eine irreversible ..Häutchenbildung- stattfindet. Es wäre das

also eine auf Adsorption an der Oberfläche beruhende Veränderung. Nach

Slgne und Sigval Schmidt-Nielsen'-) ist Lablösung gegen Schütteln ganz

^) E. Abderhalden und M. Cufigenheim ,
Versuche über die Wirkung der Tvro-

sinase etc. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 54. S. 352 (1908).

-) Sif/ne und Sir/ral S'climidf-Xitlseii , Zur Kenntnis der ..Schüttelinaktiviornnir''

des Labs. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 60. S. 42Ü (l'Jüy».
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besonders empfindlich, so dali es sclion in wenigen Minuten weitgehend

zerstört werden kann.

Bei restlos löslichen Fermentpräparaten lassen sich vergleichbare

Lösungen natürlich ohne diese Umstände im Augenblick herstellen.

Von Desinfektionsmitteln, welche die Fermente im allgemeinen

nicht schädigen und ihre Wirkung nicht merklich hemmen, wird man mit

folgender Auswahl stets auskommen:

1. Toluol oder auch Xylol. Es werden zu je 100 crn^ Lösung etwa

1 cm^ Toluol zugegeben, einige Male umgeschüttelt und die Lösung bei Be-

darf mit Pipetten entnommen.

2. Chloroform, welches oft ebenso wirksam und fih- die spätere

Entnahme bequemer ist. Man nehme auf 100 ciii"^ Flüssigkeit nicht mehr

als etwa 1 cm^ Chloroform ,
schüttle die Flüssigkeit damit gut durch und

verschließe die Flasche sehr gut, weil sonst die oberen Schichten an Chloro-

form verarmen und bald zu faulen beginnen. Bei längerer Aufbewahrung
bildet sich bei eiweißreichen Lösungen um die auf dem Boden liegenden

Chloroformtropfen eine Trübung, welche für den Verlust der Flüssigkeit

an wirksamen Stoffen nicht in Betracht kommt. Wenn man Flüssigkeit

entnimmt, so tue man dies erst, nachher erst schüttle man die Flüssig-

keit etwas durch, um wiederum Chloroformsättigung zu erreichen.

'^. Thymol, welches man in fester Form, etwas zerrieben, in die

Flüssigkeit einträgt.

Über die Methode des Einfrierens liegen bei Fermentlösungen all-

seitige Erfahrungen noch lucht vor. Zur Aufbewahrung von Blutserum,

Exsudaten u. dgl. ist dies die ideale Methode. Als Apparate sind im (le-

brauch der Eiskasten ..Frigo" von Lautenschläf/er und eine von mir ange-

gebene Konstruktion, i
) Beide werden durc^h ein Eissalzgemisch gekühlt,

welches täglich einmal erneuert wird. Während aber die Eiweißkörper des

Serums, auch wenn sie etwa 1 Jahr lang eingefroren waren, nach dem
Auftauen wieder glatt in Lösung gehen, geben Extrakte aus Organen und

Fermentlösungen beim Auftauen manchmal unlösliche Niederschläge, welche

wohl einen Teil der wirksamen Fermente enthalten dürften.

Mit einer dieser Methoden wird man in allen Fällen auskommen.

Die Klärung von Fermentlösungen.

Mitunter ist es notwendig, annähernd klare Fermentlösungen zu hal)en.

Oft macht das keine Schwierigkeit und kann durch einfaches Filtrieren

durch ein gewöhnliches Filter oder durch eine Chamberlandkerze erreicht

werden. Nutzt das nichts, so hilft in einzelnen Fällen ein geeignetes

Adsorptionsmittel, nämhch dann, wenn es gelingt, ein Adsorptionsmittel

ausfindig zu machen, welches das Ferment nicht mitreißt. Li manchen

*) Zu bezieben von den Yoreinigten Fabriken für Laboratoriumsbetlarf, Berlin X.

Näheres darüber siehe in dem Kapitel „Methoden der Immunitätsforschuug".
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Fällen oeUnot das vollkommen. Invcrtinlösnuüen k;inn man durch lie-

liebig' weit getriebenen Zusatz von Kaolin, wenn erforderlich, vollkommen

klären, ohne Ferinentverlust. Auch stärkere Pepsinlösungen werden durch

kleine Mengen Kaolin (z.B. lg auf 50 cm» Flüssigkeit) uicht stark ab-

geschwächt. Die ^lenge des notwendigen Minimums an Kaolin lallt sich

allgemein nicht angeben; je konzcmtrierter die Lösung an Ferment ist,

um so geringer ist der relative \'erlust durch die Adsorption. Die

meisten anderen Fermente werden bei einer derartigen Klärung erheblich

beeinträchtigt. Durch sehr kleine Mengen Kaolin oder Tierkohlc läßt sich

aber oft ein Vorteil für den (jualitativen Fermentnachweis doch gewinnen,

indem bei klaren Lösungen der Nachweis einer kleineren Fermentmenge
oft sicherer ist als der Nachweis größerer Mengen in trüber Lösung.

Die Fälle, wo es auf besondere Klarheit der Fermentlösung ankommt,

sind: der polarimetrische Nachweis der Fermentwirkung (Invertin. pepto-

lytische Fermente) und die Aufhellungsreaktionen (Ilicin-, Edestin- und

Kaseinmethode bei proteolytischen Feiinenten).



B. Methoden zur ciiialitativen und quantitativen A er-

folgung der Fennentwirkung.
Von Leonor MicliaeUs, PJerlin.

1. Der qualitative Nachweis der gebräuchlicheren Fermente.

Die Fermente lassen sich allein mit Hilfe der von ihnen bewirkten

spezifischen Eimvirkunii- auf das angepaßte Substrat nachweisen. Es han-

delt sich also nur darum, für jedes Ferment ein praktischen Zwecken ge-

nügendes Substrat /u finden und die IJedingungen der Fermentwirkung,

wie Temperaturoptimum, Reaktionsoptimum, zu kennen.

1. Kohlehydratspaltende Fermente.

Das amylolytische Ferment im Speichel oder in anderen Körper-

flüssigkeiten sowie die pttauzliclie Diastase werden in folgender Weise

nachgewiesen. Eine etwa IVoir*? Lösung von Stärke, welche durch Kochen

hergestellt ist, wird bei (angenähert) neutraler Reaktion mit etwas von der

Fermentlösung versetzt. Zimmertemperatur reicht zur Einleitung der Re-

aktion aus, allenfalls kann man die Reaktion bei 87° vornehmen, um sie

zu beschleunigen. Entnimmt man in Abständen von einigen Minuten Proben,

so färben sie sich, mit einigen Tropfen öOfach verdünnter Lugohcher

Lösung versetzt, nicht mehr rein blau, sondern der Reihe nach die zu-

nächst entnommenen Proben violett, die späteren rot, gelbi)raun, schließ-

lich gar nicht mehr (d. h. die hellgelbe Eigenfarbe des Jods bleibt be-

stehen). Gleichzeitig erhält man bei Anstellung der Trommerschen Probe

Reduktion nach kurzem, einmahgem Aufkochen.

Invertase wird in folgender Weise nachgelesen. Die Fermentlösung
wird bei neutraler, lieber aber etwas saurer als alkaUscher Reaktion mit

einer behebigen Lösung von Rohrzucker (z. B. einer 5"/oigen Lösung) ver-

setzt. Es genügt dazu der käufliche Würfelzucker. Beobachtet man die

Drehung dieser Lösung im Polarisationsapparat gleich nach der Ansetzung,

so kann man nach Verlauf von einigen Minuten oder bei sehr geringen Fer-

mentmengen nach einigen Stunden eine Abnahme der Drehung konstatieren

infolge der Bildung von Invertzucker. Die Drehung wird bei genügend
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lansier Einwirkung- sotiar eine Linksdrehung; im Maximum etwa den dritten

Teil der ursi)rün<ilichen liPchtsdrehuiiLi' nach hnks. (ilei('hzeitif>' mit dem

P.ejiinn (Un- Drehunosändcrunii' hilit sich mit Hilfe der Tro)n in ergehen Probe

Deduktion nachweisen. 15ei lauii-em Kochen und lanf^em Stehen in der al-

kalischen Lösunji' liefert der Kohrzucker spontan iierinii,e Meniien i'eduzie-

reiulen Zuckers; man koche daher nur kurz und beachte nur kräftige Re-

duktionsWirkungen.

ZyiiiJiso liitit sich rein ([ualitativ sehr einfach in folgender Weise

erkennen. Ein „(rärungsröhrchen" wird mit einer Mischung von ! Teil

öC/oi.^'ßi' Pohr- oder Traubenzuckerlösung und 2 Teilen

der Fermentlösung gefüllt (Fig. 8), derart, dab der lange

Schenkel ohne Luftblase ist. Nach Aufenthalt von Minuten

oder wenigen Stunden bei 20— oO" C füllt sich dei- lungere

Schenkel des Gärungsröhrchens mit Kohlensäuregas. ]\Lan

beachte, daß nur ganz frische Prebsäfte gäi'ungskräftig

sind, ältere, inaktive Säfte aber durch Zusatz von frischem,

gekochtem Preßsfift reaktiviert werden können.

Emulsin erkennt man leicht daran, daß es in einer

wässerigen Aufschwemmung von Amygdalin Blausäure-

gerucli auftreten läßt. Fig. 8.

2. Proteolytische Fermente.

Pepsin läßt sich in verschiedener Weise erkennen. Ich nenne fol-

gende Methoden, wobei die früher vielfach verwendete ^lethode der ..Mett-

schen Piöhrchen", mit coaguUertem Eiweiß gefüllte Glaskapillaren, als

überholt nicht näher beschrieben werden soll:

a) Man hält sich Fibrinflocken aus Pvinderblut vorrätig. Sie werden

hergestellt, indem Plutgerinnsel solange in fließendem Wasser gewaschen

werden, bis die Blutfarbe verschwunden ist. Wenn nötig, zerkleinere man
die Gerinnsel in Stücke von etwa P>ohnengröße. Dann werden sie in (jly-

zerin aufi)ewahrt. Sie halten sich sehr lange, l^nmittelbar vor dem (tC-

brauche wasche man einige Flocken in fließendem Wasser, bis das Glyzerin

einigermaßen entfernt ist. Man versetze nun eine solche Fibrinflocke mit

der zu prüfenden Fermentlösung und gebe soviel stark verdünnter Salz-

säure hinzu, daß die Lösung Kongopapier eben deutlich l)l;iut. im allge-

meinen wird dazu soviel H Cl nötig sein, daß die Lösung eine ^

30 normale

H Cl-Lösung darstellen würde. Eine Kontrolle enthält dieselbe Flüssigkeits-

menge und dieselbe IICl-Menge, aber kein Ferment. In der Kontrolle tritt

nur eine Ver(iuellung ein, in der Fermentprobe im Laufe einiger StundiMi

eine vollkommene Lösung. Peste Temperatur etwa 'M". Desinfektionsmittel

ist überflüssig.

b) Nachweis mittelst Gelatine. Eine durch Krwärnicu hergestellte

Lösung von 10"/o gewöhidicher Gelatine in Wasser wird in noch flüssigem

Zustande in kleine Pieagenzgläschen gefüllt, so daß sie nur etwa ein Drittel

Abdorhaldfu , llaudbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 2
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des Glases einnimmt. Diese Gläser lasse man erstarren. Die in ähnlicher

Weise wie oben angesäuerte Fermentlösung wird auf die Gelatine ge-
schichtet und nach einigen Stunden oder am nächsten Tage konstatiert

daß die Gelatine ganz oder zum Teil verflüssigt ist. Man lasse diese Pro-

ben bei Zimmertemperatur oder höchstens bei 22", weil darüber hinaus die

Gelatine schmilzt.

c) Den beschriebenen Methoden bei weitem vorzuziehen ist die Ri-

cin probe von M. Jacobtj.^) Sie ist viel empfindlicher, sicherer und arbeitet

erheblich schneller. Sie beruht darauf, daß ein in den Ricinussamen ent-

haltener Eiweißkörper l)ei der für die Pepsinverdauung erforderlichen

sauren Reaktion unlöshch ist, und zwar außerordentlich feine Flocken

bildet, die durch die Wirkung des Pepsins rasch gelöst werden. Dieser Eiweiß-

körper hat übrigens nichts anderes mit dem sonst als „Rizin" benannten

Toxin zu tun, als daß er auch in den Ricinussamen vorkommt. Deshalb

ist z. B. das vorzügliche Mercksche Ricin, welches fast eiweißfrei ist, für

diese Probe nicht zu gebrauchen. Man beziehe ..Ricin nach Jacohy^^ von

den Chemischen Werken auf Aktien, Charlottenburg. Man gebe 2 y dieses

Pulvers in bO crn^ SVoige NaCl-Lösung, schüttle einige Minuten stark durch,
stelle das Gemisch auf eine Stunde in ein lauwarmes Wasserbad von ca. 40**

und filtriere dann ab. Von dem völlig klaren Filtrat wird je 1 \olumteil mit

Vs ^^i"^ V2 Volumteil Vio normaler HCl-Lösung versetzt. Es entsteht eine

Trüi)UHg, die nach einiger Zeit zur Bildung sehr feiner Flocken führt.

Man gebe die Salzsäure in Portionen hinzu, solange, bis eine kräftige

Trübung entsteht. Im l''i)erschuß der Säure löst sich die Ti'übung wieder.

Das muß vermieden werden. Dieses Reagens hält sich mehrere Tage. Man
versetze z.B. 5 cm^ der gut durchgeschüttelten Ricinaufschwemmung mit 1 cm'^

der Pepsinlösung. Schon bei Zimmertemperatur, noch schneller im Wasser-

bade von oT" tritt eine Aufhellung und l)ald vollständige Klärung der

Flüssigkeit ein. Spontan findet dies niemals statt
,

wofern man nicht

einen vorschriftswidrigen großen Überschuß an Säure zugibt. Die Probe ist

äußerst empfindUch; es lassen sich mit ihr die geringsten Spuren von

Pepsin nachweisen. Sie ist eine wirkhche Bereicherung der Methodik.

Der Vorzug dieser Methode besteht noch dazu darin, daß das

Fortschreiten der Reaktion ohne Zufügung eines Indikators erkannt

werden kann.

d) Die Edestinmethode nach Fuld und Levison.^) Edestin ist umge-
kehrt wie Ricin in saurer Lösung löshch, in schwach alkalischer unlöslich. Man
kann es daher aus der angesäuerten Lösunu' durch passende Alkalimens'en

ausfällen. Sicherer gelingt die Ausfällung aus der sauren Lösuuü- durch Chlor-

*) M. Jacohy , Beziehuugen zwischen Vertlauungs- und Labwirkung. Biocheui.

Zeitschr. Bd. 1. S. 53 (1906). Ferner: E. Sohns, Über eine neue Methode der quantita-

tiven Pepsinbestimmung und ihre klinische Verwendung. Zeitschr. f. kliu. Med. Bd. 64.

S. 159 (1907).

'')
E. Fnld und Lotiis A. Lerison

,
Die Pepsinbestimmung mittelst Edestinprobe.

Biochem. Zeitschr. Bd. 6. S. 473 (1907).
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natriiim in Substanz. Die Methode gestaltet sieh demnach foluendermalten:

Man stelle sieh eine Lösung- von 1 pro inille Edestin in Y30 Nonnal-Salzsäure

her, im iihrii>en veii'ährt man wie bei der llicinmethode. Xaclidcm das

Gläschen /.. 11 1/0 Stunde mit Pepsin versetzt im Wasserhad iiestanden hat,

versetzt man eine entnommene Probe mit etwas Chlornatrium in Substanz.

Noch vorhandenes Edestin wird ausgefällt, die PepsinWirkung- äußert sich

also in dem Ausbleiben der C'lNa-Fälluiig.

Lahfernient wird in folgender Weise nachgewiesen: Man verdünne

gewöhnliche rohe oder gekochte Milch mit 9 Teilen "Wasser und versetze

diese mit etwas Kalksalz, z.B. mit \ cm^ lOVoigei' CaCU-Lüsung auf

100 cw3 verdünnter Milch oder '1 cm"^ 5o/oiger Lösung von Calciumacetat

auf 100 cm^ Milchverdünnung. Es darf durch den Kalkzusatz keine Aus-

fällung entstehen. Die Fermentlösung wird durch Soihi bzw. verdünnte

Essigsäure, wenn nötig, aufs genaueste gegen Lakmuspapier neutralisiert.

Bringt man die Milchverdünnung mit der Fermentlösung zusammen, so

tritt nach Minuten, bei sehr geringem Fermentgehalt vielleicdit erst nach
einer Stunde oder später plötzlich eine Ausfällung des Kaseins ein, welche

das ]\Iilchfett mitreißt und die Flüssigkeit klärt. Lst man im Zweifel, ob

eine Ausfällung dennoch durch eine geringe Säurewirkung zustande ge-
kommen ist, so wiederholt man den ^'ersuch mit vorher gekochter Ferment-

lösung. Die Fällung muC) alsdann ausbleiben.

Trypsin läßt sich in folgender Weise nachweisen:

a) Erstens kann man die Verdauung einer Fibrinflocke zum Nach-

weis benutzen. Die Reaktion muß leicht alkalisch sein, und das hat den

Übelstand, dal» dabei, namentlich bei älteren Fibrinflocken, leicht spontan
starke Verquellungen eintreten können. Ich rate daher, die Fibrinflocken-

methode als solche nicht anzuwenden, außer in der von JücoJhj empfohlenen
Form (s. das Kapitel ..Fermente des intermediären Stoffwechsels" von

M. Jacohy) in Kombination mit (xelatine.

h) Eine vorzüghche und schnelle Methode ist die Kascinmethode,
welche fast gleichzeitig von Gross ^), Fuld-) und mir 3) beschrieben wurde.

Ich führe sie folgendermaßen aus: Es werden O'lg Kasein (nach Hammarstcn,
bezogen von KuhUmum ) in wenig Wasser mit 10 'riojjfen 107oi8'ei* Soda-

lösung unter Erwärmen gelöst und mit destiUiertem Wasser auf 200 cm^

aufgefüllt. Hiervon werden etwa o cui'^ mit 1 cm'^ der Fermentlösung, welche

möglichst klar sein muß. versetzt, ins Wasserbad von ?ü^ gestellt und von

5 zu 5 Minuten Pröbchen mit einer Pipette entnommen. Diese werden mit

Essigsäure versetzt. Fällt kein Kasein mehr aus, so hat das Trvpsin ge-
wirkt. Es kommt nun darauf an, daß mau die richtige .Menge Essigsäure

V) Gross. l)ie Wirksamkeit des Trypsins und eine einfache Methode zu iluor Be-

stimmung. Arch. f. expor. l'athol. Bd. öS. S. 157 (li)08).

^) E. Fühl, I)it> Wirksamkeit des Trypsins und eine einfache Methode zu ihrer

Bestimmung. Arch. f. exper. Path(d. Bd. 58. S. 4fi.S (1908).

^) L. Michaelis und M. Ehrciircicli, Die Adsorptionsanalysc der Fermente. Biochem.

Zeitschr. Bd. 10. S. 283 (1908).
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zusetzt, weil Kasein in einem Überschuß der Säure wieder löslich ist.

Man mache sich eine ViVoi&e Essigsäure zurecht und probiere aus, Avieviel

Tropfen man zu dem frisch bereiteten Kasein-Fermentgemisch . in dem

das Trypsin noch nicht gewirkt hat
, zügelnen muß, um eine gute Fällung

zu erreichen. In dem Yerdauungsversuch gebe man dann die Säure nach

Maßgabe dieses Vorversuches zu. Die Methode ist äußerst empfindlich

und geht so rasch, daß Zusatz eines Desinfektionsmittels nicht in Frage
kommt. Nur kann man nicht zwischen echtem proteolytischen Ferment

und ..Erepsin" unterscheiden, weil dieses nach Cohnheim gerade das Kasein

als einzigen genuinen Eiweißkörper auch verdaut wenn auch langsam.

c) Von diesem Fehler frei ist die Serumplattenmethode von

Müller und Jochmann, i) Petrischalen werden mit lünder- , Pferde- oder

Hammelserum etwa i/,
cm hoch gefüllt und in einem Thermostaten bei

70° gehalten, bis sie vollkommen erstarrt sind. Statt des Thermostaten

kann man einen einfachen Trockenschrank auf ca. 70" einstellen. Die Fer-

mentlösung wird bei neutraler bis höchstens spurweiser alkalischer Pieaktion

in einzelnen Tropfen auf die Platte gebracht und in einem Thermostaten

bei 50" 24 Stunden belassen. Durch die hohe Temperatur wird das Wachs-

tum von Bakterien ausgeschaltet, ohne dal» das Trypsin zerstört wird. Nach

24 Stunden äußert sich die ^'erdauung dadurch, daß eine Delle in der

betupften Stelle der Platte entstanden ist.

d) Trypsin kann auch daran erkannt werden, daß es bei längerer

Verdauung, am besten unter Zusatz von Toluol bei schwach alkalischer

Reaktion jeden beliebigen Eiweißkörper, der Tyrosin enthält, unter Bildung
von leicht erkennbaren Tyrosinkristallen spaltet. Man kann z. B. eine

ö^/üige Lösung von Witte-Vcjiton benutzen.

Am besten geeignet sind nach E. Abderhalden \\m\ A. Schittenhelm-)

Seidenpeptone. Zu ihrer Herstellung genügt es, Seidenabfälle mit 70° ol-^i"

Schwefelsäure in der Kälte zu hydrolysieren. Die Seidenpeptone sind nicht

alle gleichwertig. Das von den Autoren verwendete Präparat hatte ein Mole-

kulargewicht von 450, löste sich sehr leicht in Magensaft und enthielt 40°/o

T\TOsin. Oft fiel Tyrosin bei der Verdauung schon nach einer Stunde aus.

Dieses Pepton erwies sich als besonders vorteilhaft, um die peptolytischen

Fermente des nach Boldyreff gewonnenen Magensaftes für khnische Zwecke

nachzuweisen. Die Pieaktion muß leicht alkahsch sein. Der große Vorteil

dieser Methode beruht darauf, daß einmal sehr konzentrierte Lösungen von

Pepton 3j angewendet werden können
,
und daß man stets dieselben Pro-

dukte zur Verfügung hat. Ferner kann der Verlauf der Verdauung direkt

^) Müller und Jochmaiin, Manch, med. Woch. 1906. Xr. 26.

-) E. Abderhalden und A. Schiffcnheliii, Über das Vorkommen von peptolytischen
Fermenten im Mageninhalte und ihren Nachweis. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 59.

S. 230 (l'JOV)) und Über den Nachweis peptolvtischer Fermente. Ebenda. Bd. 61. S. 421

(1909).

^) Pepton „Roche", zu beziehen bei Hoffmanu-La Roche & Cie., Chem. Fabrik.

Grenzach (Badenj.
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diiiTh Verfolnniiii' der Tyrosinahsclicidiinii koiitrollioi-f worden. Durch
Filtrieren und Wjiucii des al)i>esehie(lenen Tvrosins oder Ahzenti'ifimieren

dieser Aminosäure in kalibrierten Köhrehen lälJt sieh hei izleichen liedin-

gungeii die ^lethode auch zu einer ([uantitativen t>estalten.

e) Ferner kann man zum Nachweis trvptischer Fermente auch die

Spaltung- geeigneter Polypeptide nach E. Abderhalden benutzen. Den Ein-

tritt der Spaltung erkennt man entweder durch das Auskristallisieren schwer

lösUcher Aminosäuren') oder durch die Drehungsänderung im I'olarisations-

apparat.-)

Füi- den ersten /weck ist sehr geeignet das (ilycyl-l-tyrosin. Man
versetze z.B. b cm'^ der auf Ferment zu prüfenden Lösung mit 0-2// (Uy-

cyl-1-tyrosin und 2 Tropfen Toluol. Nach mehrstündigem Aufenthalt im

Brutschrank beginnt eine Trübung aufzutreten, die nach einiger Zeit zur

Abscheidung der unter dem Mikroskop leicht erkennbaren Kristalle von

Tyrosin führt.

Für den zweiten /weck kann man ebenfalls Glycyl-1-tyrosin verwenden

oder besser d-Alanyl-glycin, welches keine unlöslichen Produkte liefert und

klar gelöst bleil)t. Man versetze z.B. iS cm'^ der zu prüfenden klaren Flüssig-

keit bei spurweise alkalischer Pieaktion mit 1 y des Dipeptids , fülle die

^lischung in ein Polarisationsrohr von geeigneten Dimensionen ein, lese

die Drehung ab und halte es im Brutschrank bei HT". In geeigneten Inter-

vallen, je nach dem Fermentgehalt in Minuten oder Stunden, lese man wieder

ab und konstatiere die Drehungsänderung.
Bekannthch geht die heutige Auffassung dahin, in dem Trypsin ein Ge-

misch von PYrmenten anzunehmen, und es gibt außerdem Fermente im Darm-

saft, in Hefepreßsäften und an anderen Orten, welche im Gegensatz zum Pepsin
die gemeinsame Eigenschaft haben, daß sie bei saurer Reaktion nicht oder

schlechter wirken als bei alkahseher Reaktion. Man kann die einzelnen

P'ermente, wo sie gemischt vorkommen, nicht trennen. Mau kann somit

auch nur von einem Nachweis der verschiedenen Wiikungen sprechen.
Die proteolytische Wirkung läßt sich am schnellsten durch die Methode

der Serumplatten nachweisen, wobei jedoch zu bedenken ist, daß die Emp-
findlichkeit dieser ^lethode nur mäßig groß ist, die Spaltung von Kasein

ist nicht ganz auf eine Stufe damit zu setzen, weil sie, wenn auch schwach,

auch von den ereptischen Fermenten gegeben werden solM), welche sonst

nur die nicht mehr koagulablen Eiweißkörper abbauen. Der direkte Nach-

weis der Erepsinwirkung geschieht durch die Spaltung von Peptonen bis

') Literatur dariiber in den einzelnen weiterhin zitierten Arheiten von Abder-

halden und Mitarlieitorn.

-') E. Ahdcrluilden und .1.7/. Külkcr. Die Verwendung optisch-aktiver Polypeptide zur

Prüfung der Wirksamkeit proteolytischer Fermente. Zeitschr. f. phvsiol. Chem. Hd. 51.

S. 294 (1907).

') Colinheini
, Umwandlungen des Eiweißes durch die Darmwand. /eitsclir. f.

phvsiol. Chem. Hd. 38. S. 4öl (1901); Weitere Mitt. über Erepsin. Ibidem. Bd. 35.

184 (1903).
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zum \'erschwin(leii der Biuretreaktion
,

der Nachweis der peptolytischen

Wirkimti' mit Hilfe von Glycyl-1-tyrosin usw. Kommt eine Unterscheid un,12,-

der verschiedenen Fermente nicht in Frage und genügt der Nachweis

einer eiweißspaltenden Wirkung im allgemeinen, so ist die Kasein-

methode oder die Anwendung von Seidenpepton zu empfehlen.
Soll andrerseits festgestellt werden, ob ein proteolytisches Ferment

mit einem zweiten identisch ist, so kann man sich unter Umständen nach

Abderhalden und Brahm'^) einer Methode bedienen, die am besten an dem
von den Autoren gewählten Beispiel erläutert Avird. Darmsaft und ebenso

Hefeprelisaft spalteten d-Alanyl-ghcin, und zwar wirkte Hefepreßsaft schneller.

Es wurde nun der Hefepreßsaft durch ^'erdiinnen so eingestellt, daß er an-

nähernd mit gleicher Geschwindigkeit auf eine Lösung dieses Dipeptids wirkte

wie der Darmsaft. Dann wurden die so vergleichbar gemachten Ferment-

lösungen in ihrer Wirkung auf ein anderes Substrat geprüft, und zwar auf

Glycyl-1-leucin. Es zeigte sich hier annähernde Gleichheit beider Ferment-

lösungen in der Wirkung auch auf dieses Substrat. In anderen Fällen wird es

gewiß möglich sein nachzuweisen, daß zwei Fermentlösungen, die auf ein

Substrat gleich wirken, auf ein zweites Substrat verschiedene Wirksamkeit

haben. In einem solchen Faü wird man die Identität der beiden Fermente

sicher verneinen können.

Zur Identifizierung des Papayotins kann seine Eigenschaft benutzt

werden, genuines Serum bei starker Temperaturerhöhung sehr rasch ab-

zubauen.'-) Man gebe zu der Fermentlösung etwas ungefähr ofacli ver-

dünntes Blutserum oder Eieralbumin bei schwach essigsaurer Reaktion in

ein Keageuzglas, koche das ganze sofort langsam auf, filtriere von

dem Eiweißkoaguluni ab und stelle mit dem Filtrat die Biuretreaktion an.

Bei Gegenwart von Papayotin gibt das Filtrat noch in starken ^'erdün-

nungen eine sehr intensive, rote Biuretreaktion.

Lipase wird in der Weise nachgewiesen, daß man sie auf die pjnul-

sion eines Neutralfettes wirken läßt und die Entstehung freier Fettsäure

nachweist. Unter Berücksichtigung des Umstandes, daß auch Lezithin 3) von

den Lipasen gespalten wird, scheint mir dieses ganz besonders geeignet,

weil sich sehr gleichförmige Emulsionen von großer Haltbarkeit davon her-

stellen lassen. Diese Emulsion wird bei den Neutralfetten dadurch herge-

stellt, daß das Fett mit den anderen Flüssigkeiten verrieben wird. Beim

Lezithin genügt es, eine abgewogene Menge desselben (Lezithin Agfa,

Lezithin ,,Ovo" von Merck oder Lezithol Riedel) mit der öOfachen

*) E. Abderhalden und C. BraJim, Zur Kenntnis der fermentativen Polypeptid-

spaltung. YI. Mitteilung. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 57. S. 342 (1908).

^) C. Deleseniip, H. Moiifoii und E. Fozerski, Sur la ditrestion brusque de Tovol-

bumine et du seruni sanguin par la papaine. Soc. de biologic. T. 60. p. 309 (19ü6j. Ferner:

D. Jonescu, Über eine eigenartige Verdauung des Hühner- und Serumeiweiß durch Papa: 11.

Biochcm. Zeitschr. Bd. 2. S. 177 (1907).

^) Paul Mai/er, Über die Spaltung der lipoiden Substanzen durch Lipase. Biocbeni.

Zeitschr. Bd. 1. S.'39 (1906).
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Moni^o (lestilliertom Wasser eiiiii^e Stniulcn im Schüttelappai'at /u schütteln,

fhcr die Iieaktion des iMediuiiis läßt sieh alliiemeiiics nicht ansehen: es

t^ibt Lii)asen (pflaii/liche), \v('lclu' nur bei sehr deutlich saurer Iieaktion

(27o Kssiiisäure) wirken, und andere, die neutrale oder alkalische Iieak-

tion erfordern. Im /weit'elfalle setze man daher das I\eaktionst>emisch in

:» verschiedenen Proben, sauer, neutral und alkalisch, au.

Der Säuretiter einer jeden Mischunii' wird dann zunächst festirestellt,

indem eine abgemessene Probe mit glfh'hem X'olumcn absolutem Alkohol

versetzt wird, um die in Wasser unlöslichen Fettsäui-cn in Lösung zu

bringen, und mit Phenolphtalein gegen Vio n XaOll titriert wird. Nach
Ablauf von Stunden oder Tagen wird an einer zweiten Vvolw. diese Titra-

tion nach Alkoholzusatz wiederholt und so die Entstellung freier Fettsäuren

nachgewiesen. Man beachte, daü eine ausbleibende Feruu'ntv/irkung unter

Umständen durch Zusatz von Mangansulfat in (Jang gesetzt werden kann,

welches nach Connstein und Hoyer^) bei pflanzlichen Lipasen. als Akti-

vator wirkt. Man nehme auf etwa lOcm^ Ölemulsion 5 cm^ einer Lösung
von MnS(J4 (4:1000). Als Desinfiziens verwenden Connstein und Hoyer
Chloralhydrat.

Ein Beispiel über die Mengenverhältnisse eines Lipascnachweises (nach

Paul Mayer): Je ^) on^ einer 2<'/oigen wässerigen Emulsion von Lezithin

..Agfa" werden mit 1 cm^ „Steapsin" (Grübler) im Reagensglas versetzt,

und je eine solche Probe ö, 20 und 40 Stunden im Brutschrank bei BT^*

belassen, sowie eine Kontrolle ohne Steapsin.

Danach werden die Proben unter Zusatz von reichlich HD-e^/nigem

Alkohol quantitativ in ein Becherglas übergeführt und mit \/]i, Xormal-

natronlauge titriert, unter Anwendung einer methylalkoholischen Lösung
von Phenolphtalein als Indikator. Es wird zunächst der Säuretiter der

Lösung ohne Ferment bestimmt, welcher übrigens im frischen Zustand

und nach dem Aufenthalt im Brutschrank der gleiche ist und auf dem

Fettsäuregehalt des Lezithins und des Ferments beruht. Er beträgt für

f) o>r' der Lezithinaufschwemmung z.B. 0"H cw-' 7io n-Xa()II, für \ mi^

Steapsin 0'4(';y^^ ^

jo n-XaOH, zusammen also 0"7 c//^'' Vio ii-^^^^^H- Dieser

Wert wird bei den übrigen Proben abgezogen. So fand sich z. P>. :

Nach T) Stunden : VO cin'^ i/,„ n-NaOH
nach 20 Stunden: Vb cm'^ \/,n n-Na()H

Titer nach Abzug der ursprünghchen Azidität.

Ein anderes Beispiel nach Connstein und Hoi/cr mit Verwendung
von Ilicinuslipase : ng Lipase (Piicinussamen) werden mit 10// Wasser,

worin {)-2
ry Essigsäure und 0"1 r/ C'hloralhvdrat gelöst sind, verrieben. Nach

24 Stunden ist zirka S0% der theoretisch möglichen Fettsäure in freier

Form vorhanden und durch Titration nachweisbar.

') CoiiHstcin, Jloi/cr iiiiil Waftoihi tu/ , l'ber fernientative Fettspaltiing. Ber. cl.

Deutsch, ehem. Ges. Jg. 35. S. 3988 (1902).
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Bei der Pankreaslipase läßt sich nach Dietz^) auch die synthetisie-

rende Wirkung leicht nachweisen. Als besonders geeignetes Sul)strat dafür

empfiehlt Dietz ein Gemisch von wenig n-Buttersäure und ^iel Iso-Amyl-
alkohol. ^lan versetze das Gemisch mit Ferment und verfolge an Pröbchen

den Säuretiter des Gemisches. Die geeignetste Temperatur ist nach Pottevin
^)

35". Es muß gut gerührt werden mit einer geeigneten Rührvorrichtung.
Von Zeit zu Zeit werden Proben von b crn^ entnommen, mit Äthylalkohol
versetzt und gegen Barytlauge mit Phenolphtalein als Indikator titriert.

2. Allgemeine Grundsätze bei der quantitativen Bestimmung der

Fermente.

Es kann sich immer nur um relative quantitative Bestimmungen
mit Bezug auf eine willkürliche Testlösung des Fermentes handeln. Diese

Bestimmung der Fermentmenge kommt stets darauf hinaus, die Geschwin-

digkeit der Ferment reaktion zu messen. Es fragt sich nun, wie wir

diese Geschwindigkeit definieren sollen, und wie wir sie zur Berechnung
der Fermentmenge verwerten können. Wäre die GeschAnndigkeit eine gleich-

förmige. (1. h. würde in jedem Zeitteilchen von dem Substrat eine Menge
umgesetzt, welche nur von der Konzentration des Fermentes abhängig ist.

nicht aber mit der Konzentration (\c> Substrates variiert, so wäre die Ge-

schwindigkeit der Pveaktion leicht zu definieren: es ist die pro Minute

umgesetzte Substratmenge. In der Tat gibt es Fälle, wo mit gewissen Ein-

schränkungen dieses Gesetz so gut erfüllt ist. daß man es für den

vorliegenden Zweck gebrauchen kann. Besonders trifft dieses für das

Invertin zu. Ist die Konzenti-ation der Rohi'zuckerlösung nicht allzu hoch

(über Y-, normal) und nicht allzu gering (unter '/ö normal), so wird im An-

fang der Pieaktion. nändich bis etwa zur PhTeichung des fünften Teiles

des gesamten I^msatzes, pro Minute eine Zuckermenge umgesetzt, welche

fast unabhängig von der Zuckerkonzentration ist und der Fermentmenge
sehr angenähert einfach proportional ist. Zur Definition einer Invertin-

lösung genügt es daher, eine Angabe etwa nach folgendem Schema zu

machen: Die Fermentlösung invertiert in einer ca. halbnormalen liohr-

zuckerlösung zu Anfang des Versuches bei 18" pro Minute x ^Millimole

Rohrzucker: alsdann ist eine zweite Fermentlösung, welche unter gleichen

Bedingungen 2x ^lillimole Zucker invertiert, doppelt so stark usw. Dasselbe

gilt auch für die Maltase nach V. Henri ^) und für die polypeptidspalten-

den Fermente der Hefe nach Abderhalden und Michaelis *) ,
sofern man

wirklich nur den Anfang der Reaktion berücksichtigt.

^) Dietz, Über eine umkelirbare Fermentreaktioa im lieterogenen System. Zeit-

schrift f. physiol. Chem. Bd. 52. S. 279 (1907).

2) Pottevin, Comptes rend. T. 137. p. 378 (19()4|.

^) V. Henri, Lois geuerales de Taction des diastases. Paris 1903.

*) E. Ähderhalden und L. Michaelis, Der Verlauf der fermentativcn Polypeptid-

spaltung. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 52. S. 326 (1907).

fwmrr mKAVt
N. C, State College
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Tu (l(Mi meisten Fällen ist aber die Beziehung zwischen Ferment-

menge und iKeaktionsgesclnvindiiikeit komi)lizierter und ist ferner die Re-

aktionsgeschwindigkeit nicht so einfach zu definieren, weil die Umsatz-

geschwindigkeit selbst zu Anfang des A'ersuches eine ungleichförmige ist

oder schwierig zu verfolgen ist. In allen diesen Fallen ist es prinzipiell
verkehrt, wenn man die in gleichen Zeiten erreichten Umsätze ver-

schiedenen Jietrages zui- 1 Berechnung der Fermentmenge verwerten wollte.

Es gibt zwei einwandfreie Methoden.

Die erste beruht darauf, daß man die Zeiten miteinander ver-

gleicht, welche zur Erreichung eines l)estimmten T^msatzes erforder-

lich sind. Findet man z. !>.
,

dalj eine bestimmte Fermentlösung in einer

ganz bestimmten Substratlösung, sagen wir 1
fj

des Substrates, in lU Mi-

nuten spaltet und finden wir, daß in einei- zweiten Fermentlösung die

Spaltung von 1
;/ Substrat 20 Minuten erfordert, so kihmen wir schließen,

daß die Konzentration des Katalysators in der zweiten Lösung halb so

groß ist als in der ersten. Wenn wir aber finden, daß in der ersten Fer-

mentlösung in 10 Minuten 1 g Substrat umgesetzt wird, in der zweiten in

10 Minuten 2cj Substrat, so können wir daraus im allgemeinen nicht

schließen, daß die zweite doppelt soviel Katalysator enthält als die erste.

Die zweite Methode besteht darin, daß man durch Probieren in

Serien diejenige Verdünnung der zu prüfenden Fermentlösung bestimmt,

welche in einer passend gewählten, beliebigen Zeit denselben l^msatz her-

vorbringt wie die Testlösung des Fermentes. Findet man z. V>. . d.iß die

lOfache Verdünnung der zu prüfenden Fermentlösung zu jeder beliebigen

Zeit in dem Umsatz Schritt hält mit der Testlösung, so können wir mit

Sicherheit schließen, daß die zu ])rüfende Fermentlösung lOmal soviel Fer-

ment enthält als die Testlösung. Voi-aussetzung ist dal)ei, daß die Reaktion

des Mediums die gleiche ist, und daß auch sonst das Milieu in beiden

Fällen durchaus vergleichbar ist. Das läßt sich angenähert immer er-

reichen.

Dagegen ist es allgemein ein prinzipieller Fehler, aus den verschie-

denen Umsätzen, die zwei Fermentlösungen nach Ablauf einer gegebenen
Zeit hervorrufen, (quantitative Schlüsse auf die relativen Fermentmengen
zu ziehen. Nur das eine läßt sich schließen, dali die laugsamer wii'kende

Lösung weniger Ferment enthält als die andere.

Erste Methode. Vergleichung der Zeiten, welche zurF^rrei-

chung des gleichen Umsatzes notwendig sind.

Diese Methode bedarf einer ganz besonderen Besprechung, aus welchei'

sich ihre Anwendbarkeit von selbst ergibt.

Der Anschaulichkeit hali)er führen wir die Erörterung an einem Bei-

spiel einer einfachen, nicht fermentativen. aber doch katalytischen Heaktion

durch, an der Inversion des Uohrzuckers durch Säuren. Für diese gilt das

Gesetz, daß die zur Zeit t gespaltene Zuckermenge in folgentler Weise von der

Konzentration der H-Ionen und von der Anfangsmenge des liohrzuckers. a.

abhängig ist:
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(1) k.H.t = ln-^,

wo k eine Konstante, H die Konzentration der H+-Ionen und t die Zeit be-

deutet. Wenn wir nun, gemäß unserer Methode, die Anfangsmenge a des

Rohrzuckers immer gleich machen und immer bis zur Erreichung desselben

Umsatzes x abwarten, so ist der Ausdruck In eine Konstante (C),
a—X

und wir können schreiben:

oder

k . H . t = C

H
<^

k.f
Da die einzelnen Werte der rechten Seite der Gleichung bekannt

sind bzw. durch den Versuch bestimmt werden können, so können wir

daraus die Konzentration der H+-Ionen, H, berechnen. Insofern gestattet

diese Methode eine quantitative Bestimmung der H+-Ionen; und wenn man
den Prozel^ statt durch H+-Ionen durch ein Ferment vor sich gehen läßt,

so ist es ähnlich. Wie kompliziert auch der der rechten Seite der Glei-

chung (1) entsprechende Ausdruck bei den verschiedenen Fermenten sein

mag, immer läßt er sich auf die Anfangsmenge und die umgesetzte Menge
des Substrates beziehen (immer ist er eine ..Funktion von a und x"), und

wenn wir a und x konstant wählen
,

so wird die rechte Seite der Glei-

chung immer zu einer Konstanten.

Aber: wie man sieht, können Avir nur die Konzentration der H-Ionen,
welche ja allein wirksam sind, daraus berechnen und nicht eigentlich die

Konzentration der Säure. Nehmen wir sehr starke Säuren, z. B. HCl, so

wird allerdings die Konzentration der H-Ionen angenähert proportional der

zugesetzten Säuremenge sein. Nehmen wir aber sehr schwache Säuren, so

ist die Konzentration der H-Ionen angenähert der (^Quadratwurzel aus

der Säuremenge proportional und es ist dann die zur Erreichung eines

gleichen Umsatzes notwendige Zeit nicht der Säuremenge, sondern ihrer

Quadratwurzel proportional.

So kann es aber auch bei Fermenten sein. Das wirksame Prinzip des

Fermentes könnte z. B. ebenso wie bei der Essigsäure ein elektrolvtisches

Dissoziationsprodukt des Fermentes sein; und dann erfahren wir durch

diese Methode nicht die Konzentration des ganzen Fermentes, sondern die

Konzentration jenes wirksamen Dissoziationsproduktes desselben. Wir ver-

langen aber die Menge des Fermentes selbst zu erfahren. Daher ist diese

Methode nur mit entsprechender A'orkenntnis der Eigenart des Fermentes

zu benutzen. Ist die Fermentwirkung der Fermentmenge einfach propor-

tional
,

wie es beim Invertin der Fall ist
,

so verhalten sich die Zeiten

gleichen Umsatzes einfach wie die Fermentmengen. Ist das aber nicht der

Fall, so empfiehlt es sich nicht, diese Methode anzuwenden. In einigen

Fällen, wo die Verhältnisse näher bekannt sind, läßt sich die Methode
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alloiifalls venvorton, jofloch ist jedenfalls die zweite Methode dami einfacher.

So ist es z. 1). heim Pepsin . wo die \Virknn<>- der (,)uadrat\viirzel aus der

Fernientmenge nach dem Schütz-Borissoiv^chon Osetz proj)ortional ist, wie

es oben für die Essif>säure bei der Zuckerinversion auseinauderj>esetzt

wurde. Aber auch in denjeiiiiien Fällen, wo diese Methode sich anwenden

läßt, ist die zweite ebensoi^nt, und diese zweite ist daher die allj^emeinere.

Zweite Methode. Man wähle als Einheit eine willkürliche, stark ver-

dünnte, immer leicht reproduzierbare Lösung- des betreffenden Fermentes
und verdünne die zu untersuchende Fermentlösunii' durch l'rol)ieren so weit,

daß sie die L>leiche Wirksamkeit hat wie die Testliisung'. Dann muli der

Fermeutgehalt der Testlösuni>' und der ausprobierten \'erdünnunii unter

allen Umständen gleich sein, wenn die äußeren F)edinguni>en, wie Reaktion

des Mediums, Temperatur usw., gleich sind. Daraus läßt sich dann der

Fermentgehalt der zu prüfenden Lösung leicht berechnen.

Es handelt sich also nur darum, für jedes Ferment ein geeignetes
Substrat zu finden, bei dem ein beliebiger Punkt des Umsatzes genau fest-

gestellt werden kann. Für die einzelnen Fermente lassen

sich folgende Punkte des Umsatzes dazu benutzen:

Bei amylolytischen Fermenten kann man den Punkt

wählen, wo die anfänghch blaue Jodreaktion der Stärke

gerade rein rot geworden oder besser gerade el)en farblos

geworden ist. ')

Bei Invertin kann man z. B. den Punkt wählen, wo
in einer ö^/oigen Rohrzuckerlösung gerade eine Drehungs-

verminderung um 1" eingetreten ist.

Pk'i der Zymase kann man den Punkt wählen . wo

z.B. gerade 0"2r/ COa entwickelt sind. Man kann dann

nicht einfache (iärungsröhrchen benutzen, sondern Kölbchen von folgender
Form (Fig. D), welche man etwa von Stunde zu Stunde wägt.

Die hierzu nötige gewichtsanalytische Bestimmung der Gärkraft wird

nach Buchner in folgender Weise ausgeführt: In ein Erlenmeyer^i'XiQ^ Kölb-

chen von 100 cm^ Inhalt werden je 20 cm '^

Preßsaft, 0'2 ciu^ Tohiol und f<
(j

fein gepulverter Rohrzucker portionsweise eingetragen und durch Umschütteln

rasch gelöst, dann wird der Verschluß aufgesetzt und der ganze Ajjpaiat

gewogen. Der ^'erschluß besteht zweckmäßig aus eiu'^m sog. (iärventil nach

Meissl. Dieses ist ein kleines Waschfläschchen, mit 1—2 cw^ konzentrierter

Schwefelsäure beschickt zum Trocknen der ausströmenden Kohlensäure und

auf der anderen Seite mit einem ^Mwsewschen Schlauchventil versehen,

welches den Austritt, nicht aber den Eintritt von (xasen gestattet. Dieses

lUmsenventil wird hergestellt, indem man einen h cm laiigiMi schwarzen

(rummischlauch von ()^^mm Wandstärke, der einseitig durch ein (Jlasstäb-

chen verschlossen ist, in der Mitte durch einen 1 cm langen Längsschnitt

Di-.PiR

Fig. 9.

') W'ohlyemiilh ,
Cliur eine iieuo Methode zur iiiKuititiitiveii IJestimimuig des

diastatischen Ferments. Biochem. Zeitschr. Bd. 10. S. 1 (1908).
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mit sehr scharfem Messer aufschlitzt. Die Beriicksichtiiiunii' der gelöst

bleibenden CO, ist nicht nötig, da die Genauigkeit der Methode nicht groß

genug ist, um dadurch beeinfluilt zu werden. Überhaupt ist die Gärkraft

von so vielen Nebenumständen abhängig, daß diese Methode besser zur

Verfolgung einer einzelnen (iärung und zur Beurteilung der ..Gärkraft"

eines Preßsaftes, als zu einer wirklich ([uantitativen Bestimmung der Zymase
lienutzt werden kann.

Beim Pepsin wähle man den Punkt, wo gerade eine vollständige Auf-

hellung des Pvicins oder gerade das Verschwinden des Edestins eingetreten

ist. l)ei Trvpsin und verwandten Fermenten den Punkt, wo gerade das Kasein

vollkommen verschwunden ist. Bei Lab ist der geeignete Punkt die Zeit,

in der die Ausflockung eben eintritt; dieser Zeitpunkt läßt sich sehr genau

angeben. Man wähle als Testlösung eine recht hohe Verdünnung, welche

etwa 1/4 Stunde oder noch länger bis zur Labung braucht. Nach dem A'or-

schlag von Morc/enroth^) kann man auch den Labgehalt sehr scharf dadurch

definieren, daß man diejenige Verdünnung angibt, wo das Ferment. 24 Stun-

den bei sehr kalter Eisschranktemperatur mit der Milchverdünnung zu-

sammengebracht, nach der Herausnahme in eine wärmere I'mgebung von

BT" ü!)erhaupt in absehbarer Zeit (etwa 2 Stunden) noch Gerinnung hervor-

ruft. Bei Lipasen wähle man als Endpunkt die Erreichung einer beUe-

bigen. be(i[uem gelegenen Azidität.

Die Ausführung derartiger A'ersuche ist fast überall nach dem gleichen

Schema zu machen und es genügt die genaue Beschreibung eines Beispieles.

Beispiel für die quantitative Bestimmimg eines Ferments.

Es sei z.B. die Aufgabe gestellt, eine bestimmte Lösung auf ihren

Gehalt an Pepsin zu prüfen.

1. Man stelle sich in oben angegebener AVeise die saure Pücinauf-

schwemnmng her.

2. Man löse 0*2^9' Pepsin (z. B. das Präparat der Pharmakopoe)
in 100 c»^ 3 AVasser und probiere in einem Vorversuche, wieviel Kubik-

zentimeter nötig sind, um öcm» der Eicinaufschwemmung im AVasserbad

A^on 88° in einer angenehmen Zeit aufzuhellen. Man habe z. B. gefunden,
daß PO cm^ der Pepsinlösung diese Aufhellung in 25 Minuten gerade zu-

stande bringen, während O^O nn'^ dies nicht vollkommen tun.

1) Morgenroth, Zentralbl. f. Bakteriol. Bd. 26. S. 349 (1899) und Bd. 27. S. 721

(1900).

Die Angabe, man solle destilliertes Wasser nehmen
,

ist für den Fall gedacht,

daß die zu prüfende, unbekannte Fermentflüssigkeit iu fast salzfreier Lösung gegeben
ist oder so stark verdünnt werden kann, daß der Salzgehalt minimal ist. Ist der Salz-

gehalt höher (z. B. wenig verdünnter, weil schwach fermenthaltiger Magensaft), so nehme

man überall statt destillierten Wassers eine Lösung, welche in ihrem Salzgehalt wenigstens

ungefähr dieser Flüssigkeit entspricht. Auf dem Umstand, daß dieser Bedingung nur

beschränkt Genüge getan werden kann, beruht eine kleine T'nsicherheit. welche jedoch

gegenüber anderen unvermeidlichen Unsicherheiten, z. B. bei der Erkennung des Endpunkts,
meist wenig ins Gewiclit fallen dürfte.
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;). Man stelle sich von der unbekannten, /ii iintersuehenden Fernient-

lösung- Vei-(liinnnni;en her in folgender Weise:

Man fülle <s Iieaiienzfiläser mit je 1 cm'^ destilliertem Wasser. .Man

nehme dann eine trockene Pipette von 1 cm"' Inhalt, entnehme 1 cm^ dei- un-

bekannten Fermentflüssii^ktiit und i^ebe sie in das erste liöhrchen. Die

Pipette sei auf vollkommenes Ausblasen g'eeicht. Man blase sie in das

Pteagen/glas aus, vermische gut, indem man mehrere Male mit derselben

Pipette aufzieht und ausbläst. Dann entnehme man 1 cii/'-^ der Mischung
mit derselben Pipette und übertrage sie in das zweite Pteagenzglä sehen.

Man mische ebenso und übertrage wieder 1 cm^ in das dritte Reagenz-

g'läschen und so fort. Solange wird stets die gleiche Pipette benutzt. Xun

setze man zu jedem dieser Pöhrchen 5 ctn^ der Kicinaufschwciiniiung.

Das kann mit einer Pipette von 2r> ciii^ geschehen, aus der man je

5cw;3 abläßt. Das Einfüllen der Ricinlösung in die sämtlichen Gläser werde

rasch vorgenommen, so daß es im ganzen eine halbe Minute nicht über-

schreitet, am besten in einem mit Eiswasser gekiUilten

Wasserbad. Man notiere die Zeit und setze alle Piihrchen

auf einem Gestell (Fig. 10) in ein Wasserbad, dessen

Temperatur man entweder durch geeignetes einfaches Re-

guheren der Erhitzung oder durch einen automatischen

Regulator mögUchst konstant hält, auf 38''. Man notiere die

Zeiten, zu denen die Ricinlösung in den verschiedenen

Proben gerade aufgehellt ist. Dasjenige Röhrchen, welches

25 Älinuten verbraucht, ist von derselben Fermentkonzen-

tration wie die Testlösung, die als willkürliche Einheit

angenommen war. Es sei in unserem \^ersuche das dritte Röhrchen der

Reihe
,
mit der Verdünnung 1 : 8. Dann ist die ursprünglich zu prüfende

Fermentlösung 8mal so stark wie eine Lösung von ()-2 g des angewandten

Testpräparates in 100 cm ^ Wasser, entspricht also einer Lösung von l'O^
des Test-Pepsin in 100 cm^ Wasser.

Die Reaktion muß in allen Röhrchen genau gleich sein. AN'enn nun

die zu prüfende Fermentlösung eine wesentlich andere Reaktion hat als die

Testlösung, wenn also z. B. natürlicher Magensaft mit einer neutralen Lö-

sung eines festen Pepsinpräparates verglichen werden soll, so neutralisieri'

man den Magensaft vorher genau und berücksichiige die dadurch ge-

schaffene Änderung des Volumens.

In diesem Falle, wo es sich um eine direkte Aufhellungsreaktion

handelt, erkennt man den gewünschten Endpunkt der Fermentwirkung

direkt. Bei anderen Methoden, z. B. Trypsinbestimmung mit der Kasein-

methode, entnimmt man mit einer Pipette von Zeit zu Zeit Pröl)chen und

setzt das geeignete Reagens ,
in diesem Falle also z. P>. stark verdünnte

Essigsäure, zu.

Auf die hier beschriebene Weise wird unter anderem auf die ein-

fachste Weise das höchstwichtige Postulat erfüllt, daß das Gesamtvolumen

in allen Röhrchen das gleiche ist.

I«***-

Fig. 10.
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Hält man sich genau an obige x\ngaben, so unterscheiden sich die

einzelnen Röhrchen der Versuchsreihe derart, daß jedes folgende die Hälfte

des Ferments im Vergleich zum vorhergehenden enthält. Die Genauigkeit
der Methode ist daher nur derart, daß ein Irrtum um ein liöhrchen einen

Fehler im Betrage der Hälfte des Gesamtwertes ergibt; denn nimmt man
z.B. das 3. Eöhrchen als identisch mit der Testlösung an, so ergibt sich

der Fermentgehalt = i/g der Testlösung; nimmt man das 4. Röhrchen als

identisch an, so ergibt sich der Fermentgehalt = ^/je der Testlösung. ]\Ian

kann aber auch feinere Abstufungen der einzelnen Röhrchen machen, nur

muß eine solche Reihe immer eine geometrische sein, wenn der Abstand

zwischen zwei benachbarten Röhrchen in einer Reihe die gleiche Bedeu-

tung haben soll. In obiger Reihe ist die Verdünnung nach Potenzen von

Ya geordnet:
1 • 1/ • 1/ •

1/
• 1/

]\Ian kann auch nach Potenzen von Ya ordnen:

1: Va 79 8/
• 16/

/27 7 /Sl

oder 1: O'ÖT: 0-44: 0-30: 0-20

oder auch noch feiner nach Potenzen von 3/4-

3/
•

9/
• 27/ • 81//4 t / 16 ? /eil I'.256

USW.

usw.

. usw.

. usw.

usw.

oder 1; 0-75: 56: 0-42: 0*32

Um z. B. die letztere Reihe auszuführen gebe man in

Röhrchen 1: Röhrchen 2: lUihrchen 3:

Fermentlösung 1-0 Fermentlösung 0"75 Fermentlösung 0'56

-{-Wasser 4- Wasser 0-2ö + Wasser 0-44

Im allgemeinen wird man zunächst eine gröbere Reihe und dann,

wenn es die Umstände erfordern, innerhalb der vorläufig festgelegten

Grenzen immer feinere Reihen ansetzen , und man wird darin soweit

gehen, wie es die Empfindlichkeit der Methode, besonders die Möghch-
keit einer exakten Erkennung des Endpunktes der Reaktion gestattet.

Um das Anstellen solcher Reihen verschiedener Empfindlichkeitsgrenze
zu erleichtern, sei folgende Tabelle gegeben, welche die ersten Glieder

verschiedener geometrischer Reihen enthält. Jede Hori/ontalreihe ist eine

solche geometrische Reihe, welche die verschiedenen Potenzen der dazu

gehörigen Zahl der linken Kolumne enthält.

Tabelle.

Ote Ite Oti- 3te I 4te 5te 6te

Potenz
8te

05
06
07
0-8

09

i-oo

1-00

100
1-00

100

OoOO
0-600

0-700

0-800

0-900

0-250

0-360

0-490

0-640

0-810

0-125

0-216

0343

j0512
I 0-729

0-0625

0-130

0-240

0-410

0-656

0-0312 0-0156

0-0778 0-0467

0-168 !0-118

0-328 0-262

0-590 0-531

0-00786

0-0280

0-0824

0-210

0-478

0-00393

0-0170

00576
0-168

0-430
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Man kann nun natürlich innerhalb einer jeden solchen geometrischen

Heihe alle Glieder mit einem bestimmten Faktor mnltiplizioi-cn . so ent-

spricht z. B. die Reihe

l-OO 0-500 0-250 ,

indem man jedes (ilied mit 5 multipliziert, folgender lieilie:

5-000 2-500 1-250.

Der ..i>eometrische Abstand" der einzelnen Glieder der multiplizierten

Ueihe ist dann dei- gleiche ^vie der der ursprünglichen.
Die Zahlen in der Tabelle sind dreistellig angegeben; man wird in

praxi gewöhnüch nur zweistellige Zahlen brauchen.

Man kann nun nach dem Vorschlag von Fiild^) diese Leihen auch

anders konstruieren. Fuld geht von dem Prinzip aus, wenn man die

stärkste Verdünnung als 1 bezeichnet, in der Heihe so aufzusteigen, daß

man auf jeden Fah zu dem lOfachen Multipluin gelangt, und zwar nicht

einfach den ganzen Zahlen von 1—10 entsprechend, welche ungleich-

wertige ..geometrische Zwischenräume" zwischen sich fassen, sondern mit

Hilfe von geometrischen Reihen. Will man die Reihe von der ^'er(lün-

nung 10 bis 1 in 10 Glieder teilen, so benutzt man eine geometrische Reihe
9

mit dem Exponenten |/l0; will man sie z. R. in 4 (ilieder teilen, so be-
3

nutzt man eine solche mit dem Exponenten |^10 usw.

folgende Tabelle nach Fuld gibt solche Reihen, auf eine Dezimale

berechnet, wieder.

10 (iliedor
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nehmen und diese analysieren. ( )der man stellt eine ^anze Reihe «ileich-

artiiier Gemische von Ferment und Substrat her. unterbricht die Ferment-

wirkung- der einzelnen Versuche zu verschiedenen Zeiten und analysiert
die einzelnen Versuche. Als Beispiel für eine solche Methode sei die Vol-

hardsche Methode ^
) zum ^'erfolg•en der Pepsinwirkung angeführt.

Die Volharchche Methode gestaltet sich folgendermaßen :

1. Herstellung der Kaseinlösung. 100^ Kasein werden in 1 MVasser
unter Schütteln eingeweicht, dann gibt man 80 cm^ n-Na OH zu imd füllt

auf 2 1 auf. ^lan erwärmt bis etwa 90", um das Kasein in Lösung zu

bringen, nach dem Al)kühlen versetzt man mit etwas Toluol. Die Lösung
ist gut haltbar.

2. Vorbereitung zum A'ersuch. In einer langhalsigen Flasche, die mit

2 ^larken bei HOO und 400 cni^ versehen ist, läßt man zuerst zur Ansäuerung

genau \l cm'^ n-HCl-Lösung einfUeßen
,

füllt auf IbO cm^ auf und gibt

100 cm^ der Kaseinlösung zu. Dann wird auf 40" erwärmt, eine gemessene

Menge der Pepsinlösung zugelassen und auf ;>00 cm^ aufgefüllt. Derartiger
Kolben stellt man eine ganze Pieihe auf und unterl)richt die Aerdauung
zu verschiedenen Zeitpunkten.

.'). Durchführung der Analyse. Die ^'erdaullng wird unterbrochen,

indem 100 cm'^ 20"/,)iger Natriumsulfatlösung zugesetzt werden. Das un-

verdaute Kasein fällt dabei aus. Es wird abfiltriert und je 100 oder 200 em^

des Filtrats mit yL n_>,fa OH gegen Phenolphtalein titriert. Von der Azidität

ist die vorher bestimmte Azidität der Kaseinlösung abzuziehen
,
sowie die

Azidität der Pepsinlösung. So erhält man den Zuwachs [des Säuretiters,

der auf der IMldung der salzsauren Peptone beruht. Das ausfallende Kasein

hat nämlich die Eigenschaft, HCl zu binden; finden sich aber Peptone in der

Lösung, so tritt eine Konkurrenz zwischen dem Kasein und den Peptonen
um die Salzsäure ein, und es findet sich um so mehr HCl (als Pepton-

hydrochlorid ) in Lösung, je mehr Pepton im A'ergleich zum Kasein vor-

handen ist. Man kann so die Aziditätszunahmen als Maßstab für den Kasein-

abbau betrachten.

Bei manchen physikalischen Methoden kann man jedoch den Fort-

gang der Pieaktion an einer einzigen Probe verfolgen. Von den letzteren

seien einige erläuternde Beispiele genannt.

1. Optische Methoden. Besteht die ^Virkung des Ferments in einer

Änderung der Drehung der Ebene des polarisierten Lichtes
,

so läßt sich

der ^'erlauf im Polarisationsapparat selbst verfolgen. So ist, es bei der

Spaltung der Saccharose durch Invertase, bei der Spaltung der optisch

aktiven und der razemischen, asymmetrisch spaltbaren Polypeptide durch

Fermente. Die Beschreibung der dazu notwendigen Methoden der Polari-

sation vgl. Bd. I

*) Volhard, Über eine ueue Methode der quantitativen Pepsinbestimmuug etc.

Miiucheiiermed. AYochenschr. 1903. S. 2129. 1907. Heft 9. —^-LöAZem, Über die Volhardsche

Methode etc. Hofmeisters Beitr. Bd. 7. S. 120 (1905).
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Weitere Einzelheiten bei der Verfolgung? der Fermentwirkungen auf

polarimetrischem Wege sollen an einigen Beispielen beschrieben werden, die

dem Ilauptanwendungsgebiete der Methode entstammen, der fermentativen

Hydrolyse des Kohrzuckers und der fermentativen Polypeptidspaltung.

Bei dem Beispiel des Rohrzuckers besteht zu Anfang eine starke Uechts-

drehung, welche sich zunächst schnell, dann immer langsamer verringert,

den Nullpunkt überschreitet und in eine Linksdrehung übergeht. Die Links-

drehung rührt daher, daß der Invertzucker, das heißt das Gemisch von 1 Mol.

(i Inkose und 1 Mol. Fruktose, einen rechtsdrehenden (Glukose) und einen

linksdrehenden Körper (Fruktose) enthält, von denen der linksdrehende

stärker dreht. Wenn eine Lösung ursprünglich so viel Bohrzucker enthält,

daß sie a Grad nach rechts dreht, so dreht sie nach vollkommener Spaltung

a.(0"4266—0'005 t) Grad nach links, wo t die Temperatur der Flüssigkeit

bedeutet. Hiernach kann man sich im voraus berechnen, welche Enddrehung
man zu erwarten hat. Hat z. B. die Lösung zu Anfang eine Rechtsdrehung
von 10'' bei einer Temperatur von 20'' C, so ist die zu erwartende Drehung
nach idealem Abschluß der Hydrolyse 4*1 T** nach links. Im ganzen durchläuft

also der Apparat einen Winkel von 14'17''. Es entspricht dann jeder (Irad

der Drehungsabnahme während desN'ersuchs der Spaltung des 14"17ten Teils

der ursprünglichen Kohrzuckermenge. Auf diese Weise kann man berechnen,

welche Bedeutung jede beliebige Änderung der Drehung hat.

Diese Betrachtungen lassen sich leicht auch auf andere Methoden der

Verfolgung der Fermentwirkung übertragen, z. B. auf die Verfolgung der

Leitfähigkeit, des Gefrierpunkts usw.

Ganz entsprechende Überlegungen erfordert die Spaltung optisch aktiver

Polypeptide. Arbeitet man z. B. mit d-Alanyl-glycin, so hat dieses Ausgangs-

produkt die spezifische Drehung [xJd = +50"; von den beiden Spaltproduktcn

dreht das d-Alanin + 2*4'', das Glycin 0^ Die Drehung muß also ursprünglich

im Verlauf der Spaltung abnehmen, und zwar muß zum Schluß die Drehung fast

gleich werden. Die Drehungsverhältnisse werden am einfachsten nach

E. Abderhalden und A. H. Koelker^) durch folgendes Schema ausgedrückt:

+ 2-4« 0»

d-Alanvl- -ulvcin

+ r)0"

Und ähnlich z. B. bei Tripeptiden:

0"+ 50"

d-Alanyl
-
glycyl

-
glycin

+ 2-4" 0« 0»

+ ;;()''

*) E.AJiderhahlcH und A. II. Koelko; Weiterer Beitrag zur Kenntnis des ^erlaufs

der fermentativen Polypeptidspaltung. V. Mitteilung, /eitschr. f. pbysiol. Chemie. Bd. 55.

S. 416 (1908).

Abderh .alden , Haadbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 3
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Im letzteren Fall könnte das Ferment auf verschiedene Weisen wirken.

Entweder es entsteht zunächst d-Alanvl-giycin + Glycin; dann müßte eine

Zunahme der Rechtsdrehung eintreten: oder es wird zunächst d-Alanin

abgespalten; dann müßte eine starke Alniahme der Drehung eintreten. Es

zeigte sich bei A'ersuchen mit Hefepreßsaft, daß sofort eine Abnahme der

Drehung eintrat, es muß also zuerst das d-Alanin abgespalten worden sein.

Ein ähnhches Schema für ein Tetrapeptid ist:

+300

d-Alanyl
-
glycyl

-
glycyl

-
glycin

+ 2-4" 0"

+ 22-40

Schließlich muß man noch bei der Berechnung der Versuche berück-

sichtigen, daß oft die Fermentlösungen eine geringe Eigendrehung besitzen.

Diese muß in Abzug gebracht werden.

Es wird z. B.i) O'-ibg d-Alanyl-d-alanin in 2cm^ Hefepreßsaft + 4 m?^

physiologischer Cl-Xa-Lösung gelöst.

Drehung zu Beginn — l-35o

,.
nach .") Minuten — 1-23''

„ „ 15
,.

—0-990

„ ni „ -0-60"

. 65 „ +0-020

,,
80 „ +0-090

Die zu erwartende Schlußdrehung nach vollkommener Spaltung ist

nun, wie aus anderen Versuchen mit größeren Fermentmengen hervorgeht
und in fast völliger rbereinstimmung mit diesem Versuch selbst, +O-IO0.

Dieser Endwert kann also durch direkte Beobachtung ermittelt werden,

oder er kann auch unter Berücksichtigung des theoretischen Endwerts und

der Eigendrehung der Fermentlösung berechnet werden. Es wird also im

ganzen eine Drehung von —1-35 bis +0-10o durchlaufen, zusammen also

1-450. Bezeichnen wir die Enddrehung als 0, so würde also der Verlauf

dieses Versuchs in folgender Weise umgerechnet werden müssen-):

Zeit in Minuten: umgerechnete Drehung:
1-45

5 1-33

15 1-09

31 0-70

65 0-08

80 0-01

*) E. Abderhalden und A. H. Koelker, Die Veiwendimg optisch-aktiver Polypeptide
zur Prüfung der ^^irksamkeit proteolytischer Fermente. Zeitschr. f. phys. Chcm. Bd. 51.

S. 294 (1907).

") E.Abderhalden und L. Michaelis, Der Verlauf der fermeutativen Polypeptid-

spaltung. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 52. S. 326 (1907).
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Die größte Schwierigkeit und doch mit das Wichtigste für eine rechne-

rische Verwertung ist die Bestimmung der Anfangsdrehung in solclien Fällen,

wo die Fermontwirknng stark ist und die wahre Anfangsdi'chung bis zur

Beendigung der ersten Ahl(\sung schon verändert ist. ]Mau vergleiche in

solchen Fällen die theoretisch zu berechnende Anfangsdrehung mit der wirklich

abgelesenen. Auch kann man die wahre Anfangsdrehung durch eine Extra-

polation korrigieren, indem man die Annahme zugrunde legt, dali für sehr

kleine Zeitintervalle die umgesetzte Menge der Zeit proportional ist. Ein

schematisches Beispiel:

Zeit: beobachtete Drehung:
?

I/o Minute 1-08«

i Minute 1-06«

IV2 Minuten 1-04"

2 Minuten 1-02 <>

21/2 Minuten 100«

Hier wird also innerhalb der ersten 2^', Minuten mit gleichförmiger

Oesch windigkeit pro halbe Minute eine Drehungsabnahme von 0'02" bewirkt.

Man kann daraus durch Extrapolation schliel'ien, daß die wahre Drehung
zu Anfang = I'IO" war.

Statt die reinen optisch-aktiven Polypeptide der Fermentwirkung aus-

zusetzen, kann man auch razemische Polypeptide benutzen, da von Abder-

halden nachgewiesen wurde, daß von diesen durch Fermente nur die eine

Form gespalten wird. Dadurch überwiegt die Drehung der ungespaltenen

Antipodenform im Laufe der Fermentwirkung immer mehr. Während also

l)ei den optisch-aktiven Polypeptiden die vorher l)estehende Drehung in

vielen Fällen so gut wie vollkommen verschwindet. l)eginnt hier der Ver-

such mit einer Drehung von 0« und endet mit starker Drehung. Ein

Beispiel dafür sei der Arbeit von E. Abderhalden und A. H. Koelker'^)

entnommen:

0-1890^ dl-Leucyl-glycin ('/i„oo Mol.).

O'O cm^ Pankreassaft,

O'l cm'^ Darmsaft,

5"5 cm'^ Wasser. Die Lösung wird filtriert.

Zeit: Drehungswinkel:

10 Minuten — O'OS«

1 Stunde —0-08«
2 Stunden — O-OD"

T) „ —0-12«
20 „ —0-22«
'1^^ „ —0-27«

') E. Äbdcrhahle» und A. IL Koclkvr, Zur Kenntnis des Vrrlaufs der fernientativen

Pülypeptidspaltung. Zeitschr. f. phys. Cliem. Bd. 54. S. 3G3 (iyU8l.

3*
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meter fortsetzt. Her- und Al)stellunt>- der Luitkoiiiiuuiiikatiou geschieht

vermittelst des mit einer Öffnunj^- versehenen Hehiies. Die FüUung geschieht

in folgender Weise: Nach Entfernung des Stöpsels ^verden 25 rm3 Hg 0,-

Lösung in das Zersetzungsgefäß und das entsprechend verdünnte Blut in

abgemessener Menge mittelst Pipette in das Schälchen gebracht, dieses

auf den Teller des gut eingefetteten Stöpsels gesetzt und letzterer bei hori-

zontaler Stellung des Tellers in den Schliffansatz geschoben. ]\Ian stellt

den Apparat in das ^Yasserbad, so dal] das Zersetzungsgefäl) vom Wasser

bedeckt ist und wartet den Temperaturausgleich ab. Dann wird die Bürette

mit dem Apparat verbunden, auf gestellt und nach Al)schluß der Luft

die Konstanz der EinsteUung kontrolliert. IJaun läßt man durch eine

Drehung das Schälchen in die H, 0.,-Lösung fallen, schüttelt einmal durch

und liest in Zeitintervallen den Druck ab.

Der Einfluß der Temperatur.

Alle Fermentreaktionen haben einen sehr großen Temperaturkoeffi-

zienten, so daß es durchaus notwendig ist, bei einer quantitativen Verfol-

gung der P'ermentreaktionen die Temperatur sehr konstant zu halten. Für

sehr genaue Versuche wird man sich zu diesem Zwecke des OstivakhchQW

Wasserbades bedienen. In manchen Fällen ist es, wenn man gleichzeitig

größere Reihen ansetzt, und die ^'orfolgung des Fortganges der Reaktion

polarimetrisch stattfinden soll, durchaus angängig, wofern man bei Zimmer-

temperatur arbeitet, von dem Wasserbade abzusehen. Man führt diese Be-

stimmungen folgendermaßen aus: Die Polarisationsröhren werden, bis zu

6 Stück gleichzeitig ,
in einem gut temperierten Raum

,
etwa dem Wäge-

zimmer, senkrecht der Reihe nach aufgestellt und außerdem daneben ein

mit Wasser gefüllter ZyUnder, welcher etwa die gleiche Form hat wie die

Polarisationsröhren. In diesen wird durch eine Korkbohrung ein Thermo-

meter geführt, an welchem man die Konstanz der Tempei'atur verfolgen

kann. So kann man praktisch Konstanz der Temperatur ohne Wasserbad

erreichen, wenn es die Becjuemlichkeit erfordert. Häufig muß man aber

den Ablauf der Fermentwirkung im Polarisationsrohr bei erhöhter Tempe-
ratur verfolgen. Zu diesem Zweck sind bei guten Polarisationsapparaten

erwärmbare Wassermäntel angebracht, deren Temperatur sich beliebig re-

gulieren läßt.

Im übrigen richte man die Genauigkeit der Temperaturregulierung
konform der sonstigen erreichbaren (ienauigkeit ein. Um den Endpunkt
einer Aufhellungsreaktion zu bestimmen, wäre es überflüssig, die höchsten

Ansprüche an Konstanz der Temperatur zu stellen: es liegt in der Xatur

dieser Reaktionen, daß ihre Genauigkeit oft nicht besser als auf etwa

höchstens 10% des Gesamtwertes zu erreichen ist. Bei einer derartigen

Reaktion, besonders wenn sich die Dauer nur auf etwa ^/^
— 1 Stunde er-

streckt, kommt man mit primitiver Temperaturregulation in einem Wasser-

bad von mittleren Dimensionen ans. Man stelle in dasselbe einen Einsatz
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für 12 Reagenzgläser mit einem Griff (Fig. 10, S. 20). Durch gelegentliches

Schwenken von oben nach unten an diesem Griff kann man für ständigen
Wärmeanstausch im Wasserbad sorgen. Die Einstellung geschieht durch

einen einfachen Bunsenbrenner; nach Erreichung der gewünschten Tempe-
ratur fächle man mit der Flamme gelegentlich alle paar Minuten unter

ständiger Kontrolle des Thermometers. Bei einiger Übung kann man damit

sehr gute Konstanz der Temperatur erreichen. Benutzt man eine solche

Vorrichtung häufiger ,
so lohnt es sich

,
das Wasserbad mit einem Tem-

peraturregulator zu versehen.

Die Regulierung der Temperatur bei einem sich über kurze Zeit er-

streckenden Versuche durch einen gewöhnlichen Brutschrank ohne Wasser-

bad ist ganz illusorisch, weil die Gefäße in Luft erst nach sehr langer

Zeit die Temperatur der Umgebung annehmen.

Elektrische Wanderung der gelösten Fermente.

Fermente und ähnlicher

Wenn es sich darum handelt, nur die Wanderungsrichtung gelöster
Stoffe zu ermitteln, so bedient man sich dazu

eines U-Rohres, welches durch irgend eine ge-

eignete Einrichtung gestattet, nach genügendem

Durchgang des Stromes die Flüssigkeit um die

xVnode, um die Kathode und nach Möglichkeit
auch die der Gefäßmitte getrennt zu erhalten.

Von den empfohlenen Apparaten M möchte ich

folgende Konstruktion näher beschreiben, welche

sich mir gerade bei Fermenten gut bewährt hat -)

(Fig. 12).

Ein U-Rohr ist durch zwei Glashähne A
und B mit weiter Bohrung in drei Räume ge-
teilt (2. 3, 4). Durch Gummistopfen sind Aufsätze

von der in der Zeichnung sichtl^aren P'orm damit

verbunden, die unter sich durch einen mit (ilas-

hahn c unterbrochenen Weg kommunizieren. Als

Elektroden werden von oben in die seithchen

Aufsätze dihme Metallstreifen l)is auf den Boden der kugelförmigen Er-

weiterung hineingesteckt. Welches Metall man
ersichthch sein.

Fig. 12.

dnzu wählt, wird sogleich

\) Bechhold, Die elektrische Laduug von To.xin und Antitoxin. Münchener med.
Wochenschr. 1907. Nr. 39. — Field and Teagne, The electrical Charge of toxin and
antitoxiii. Journ. of experim. Med. Vol. 9. p. 8G (1907). — T'. Henri, Compt. rend. soc.

de biol. 1907. 20. April.
— Landsteiner und Patdi, 25. Kongreß fiir innere Medizin.

Wien. 1908. S. 57.

-) L. Michaelis, Elektrische Überführung von Fermenten. Biochem. Zeitschr.

Bd. 16. S. 81 (1909).

\
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j\lan habe min z. I>. die Aufgabe, die durch Dialyse elektrolytfrei ge-

machte Lösung irgend eines Fermentes zu untersuchen. Dann verfährt man

folgendermalien:
Entweder man arbeitet mit ganz reinem destillierten Wasser und

wählt dann Platinelektroden. Man bringt dann zunächst die Fermentlösung
in den mittelsten Abschnitt des U-Rohres (3), schließt die Hähne A und

B, spült die seitlichen Gefäße 2 und 4 gut aus, fiült sie mit destilliertem

Wasser, setzt die Aufsätze auf, füllt dieselben luftblasenfrei mit destilliertem

Wasser, indem zunächst der Hahn c geöffnet ist. Nachdem man den Ap-

parat durch eine Stativklammer befestigt, in seine definitive Stellung ge-
bracht hat, und das Niveau der Flüssigkeit sich gut reguliert hat, schließt

man den Hahn c und steckt die riatinelektroden in die seitlichen Öffnun-

gen, zum Schluß öffnet man vorsichtig die seitlichen Hähne. Ist das spe-
zifische Gewicht der Fermentlösung nicht merklich höher als das des Wassers,
so daß man Konvektionsströme durch Flrschütterungen zu befürchten hat,

so kann man das spezifische Gewicht der Fermentlösung durch Zusatz von

ganz wenig Glyzerin oder Zucker erhöhen.

Diese Methode leidet an dem Cbelstande, daß die sehr geringen, un-

vermeidlichen, im Laufe der Zeit zunehmenden Verunreinigungen des Wassers

durch CO2 und i\.lkali aus dem Glase zur Folge haben, daß die Reaktion

an den Polen unter der Wirkung des Stromes im Laufe eines Tages merk-

hch alkahsch an der Kathode und sauer an der Anode wird und die Re-

aktionsveränderung sich von hier merklich auch in die von den Elektroden

entfernten Gebiete ausbreitet. Mitunter haben aber die geringsten Ände-

rungen der Reaktion große Wirkungen auf die Wanderungsrichtung, l^m

die Änderung der Reaktion zu vermeiden, habe ich vorgeschlagen, folgende

Anordnung zu treffen:

Man fülle die Fermentlösung in das Mittelgefäß, schließe die Hähne,
fülle die anderen Räume mit destiUiertem Wasser, setze die Aufsätze auf,

fülle sie mit destilliertem Wasser und achte darauf, daß keine Luftblase

in den Aufsätzen bleibt. Jetzt fülle man in diejenige Öffnung, die zur

i\.node werden soll, durch ein Trichterchen eine Messerspitze festes Gl Na
ein, derart, daß der größte Teil desselben in die kugelförmige Erweiterung
hineinfällt; und in den zur Kathode bestimmten Aufsatz fülle man ebenso

etwas CuCl., in Substanz ein. Als Anode benutze man ein Streifchen Silber-

blech, als Kathode einen Kupferdraht. Jetzt schließe man Hahn c und öffne

die Hähne A und B und schalte den Straßenstrom von 110 Volt für 8 bis

24 Stunden ein. Die Anordnung ist dann folgendermaßen:

-h Silber
ClNa-
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ZU imlöslichem Cl Ag gebunden, welches als Trübung erscheint. An der Ka-
thode Avird metallisches Kupfer abgeschieden. Eine Veränderung der neu-

tralen Reaktion tritt also nicht ein.

Häufig kommt es darauf an. die Wanderungsrichtung bei Gegenwart
von Neutralsalzen und besonders bei Gegenwart von Säui'en oder Alkalien

zu ermitteln.

Will man z. B. das Ferment in Gegenwart von ^/loo n CIK untersuchen,
so würde sich eine Anordnung empfehlen, die man entsprechend dem vor-

stehenden Schema in nunmehr leicht verständlicher Weise so ausdrücken,

kann :

-f Aa-
st arke CIK-

Lösung

ViooiiClK-

Lösung

Ferment in

VioonClK-
Lösung

VioonCIK-
Lösuno:

CuClo

5

Kupfer —

Die Zusammensetzung dieser Anordnung geschieht folgendermaßen:
Die Lösung des Ferments in Vioo n Gl K wird in das Mittelgefäß gebracht,
die seitlichen Hähne dann geschlossen, die seitlichen Räume ausgewaschen,
mit ViooiiGlK gefüllt, die Aufsätze aufgesetzt, ebenfalls mit VioouGlK
gefüllt, dann in die Anodenseite CIK in Substanz, in die Kathodenseite

Gu CI2 in Substanz eingebracht. Die Menge dieser Salze muß jetzt etwas

reichlicher bemessen werden, weil bei dem stärkeren Strom, der durch

die besser leitenden Hüssigkeiten geht, diese Salze sonst vor Abbruch des

Versuches erschöpft sein könnten und
^

damit eine Änderung der Reaktion

eintreten würde. Dann werden die metallischen Elektroden wie oben ein-

geführt. Die Silberelektrode darf nicht zu dünn sein , weil sie bei dem
stärkeren Strom sonst in wenigen Stunden aufgezehrt sein könnte.

AVill man die Wanderung des Ferments in saurer Lösung, z. B. in

VioonHCl, untersuchen, so verfahre man folgendermaßen:

+ Ag starke HCl

1

VioonHCl

2

Ferment in

ViooiiHCI
VjoonHClICuCU! Kupfer

4
I

5

Man fülle das Mittelgefäß mit der Lösung des Ferments in Vioo n H Cl,

fülle die seitücheu Gefäße und die Aufsätze ebenfalls mit VioonHCl,
unterschichte an der Anode mit einer Pipette, die man bis auf den Boden

des Kugelansatzes einführt, die Flüssigkeit mit 1 cm^ Hy oi^em HCl, gebe
in das Kathodengefäß CuClg in Substanz und verfahre weiter wie oben.

So wird der Säuregehalt in allen Räumen des eigentlichen L^-Rohres einiger-

maßen konstant gehalten.

Daß der in dem Kugelgefäß so reichlich enthaltene Elektrolvt durch

Diffusion sich in störenden Mengen bis in die Räume des L^-Rohres

verbreitet, ist bei einer Versuchsdauer von 24 Stunden nicht zu be-

fürchten.
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Die Entnalime der Flüssigkeiten nach lieendij^ung' des Stromdui-ch-

ganges geschieht in der Weise, daß man zunächst den Strom unterbricht

und sofort die seitlichen Hähne Ä und B schließt. Dann ziehe man die

Elektroden heraus und lüfte nacheinander die (iummistopfen, indem man
die obere Öffnung des Aufsatzes mit dem Finger verschließt, den (iummi-

stopfen herauszieht und die in dem Aufsatz enthaltene Flüssigkeit abseits

ausfließen läßt. Man gebe acht, daß bei dieser Manipulation keine Flüssig-

keit aus den Aufsätzen in die Seitengefäße des IT-Rohres gelangt (es darf

kein CuClg und kein AgCl hinübergeraten) und entleere einzeln den In-

halt der drei Räume des U-Rohres. Man überzeuge sich durch geeignete

Indikatoren, daß keine Änderung der Reaktion eingetreten ist. Dann prüfe

man die Flüssigkeiten auf ihren Fermentgehalt, wenn nötig, nachdem man
erst die Reaktion auf die für die Fermentwirkung erforderliche Stufe bringt.



C. Darstellung von Oxydasen imd Katalasen tierischer

und ptlanzliclier Herkunft. Methoden ihrer Anwendung.
Von R. Cliodat, Genf.

Die Fermente, welche an den in der lebenden Zelle sich abspielenden

Oxydationsprozessen, positiv oder negativ, beteiligt sind, können ihrer spe-

zifischen Funktion nach in folgende Hauptgruppen eingeteilt werden i):

I. Oxygeiiasen, stickstoffhaltige Körper, welche den molekularen

Sauerstoff unter Peroxvdbildung aufnehmen.

IL Peroxydasen, welche das Oxydationsvermügen der bei der hier

in Betracht kommenden \'erdünnung an und für sich trägen Peroxyde
aul'ierordentlich erhöhen. Die bisher als Oxydasen bezeichneten Fermente

sind nichts anderes, als (mehr oder weniger trennbare) Gemenge"-) von

Oxygenasen und Peroxydasen.
III. Katalasen ^), welche das Hydroperoxyd katalytisch unter Sauer-

stoffentwicklung zersetzen.

Oxygenasen.

Als Oxygenasen bezeichnen Chodat und Bach den supponierten eiweiß-

haltigen oder organischen Anteil der bisherigen Oxydasen, der als Peroxyd
lüldender Körper sich mit dem Luftsauerstoff addierend, sich mit ihm zu

einem Körper der allgemeinen Formel F<'
]

verbindet. ^lit anderen Worten,
N)

es sind fermentartige Körper, die sich mit dem Sauerstoff der Luft zu

einem Peroxyd verbinden können. Sie werden, wie andere fermentartige

Körper, durch Hitze zerstört, durch starken Alkohol gefällt, können vergiftet

M -^- Bach und B. Chodat, Über den gegenwärti'cren Stand der Lehre von den

pflanzlichen Oxydationsfermeuteu. Biochem. Centralbl. Bd. 1. S. 417 (1903).

^) B. Chodat und A. Bach, Untersuchungen über die Rolle der Peroxyde in der

('hemie der lebenden Zelle. V. Zerlegung der sog. Oxydasen in Oxygenasen und Peroxy-
dasen. Ber. d. Deutsch, ehem. Ges. ,Jg. 36. S. 606 (1903).

^) 0. Loew, Catalase a new enzym of generaloccurrence. U. S. Department of

Agriculture. Rep. No. 68 (1901). Katalase ist kein eigentliches Oxydationsferment, spielt

aber bei den sich in der lebenden Zelle abspielenden Oxydationsprozessen eine wichtige

Rolle. Deshalb muß dieses Ferment hier anhangsweise iieriU-ksichtigt werden.
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und geschädigt werden. Sie unterscheiden sich von gewöhnlichen Peroxydeu nur

dadurch, daß sie wahrscheinlich hochmolekulare Körper sind, Albuminstoffe

oder Vorstufen der Albuminstoffe oder sonstige komplizierte organische

Verbindungen, die dem chemischen Zellmetabolismus ihren Ursprung ver-

danken. Es sind ziemlich unbeständige Körper. Aber auch jedes I'eroxyd

kann als Oxygenase fungieren.^)

Die eigentlichen Oxygenasen sind in den sog. Oxydasen in losei' oder

fester Verbindung mit unbekannten Sul)stanzen
,

die den Charakter einer

Peroxydase haben, enthalten. Folglich kann man jede Oxygenase durch ein

anorganisches oder organisches Peroxyd ersetzen und aus ihr in \'crl)in-

dung mit einer Peroxydase ein System Peroxyd-peroxydase konstruieren,

welches einem Oxydationsferment gleichwertig ist (z.P). Lakkase, siehe unten).

Nachweis von peroxydartigen Verbindungen in den Oxydations-
fermenten.

]\Ian bediene sich folgender Pieagenzien:

1 . J d s t ä r k e k 1 e i s t e r .

Zum Nachweis eignet sich gewöhnlich das Jodstärkepapier: da die

Pflanzenschnitte meistens sauer reagieren und die Jodausscheidung, wie

bekannt, nicht direkt aus Jodkalium, sondern aus Jodwasserstoffsäure statt-

findet, so geben die Abdrücke von Pflanzenschnitten direkt die Jodreaktion.

Der Versuch mißlingt sehr oft mit Pflanzensäften, weil dieselben ungesättigte

oder reduzierende Verbindungen enthalten, die das Jod absorbieren. -)

Da diese Reaktion auch mit Nitriten zu erzielen ist, so empfiehlt es

sich jedesmal, die Bismarckbraunreaktion (Griessche Reaktion) der Nitrite

auf ^letaphenylendiamine zu versuchen oder eine andere für diese Körper
charakteristische Pveaktion zu probieren. ^i

Der Saft und die Pflanzenstücke von Ciavaria flava, die rasch und

stark auf eine saure Jodkaliumstärke reagieren, enthalten (frischer Saft!!)

keine Spur von Nitriten. Die durch Alkohol aus Russula foetens gefällte

Oxygenase*), welche die Jodprobe intensiv gibt, enthält ebenfalls keine Spur
von Nitriten. Die gegenteiligen Angaben von^so beruhen auf einem Irrtum.'^)

') .1. liarJi und R. CJiodaf
,
IL Über Peroxydlnhlnn«,' in der lebenden Zelle. Ber.

d. Deut.scb. ehem. Gosollsch. Jg. 25. S. 24G6 (19Ü2).
— A'. Chodaf und A. Bach, Unter-

suchungen über die Rolle der Peroxyde in der Chemie der lebenden Zellen. I. Berichte

d. Deutsch, ehem. Ges. Jg. 35. S. 1275 (1902).

-) h'. Chodaf und A. Bach, Untersuchungen etc. III. Oxydationsfermente als per-

oxyderzeugende Körper. Berichte d. Deutscli. ehem. Gesellsch. Jg. 35. S. S'di'y (li)U2).

'*) B. Chodat und A. Bach, Untersuchungen, 1. c. \ II. Einiges über die chemische

Natur der Oxydase. Berichte d. Deutsch, ehem. Gesellscb. Jg. 37. S. 37. 38 (10041

*) R. Chodaf, Les fernients oxydants. Schweizerisclie Wochenschr. f. l heniie und

Pharm. Nr. 46-48 (1905).

^) Aso, ^Vhich Compound in certain plant juice can libernte iodine from potassium
iodidV Beihefte ?.. Bot. Contrallil. Bd. 15. 8. 2(J8 (1903).
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2. Barytwasserprobe (Ba(OH),. ^)

Beim Behandeln des frisch ausgepreßten, stark oxydasehaltigen Saftes

von Lathraea squamaria-) mit einem Luftstrom unter tropfenweisem
Zusatz von P/oig'^"^ Barytwasser erhält man einen Barytniederschlag

(BaOo), welcher nach Auswaschen und Zersetzen mit verdünnter Säure

(Essigsäure) die bekannte Hydroperoxydreaktion mit Titanschwefelsäure 3)

nicht zeigt, dagegen Jodkaliumstärkepapier sofort und sehr intensiv bläut.

Die erhaltene Lösung gibt mit dem Griesschen Keagens keine Reaktion auf

salpetrige Säure. Die sofortige Jodausscheidung aus Jodkalium kann daher

nur von einem acylierten Hydroperoxyd herrühren.

Nachweis von peroxydartigen Verbindungen in der lebenden

Pflanze.

Zu ihrem Nachweis eignen sich besonders gut die jungen Kartoffeln,

an deren Peripherie Oxydationsfermente vorkommen (siehe unten).

Dünnschnitte, welche den peripherischen Zellschichten von frischen

Kartoffeln entnommen sind (die Schnitte müssen in der Zone, die unter-

halb des dünnen braunen Periderms liegt, gemacht werden), werden be-

hufs Elntfernung des von den zerstörten Zellen herstammenden Saftes in

iJetmers physiologischer*) Salzlösung ausgewaschen, auf einen ()l)jektträger

gebracht und unter dem ^likroskop mit Jodkaliumlösung (5— 10", o) be-

handelt. Nach einiger Zeit nehmen die im Innern der Zellen befindlichen

Stärkekörner die für die Jodstärke charakteristische Färbung an. Die Zellen

behalten dabei ihr normales Aussehen und auf Zusatz von hypertonischen

Salzlösungen plasmolysieren sowohl die gefärbten wie die ungefärbten
Zellen in ganz normaler Weise. Da die Plasmolyse als eines der sichersten

Kennzeichen des Lebens anzusehen ist, so ist damit die Peroxydbildung
auch in der Zelle nachgewiesen.

Je nach dem Zustande der Versuchsobjekte (Alter. Oxydase- und

Wassergehalt, Frische) sind zur Hervorrufung der Blaufärbung der Stärke-

körner mehr oder weniger konzentrierte Jodkaliumlösungen erforderlich

und die Färbung tritt mehr oder weniger rasch ein. Wendet man schwach

hypertonische Jodkaliumlösungen an, so beobachtet man gleichzeitige Blaufär-

bung und Plasmolyse. Bei Versuchsobjekten, welche Guajactinktur nur lang-

sam bläuen (siehe unter Lakkase). bleibt, die Jodstärkereaktion häufig aus.

M ii*. Chodat und A. Bach, Untersuchungen über die Rolle der Peroxyde in der

Chemie der lebenden Zelle. Y. Zerleguntr der sog. Oxydasen in Oxygenasen und Peroxy-
dasen. Ber. d. Deutsch, ehem. Ges. Jg. 36. S. 606 (1903).

2) Wurzelparasit, im Frühling zu sammeln.

^) Bacijer und Villiger, Berichte d. Deutsch, ehem. Gesellsch. Jg. 33. S. 858 und

15(;9 (1900).

'

*) Detmn-, Pflanzeuphysiologisches Praktikum. II. Aufl. S. 2 (1895).



Fermente: Darstellung von Oxydasen lunl Katalasen etc. 45

Peroxydase. ')

Vorkommen: Peroxydase ist im Pflanzenreich selir verbreitet. Es

gibt kaum eine höhere Pflanze, in welcher dieselbe absolut fehlen dürfte.

[)en meisten Pilzen fehlt sie jedoch vollkomnuMi. <>1) sie im tierischen

Orcanismus eine ähnliche Verbreituni^- hat, bleibt zurzeit noch unsicher,

da das Hämoülobin als Peroxydase fungieren kann
,
und es ist deshalb

strittig, ob die Peroxydase als solche im Organisnms der höhereu Tiere

sich findet. Genaue quantitative Bestimmungen stehen noch aus; aber es

ist leicht zu demonstrieren, dall dieses Ferment in den nicht grünen Teilen

reichlicher vorhanden ist als in den gefärbten Organen der Pflanze.

Darstellung 2): hl-g Meerrettigwurzeln werden mittelst der Hack-

maschine fein zerkleinert, einige Stunden sich selbst überlassen, um die

enzymatische Glykosidspaltung zu vervollständigen, und dann einige Tage
mit starkem Alkohol (96" o) extrahiert, welcher die ätherischen Öle auf-

löst. Die rote alkoholische Flüssigkeit wird abgegossen, der Paickstand

wiederholt mit SO^/oigem Alkohol gewaschen, abgepreßt und schließlich das

Residuum mit 40%igem Alkohol (10/) versetzt und 5 Tage stehen ge-

lassen; die abgepreßte Flüssigkeit wird hierauf filtriert und mit weniger
als dem doppelten Volumen starken Alkohols versetzt . d. h. solange eine

starke Trübung entsteht.

Der weiße oder grauweiße Niederschlag wird in ein wenig destilliertem

Wasser gelöst, mit starkem Alkohol wiederum ausgefäht und über Schwefel-

säure im Vakuum von Alkohol und Wasser befreit.

Sind genügende A'orrichtungen vorhanden, so ist es ratsam, vor der

Fällung die 40Voige alkoholische Flüssigkeit vorerst im Vakuum bei oO^C

einzuengen und erst, wenn dieses Filtrat bis auf ein Drittel konzentriert ist.

mit starkem Alkohol zu versetzen.

Will man Alkohol sparen, so kann ebenfalls eine sehr aktive Per-

oxydase durch folgendes \>rfahren bereitet werden:

Es werden fein zerkleinerte Meerrettigwurzeln 1 Stunde in einem

geschlossenen Gefäße sich selbst überlassen und dann abgepreßt (Ä)\ der

Kuchen wird nun mit Wasser versetzt, so daß das Flüssigkeitsniveau wenig
über die Wurzelmasse sich erhebt und so während 10—20 Stunden stehen

gelassen; dann wird ein zweites Mal abgepreßt (B); der Rückstand wird

noch einmal mit Wasser digeriert und nach der gleichen Zeit abgepreßt (C).

Die ?) Flüssigkeiten (A, B, C) werden miteinander gemischt und gra-

duell und langsam mit starkem Alkohol versetzt, bis sich ein erster Nieder-

schlag zeigt. Dieser Niederschlag setzt sich leicht ab. Dann wird mittelst

') Peroxydase wird auch Leptomin (liaciborski) oder Peroxyddiastase (Bcrtratuh
oder indirektes Oxydationsferment (Boiinjuclot) genannt.

— Der Xamc wurde von

Linossier gewählt. Compt. reud. de la Soe. de hiol.
,

Paris. T. 5. p. 373 (18U8).
—

B\ Bafelli und L. Stern, Über die Peroxydase der Tiergewebe. Biochem. Zeitschr. Bd. 13.

S. 44 (1908).

-) Bach und Chodat, Bor. d. Doutscli. cliem. (ies. Jg. 36. S. 600. IV. Über Peroxy-
dase (1903).
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eines Hebers die darüber stehende Flüssigkeit abgelioben und diese noch

einmal mit starkem Alkohol (96^0 ) versetzt. Der erste Niederschlag ist

sehr wenig wirksam (kann aber zu (jualitativen Versuchen Verwendung
finden); der zweite setzt sich langsam ab und hattet als weißer, gummi-
artiger Belag an den Wänden des Glasgefäßes. Nun wird die klare Flüssig-
keit durch Dekantieren entfernt. Der gummöse, weiße Niederschlag wird

mit 40'' oi&em Alkohol digeriert und nochmals abgeschieden. i)

Die Ausbeute beträgt 10—20Voo-
Durch beide Methoden aber, durch die erstere am schnellsten und

sichersten, gelangt man zu einer kristallinisch weißen Masse, die sich ganz

vorzüglich sowohl zu qualitativen wie zu quantitativen Untersuchungen
eignet. In diesem Zustande kann die Peroxydase längere Zeit (mehr wie

2 Jahre) unverändert an einem trockenen Orte und im Dunkeln auf-

bewahrt werden (wenn möglich im Exsikkator über Schwefelsäure). Es gilt

dies besonders für das nach der ersten Vorschrift bereitete Ferment.

^'erfügt man über größere Massen von roher Peroxydase, so kann die

Peinigung nach der erwähnten Methode mehrmals wiederholt werden. Da-

durch befreit man die Peroxydase von den Zuckerarten und auch von

Mineralsubstanzen. Die gereinigte Peroxydase ist nun ein amorpher brauner

Körper. Durch diese Reinigung wird zwar die Aktivität vermehrt, aber

nicht in dem gleichen Maße wie die Konzentration. 2)

Diese amorphe Peroxydase ist viermal aktiver als die kristallinische

Peroxydase.-) Durch Dialyse läßt sich die Peroxydase noch weiter reinigen.

Dal)ei verliert man so sehr an Substanz, daß die Methode nur einen be-

schränkten Wert hat. 3)

Weiße, gereinigte Peroxydase enthält Phosphate des Ca, Mg, Na und

K, aber weder Eisen noch Maugan. reduzierende Zuckersubstanzen, aber

keine Eiweißstoffe. Wie oben gezeigt, kann man diese weiße Peroxydase
durch mehrmaliges Auslaugen mit 40Voig6ni Alkohol und Phallen mit starkem

OO'^/oigem Alkohol reinigen.

Eigenschaften: Die so dargestellte Peroxydase ist eine wenig

hygroskopische, wasserlösliche Masse, welche Eiweißreaktionen nicht zeigt.

Beim Erhitzen der Lösung mit Natronlauge entweicht zuerst Ammoniak
und dann eine nach Pyridin riechende Base. Mit gepulvertem KaU ver-

mischt und im Probierrohr erhitzt gibt die Peroxydase Ammoniakdämpfe
und Pyrrol. *) Sie enthält Stickstoff ( L«ss«i^wesche Methodej (3,4

—6*7 Vo)-

^) E. V. Stoehlin, Contribution k letiide de la Peroxydase in R. Chodat. Travaux

de rinstitut de Botanique. Geneve 1907. MI" serie. VII*' fasc. p. 17.

2) E. r. StocUin, 1. c. S. 21—23.

") Ä. Bach uud J. TscherHiak-, Zur Reinigung der Peroxydase. Berichte d. Deutsch,

ehem. Gesellsch. Jg. 41. S.2345 (1908).

•*) A. Bach, Über den Stickstoffgehalt der Oxydatiousfermcute. Berichte d. Deutsch,

ehem. Gesellsch. Jg. 31. S. 226 (1908). — A. Bach und B. Chodat. Untersuchungen. IV. Über

Peroxydase. Berichte d. Deutsch, ehem. Gesellsch. Jg. 36. S. 600 (1903).
— E. de Stoehlin,

Contribution ä l'^tude de Peroxydase in Chodat, Ti'avaux. Geneve 1907. p. 27.
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Durch Siedehitze läßt sie sich lähmen, wird aber, falls sie nur kurze Zeit

gekocht worden ist, nach einii;en Stunden zum Teil ret>eneriert. '

)

In Gegenwart von Hydroperoxyd oder eines anderen I'eroxydes vermag

Peroxydase die gleichen Stoffe zu oxydieren, welche auch durch Lakkase

oxydiert Averden. 2)

Die ( )xydation des Jodwasserstoffes durch Hydroperoxyd wird außer-

ordentlich beschleunigt; es werden Phenole und Polyphenole oxydiert und

öfters kondensiert:

H\ drochinon zu Chinon, 2 C, H,<J^Jj|
+ 0, = 2 H, () + 2 C, H,/ j

,

Pyrogallol zu Purpurogallin (ein kristallisiertes rotes Kondensations-

produkt),

Guajakol zu Tetraguajakol

4 Ce H, OH . CH3 + 0, = (C, H3 . () . OCH3 ), + 2 H,

Orthophenvlendiamine zu Diaminophenazin:
X

NHo

NH,
+

NHo

NH.
+ ;i ()

NH,

XH,
+ :i H, ( ).

N

Eines der besten Pieagenzien auf Peroxydase sind die Kresole. Mit

einer verdünnten Lösung von o-Kresol gibt Peroxydase in Gegenwart von

Hydroperoxyd eine grüne (bei konzentrierten Lösungen schmutzigbraune),

mit m-Kresol eine fleischfarbene und mit p-Kresol eine milchig-trübe, opa-

leszierende Pieaktion. Die Wirkung auf o-Kresol und p-Kresol ist ganz be-

sonders stark und spezifisch. Dabei ist aber immer ratsam, nicht zu

konzentrierte Hydroperoxydiösungen resp. Kresollösungen für diese Versuche

zu verwenden, da beide in allzu starker Konzentration auf Peroxydase mehr

oder weniger lähmend oder schädigend wirken. Es eignen sich Ol—l'Voige

Lösungen von Hydroperoxyd und lO/ooioe Kresollösungen für (lualitative Unter-

suchungen am besten. 3)

*) B. Chodat und Ä. Bach, Untersuchungen. \ . Zerlegung der sog. Oxydasen etc.

Berichte d. Deutsch, ehem. Gesellsch. Jg. 36. S. 606 (1903).
— Dieselben, Unter-

suchungen, in. Oxydationsfermente als peroxyderzeugende Körper. 1. c. Ibid. Jg. 35.

S. 3943 (1902).

-) Woods, United States Depart. of Agriculture. Nr. 18. p. 17(1902). — Aso, On

Oxidizing Enzyms in the vegetable Body. Bulletin of the College Agriculture, Tokyo.
V. 2. p. 231 (1902). — Bach und Chodat, 1. c. l\ . Über Peroxydase. Berichte d. Deutsch,

ehem. Gesellsch. Jg. 36. S. 600 (1903).

^) R. Chodat, Nouvelles recherches sur les ferments oxydants. Archives des Scien-

ces naturelles. IV« Periode. T. 2-1:. p. 2 (1907). Sur le mode d"action de la Tyrosinase.— Derselbe, La specificite de la Tyrosinase et son actions sur les produits de la

d^gradation des corps proteiques. Ibid. T. 24. p. 172—194 (1907).
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Bei einer Verdünnung auf lo/oo ist die gelbgrüne Farbe für o-KresoI

noch sehr stark, resp. die milchigweiße Trübung für p-Kresol, bei Vioooo

sind beide Reaktionen noch sehr deutlich. Die Grenze der Sichtbarkeit

liegt zwischen 10.000 und 100.000. Die Sensibilität der Guajakprobe ist

eine noch feinere; aber sie hängt von so vielen Nebenumständen ab, daß

dieselbe allein keinen sicheren Schluß gewährt. Außerdem sind o-Kresol

und p-Kresol chemische Körper, die in größter Eeinheit zu erlangen sind;

ihre Lösungen (l^/o) sind auch ziemlich haltbar.

Bei Untersuchungen über Oxydationsfermente ^) achte man genau
darauf, daß die Reagenzien nicht selten peroxydiert sind. Es gelingt manch-

mal, direkt mit Peroxydase eine Bläuung der Guajakemulsion hervorzurufen

oder ebenfalls direkt Pyrogallussäure zu oxydieren, oder es färben sich an-

dere, noch sensiblere Reagenzien fast sofort durch die zugesetzte Peroxy-
dase. Es läßt sich sehr leicht feststellen, daß entweder der Alkohol per-

oxydhaltig ist, oder das Guajakharz sich an der Oberfläche oxydiert hat,

oder es hat sich die Pyrogallussäure an der Luft ein wenig verändert.

Will man die Guajakprobe anwenden, so ist darauf zu achten, daß

für jeden A'ersuch eine neue alkoholische Lösung bereitet werden muß; das

Guajakharz muß von der äußeren oxydierten Schicht durch Schaben be-

freit werden. Zum Nachweis von Peroxyd in Alkohol kann folgenderweise

verfahren werden. Aus dem Alkohol wird eine Guajaktinktur bereitet und

mit Wasser zu einer sog. Guajakemulsion gemischt. Setzt man Peroxydase

hinzu, so wird sich die Guajakemulsion sofort blau färben, falls der Al-

kohol peroxydhaltig ist. bleibt die blaue Farbreaktion aus , so können die

Reagenzien als peroxydfrei betrachtet werden. Da außerdem die Guajak-
emulsion an der Luft sich rasch oxydiert , so daß sie sich nach kurzer

Zeit bei Zusatz von Peroxydase allein schon bläut, so empfiehlt es sich, zu

qualitativen Versuchen Pyrogallol oder Kresol zu verwenden, die viel mehr

zuverlässig sind.

Da Wasserstoffsuperoxyd von Katalase (siehe unten) rasch zersetzt

wird und in den meisten Pflanzensäften stark zur Wirkung kommt, so ist

es absolut notwendig, in solchen Fällen, wo es gilt, die Höhe des Peroxy-
daseumsatzes zu messen, in lebenden oder erfrorenen oder auf eine andere

Weise ohne Hitze getöteten Pflanzen oder Tierorganen sich eines Peroxyds
zu bedienen, welches wasserlösUch ist. Es eignet sich dazu besonders gut

das dem Hydroperoxyd am nächsten stehende Äthylhydroperoxyd Cg H5 .

. OH. 2)

100
«jf Diäthylsulfat werden mit 115^ MO^/oiger Hydroperoxydlösung,

175^7 Kaliumhydroxyd und 600 cw^ Wasser bis zum Verschwinden des

Diäthylsulfats geschüttelt und das angesäuerte Reaktionsprodukt aus dem
Luftbad überdestilliert. Nach zweimaligem Überdestillieren unter vermin-

M R. Chodat und A. Bach, Untersuchungen. YII. Über die chemische Natur der

Oxydasen. Berichte d. Deutsch, ehem. Gesellsch. Jg. 37. S. 36 (1904).

=) Bacijer und VilUger, Ber. d. Deutsch, ehem. Gesellsch. Jg. 34. 8.738(1901).—
Bach und Chodat, Untersuchungen etc. VI. Über Katalase. Ibid. Jg. 36. S. 1758 (1903).
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dertem Druck ergibt das erhaltene Produkt (265 </) bei der jodometrischen

Bestimmung 2*47^0 Äthvlhvdroperoxyd. Mit dem Titanschwefelsäurereagens

gibt es nicht die mindeste (Jelbfarbung; es ist also völlig hydropcroxydfrei.
Es enthält neben viel Alkohol eine Spur Essigsäure.

Messung der Aktivität der Peroxydase.

A. Durch die Oxydation von Pyrogallussäure. \)

Es wird in 35 crn^ Wasser 1
r/

reine Pyrogallussäure gelöst und zu

je 10 solchen Lösungen wachsende Mengen von Pero.xydase oder ein kon-

stantes Volumen Wasserstoffsuperoxyd zugesetzt. Etwa in folgender \\'eise :

Pyroffallol

I. lg
n. i„

III. 1 „

IV. 1 „

V. 1 „

VI. 1 „

VII. 1 „

VIII. 1 „

IX. 1 „

X. 1 „

Die Mischung soll 50 cm^ betragen. Gleich nach dem Zusatz von Per-

oxydase bräunt sich die Flüssigkeit, bald nachher trübt sie sich und Pur-

purogallin fängt an, sich abzuscheiden. Man lasse die Versuchsflaschen

12 Stunden stehen; der Bodensatz Avird auf gewogene Filter abfiltriert, mit

50 cm^ destilliertem Wasser gewaschen. Die Filter werden im Trocken-

schrank bei 100'' getrocknet und gewogen.
In einer zweiten Pteihe von Versuchen läßt man die Quantität des

Wasserstoffsuperoxyds variieren

oxvdase :

H^ 0„ IVo
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Durch diese Versuche läßt sich leicht beobachten, daß die Wirkung
der Peroxydase sich in einem l)estimmten Verhältnis zum Wasserstoff-

superoxyd verhält. In diesem Versuche war zufällio- das Verhältnis in ganzen
Zahlen ausgedrückt. 1 cg Peroxydase aktivierte genau 1 cm" Wasserstoff-

superoxyd zu l^/oi 0-02 . . 2 cm^ usf. Es besteht also unter den angegebenen

Bedingungen zwischen Peroxydase und Wasserstoffsuperoxyd ein konstantes

Verhältnis. Eine Quantität n Peroxydase aktiviert eine Quantität m Wasser-

stoffsuperoxyd, 2 n . . . 2 m usw., wie es der Fall ist zwischen chemischen

^'erbindungen. Es zeigt dies also, daß beide sich zu einem chemischen

System vereinigen: Peroxydase
—

Hydroperoxyd. Das Oxydationsprodukt steht

nun zu diesem System in direktem Verhältnis l)is zu einer Grenze, über

welche die Masse des Oxydationsproduktes konstant bleibt. p]s läßt sich nun

aber zeigen, daß diese obere Grenze auch von der Masse des vorhandenen,

zu oxydierenden Körpers abhängt. Setzt man zu diesen Versuchen 2
// Pyro-

gallussäure statt 1 g, so bleibt das A'erhältnis zwischen Peroxydase und Wasser-

stoffsuperoxyd bestehen, aber die Quantität des Oxydationsproduktes steigt:



; (X zu VI,
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Oxydasen.i )

Es sind bis jetzt viele Oxydatiousfermente in Pflanzen- und Tiersäften

und Organen aufgefunden worden. Ihre Wirkung auf verschiedene chemi-

sche Verbindungen ist beschrieben worden, ohne daß die Autoren die spe-
zifische Tätigkeit der von ihnen untersuchten Oxydationsfermente im Ver-

gleich zu anderen besser bekannten Fermenten klar vor Augen gehabt
haben. So Avird öfters von Oxydase aus Pilzen, Ferment aus Leber oder

von oxydierender Kraft überlebender Organe oder Säfte gesprochen. Es

sind das physiologische Begriffe; die Biochemie kann diese Angaben ver-

werten, dadurch
,
daß diese Beobachtungen der Ausgangspunkt von logisch

und kritisch durchgeführten Untersuchungen werden können. Da jedoch
die meisten dieser Angaben jeder Methodik entbehren oder sich auf zu vage

Fermentbegriffe beziehen, so müssen sie hier unberücksichtigt bleiben.

Es sei hier nur kurz angegel)en, welche Pieagenzien gebraucht werden,

um die oxydative Fermentwirkung der Pflanzensäfte oder Tierorgane zu

charakterisieren.

Viele Pflanzensäfte oder Organe färben sich an der Luft; ebenfalls

Tiersäfte. Werden diese Säfte oder Organe vorerst durch Kochen von ihren

Fermenten befreit, so bleibt die Färbung aus. Es werden unter anderem

durch den Luftsauerstoff unter Farbstoffl)ildung oxydiert (sog. Atmungs-

pigmente von PaUadine-):

Gelb, gelbgrün, dann blau: Viele Boletusarten. 3)

Blau: Blut von Cephalopoden. *)

Rot, später violett bis schwarz: Pilze, z.B. Eussula nigricans

(Perlschwamm), Armillaria mellea (Plallimasch), Psalliota campestris
(Champignon), Amanita rubescens (Perlschwamm) etc. Phanerogamen:

Weizenkeimlinge, Weizenkleie (Schwarzbrot) &). Kartoffelknollen, Äpfel. Frucht-

fleisch der Nuß etc., viele Stengel und Blätter, z. B. von Vicia Faba (Sau-

bohne), Lathyrus niger, Silphium sp. etc. Tegumente vieler Insekten, Se-

kret des Tintenfisches, die Haut mehrerer Kaltblüter.

1) SchoenUin, Basler YerlumcU. I. S.229; II. S.9; III. S.697; V. S.34 etc. (1855

bis 1867).
— Bertrand, Sur le latex de Tarbre ä laque. Comptes Rendus de l'Academie

des Sciences de Paris. T. 118. p. 1215 (1895).
— Derselbe, Sur la laccase et le pouvoir

oxydant de cette diastase. T. 120. p. 266 (1895).
— Derselbe, Sur la presence

simultanöe de la laccase et de la tyrosiuase daus les champignous, T. 122. p. 1132 (1896).
—

Derselbe, Laque et laccase. Archives de Physiologie. T. 28, p. 23 (1896).

-) W. PaUadine, Die Atmungspigmente der Pflanzen in Hoppe-Seijlers Zeitschr.

f. pbysiol. Chem. Bd. 55. S. 208 (1908).

^

") Bertrand, Sur le bleuissemeut de certains Champignons. Comptes rendus de

l'Acad. des Sciences. T. 133. p. 1233 (1901).
— Derselbe, Ann.Iustit.Pasteur. T.12. p.l79

C1902) und schon früher genau beschrieben und erkannt durch .S'c/foewfecms Untersuchungen.
Yide Basier Yerhandl.

*) Pieri et Poitier, Presence d'une Oxydase dans le sang des acephales.

Comptes rendus Acad. Sc. T. 122. S. 1314.

^) Boutronx, Sur les causes qui produisent la coulcur du pain bis. Comptes rendus

de TAcadömie des sciences de Paris. T. 120. p.934 (1895).
— Bertrand et W. Muttermilch,

La mode de coloration du pain bis. Annal. Institut Pasteur. T. 21. p. 833 (1907).
—

P.See, Contribution h Tetude des applications therapoutiques des Oxydases. Paris 1905.
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Braun, dann schwarz: Milchsaft von Rhus vernicifera und Rhus
succedanea L. f. (Anwendung: Bereitung des japanosischen Lacks. )M

Fuchsinrot: Saft mehrerer Jacobiniaarten (wunderschöne Reaktion

auf Luftsauerstoff). 2)

(leib
,
dann schwarz : Pilze (H y g r o p h o r u s a r t e n ) : Phanerogamen

(]\[onotropa), Früchte der \'il)urnum Laiitana.

Es ist ein leichtes, in den meisten Fällen ans der intakten Pflanze durch

kochendes Wasser resp. durch Alkohol das Chromogen (Leukobase) auszu-

ziehen und aus anderen Pflanzen oder Tieren ein Ferment ohne Chromogen
in der Kälte zu bereiten (siehe unten) ,

welches in Gegenwart von Luft-

sauerstoff das Chromogen zu einem gefärl)ten Körper zu oxydieren ver-

mag, z. B. aus Piussula delica gewinnt man einen Saft, der sich nicht

spontan färbt, der aber, dem gekochten Saft von Russula nigricans zu-

gesetzt die Tyrosinreaktion gibt. Der Saft von Amanita vaginata, der

sich ebenfalls nicht spontan rötet, gibt die charakteristische Färbung mit

dem gekochten Auszug aus Amanita rubescens.

Es ist nun späteren Untersuchungen vorbehalten, zu zeigen, inwie-

weit allen diesen Farbreaktionen spezifische Oxydationsfermente entsprechen.
In mehreren FäUen ist beobachtet worden, daß bestimmte chemische Snl)-

stanzen durch Pflanzenausziige oder Organbreie oder -extrakte zu ebenfalls

bestimmten Körpern oxydiert werden ohne Farbenumschlag, z. B Alkohol zu

Essigsäure, an der Luft durch Azeton-Daueressigbakterien. ^) So Salizylaldehyd

zu Salizylsäure, Benzaldehyd zu Benzoesäure durch Leber-, Lungen- und ^lilz-

extrakte (s. unter Aldehydase). Hier spielt jedoch der Luftsauerstoff keine Rolle-

Zwei dieser (Jxydationsfermente sind zurzeit etwas besser bekannt,

Lakkase und Tyrosinase. Inwieweit die Aldehydase als spezifisches Oxy-
datiousferment gelten kann, ist vorläufig nicht zu entscheiden.

Lakkase. *
)

Darstellungsweise: Dem Milchsaft &) von Pvhus vernicifera oder

Rhus succedanea wird das 4—5fache ^'olumen starken Alkohols zugesetzt;

der entstandene Niederschlag wird auf einem feinen Tuche mit starkem

Alkohol gewaschen, bis die abfließende Flüssigkeit sich nicht mehr durch

Zusatz von \Yasser trübt (Fehlen von Harz: Lakkol); das Präzipitat wird

dann mit kaltem Wasser ausgelaugt; es löst sich zum größten Teil bis

auf ein schwärzliches Residuum
,

das durch Filtrieren entfernt wird. Das

klare, wässerige Filtrat wird hierauf mit dem zehnfachen ^'olumen Alkohol

^) Bertrand, La laccase et le pouvoir oxydant de eette diastase. Comptes rendus

de l'Acadömie des sciencos de l'aris. T. 118. p. 1215 (1894).

-) .7. Farki», On a brilliant pigment appearing at'ter iiijury in specics of Jacobinia.

Report of tlie Brit. Assoc. for the advancement of Science, p. 818 (1904).

^) Buc/uicr und Gaunf, t)ber die Essiggärung. Liebir/s Aimailcn. 349. S. 140. (lOOG).

*) Yoschida, Cliomistry of lacquer. Tokyo Jonrn. Chem. Soc. Vol. 43. p. 472(1883).

^) Bcrirand, Sur la laccase. Comptes Kendu?; de rAcadeniie des sciences de Paris.

T. 118. p. 121.') (1904). ./. I'cirki)!, On a brilliant pigment appearing after riguny in species

of Jacobinia in Report of the Brit. Assoc. for the advancement of science. p. 818(1904).
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versetzt. Der neu entstandene Xiedersclilag wird nun von der Flüssigkeit

getrennt, gesammelt und im Vakuum über Schwefelsäure getrocknet.

Wiewohl bei den h(3heren Pflanzen sehr verbreitet, läßt sich Lakkase

aus denselben nur schwer isolieren. Pilze eignen sich viel besser dazu.

Russula foetens und Lactarius vellereus sind besonders gute
Materialien.

A. Aus Ptussula foetens:

Es werden 2 ly Piussula foetens fein zerkleinert. Die schleimige

Pilzmasse wird ausgepreßt und der viskose Saft direkt in Alkohol fließen

gelassen. Der reichliche Niederschlag wird gesammelt, auf Tonplatten rasch

getrocknet. Dieses Eohferment ist zum größten Teil in Wasser unlöslich. In

Lösung geht nun sowohl Lakkase wie Tyrosinase. Letztere kann von ersterer

durch Hitze getrennt werden: Man lasse die Fermentlösung im Wasserbad

bei 65" eine Stunde lang stehen. Die Tyrosinase wird dabei zerstört und

die Lakkase nur wenig abgeschwächt.
B. Aus Lactarius vellereus^):
Der Saft kann als Rohferment verwertet werden. Die Pilze werden ge-

preßt und der Saft in Flaschen unter Zusatz eines Antiseptikums (Chloro-

form, Toluol) im Dunkeln aufbewahrt.

Durch Fällen mit Alkohol gelangt man zu einer Rohoxydase wie oben.

C. Aus Ciavaria flava:

Auf dieselbe Weise, wie oben, läßt sich eine Lakkase, die aber frei

ist von Tyrosinase, gewinnen,

Bestimmung des Oxydationswertes der Lakkase.

A. Yolumetrische Methode durch Messung des Volumens

Sauerstoff, das in der Zeiteinheit und in Gegenwart einer be-

stimmten Menge des zu oxydierenden Körpers aufgenommen
wird.2)

Es werden 10—20—oO . . . cm^ der Fermentlösung mit Wasser zu

50 cm^ verdünnt und mit je 1
c/ Pyrogallussäure beschickt. Die Mischung-

wird nun in der Waschflasche mit einem Eudiometer in Verbindung ge-

setzt. Wie aus Bertrancis Untersuchungen bekannt ist, wird bei der

Oxydation der Pyrogallussäure nicht nur Sauerstoff aufgenommen, sondern

zugleich Kohlensäure abgegeben. Es müssen also beide Gase volumetrisch

oder gravimetrisch bestimmt werden. Als Behälter benutzt man eine mit

Glashähnen versehene zugeschmolzene Glasflasche von bekanntem Lihalt.

Nach FüUen mit kohlensäurefreier Luft wird der Behälter durch das bis

an den Boden reichende Zuleitungsrohr mit den Pieagenzien beschickt und

mit einem Meßapparat verbunden, welcher elienfalls kohlensäurefreie Luft

enthält. Der Apparat besteht aus einem graduierten Meßrohr und einem

') B. Chodat und Ä. Bach, rntersuclmngen. III. Oxydationsfermente als peroxyd-

erzeugende Körper. Berichte d. Deutsch, ehem. Gesellsch. .]g. 35. S. 3944 (1902).

2) R. Chodat und A. Bach, Untersuchungen. 1. c. 36. S. 605 (1903).

i
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Niveaurohr und ist mit Quecksilber beschickt. Nach x Stunden wird da.s

absorbierte Sauerstoffvolunien unter Berücksichtigung der bei Beginn und

am Schlüsse des Versuches abgelesenen Temperaturen und Barometerstände

bestimmt, und das sämtliche Gas durch Heben des Xiveaurohres in den Be-

hälter übergeführt und die vorhandene Kohlensäure gra\ämetrisch bestimmt.

B. Gravimetrisch durch die Menge des ausgeschiedenen
PurpurogallinsM:

Vier Erlenmeyerkolben werden mit je 1
(/ Pyrogallussäure und wach-

senden Mengen einer Lakkaselösung beschickt; das ^'olumen wird bei allen

Versuchen auf 40 cm^ gleichgestellt.

A B C D
Pyrogallol 1

//
1 y lg l

(j

Lakkaselösung 10 cm* 20 cm^ 30 cm^ 40 cm*

Wasser 30 „ 20 „ 10
,, .,

Nach 24 Stunden (resp. 30 Stunden, 48 Stunden) wird die Quantität
des abgeschiedenen Purpurogallins nach der oben unter Peroxydase (S. 49)

angegebenen Methode bestimmt. Die ^Yirkungsweise der Lakkase bei den

benutzten Konzentrationen läßt sich annähernd genau durch den Ausdruck

ax + b formulieren, Avobei a die Quantität des abgeschiedenen Purpuro-

galhns bei der Konzentration 1 ,
x die Konzentrationen 1, 2, 3 etc. und

b eine Konstante bedeuten.

Nach 24 Stunden

Gefunden

berechnet

(b
= 0-41)

Xach 72 Stunden

gefunden
berechnet

(andere Versuche )

Zu dieser Bestimmung kann statt Pyrogallussäure p-Kresol gebraucht

werden :

Lakkasehaltiger Laktariussaft wurde während einer Stunde bei 60<»

erhitzt, bis sich keine Peaktion auf Tyrosin mehr zeigte. Die Lösung war

schwach sauer. Zu 4 Proben (je 10 cw») einer gesättigten Lösung von

Ä
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Zu diesem Behufe wird folgende Lösung öfters von den Tierphysio-

logen in Anwendung gebracht:

Paraphenylendiamin

a-Naphtol . aa. 1-4—l'bg
Soda

Wasser 100 y.

An der Luft wird diese Lösung nach und nach violett, dann hlau:

aber diese Färbung kommt nur langsam zustande: Indophenolreaktion.
Sie wird durch Pflanzensüfte oder Organextrakte, wie Speicheldrüsen,

Milz, Knochenmark, Thymus etc. beschleunigt. Gewisse wirksame Pflanzen-

extrakte widerstehen der Siedehitze, so daß es fraglich scheint, ob die Be-

schleunigung dieser Reaktion wirklich auf Oxydation zurückzufidiren ist.

Tyrosinase.

Vorkommen: Dieses Oxvdationsferment scheint sehr verbreitet zu sein.

Von ihm rührt die Schwarzfärbung vieler Pflanzensäfte (Vicia Faba etc.),

die Piotfärbung vieler Pilze her (Psalliota campestris, Boletus sp.,

Armillaria Mellea, Russula nigricans), die später in Schwarz über-

geht (Weizenkleie, Kartoffelschalen). Tyrosinase ist auch bei Avertebraten,

speziell in Lisektenlarven (Tenebrio molitor, Lucilia Caesar), in

dem Sepiablut, in der Tintendrüse vieler Cephalopoden, in den melano-

tischen Tumoren von Pferden, in der Haut von pigmentierten Fischen und

Kröten (Melaninbildung) festgestellt worden.

Nachweis: Da mit dem Ferment in den meisten Pflanzen auch

zugleich Tyrosin zugegen ist, so läßt es sich nur indirekt nachweisen.

Am einfachsten ist es, von dem Safte zu einer l"/oo
—

iVoig^^i p-Kre-

soUösung zuzusetzen; ist Tyrosinase vorhanden und ist der Saft durch

doppeltkohlensaures Natron in Überschuß neutral oder besser alkalisch

gemacht, so geht die farblose Lösung in Gelb und dann in ( )rangegelb oder

Rot über; fügt man einer anderen Probe am Anfang des Versuches eine

Spur von Glykokoll zu, so wird die Reaktion beschleunigt und die rote

Farbe kommt gleich zum Vorschein. i)

Darstellung: A. Kartoffeltyrosinase. 2) Kartoffelschalen (7 bis

8 kg) werden nach Befeuchten mit Alkohol mittelst einer Hackmaschine zu

einem dicken Brei zerrieben und so rasch wie möglich ausgepreßt. Man
lasse den bräunUch gefärbten Saft direkt in ein Glasgefäß fließen, das zur

Hälfte mit starkem Alkohol (94",oigen) gefüllt ist. Den voluminösen Nieder-

schlag läßt man absetzen; die Idar gefärbte alkoholische Flüssigkeit wird

mittelst eines Hebers soweit wie möglich entfernt, der Bodensatz auf ein

Filter gebracht und noch feucht mit der nötigen Menge destillierten Wassers

unter Zusatz von Toluol 1 Tag stehen gelassen; hierauf wird filtriert und

*) R.Chodat et W.Stmib, NouvcUes rechcrclies sur les ferinents oxydants. Ar-

chives des Sciences pliysitiucs et naturelles. IV^ p(eriode. T. 24. p. 188 (1907).

*) W. Staub, Nouvelles recherches sur la Tyrosinase in Choilat, Travaux de l'Iu-

stitut de Botauique de FUniversite de Geneve. 8^ sth-ie. I. fasc. (1908).



58 R- Chodat.

die klare Flüssigkeit mit starkem Alkohol versetzt. Der Niederschlag setzt

sich leicht ab; durch Dekantieren läßt er sich von der darüber stehenden

Flüssigkeit leicht trennen.

Der Rückstand wird mm auf ein kleines Faltenfilter gebracht, mit

Alkohol gewaschen und noch feucht auf porösen Porzellanschalen über

Schwefelsäure im Vakuum l^ei niederer Temperatur (nicht über 25°j rasch

getrocknet.

Dieser trockene Rückstand löst sich vollkommen in Wasser, oxydiert

sich nicht an der Luft, enthält somit keinen oxydablen Körper ( Tyrosin etc.).

Die Lösung enthält keine Lakkase, bläut also frische Guajakemiüsion nicht,

wohl aber ist darin Peroxydase vorhanden, was durch Zusatz von Hydro-

peroxyd zur Guajakemulsion sich gleich zeigt.

Lösungen von Tyrosinase in Wasser halten sich bei Zusatz von To-

luol ziemhch lang (mehrere Tage), aber die Wirkung nimmt langsam ab.

Es ist jedenfalls besser, die Lösung immer frisch zu bereiten.

B. Pilztyrosinase. Bekanntbch enthalten viele Pilze Lakkase und

Tyrosinase. Am bequemsten ist, Lactarius vellereus in Laubwäldern zu

sammeln; dieser Pilz, der sehr leicht zu erkennen und in Mitteleuropa der

grollte und zugleich einer der verbreitetsten ist. ist kreideweiß, ziemhch zer-

brechlich, mit dicken Lamellen an der L'nterseite des trichterförmigen Hutes

und gibt beim Anschneiden einen reichlichen weißen oder schwach gelblichen

Milchsaft, welcher scharf schmeckt. Von diesem Pilz können leicht 50 kf/ in

einem Nachmittag gesammelt werden. Die Pilze werden so rasch wie möglich

zerstückelt, am besten mittelst einer Hackmaschine, wie sie gewöhnlich in

Küchen gebraucht wird. Die schleimige Masse wird stark gepreßt, der dunkle

Saft mit starkem Alkohol versetzt. Der reichUche Niederschlag wird auf einem

Tuch gesammelt und die Lösung abfiltriert. Der noch feuchte Niederschlag

Avird hierauf mit Wasser versetzt und zwei Tage unter Zusatz von Toluol

digeriert. Die filtrierte Flüssigkeit wird nun wieder durch Alkohol gefällt,

der Niederschlag gewonnen und eventuell noch einmal gereinigt. Die Lakkase

ist durch diese Behandlung viel mehr abgeschwächt als die Tyrosinase.

Man kann auch die rohe Fermentmasse auf Tonplatten rasch trocknen

und zur späteren Extraktion der Tyrosinase verwenden. Mit der Zeit ver-

schwindet die Lakkase zum größten Teil und die Wasserextraktion der

rohen Uxydase liefert durch Zusatz von Alkohol ein sowohl von Lakkase

Avie von Peroxydase freies Ferment, das die Reaktionen einer gereinigten

Tyrosinase hefert (siehe unten).

Es werden von der Rohtyrosinase 50^ fein zerrieben und mit 500 f/

Wasser 48 Stunden mazerieren gelassen, hierauf filtriert. Das Filtrat wird

mit 2 l 90Voig'em Alkohol versetzt, sehr kurze Zeit stehen gelassen, abdekan-

tiert und der Niederschlag in wenig Wasser gelöst und mit dem dreifachen

^'olumen starken Alkohols versetzt. Der Niederschlag wird, wie oben, behandelt

und getrocknet. Er ist frei sowohl von Peroxydase wie von Lakkase (A).

^) Cotte, Presence de la tyrosinase chez le „Suberites Domuncula" in Comptes
rendus Soc. Biolog. T. 55, p. 137 (1903).
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Die Flüssigkeit, die von dem sofortigen Niederschlag- abdekantiort

wurde, wird nun 24 Stunden stehen gelassen. Es setzt sich ein zweiter

Niederschlag ah. Er wird abgetrennt, sofort in Wasser gelöst und mittelst

starken Alkohols präzipitiert (ß). Dieses Präparat hat die gleiclicn Eigen-
schaften wie A, aber nicht stärker.

C. Tierische Tyrosinase. 1. Aus Suberites domunculai)
(Schwämmen). Frischer Suberitessaft wird mit dem dreifachen ^'()lum

starken Alkoliols (UOVo) versetzt. Der gefällte Niederschlag löst sich zum
Teil in kaltem Wasser und enthält die Tyrosinase.

2. Aus Tintenfischen. ') Beim Offnen der Tintentasche vermeide man,
die Tintendrüse zu verletzen; man schabe die anhaftenden Tintenpar-
tikelchen ab. ^'on außen läCit sich die Lage der Drüse durch eine (hmkel-

blaue Farbe, die sich scharf von dem umgebenden Gewebe abhebt, leicht

bestimmen. Das kleine Organ wird al)geschnitten und mit Sand verrieben;

der entstandene Organbrei wird mit Chloroformwasser versetzt und durch

ein Tonfilter von den schwarzen Teilchen befreit. Die klare Lösung ent-

hält die gesuchte Tyrosinase.
D. Roh tyrosinase (Pilzsubstanz). Zu Versuchen auf Tyrosin kann

man sich auch einer Piohtyrosinase, wie sie in den Pilzen selbst enthalten

ist
,

bedienen. Es werden zur richtigen Zeit Pilze aus der Familie der

Asterosporen gesammelt (August bis Oktober). I)ie besten sind:

Russula delica,

Ptussula Queletii,

Kussula aurantiaca,
PtUssula lepida,
Russula integra.

Alle enthalten außer Tyrosinase auch Lakkase; es wird die gefärbte

Epidermis sowohl vom Hut wie von dem Stiel abgenommen; der Pilz wird

hierauf in dünne Scheiben zerlegt und bei Zimmertemperatur so rasch wie

möglich getrocknet. Die Aufbewahrung geschieht an trockenem ( )rte in

weiten Gefäßen mit überfallendem Deckel.

In wohlverschlossenen Gefäßen verfaulen die Pilze ziemlich Iciclit, da

dieselben nicht sterilisiert werden können.

Von den grob gepulverten Pilzen nimmt man gewöhnlich 1 g auf öO^
Wasser, rißt 2 Stunden mazerieren und filtriert. Die Lösung kann unter

Zusatz von Toluol einige Wochen aufbewahrt werden.

E. Rohtyrosinase als Glyzerinauszug. Der von der gefärbten

Epidermis befreite Pilz wird in kleine Stücke zerlegt und mit dem doppelten
Gewicht chemisch reinen (ilyzerins (80" Beaume) versetzt. Die Mischung
wird anfangs täglich mehrfach geschüttelt, nach einiger Zeit (li Tagen)
filtriert und im Dunkeln aufbewahrt.

^) Gessard, Tyrosinase aniraale. Compt. rend. Soc. Biolog. T. 54. p. 1305 (1902). —
Siehe aucli O. r. Fürth und ScJincider, l'Iier tierische Tyrosiuason und ihre Bczii'huiiiren

zur Pigmentbildung. Beitr. z. chcni. Physiol. u. l'athol. (F. Hofmeister). Bd.l. S.22'J OüOl).
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Für saubere und unz^Yei(leutig'e Untersuchungen kann ausschließlich

die mittelst der unter Ziffer A und B bezeichneten Methoden dargestellte

Tvrosinase benutzt werden. Bis jetzt ist nur mit Methode B eine Tyrosinase
zu präparieren, die zugleich frei sowohl von Lakkase wie von Peroxydase
ist. Die erwähnte Kartoffeltyrosinase hat, wiewohl schwach, vor der un-

reinen Pilztyrosinase, \ne sie von den meisten Forschern bis jetzt benutzt

wurde, den Vorteil, von Aminosäuren frei zu sein, obschon sie auch wegen
der Gegenwart von Peroxydase nicht als physiologisch rein bezeichnet

werden darf. Dage2:en ist die nach Methode B erlanate Tvrosinase sowohl von

Peroxydase wie von Aminosäuren frei. Aus diesem Grunde sind alle mit

unreiner Tyrosinase angestellten Versuche zu revidieren und die Angaben
der meisten Autoren als sehr zweifelhaft anzusehen.

Eigenschaften: Tyrosinase ist ein Oxydationsferment, das spezi-

fisch auf Tyrosin eine oxydierende Wirkung hat
;
es vermag weder eine reine

Lakkase noch das System Hydroperoxyd—Peroxydase Tyrosin zu oxydieren.

Da jedoch beide besser bekannten Oxydasen auf die verschiedenen Phenole

wirken können, speziell auf Pyrogallol, Phenol, Kresol etc.
,
so ist das lle-

sultat, wenn beide zugegen sind, je nach der relativen Menge der zwei

Fermente und der Masse des zu oxydierenden Körpers ein verschiedenes.

Will man nun weiter gehen in dem Studium der spezifischen Wirkung der

Oxydationsfermente, so ist es unumgänglich notwendig, die Fermente in der

Keinheit zu erhalten, in der sie unzweideutige Piesultate liefern können. Da

außerdem, wie unten gezeigt werden soll, die Aminosäuren, der Tyrosinase

zugesetzt, die Wirkung derselben nicht nur beschleunigen, sondern auch in

anderer Weise beeinflussen können, d. h. andere Farbenreaktionen hervor-

bringen können, so lassen sich Pflanzensäfte oder Pilzsäfte nicht kurzweg
mit Tyrosinaselösungen identifizieren. Es läßt sich ja leicht dartun, daß,

da in jeder wachsenden Pflanze durch den chemischen Metabolismus Amino-

säuren sich bilden, dieselben je nach der relativen Menge und Ai'tmischung

die supponierte Tyrosinase^irkung verschieben können.

Auch in dem Falle, wo es heißt, die Tyrosinasewirkung auf T}Tosin
zu studieren, eignen sich unreine Fermente in keiner Weise. Denn auch

hier können Beimengungen von Aminosäuren schädhch wirken, indem sie

die Pieaktion verlangsamen oder eventueU nicht bis zum Endpunkt gehen
lassen können.^)

Säuren, sogar Säuren A\'ie Asparaginsäure und Glutaminsäure, wirken

hemmend. Genaue Untersuchungen über die durch Zusatz A^on Säuren be-

wirkte Hemmung stehen noch aus.

Jedenfalls ist sicher, daß reine T}Tosinase am besten auf Tyrosin

wirkt, wenn die Lösung neutral ist (Chodat und Zahorski).

Läßt man das Ferment auf eine p-Kresol-f' looo
—

^ loo) lösung wirken,

so wird in neutraler oder sehr schwach alkalischer Lösung (Zusatz von

') B. Chodat, Nouvellos recherches, 1. c. T. 24 et ibid. Oktober 1908. — Vgl. auch

E. Abderhalden und M. Guggenheim , Über die Wirkung der Tyrosinase aus Russula

delica etc. Zeitschr. f. physioL Cbem. Bd. 54. S. 352 (19081.



Fermente: Darstellung von Oxydasen und Katalasen etc.
(51^

0*05—0'P/oi»^ii^ NaHCOa) tlie Flüssigkeit rasch goldgelb und mit der

Zeit orangegelb, aber nie rot. Solange die Reinigung der Tyrosinase nicht

soweit fortgeschritten ist, daß eine rote lieaktion mit p-Kresol ausbleibt,

so muß dieselbe als mit Aminosiiuren verunreinigt betrachtet werden.

Spuren von Glykokoll, Alaniii, Leucin etc. genügen ('/,ooooo), uni diese

gelbe Farbe rasch in Rot überzuführen. War die Lösung am Anfang
schwach alkalisch, so geht die schön kirschrote Farbe (man lasse die Rea-

genzgläser ruhig stehen) von unten nach oben in N'iolctt und zuletzt in

Blau ülier. Je nach der Stärke der Tyrosinase nimmt der Umschlag von

Rot in Rlau 2 Stunden bis 1 Tag in Anspruch. Lösungen von p-Kresol zu

Viooooo zeigen noch diese schöne Reaktion. Lösungen von P/oigein Kresol

verlangsamen die Reaktion; sie kommt am besten zustande bei einer Kon-
zentration von Vi 000- Die rein blaue Endfarbe zeigt einen metallischen,

schillernden, roten (fuchsinartigen) Dichroismus.

Pyrogallussäure wird ebenfalls oxydiert. Die rotgelbe Farbe ist der

durch Lakkase hervorgerufenen ganz ähnlich: Purpurogallinbildung wurde
aber bis jetzt nicht sicher beobachtet. Tyrosinase vermag weder Guajak
noch Guajakol zu oxydieren.

Es werden auch durch reine Tyrosinase oxydiert (in Gegenwart von

Glykokoll oder anderen Aminosäuren mit Farbenumschlag wie beim p-

Kresol):

Tyrosinhaltige Polypeptide, wie 1-Tyrosinanhydrid , Glycyl-1-tyrosin-

anhydrid , Glycyl-1-tyrosin , d-Alanyl-glycyl-1-tyrosin, 1-Leucyl-glycyl-l-tyrosin,

Tetrapeptid aus Seide ( 1 1-Tyrosin, 1 d-Alanin und 2 Glykokoll) (nach Chodat

und Abderhalden). Die Farbenreaktionen sind jedoch nicht dieselben wie

mit Tyrosin. Da aber diese Untersuchungen nicht mit reiner Tyrosinase
(außer den von Chodat ausgeführten) ausgeführt worden sind, sind die be-

treffenden Angaben nicht ganz eindeutig, da die Verunreinigung mit unbe-

kannten (xemengen Aminosäuren die spezifische Reaktion verschieben kann.

Phenylalanin gibt keine Farbenreaktion und wird wohl sonst nicht

angegriffen.

Es ist bei solchen Untersuchungen auf Polypeptide auch darauf zu

achten, daß der Tyrosinase kein peptolytisches Ferment aidiaftet. Die

Gegenwart eines solchen ist, wie folgt, nachzuweisen: 1. durch I^estimmung
des Drehungsvermögens im Polarimeter (falls asymmetrische Körper zugegen

sind; 2. durch Zusatz von peptolytischen Fermenten (Trypsinj und \'er-

gleichung der Reaktionen mit und ohne dieses Ferment.

Es läßt sich auf diese Weise leicht dartun, daß die erwähnten tyrosin-

haltigen Polyeptide als solche oxydiert werden, und daß der (Jxydations-

wirkung keine hydrolytische Spaltung vorangeht.
Wie gesagt, wird 1-Tyrosin von reiner Tyrosinase zuerst in einen

schön rosaroten Körper umgewandelt; später geht die Farbe in Schmutzig-
violett über und zuletzt entsteht ein schwarzer Niederschlag, der sich mit

der Zeit ausscheidet und absetzt. Dieses schwarze Endprodukt ist Melanin

genannt worden (vide: Zur Kenntnis der melanotischen Pigmente und der
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fermentativen IMelaninbildung von 0. v. Fürth und E. Jerusalem , Biochem.

Zeitschr.. 1907, Bd. 10, S. 131).

Durch dieses Verhalten gegen die x\bbauprodukte der Albuminstoffe

läßt sich Tyrosinase zur Unterscheidung der peptischen von der trvptischen

Wirkung verwenden.!) Die Peptolyse führt den Abbau nur bis zur Bildung
von Peptonen ,

bei der trvptischen Verdauung entstehen dagegen Amino-

säuren, und besonders frühzeitig wird nach Abderhalden Tyrosin frei.

^'ersetzt man eine peptonisierte Lösung von tyrosinhaltigem Eiweiß

mit Tyrosinase oder nur mit Pilzextrakten, die T}TOsinase neben Amino-

säuren enthalten, so nimmt das Gemisch eine grüne bis blaugrüne Farbe

an, die nicht in Braun und Schwarz übergeht. Ist aber die Verdauung
weiter fortgeschritten und ist Tyrosin abgespalten worden, so nimmt das

Digestionsgemisch rasch die charakteristische rotbraune und braunschwarze

Farbe au. die Tyrosin in Gegenwart von Tyrosinase gibt.

Messung der oxydativen Kraft der Tyrosinase.

Genaue Methoden zur Bestimmung der Wirkungsweise der Tyrosinase
fehlen noch.

0. V. Fürth und E. Jerusalem benutzten zwei Methoden :

a) Methode der Sedimentierung. Dabei erfolgt die Schätzung der

gebildeten Melaninmenge nach dem\'olumen der entstandenen Pigmentfällung.

h) Methode der spektrophotometrischen Messung. Da bekanntlich

zwischen Konzentration einer Farbstofflösung und ihrem Extinktionskoeffi-

zienten für einen bestimmten Spektralbezirk Proportionahtät besteht, ge-

stattet die Bestimmung von E (E = —2 (log cot a -\- log tg [i)
einen Bück-

schluß auf die relative Menge gebildeten Melanins.

Die mitgeteilten Resultate lassen aber diese zwei Methoden nicht als

erwünscht betrachten. Noch mehr: Die Bildung des Melanins ist kein pri-

m-ires Produkt; durch verschiedene Bedingungen, z. B. durch Zusatz von

x4minosäuren, kann dessen Bildung verlangsamt oder sogar aufgehoben
werden. Die Bedingungen der Überführung des roten Oxydationsproduktes
des Tyrosins in Melanin sind zurzeit vollständig unbekannt.

Die Zeitdauer der Melaninbildung ist außerdem ziemlich lang, so daß

dabei eine Schädigung des Fermentes anzunehmen ist.

Weniger ungenau ist die Melaninbestimmungsmethode, die A.Bach

ausgearbeitet hat. Sie kann aber ebenfalls keinen Aufschluß über die normale

Fermentwirkung geben, da sie auch nur ein sekundäres Oxydationspro-
dukt zu bestimmen vermag.

c) Methode von Bach. 2)
In eine Reihe A^on 8 Bechergläsern gibt man

je 10c-w3 Tyrosinlösung (0"05% Tyrosin und 0"04% Natriumkarbonat ent-

^) A.W. Harlaij, De l'applicatiou de la tyrosinase ferment oxydant du Russula

delica ä l'^tude des fermeuts proteolytiques. Paris 190Ü. (These de TEcole de pharmacie
faite sous la direction du Prof. BotirqueJot.)

— Chodat und Staub, 1. c. 3 et seq.

-) A. Bach, Über die Wirkungsweise der Tyrosinase. Berichte d. Deutsch, ehem.

Gcsellsch. Jg. 41. S. 221—222 (1908).

^
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haltend), steigende Mengen Fermentlösung und Wasser bis auf 50 c«? =^ Die

Glaser enthalten der Reihe nach 0'5, 1, l"ö, 2, 5, 10, 15, 20 cm ^ Ferment-

lösung. Die Keaktionsgemische werden 24 Stunden hei Zimmertemperatur
stehen gelassen, dann mit je 1 cm'^ lO'Voig'^i' Schwefelsäure angesäuert und

mit 0'002 n-I'ermanganatlösung bis zur Entfärbung titriert. Gleichzeitig

mit der ersten Reihe wird eine zAveite Reihe von Gläsern unter genau

gleichen Bedingungen mit den Reagenzien beschickt. Die Titration erfolgte

hier nach 48 Stunden.

Fcrmciitkouzentration O'ö l'O Ib 2-0 ö'O IQ-Q 15-0 20-0

A. 24 Stunden lO'S 14-2 17-n 19*8 25-7 30-4 3.H-Ü ;\o-S

B. 48 ,, in-2 16-0 17-8 20-4 25-6 ai-2 84-4 35-4

Es ist dies eine logarithmische Kurve; die Menge des Reaktions-

produktes steigt mit der Fermentmenge, wenn auch langsamer als letztere;

die Reaktion kommt um so schneller zu einem Stillstand, je größer die

Fermentkonzentration ist.

(/^Methode von Chodaf und Staub.'') Bei einer anderen Methode

bestimmt man die Wirkungsweise kolorimetrisch. Es werden 0"5^ Bismarck-

braun, O^ö g Korallin in 250 cm^ absolutem Alkohol gelöst (P).

Da bei dieser Methode die Rötung der Tyrosinlösung bestimmt wer-

den muß und es sich gezeigt hat. daß andere Farbeunuancen am Anfang
und später zu beobachten sind, so haben genannte Autoren zwei Skalen

hergestellt.

I. Skala für Spätreaktionen.

\'on der alkoholischen Farb-

stofflösung P .... et» 3 1 1-5 2 2"5 3 3'5 4 45 5

Absoluter Alkohol ...
,,

19 18-5 17 17-5 17 l(')-5 10 15-5 15

IL Skala für Anfangsreaktionen.

\'on der alkoholischen Farbstofflösung P cw'^ 04 0-2 O-n 0-4 0-5

Absoluter Alkohol .
.,
199 19-8 19-7 19(; 19-5

Zur Synthese der Tyrosinase.
Es ist oben gezeigt worden, wie man die Lakkasewirkung duich ilie

eines Systems Peroxydase
—

Hydroperoxyd ersetzen kann. Es läßt sich alier

Tyrosinase durch dieses System nicht ersetzen. Tyrosin wird dabei nicht

oxydiert, d. h. durch Hydroperoxyd unter Zusatz von Peroxydase.
Nun läßt sich aus der Wurzel vonVicia Faba und aus dem Stengel

von Philodendron monsteroides eine Peroxydase ausziehen, die in

\'erbindung mit Wasserstoffsuperoxyd die charakteristische Rötung des

Tyrosins sowie die Tyrosinasereaktion auf p-Kresol liefert.

Durch anhaltendes Erhitzen auf 100" wird diese Peroxydase zerstört

(es ist die gewöhnliche Peroxydase), aber es bleibt in der Lösung ein in der

Siedehitze beständiger Körper, welcher, einer Peroxydase aus ^leerrettig

zugesetzt, die charakteristische Tyrosinasereaktion liefert.

')
W. Staub, Nouvelles recberches sur la Tyrosinase, 1. c.
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Da Tyrosiii schon im Extrakt vorhanden ist, so verdünne man den

gekochten Saft von Keimhngswurzehi von Vicia Faba. damit die Konzen-

tration des Tyrosins vermindert wird. Einem Teil der Lösung setzt man
eine gesättigte Tyrosinlösung, dem anderen das entsprechende Quantum
Wasser und zuletzt beiden Probiergläsern einige Tropfen einer lo/oig^^n

Hydroperoxydlösung zu. Es entsteht keine Farbenreaktion; fügt man aber

noch beiden Versuchen 1 crn^ einer Meerrettigperoxydaselösung (1:30) zu,

so wird die tyrosinhaltige Lösung rasch und intensiv rot. die andere viel

später und schwächer.

D. Zu einer p-KresoUösung (O^ö^/oiS") f^igt man einige Kubikzenti-

meter des gekochten Saftes von Vicia Faba- Keimlingswurzeln. Diese

Mischung wird in 4 Reagenzgläser gleichmäßig verteilt (Ä, B, C, D).
B wird durch Zusatz von verdünnter Essigsäure schwach sauer, Cund D werden

alkalisch gemacht. Allen 4 Versuchen wird 1 cm^ einer Peroxydaselösung zuge-
setzt und hierauf mit einigen Tropfen einer P/^igen Lösung Hydroper-

oxyds beschickt und zuletzt noch zu D eine Spur Glykokoll addiert. In A
und B entsteht die milchig-trübe Lakkasereaktion

,
in C die gelbe Tyro-

sinasereaktion, in D die schönste Farbe, wie sie durch genuine Tyrosi-
nase hervorgerufen wird.^j

Diese Versuche lassen sich nur so deuten, daß im gekochten Saft

der Keimlingswurzeln von Vicia Faba ein Ko-Ferment enthalten ist,

welches dem System Peroxydase
—

Hydroperoxyd zugesetzt, ihm die Tyro-

sinaseeigenschaften verleiht. Somit ist dadurch eine Svnthese der Tvrosinase

gemacht worden, durch welche die Einsicht in das Wesen der Tyrosinase
erleichtert wird.

Wenn behauptet wurde, daß Lakkase gleichwertig ist dem System:

Peroxydase
—

Hydroperoxyd, so ist Tyrosinase äquivalent einem System:

Peroxydase
—

Hydroperoxyd + Ko-Ferment.

Bestätigt sich diese Anschaumigsweise ,
so ist nunmehr das weitere

Problem für das System Peroxydase
—

Hydroperoxyd, weitere Ko-Fermente zu

finden, durch welche die spezifische Wirkung ev. verschoben werden kann.

Anmerkung. Als L'rikase hezeklmen Batelli und Stern-} ein bekanntes

Oxydationsferment, Avelches in Gegenwart von Sauerstoff Harnsäure unter

Entwicklung von Kohlensäure zu Allantoin oxydiert. Bei der Darstellung des

Fermentes verfahre man auf folgende Weise : Das Gewebe (Xiere des

Rindes oder Leber des Pferdes) wird fein zerrieben, mit 2*5 Volumen
leicht alkahsch gemachten Wassers versetzt und während 15 Minuten um-

gerührt. Das Ganze wird durch ein Tuch gepreßt und zentrifugiert. Man
erhält auf diese Weise eine trübe Flüssigkeit, zu der man nun 2"5 Volumen
Alkohol hinzusetzt. Im übrigen verfährt man in folgender Weise : Schnell

zentrifugieren, den Bodensatz mit Äther waschen und denselben an der

*) R. Chodat, Sur les rapports qui imissent les deiix principaiix ferments oxydauts,
les laccases et les tyrosinases. Archives des Sciences physiques et naturelles. IV^ p^riode.
T. XXVII. p. 90 (1909).

-) F. Batelli und L. Steru, Untersuchungen über die Urikase in den Tiergeweben.
Biochem. Zeitsclir. Bd. 19. S. 219 (1909). (Hier die Literatur.)
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Luft trocknen. Je länger die Dauer der Einwirkung des Alkohols auf

die Flüssigkeit ist, um so mehr wird die Urikase abgeschwächt.
2—o(j eines solchen Präparates können in 1 Stunde ()"20(j Harn-

säure zersetzen, im reinen Sauerstoff ist die Menge der zersetzten Harn-

säure 2—3mal so groll
— Der durch Harnsäureoxydation bedingte

respiratorische Quotient -7,— ist gewöhnlich 2

C,H,N,03 +"h,() + O = CcH.N.Oj + CO »,

wenn frisches Gewebe benutzt wird. Das Optimum der Temperatur der

Urikasewirkung liegt zwischen 50—^55". Wie bei anderen genuinen Oxy-
dasen (Oxygenasen) hat der Zusatz von R.O, oder des Äthylhydroper-

oxyds keinen Einfluß auf die Oxydation der Harnsäure.

Katalase. '

)

Vorkommen: Katalase scheint keiner höheren Pflanze zu fehlen, bei

Pilzen ist sie stets vorhanden; ob dieselbe bei geAvissen Bakterien fehlt,

scheint zweifelhaft, da gewisse Spezies, wie Diphtheriebazillen, Staphylo-
kokken u. a.

,
eine starke H, O^-zerstörende Eigenschaft besitzen. Pei

Tieren ist sie fast überall nachgewiesen worden. Nach ihrer katalytischen
Kraft können die Gewebe in absteigender Reihe geordnet werden: Leber,

Niere, Magenschleimhaut, Speicheldrüsen, Lunge, Panki-eas, Hoden, Herz,

Muskel, Hirn. Auch in solchen Geweben, die kein Blut enthalten oder nur

in minimalen, kaum nachweisbaren Quantitäten, wie Knorpel. Glaskörper,
Linse des Auges und Fettgewebe, ist Katalase nachweisbar.

Zum Nachweis der Katalase in der lebenden Pflanze verfahre man,
wie folgt:

Ein Elodaeablatt wird in öVoige KNOg-Lösung, der man H2O2 zu 1"

zugesetzt hat, gebracht. Unter dem Mikroskop beobachte man. wie aus den

schwach oder stärker plasmolysierten Zellen, deren Hautschicht unversehrt,

folglich um den abgerundeten Protoplasmaballen scharf abgerundet ist,

Gasblasen entströmen.

Öfters kann man auch beobachten , wie aus einer plasmolysierten

Zelle, deren Protoplasma noch strömt, durch Katalyse des Hydroperoxyds
Gasblasen ausgeschieden werden.

Ebenso lehrreich ist folgender ^'ersuch: Es werden mit je 25 cw?»

i?r/wZi«scher Nährflüssigkeit beschickte ICrlenmeyerkoiben , die in üblicher

"Weise sterilisiert worden sind, nach Zusatz von steigenden ^Mengen

Hydroperoxyd mit Sporen aus Poinkulturen von Penicillum glaucum,

Sterigmatocystis nigra und Khizopus nigricans geimpft und im

Thermostaten bei 22'' sich selbst überlassen.

Der Hydroperoxydzusatz (von einer lOVoig'^n Lösung) beträgt 1 bis

24 mg aktiven Sauerstoff in der ersten Versuchsreihe , 5—50 mg in der

') J. Bach und H. Chodaf, Untersuchunfren über die Rolle etc. YI. Katalane. Bor.

d. Deutsch, cheui. Gesellsch. Jg. 36. S. 1757 (19U:-i).
— 0. Loeti; Katalase a uew Enzyme

of geueral occurence. 1. c. Dep. Agric. Report, p. G8 (1901).

Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III.
,")
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zweiten. Zur Kontrolle Averden einerseits Kolben ohne Hyclroperoxydzusatz

inokuliert, andrerseits nichtinokulierte ^Mischungen von Hydroperoxyd und

Baulinscher Flüssigkeit im Thermostaten stehen gelassen.

Dabei ergibt sich, daß Hydroperoxyd auf die Entwicklung der Pilze

zwar hemmend wirkt, daß aber nach einer gewissen Inkubationsperiode,

welche mit der Pilzart und dem Hydroperoxydzusatz variiert, die Sporen

Mycehumfäden aussenden, Avelche sich zuerst mit Gasbläschen bedecken

und dann eine dauernde Gasentwicklung veranlassen. Diese wächst mit dem
Wachstum des Myceliumballens und hört auf, wenn in der Xährflüssigkeit

mittelst Titanschwefelsäure kein Hydroperoxyd mehr nachweisbar ist. Die

Pilze, aus Sporen gezogen (Sterigmatocystis und Pihizopus), kommen
indessen unter Sporenbildung zu voller Entwicklung, während die Nähr-

flüssigkeiten noch reichlich Hydroperoxyd enthalten. Sterigmatocystis
nigra vermag sich sehr gut in einer Xährflüssigkeit mit konstantem Per-

oxydgehalt von O^ßS^/o Hydroperoxyd (Ersatz des Peroxydverlustes durch

Zusatz von neuem Hydroperoxyd) zu entwickeln. Da während der ganzen

Zeit, von dem Zeitpunkte der Keimung der Sporen bis zur Sporen-

bildung aus dem Pik , d. h. aus seiner Oberfläche Sauerstoffblasen ent-

bunden werden, so läßt sich diese GasentAvicklung nur auf die in der

lebenden Pflanze enthaltene Katalase zurückführen. Katalase ist somit nicht

ein postmortales Ferment, sondern eine mit der Lebenstätigkeit verbundene

Fermentausscheidung.'ö-

Gewinnung der Katalase.

A. Zur Gewinnung von Pilzkatalase (Chodat-Bacb) bediene man sich

der PiCinkulturen von Sterigmatocystis nigra in Baulinschei' Flüssigkeit.

Sterigmatocystis kann man sich zu jeder Zeit verschaffen, indem man
unter einer Glasglocke zerstoßene Galläpfel feucht hegen läßt. Nach kurzer

Zeit bemerkt man das sporentragende Mycelium . das nun mittelst eines

sterilisierten Platindrahtes in eine sterilisierte Baulinsche Lösung über-

tragen werden kann. Die Pilzhäute werden mit Glas zu einem Brei zerstoßen

und mit einer Spur von Natriumkarbonat enthaltendem Wasser verrieben.

Die klar filtrierte Fhissigkeit (man warte nicht, bis die Pilzhäute mit

Sporen bedeckt sind) wird mit Alkohol gefällt und in üblicher Weise rasch

gewonnen.
Durch Extraktion von zerriebenen Tabaksblättern mittelst chloroform-

haltigen Wassers und Fällen durch Zusatz von Ammonium sulfat im Über-

schuß gewinnt man einen Niederschlag, welcher von der darüber stehenden

Flüssigkeit abfiltriert und durch Dialyse von dem Ammonium sulfat befreit,

sich als stark katalasehaltig erweist (Loew).
Ä Blutkatalase (Hämase, Ostimld-Senter^). Defibriniertes Blut wird

mit dem zehnfachen Aolum kohlensauren Wassers gemischt, über Nacht

^) G. Senter, Das wasserstoffsuperoxydzersetzende Enzym des Blutes. Zeitschr. f.

physik. Chem. Bd. 44, S. 257 et seq. (19Ü3).
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stehen lielassen . am anderen Morien zentrifugiert und filtriert ,
nni die

Hüssigkeit von den festen Bestandteilen zu trennen. Die katalytische Sub-

stanz ist fast aussclilieljlicli in die Lösung' übergegangen (sie scheint aber

im lebenden Körper an das Stroma gebunden zu sein).

Gleiche A'ohimina des Hämogiobin und Katalase enthaltenden Filtrates

und 99*^/oiger Alkohol werden gemischt, die ^lischuug wird schnell zeutrifugiert

und die Alkohol-Hämoglobinlösung vom entstandenen Niederschlag abge-

gossen. Der rotbraune Niederschlag wird dann zwei- oder dreimal mit einem

Alkohol-Wassergemisch gewaschen, um das Hämoglobin vollkommen zu ent-

fernen, dann wird er zunächst mit Filtrierpapier und darauf im Vakuum
über Schwefelsäure getrocknet, um den Alkohol vollkommen zu entfernen.

Der getrocknete Niederschlag wird dann zu einem feinen Pulver zer-

rieben.

C. Leberkatalase. 2 kg Schafsleber werden gleich nach dem Tode

mittelst einer Hackmaschine zerrieben. Der dicke Brei wird mit etwa 2 l

Chloroformwasseri) beschickt. Nach 24stündiger Mazerierung wird die rot-

braune Flüssigkeit abgepreßt, durch ein Tuch filtriert und mit dem vier-

fachen Volumen 94 "/oigen Alkohols gemischt. Der entstandene kopröse Nieder-

schlag wird abfiltriert und bevor er trocken geworden ist. auf eine poröse

Platte ausgebreitet und rasch über Schwefelsäure im Vakuum getrocknet (A).

Ein reines Produkt wird dann durch nochmalige Fällung des Alkohol-

filtrates durch überschüssigen Alkohol (B) gewonnen. Das weiße Pulver

ist aber wenig wirksam.

Es werden auf diese Weise etwa '200 g Rohkatalase erhalten.

Durch Mazerieren mit Chloroformwasser und Fällen mittelst 99"/oigem
Alkohol gewinnt man ein helleres Produkt, das aber eine geringere Wirksam-

keit zeigt. Werden 0"5r/ dieser Piohkatalase mit oO cm^ destilliertem Wasser

1 Stunde digeriert und dann filtriert, das Wasser mit wenig Cliloroform

geschüttelt, so liefert das Filtrat eine sehr wirksame und wasserhelle Lö-

sung von Katalase. 5 Tropfen dieses Extraktes vermögen in wenigen (2)

Minuten aus iVoigen H.. Os-Lösungen (HO cm 3) 30—40 cm ^ Sauerstoff zu

entbinden (siehe unten).

D. Gekrösekatalase. -)

Gekröse vom Schwein, vom Piind und Speck eignen sich weniger zur

Gewinnung trockener Katalase: hingegen erhält man durch Verreiben von

etwa 50 g Schweinefett mit 1 r)0 g destilliei-tem Wasser in einer Pieii)scha!e.

worauf auf Taleum venetum filtriert wird, eine neutrale, klare Lösung,

die sehr aktiv wirkt.

Eigenschaften. Katalasen haben nur die Eigenschaft, Hydroper-

oxyd katalytisch unter Sauerstoffentwicklung zu zersetzen. Andere Peroxyde,

M F. Xruhaus
,

Contribution ä Tetudc des fermonts oxydants de l'actiou com-

liinee de la Peroxydase et de la catalase. Geneve 1905. — BateUi et Stern, Prepa-
ration de la catalase animale. Soc. Biologie. LYII. p. 264 (1904).

-) Leo Licbermann, Beiträge zur Kenntnis der B'ermentwirkung. Archiv f. d. ges.

Physiol. Bd. 104. S. 2U3 (1904).

^

5*
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auch das Äthylhydroperoxyd i) ,
werden von Katalase nicht angegriffen.

Sie übt keinen oxydierenden Einfluß aus, kann also nicht als eigentüches Oxy-
dationsferment gelten. Von ihr wird aus Wasserstoffsuperoxyd nur mole-

kularer Sauerstoff frei gemacht. Die ihr von Loew u. a. zugeschriebenen

oxydierenden Eigenschaften beruhen auf Verunreinigung mit Peroxydase.
Auch die Umwandlung von Schwefel zu Schwefelwasserstoff 2) findet

nicht statt.

Durch die Katalase wird auch die Oxydationsgröße der Oxygenase
nicht im mindesten herabgesetzt.

Aus den sehr genauen Untersuchungen Senters geht hervor, daß

die Katalasereaktion in erster Annäherung proportional der Konzentration

des Ha O2 verläuft, insofern als die Konzentration zwischen "/goo und ™/iooo

variiert. Bei stärkeren Hg Oo-Lösungen besteht im Gegenteil diese strenge

Proportionalität nicht mehr; die Pieaktion verläuft relativ schneller in ver-

dünnteren Lösungen, obwohl der Unterschied ein kleiner ist.

H, 0, Konstante

0-0120

0-0122

0-175

0-188

0-192

0-225

Stärkere Konzentrationen wirken schädigend auf das Ferment.

Dabei ist auch Piücksicht zu nehmen auf die Temperatur. Zwischen

und 10" ist die zerstörende AVirkung einer mäßig konzentrierten Per-

oxydlösung auf das Ferment sehr schwach.

Der Geschwindigkeitsquotient für 10° Temperaturerhöhung ist etwa

1-5 Minuten.

Bei 65° verliert eine verdünnte Blut- oder Leberkatalase ihre Wirk-

samkeit in 15 Alinuten vollständig; bei 55° ist die Zersetzungsgeschwindigkeit
bedeutend kleiner: nach 2stündigem Erhitzen bei dieser Temperatur hat eine

Lösung noch etwa 5°/o ihrer ursprünglichen Wirksamkeit und nach Sstün-

digem Erhitzen bei 45° noch etwa 60°/o der ursprünglichen Eigenschaft.

Es ist also ratsam, die Messungen bei niederen Temperaturen vor-

zunehmen. Bei 0° bleibt eine Fermentlösung wochenlang fast unverändert.

Katalase aus Gekrösefett ist gegen Hitze widerstandsfähiger, wie solche aus

Pflanzensäften. Erstere wird zwischen 60—70° zerstört, letztere zwischen 40
bis 50°.

Konzentration des
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Die Säuren bewirken eine sehr starke Verzögerung- der Katalyse, oline

dal'j dadurch das Ferment dauernd geschädigt wird. Nach 2—;>stiindiger In-

kubationszeit mit der Säure und darauffolgender Neutralisation der Säure

mit Alkali wird die katalytische Kraft wieder hergestellt.

Salze haben auch eine verzögernde Wirkung; XaCl wirkt viel weniger

verzögernd als Kaliumnitrat oder KaUumchlorat.

Giftwirkung übt I Mausäure aus. Sie ist gleichfalls keine dauernde.

"Wird durch einen Luftstrom die Blausäure entfernt, so erholt sich das

Ferment, wenn auch nicht vollständig.

Messung der katalytischen Kraft.

Zu Vorversuchen oder zu \'ergleichsuntersuchungen läl'jt sich die fer-

mentative Wirkung einer Katalaselösung in der Weise berechnen, daß man
in passender Weise den entwickelten Sauerstoff mißt.

1. In ein mit I/oArscher Bürette versehenes Gefäß mit doppelten

Hähnen und Röhren gießt man 5—10 ow^ der Katalaselösung; hierauf läßt man
durch das Öffnen eines Hahnes PjO cm^ einer P/oigen Hydroperoxydlösung
zufließen. Die sich entwickelnde Sauerstoffmenge wird mittelst eines in Ver-

bindung stehenden Eudiometers gemessen nach 1, 2, 5, 10 Minuten. Ist

die bestimmte Zeit verflossen (mit dem Chronometer zu messen), so wird

der zum Eudiometer führende Hahn geschlossen und durch Senken der

Quecksilberkugel das Niveau äquihbriert. Da der ^'ersuch in sehr kurzer

Zeit zu Ende ist und in einem Raum mit konstanter Temperatur vorge-

nommen werden kann, so ist eine Barometer- und Temperaturkorrektur
zu solchen Untersuchungen kaum nötig, i)

Der Liebermannsche Apparat 2), der etwas kompliziert ist, kann

jedoch gute Dienste leisten und hat sich gut bewährt (siehe Fig. 13).

(Fabriziert bei Bender iV- Holbein, Zürich und München.)

In die Abteilung J. (Fassungsraum ca. 25 cm
3)

kommen mit Hilfe

einer Pipette nach Entfernung des bei E eingeschliffenen Manometerrohres

D und bei geschlossenen Hähnen «, c und d b cm^ einer verdünnten Fer-

mentlösung; hierauf wird der Hahn auch bei h geschlossen und der Apparat

umgekehrt Dann werden bei geschlossenen Hähnen e und/ bei F ö cm- einer

3°/oigen (resp. P/oij^en) Lösung von Wasserstoffsuperoxyd in die Abteilung B
gebracht (Fassungsraum ca. SOcw^), worauf Hahnr/ geschlossen wird. In die

Abteilung C (Fassungsraum ca. 25 cni^) kommen nun 5 cm^ einer gesättigten

Kochsalzlösung, worauf auch Hahn h geschlossen, der Apparat wieder um-

gekehrt und auf passende Art in ein Stativ geklemmt wird. Nun wird das so-

wohl nach aufwärts wie nach abwärts von in Millimeter geteilte, bis mit

Quecksilber gefüllte Manometerrohr D aufgesetzt. Die Hähne i und l» werden

') E. Halijf, La Catalasc daus les tissus des differeutes especes auimales. Geni've.

These de mödocine. 1904. p. 31.

^) Leo LichcnnaHii, Boiträtre zur Kenntnis der Fermentwirkungen, rfliic/ers Axchvf

f. Physiologie. Bd. 104. S. 179 (1904). Fig. 2.
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Fig. 13.

behufs Druckaiisgieichung geöffnet, dann

wird i wieder geschlossen. Der Schliff

bei E sowie sämüiche Hähne sind sorg-

fältig einzufetten. Bezüglich letzterer

sei noch erwähnt, daß die Hähne h, o.
r/

und h etwa mit 1 cm weiten Bohrungen
versehen sind, um den Flüssigkeiten

einen bequemen und raschen Durchfluß

zu ermöglichen.

Das ^lanometerrohr ist, soweit die

Millimeterteilung (100mm nach auf- und

abwärts) reicht, genau kaübriert, so daß

das Yolum in Kubikzentimetern für jeden

Millimeter aus der Kalibrierungstabelle

abgelesen werden kann.

Mischen sich nun die beiden

Flüssigkeiten bei geöffnetem Hahn a in

der Abteilung B und findet Gasent-

AHcklung statt, so steigt das Quecksilber

im Manometer, und es kann nun für

jede beUebige Zeitdauer des Versuches

das A'olumen des entwickelten Gases be-

stimmt werden. Hierzu ist es nur nötig,

dasselbe jedesmal auf gleiche Tempe-
ratur (0") und gleichen r)ruck (7(30 wm)
zu reduzieren.

Die Abteilung C dient dazu, einer

Übersättigung mit Gas vorzubeugen. Sie

wird darum mit einer gesättigten Koch-

salzlösung beschickt. Sie bezweckt zwei-

tens ein vollkommeneres Durchmischen

der in B befindlichen Flüssigkeit, indem

sie nach einer bestimmten Versuchs-

dauer nach C fällt, wenn Hahn
(/ ge-

öffnet wird. Endlich wird durch das

rasche Durchfließen der Flüssigkeit

einer Übersättigung vorgebeugt, und

gleichzeitig werden die an den Wänden
haftenden Gasblasen zum Verschwinden

gebracht.
Diese Methoden sind jedoch zu

unvollkommen, um dadurch zu absoluten

Werten zu gelangen. Sie können nur zu

Vergleichsversuchen dienen, d. h. um
die aktive Masse in einem bestimmten
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Quantum Ferment oder Organ und in einer bestimmten Versuchszeit zu

schätzen.

Bei solchen Experimenten ist es natürlich unumgäniilich notwendig,
für jede Kategorie von Versuchen bestimmte Normen zu wählen. In den Ba-

tdli- und Stern^chQW \'ersucheu wird die aktive blasse auf 1 g Sul)stanz und

1 Minute Zeit reduziert; z.B.: 5 cm» einer Leberemulsion zu V2000 haben

in der ersten ^Minute 2b cnv^ Sauerstoff entbunden. Nun enthalten diese

5 cm» 0"002ö Organsubstanz; folglich würde lg desselben Organbreies in

der ersten Minute 10000 cm^ Sauerstoff in Freiheit gesetzt haben.

Diese volumetrischen Methoden haben den Cbelstand
,
daß einerseits

Übersättigung mit Sauerstoff eintritt, wenn das die Flüssigkeit enthaltende

Gefäli nicht geschüttelt wird, während andrerseits beim Schütteln der Ein-

fluß der Gefäßwände einen unberechenbaren Faktor darstellt.

Da die nach den angegebenen Methoden bereiteten Katalasen so wirk-

sam sind, daß ihre verdünnten Lösungen in Wasser nur Spuren organischer Sub-

stanz enthalten, so läßt sich die katalytische Kraft durch Titrierung mittelst

verdünnter KMn Oi-Lösung messen, indem dadurch die jeweilige Konzentration

der verdünnten Lösung des Wasserstoffsuperoxyds bestimmt wird.

Sorgfältige Messungen (Senfer) haben nun dargetan, daß die Pieak-

tionsgeschwindigkeit in sehr verdünnten ( \/4so-wiolaren) H., Oo-Lösungen

proportional der Fermentkonzentration ist.

Die Keaktion wird nach Senter^) in mit Glasstöpseln versehenen

Erlenmeyerflaschen von oOO resp. 1000 cm'^ Inhalt ausgeführt; 100 resp.

400 cm^ Fermentlösung von passender Konzentration werden in einer dieser

Flaschen einige Stunden im schmelzenden Eise vorgekühlt und darauf 100

resp. 400 cm^ vorgekühlte Hj Og-Lösung hinzugefügt. Die Temperatur wird

sofort nach der Mischung gemessen, um sicher zu sein, daß sie wirklich 0"

beträgt; die einzelnen Proben — 25 resp. 100 cm^ — werden von Zeit zu

Zeit entnommen, in verdünnte Schwefelsäure gegossen, wodurch die Beak-

tion voUständig unterbrochen wird, und darauf mit 1/500-wiolarer KMnOi-
Lösung titriert.

Tabelle nach Senter.

t (Minuten) H« 0. 0-4;U3Kj

Wasserstoffsuperoxydkonzeiitration immer '/^,^-molar (in der ^Mischung), 400 f?H^ Kata-

laselösunsf mit WA) ciii'^ 11, 0„-Lösuug gemisclit und IOC c*«" titriert.

L 1 Vol. Fermentlösung in
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V. 1 Vol. Fermentlösimg in 120 Vol. Mischung:
43-7 —

eVe 40-8 0-0049

löVe 36-3 0-0056

25 31-0 0-0068

40V6 24-4 0-0068

65 16-1 0-0072

107 7-8 0-0075

MI. 1 ^'ol. Fermentlösung in 40 Vol. Mischung:
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Das so gewonnene dunkle, aber völlig klare Filtrat wird mit soviel

gesättigter Ammonsiilfatlösung versetzt, daß 25Voige Sättigung mit diesem

Salz erreicht wird. Dabei werden hier, wie auch fernerhin, immer, wenn

Ammonsulfat in Anwendung gezogen wird, soviel Tropfen verdünnter Soda-

lösung hinzugetan, daß die Flüssigkeit schwach alkalisch reagiert und deut-

lich nach Ammoniak riecht. In etwa 24 Stunden setzt sich dann allmäh-

lich ein geringer Niederschlag ab, der abfiltriert wird.

Das Filtrat wird in gleicher Weise auf ;)oY//oig6 Sättigung mit Salz

gebracht, der Niederschlag wiederum nach 20 Stunden durch Filtrieren

entfernt. Das so erhaltene vvasserklare, ziemlich dunkle Filtrat wird auf

eOVoige Sättigung mit Ammonsulfat gebracht. Dabei entsteht ein massiger

Niederschlag, der sich meistens in 24 Stunden vollständig absetzt.

Dieser Niederschlag, welcher die Aldehydase enthält, wird nach

24 Stunden abfiltriert, mit entsprechender Salzlösung ausgewaschen und

dann in destiUiertem Wasser aufgenommen, wobei er sich nur unvoll-

kommen löst. Frühestens nach einigen Stunden wird wiederum filtriert.

Das klare Filtrat mrd mit 95o/oigem Alkohol soweit versetzt, daß gerade
ein gut abfiltrierbarer Niederschlag entsteht. Dieser Niederschlag hat sich

nach einigen Minuten bereits abgesetzt und wird nun sofort von der

Flüssigkeit durch Filtrieren getrennt.

Es genügt, Alkohol in einer Quantität zuzusetzen, daß die Konzen-

tration desselben höchstens äO^/o beträgt. Der abfiltrierte Niederschlag
wird sofort mindestens 5—6mal mit kleinereu Mengen destillierten Wassers,

dem man einige Tropfen verdünnter Sodalösung zufügt, extrahiert. Die

Auszüge werden vereinigt.

Am besten läßt man den Niederschlag, um das Ferment vollständig

in Lösung zu bringen, fein verteilt über Nacht mit Wasser stehen.

Man hat nunmehr bereits eine helle Flüssigkeit, die aber regelmäßig

Eiweiß enthält.

Sie wird bei schwach alkalischer, durch Soda hergestellter Reaktion

mit einer verdünnten Lösung von Urauylacetat bis zum Entstehen einer

abfiltrierbaren Trübung gefällt, der Niederschlag ebenso wie der mit Alkohol-

fällung gewonnene behandelt.

Es resultiert eine wasserklare Flüssigkeit, die kräftig Salizylaldehyd

zu Salizylsäure oxydiert.

Eigenschaften: Aldehydase soll keine Eiweißreaktion geben. Sie

dialysiert schwer oder gar nicht, geht aber durch Chamberlandfilter. Sie

löst sich in Wasser, wirkt am besten in neutraler Lösung, alkalische oder

saure Reaktion wirkt hemmend. Sie ist mit Alkohol, mit l'ranylacetat fidl-

bar, sie läßt sich durch Ton filtrieren und verbleibt bei der Dialyse im

Pergamentschlauch. Die Aldehydase ist in 20"/oigem Alkohol deutlich lös-

lich. Sie wird durch geringe Mengen freier Säure, aber auch durch freies

Alkali, anscheinend am wenigsten durch Ammoniak ihrer oxydierenden

Wirkung beraubt. Die Aldehydase wird bei ihrer oxydativen Wirkung nicht

verbraucht.
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Ivleine Sodamengen beeinträchtigen bereits die Oxydation des Salizyl-

aldehydS; bei 0*5Vo leidet sie schon erhebUch, bei 0*7 "/o werden nur noch

Spuren oxydiert, bei l^/o findet keine Oxydation mehr statt; Zusatz von OlVo
Ka OH steigert die Oxydation, bei O'S", „ kommt sie schon nicht mehr zu-

stande; ganz geringer Salzsäurezusatz vermindert nicht den Grad der Oxy-
dation, bei einer Konzentration von l"/o werden nur noch Spuren von

Salizylaldehyd oxydiert. Bei 60" wird am meisten Salizylsäure gebildet, bei

75« wird das Ferment nicht vollständig zerstört. Durch Kochhitze wird es

vollständig zerstört.

Aldehydase oder Diastase oxydo-reductrice von Ahelous ist keine Oxy-
dase im Sinne von Bertrand, Chodat und Bach. Ihren Sauerstoffbedarf

nimmt sie aus den vorhandenen anorganischen oder organischen redu-

zierbaren Verbindungen ,
z. B. chlorsaurem Kali . Salpeter etc. Der Luft-

sauerstoff hemmt die oxydierende Kraft der Aldehydase; reiner Sauerstoff

ist noch schädlicher, ij

Zur Messung der oxydierenden Kraft bedient man sich einer kolori-

metrischen Methode. Die aus Salizylaldehyd gebildete Salizylsäure wird

mittelst Eisenchlorid oder Eisenammoniakalaun kolorimetrisch bestimmt.

Es sind nicht nur die Bedingungen der Oxydation durch dieses Fer-

ment, sondern auch das von Medicedew-) aufgestellte Wirkungsgesetz so

sonderbar, daß alle derartigen Angaben dringend einer eingehenden Re-

vision bedürfen.

*) Abelons et Aloi/, Influence des diverses conditions sur l'oxydation de l'aldehyd

salicylique par les organes et les extraits d'organes. Comptes rendus de FAcad. Sc. T. 136.

S. 1.Ö73. Soc. Biol. T. 53, p. 891 (1903). — Ibid., Sur l'existence dans l'organisme
animal d'uue diastase ä la fois oxydante et reductrice. Ibid. T. 55, p. 1355 et 1356.

') Medwedew, Über Oxydation skraft der Gewebe. Fttüqers Archiv. Bd. 65. S. 249

(1897).



Verdauung.

A. Operatiye Teclinik zum Stiidmin derVerdauungiind
der Piesorptioii.

Von E. S. London.

Allgemeine Bemerkungen.

ZAveck l)iologiscli-chemischer Untersuchungen über Verdauung- und Re-

sorption ist die Aufklärung der chemischen Reaktionen bei lel)enden Orga-
nismen. Diese oder jene Ergebnisse chemischer Reaktionen resultieren aus

den letztere begleitenden Umständen. AVill man daher biologisch-chemische

Studien richtig angelegt betreiben, so müssen für dieselben ganz gleiche Ver-

hältnisse wie bei lebenden Orsranismen iieschaffen werden. Solche Verhält-

nisse in vitro zu erzeugen, ist jedoch ausgeschlossen, und es bleibt deshalb

dem Forscher nichts anderes übrig, als zu Untersuchungen an lebenden

Tieren Zuflucht zu nehmen. Untersuchungen in vitro können blol'i Orien-

tierungszwecken dienen.

Untersuchungen an Tieren ülier Verdauung und Resorption unter-

scheiden sich in solche an \ävisezierten und an operierten Tieren. Durch jede

Vivisektion mrd die normale Tätigkeit des Organismus von Grund aus er-

schüttert. Die durch Operationen herbeigeführten Veränderungen schwächen

sich dagegen gewöhnlich mit der Zeit ab und der Organismus kehrt dank

der ihm innewohnenden Anpassungsfähigkeit zu der normalen Tätigkeit

zurück. Deshalb soll man, wo es nur angeht, Untersuchungen an operierten

Tieren stets solchen an vivisezierten vorziehcMi.

Gegen das vorhin Angeführte wird schwerlich jt'uiand etwas einwenden

wollen und doch gibt es wenig Institute, an denen die Verdauungs- und Re-

sorptionsfragen in vivo oder wenigstens mittelst in \ivo gewonnener Säfte

studiert werden. Grund dieser Erscheinung ist meiner Ansicht nach in

erster Reihe die Vermutung, daß die Einrichtung für solche Versuche mit

sehr bedeutenden Auslagen verbunden ist. und in zweiter Reihe das Fehlen

einschlägiger literarischer Anleitungen über die bei solchen Arbeiten not-

wendige Technik.
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1. Operationsraum.

Die für Untersucliungen an Tieren (als passendstes Material kommen

vorläufig Hunde in Betracht) unumgänglich notwendige Einrichtung kann man
keinesfalls als kostspiehg- bezeichnen. Sind ausreichende Mittel vorhanden,

so kann es selbstredend nichts schaden, den Operationsraum ebenso schön

einzuricliten, wie in den musterhaften chirurgischen Kliniken, al)er unl^edingt

notwendig ist das nicht. Auf Grund meiner reichen persönlichen Erfahrung
darf ich nämlich behaupten, daß im gewöhnlichen Lokal mit gleichem

Erfolge operiert werden kann. \ne im best eingerichteten Operationssaal.

Infolge von Zwangsumständen habe ich mehrmals sehr ernste Operationen
in dem bei meinem Laboratorium befindlichen Hundozimmer, in dem ständig

mehrere operierte Hunde untergebracht sind, und wo deshalb von einer asep-

tischen Umgebung keine Rede sein kann, vornehmen müssen, und doch

hatte dies für meine Operationen keine nachteiligen Folgen. Steril, und
zwar genauest, muß nur das sein, was mit dem eigentlichen Opera-
tionsfelde in unmittelbare Berührung kommt. Reinhaltung der wei-

teren Umgebung ist gewiß wünschenswert, aber nicht unbedingt notwendig.

2. Aseptische und antiseptische Maßregeln.

Bei der Sterilisierung von Gegenständen, welche mit dem Operationsfeld
in Berühruug kommen, hat man sich nach den allgemein iil)Iichen Regeln
der chirurgischen Aseptik und Antiseptik zu richten. Instrumente und Seide

siede man in P/oiger Sodalösung und halte sie dann während der Ope-
rationszeit in 27oiiicr Karbolsäurelösung. Watte und Verbandstoffe steri-

lisiere man im Autoklaven. Die Hände reinige man mit Seife, warmem Wasser

und Büi'ste und tauche sie dann auf einige Minuten in l%oige Sublimat-

lösung und wasche endlich mit Alkohol. Während der Operation selbst,

wenn die Hände zufällig mit nicht sterilen Gegenständen in Berührung
kommen, dürfen diese mit Sublimat gereinigt werden.

Die Vorbereitung der Hunde zur Operation geschieht auf folgende
Weise. 24 Stunden vor der Operation muß die Verabreichung von Futter

eingestellt werden. Anwendung von Abführmitteln (Kalomel) ist ganz über-

flüssig. Empfehlenswert ist einige Stunden vor der Operation die Anwen-

dung eines Wannenbades, was aber auch unterlassen werden kann, wenn

große Umstände damit verbunden sind. Ich persönhch habe in den letzten

4 Jahre bei Hunden davon Abstand genommen und zwar selbst bei Aus-

führung äußerst gefährlicher Operationen, me z. B. die Ecksche Operation,
während der die Bauchhöhle 1^2

—2 Stunden offeu bleibt, und deshalb In-

fektion leicht möglich ist.

Am besten schützt man die Bauchhöhle vor von außen eindringen-

den Infektionen durch sorgfältige Hautdesinfektion um das Operations-
feld. Die Haare um die angemerkte Schnittstelle müssen möglichst weit

herum sorgfältigst abrasiert werden. Die entblößte Haut wird peinlichst

mittelst Bürste, Seife und warmem AVasser gewaschen und sodann reichlich
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mit lo/oigt'i' Siiblimatlösung-, Alkohol und Äther begossen, wonach der

Hund der ganzen Länge nach mit Handtüchern zugedeckt werden muß (ich

verwende 4 Stück) und nur ein Spalt für den Schnitt zwischen 2 Hand-

tüchern offen gelassen wird.

3. Instrumente.

Es soll die Minimalzahl der nötigen Instrumente augegeben werden.

1. Skalpell, spitze 2 Stück

., geballte 2
.,

2. Scheren mit Knopf, mittelgroß 1

ohne ,, .. 1 ..

nach Coojjer, kleine 1
,,

,, „ Richter, „ 1

Inzisionsschere 1

3. Pinzetten nach Waldeijer, breite 2

., ., schmale 1

Hakenpinzette mit Schraube 2

4. Kornzaugen nach Charrüre 6

„ und zugleich Nadelli alter .... 2

5. Ai'terienklemmen nach Fmn mit Lappenverschluli 24

Richelot, aufwärts gebogen 6

6. Knopfsonden aus Neusilber verschiedener iireite . (>

7. Hohlsonden 2

8. Akupressurpinzetten nach Allis 6

9. Unterbindungsnadel nach Leopold 2

10. Nähnadel, ganz gebogene, verschiedener Größe .12

„ runde für die Darmwand 12 ,,

gerade für Blutgefäße 12 ,,

Untersuchungsnadeln 6

11. Nadelhalter nach Martin oder anderen .... 1

12. Haken nach Prince, messerförmig 2

13. Löffel nach Volkmann 1

15. ^t'^sche Scheren 2

16. Langes Sezierraesser 1

17. Lijektionsspritzen 2

18. Leithaken 2 ..

19. Thermokauter 1

4, Fistelvorrichtungen.

Fistelröhren. Die Köhren sollen entweder aus reinem Silber oder

aus Neusilber gemacht werden. Man muß eine Sammlung von dreierlei

Arten von Köhren haben:

1. ICinfache Fistelröhre (Fig. 14). Sie besteht aus einer zylindrischen

Röhre mit einem an einem Ende fixierten breiten, ovalen Rande und einem

beweglichen Ring, dessen Öffnung dem Umfang der Röhre genau ent-



78' E. S. London.

spricht. Dieses Modell hat London an Stelle des üblichen (Tig. 15). welches

sich als unpraktisch erwiesen hat, eingeführt.

2. Ovale Fistelröhre mit Scheidewand. Man könnte sie als

„zweikammerig" bezeichnen. Dieses Modell (Fig. 16) hat London für den

Bedarf der Polyfistelmethode erfunden. Wie aus der Fig. 16 ersichthch. be-

steht dieselbe aus einer ovalen Eöhre mit einem an einer Extremität der-

Fig. 14. Fig. 15.

selben fixierten, ebenfalls ovalen, breiten Kand: die genau in der Mitte der

Röhre liefestigte Scheidewand tritt an beiden Enden derselben über deren

Rand hervor, wobei der 0-5 cm hohe Vorsprung an Stelle des breiten Randes

von einer bis zur anderen Seite desselben sich erstreckt; der äußere Ring
ist beweglich.

Fig. 16.

C

Fig. 17.

3. Zerlegbare Fistelröhre (Fig. 17). Sie besteht aus zwei Hälften,

die zusammengesetzt ein ganzes Rohr bilden: der bewegliche Ring ist mit

einer Schraube (a) versehen, welche das Zusammenhalten beider Hälften

bedingt. Dieses Modell findet nur in sehr seltenen Fällen Anwendung.
Es ist notwendig, einen \'orrat von Röhren verschiedener Größe zu

besitzen. Es kann nämlich eine Fistelröhre nur in dem Falle als ..gut"
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bezeiclmet werden, wenn sie eine vollkommene Ausscheidung des an

den Ort der Fistel gelangenden Chymus gestattet. Nun besitzt jeder

einzelne Hund bestimmte Dimensionen seines Darmlumens, deren Ab-

schätzung im voraus unmöglich ist. Dementsprechend ist es ratsam, vor

der Operation mehrere Fistelröhren verschiedenen Kalil)ers vorzubereiten,

d. h. dieselben mit den übrigen Instrumenten zusammen zu sterilisieren

und davon bei Besichtigung des Darmes das für den betreffenden Fall am
besten passende Exemplar zu wählen. Wonach man sich bei der Wahl der

Röhrengröße richten muß, wird weiter unten bei der Beschreibung der

Operatioustechnik erläutert.

Die Erfahrung hat gezeigt, daß folgende Dimensionen am zweck-

mäßigsten erscheinen. Alle Maße sind in Millimetern angegeijen.

1. Fistelröhre für den Magen.

Lumenweite 22

Röhrenlänge 40

Breite des inneren Randes . 10

Breite des äulkren Ringes . 12

2. Einfache Fistelröhre für den Darm.

Nr. 1 Nr. 2 Nr. H

Lumenweite 15 18 22

Röhrenlänge 40 40 40
Breite des inneren Randes . . Vs^j Vio Vio

o. Zweikammerige Fistelröhre.

Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3

Lumenweite 1^25') 'V^o 'Vss

Röhrenlänge 40 40 40
Höhe des inneren Scheidewand-

vorsprunges :-i 4 5

Höhe des äußeren Scheidewand-

vorsprunges 4 6 8

Breite des inneren Randes . . 5 6 7

Zerlegbare Fistelröhren müssen im allgemeinen gleiche Dimensionen

haben wie die einfachen; es muß nur hervorgehoben werden, daß die Länge
der Flügel (Fig. 11 c und d) 2—2V2 <^w* betragen muß.

5. Verschiedenartige für die Versuche nötige Vorrichtungen.

1. Ballon ap parate. London hat zwei Arten von Ballonapparaten

ausgearbeitet, welche allen Forderungen der Polyfistelmethode entsprechen:

*) über dem Strich ist die Breite des schmäleren, unter dem Stricii diejenige
des weiten Randes augegeben.
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aj knieförmig gebogener (Fig. 18),

b) gerader (Fig. 19).

Diese Ballons werden von der Genossenschaft russisch-amerikanischer

Gummiwarenmanufaktur (St. Petersburg, K. Malm, Morskaja 34) angefertigt.

Im allgemeinen sind sie ziemlich gut und bequem; es erweisen sich aber

nicht sämtliche Exemplare in gleichem Maße dauerhaft; sehr häufig bilden

sich Löcher in den Ballons, so daß letztere die Luft nicht mehr halten

können. Die Erfahrung hat gezeigt, daß es sehr nützlich erscheint, die

Ballons vermittelst Gummileims mit einer Kondomgummikappe zu umhüllen.

c

Figr. 19.

Fig. 18.

Diese vermehrt die Festigkeit des Ballons, ohne seine Dehnbarkeit zu ver-

mindern.

Der BaUonapparat (Fig. 18—19) ist aus folgenden Teilen zusammen-

gesetzt: einer dickwandigen Gummiröhre (a). durch welche die Injektionen
in den Darm ausgeführt werden; einem Ballon (b), welcher im Darmlumen
durch die Bohre (c) aufgebläht wird. Um einen klaren Einblick in die

Art der Anwendung des Ballonapparates zu gestatten, wird hier die

Fig. 18 beigefügt. Sie zeigt, wie die Röhren a und c des Ballonapparates
durch Vermittlung von Glasröhren, welche einen in die Fisteh'öhre einge-
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steckten Pfropfen durclihohren, mit der äußeren Umgebung in Verbindung-
stehen.

Über die Ausrüstung des Ballonapparates sollen folgende praktische

Bemerkungen hinzugefügt werden. Der Pfropfen ,
welcher von den Glas-

röhren durchbohrt wird, mul'i aus Kork, nicht aus Gummi gemacht werden,

denn ein (nimmipfropfcn läßt sich sehr schwer in die Fisteiröhre derart

einpassen, daß er dieselbe dicht schließt und keine Flüssigkeit durchlälH.

Der Korkpfropfen wird noch vor der Operation eingepaßt, samt der Fistel-

röhre in Wasser ausgekocht und ca. 5 Tage lang in der Röhre gelassen;
im Verlaufe dieser Zeit verdichtet sich derselbe und nimmt eine konstante.

f

Fig. 21.

Fig. 20.

dem Lumen der Fistelröhre genau entsprechende Form an. Dann bohrt

man Öffnungen, durch welche die Glasröhren dicht durchgestochen werden.

Für das zum Ballon führende Gummiröhrchen wählt man ein enges (ilas-

rohr (2 mm), für das zu Injektionen dienende Gummirohr nimmt man dagegen
ein etwas weiteres Glasrohr {?j mm) und für das Ableitungsrohr, welches

zur Ableitung der auf der Strecke zwischen dem aufgebliihton Ballon und

der Fistelröhrenscheidewand ins Darmlumen sezernierten Säfte dient, wird

ein möglichst weites Glasrohr ausgewählt (4 mm).
2. Ableitungsgummirohr für den Magen- resp. Darmsaft

(Fig. 20). Diese Vorrichtung wird folgendermaßen zubereitet: Man nimmt

ein dickwandiges Gummirohr mit der Lumenweite von ;->
—5 nnri und brennt

Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. Ell. (3
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in dessen obere Hälfte mit einem glühenden Draht viele Seitenoffnungen in

einem solchen Abstand voneinander durch (a) , daß die Elastizität des

Kohres nicht vermindert wird, wonach man die betreffende Röhre für einige

Minuten in Petrol eintaucht. Dann nimmt man eine dicke, elastische

Gummischeibe von 5—6 cm im Diameter (h) und führt durch die in

deren Zentrum gemachte ÖffnuDg das erwähnte Gummirohr unterhalb der

durchgebrannten Löcher ein. Endlich steckt man ins untere Ende des

Fig. 22.

Gummirohres eine Glasröhre von entsprechender Weite ein (c) und die

Vorrichtung ist fertig.

3. Speichelröhren. Man soll zweierlei Trichterröhren aus Glas be-

sitzen: gerade (Fig. 21) und gebogene (Fig. 22).

4. Glas- und Gummiröhren verschiedener Breite.

5. Pfropfen aus gutem Kork.

6. Mendelejefschev Kitt (vgl. S. 97).

6. Grundlagen der Operationsmethodik zur Untersuchung des

Verdauungsprozesses.

Zur Verarbeitung der Xahrungsstoffe bedient sich die Natur spezi-

fischer Fermente, welche von speziellen Drüsen zubereitet werden. Am Ent-
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stehuügsort sowie im entsprechenden Ausführungsgiinge befindet sich das

Ferment in relativ reinem Zustande; sobald es aber das Lumen des Aus-

führungsganges verläßt, kommt unter natürlichen ^'erhältnissen eine Ver-

einigung mit anderen Fermenten resp. verschiedenartigen fremden Stoffen

zustande. : Folglich erscheint es notwendig, um die Arbeit einer be-

stimmten Drüse zu verfolgen, deren Ausführungsgang von den umgebenden
Teilen künstlich zu isolieren. Solange es sich um einen Drüsenapparat han-

delt, dessen Sekret, bevor es nach außen sezerniert wird, sich in einem

gemeinschaftUchen Ausführungsgang sammelt, bietet die Isolierung des

letzteren von der Umgebung keine Schwierigkeiten. p]s existieren aber Ver-

dauungsdrüsenapparate, welche ihr Sekret durch zahlreiche, mikroskopisch

feine, auf einer großen Oberfläche der ^'erdauungstraktus\vand zerstreute

Ausführungsgänge absondern. Für solche Fälle haben die p]xperimentatoren

Thiry^) und Heidenhain^) das Prinzip der operativen Isolierung der

sezernierenden Oberfläche angewandt. Der isolierte Wandabschnitt

wird zu einem Blindsack vernäht und durch eine Fistelöffnung mit der

Außenwelt in Verbindung gesetzt.

Da die auf operativem Wege isolierte sezernierende Oberfläche von

dem Zusammenhang mit dem übrigen Verdauungstraktus ausgeschlossen

wird, ist es klar, daß für experimentelle Zwecke nur ein Teil der physio-

logisch tätigen Oberfläche isoliert zu werden braucht, da ja dessen Tätig-

keit über die Gesamtoberfläche Aufschluß gibt. Erscheint der isoherte

Bezirk von den umgebenden Teilen gänzlich losgetrennt, so emanzipiert er

sich von der Unterordnung der funktionellen Harmonie des Verdauungs-

traktus, fängt an, selbständig, unabhängig von seinem Ganzen zu funktio-

nieren und kann infolgedessen nicht mehr als Zeiger dieses Ganzen

dienen.

Auf Grund dieser Tatsache benutzte J. F. Faivlow'^) als Grundlage

der Operationsmethodik ein neues Prinzip, nämlich die operative Iso-

lierung eines Teiles des Ganzen unter Erhaltung der sekre-

torisch-nervösen Verbindung zwischen den einzelnen Teilen,

insofern dies in jedem einzelnen Falle möglich erscheint. Auf diesi'm

Grundprinzip hat Fawlow eine Reihe Operationen ausgearbeitet, durch

welche die Möglichkeit gegeben wurde, in viele bis dahin dunkle Fragen

der Verdauungsdrüsenphysiologie Licht zu bringen.

Aber auch diese Grundlage kann keine erschöpfende Bedeutung be-

anspruchen, indem das Prinzip der operativen Isolierung der Vei'dauung.^-

drüsenausführungsgänge an und für sich eine Quelle der liivollkommen-

heit dieser Methodik für die Untersuchung der Physiologie der X'erdauung

in sich birgt.

1) Thirij, Sitzungsber. d. Wiener Akud. 1864.

'-) Heidenhain, Über die Absonderung der Fundusdrüsen des Magens, rßiigers

Archiv. Bd. 19. S. 148 (1879).

') .7. /'. PawJou', Zur chirurgischen Methodik der Untersuchung der Magensekre-
tion. Verhandl. d. Ges. russischer Ärzte zu St. Peterslturg. S. 151 (1894).

6*
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Erstens schafft die stetige Abfuhr der Säfte nach außen im Ver-

dauungstraktus und zugleich auch im Gesamtorganismus abnorme Bedin-

gungen. Zweitens ist es plausibel, daß die normale Arbeit eines Organes —
nehmen wir als Beispiel das Pankreas oder die Leber — unter gleichzeitigem

Ausschluß von Produkten der Tätigkeit der betreffenden Drüse vom Yer-

dauungsprozeß zu verfolgen, gleichwertig einer Untersuchung von Verhält-

nissen erscheint, die unter exklusiven pathologischen Bedingungen statt-

finden können. Drittens schränkt uns die genannte Methode die Erforschung

der Verdauung nur auf diejenige der Sekretionstätigkeit der Verdauungs-

drüsen ein, ohne für die Untersuchung des Verdauungsprozesses selbst,

insofern in demselben physikalische resp. chemische Faktoren tätig sind,

einen Aveiteren Ptahmen zu schaffen.

All das Gesagte bewegte London, einen neuen Weg der Erforschung

des Verdauungsprozesses anzutreten, indem er seine Methodik auf einem

neuen Prinzip gründete, das von den erwähnten Fehlern frei sein soll.

Es ist das Prinzip der operativ-mechanischen Isolierung von Ab-

schnitten des Verdauungstraktus. Dieses Prinzip besteht darin, daß

das Tier im Bereiche des Verdauungstraktus einer Operation unterworfen

wird, welche nachher im Laufe des Versuches die Isolierung eines belie-

bigen Abschnittes des Verdauungstraktus gestatten soll, wobei die durch

die Versuchsverhältnisse bedingten Verluste an Körpersäften dem Organis-

mus während des \'ersuches ersetzt werden können und sämtliche Magen-

darmfunktionen außerhalb der Versuchszeit vollkommen normal ablaufen.

Da die Untersuchung des Verdauungsprozesses nach diesem Prinzip die

Anlegung einer mehr oder weniger großen Zahl von Fisteln voraussetzt,

gab London seiner Methode den Namen ..Polyfistelmethode-' oder ..Tem-

porärisolierungsmethode'" zur Unterscheidung von der früheren Methodik,

welche auf dem Prinzip der permanenten Lsolierung basiert (Dauerisolierungs-

methode).

Zur allseitigen Untersuchung des Verdauungsprozesses ist selbstver-

ständlich die Anwendung beider ^lethoden erforderlich.

7. Operations- und Versuchsmethodik.

Um Wiederholungen zu vermeiden, sollen hier vor allem einige Ope-

rations- resp. versuchsmethodische Angaben angeführt werden, welche zu

den meisten weiter unten zu behandelnden Fällen Bezug haben.

1. Eröffnung und Schließung der Bauchhöhle.

Abgesehen von einigen speziellen Fällen muß die Eröffnung der Bauch-

höhle in allen übrigen Fällen ausnahmslos längs der Linea alba geschehen.

Bei der Schnittführung durch die Haut muß man darauf bedacht sein, daß

die weiße Linie der Haut bei den Hunden fast niemals mit derjenigen der

Muskelwand zusammenfällt; letztere zieht mehr nach links, gerade in der

Mittellinie des Körpers, und läßt sich gewöhnlich leicht abtasten. Nachdem
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die Haut und die Apoueurose der Linea alba durchschnitten sind, kommt
man auf eine Schicht des subperitonealen Fetti>ewebes . das in Form von

Falten nach innen herabhängt. Der Operateur und der Assistent fassen

dasselbe an symmetrischen Stellen mit Tinzetten, ziehen es außerhalb der

Wunde hervor, und der Operierende macht nun einen Schnitt zwischen

den Pinzetten, welcher nach der einen oder anderen Seite verlängert

wii'd. Zuletzt werden die Falten nach außen gezogen und an der Basis

abgeschnitten.
In der Hegel kommt dabei keine Blutung zustande, so daß eine l'nter-

bindung der Gefäße entbehrlich erscheint. Einmal aber, augenscheinlich in-

folge einer Gefäßanomalie, trat an Stelle der abgeschnittenen subserüsen

Falte eine Blutung nach der Operation auf, welche den Tod des Hundes
zur Folge hatte. Um solchen ^'orkommnissen vorzubeugen, ist es zweck-

mäßig, jedesmal zu kontroUieren, ob nicht irgend ein bedeutendes Gefäß in

die Schnittwunde zu hegen gekommen ist Man vernäht die Schnittränder

schichtweise. Die Hautnaht wird mit Kollodium bestrichen.

2. Pflege der Tiere nach der Operation.

1. Nach sämtlichen Bauch- resp. Fisteloperationen bleiben die Hunde
2 Tage lang ohne jede Nahrung. Am o. Tag bekommt ein mittelgroßer

Hund viermal täglich je 100 rw^ Milch; am 4. Tag viermal je 100 rw^

]\Iilch und 50^ feingehacktes Fleisch; dann vergrößert man, entsprechend
dem Zustand des Tieres nach und nach die Nahrungsmenge, bis die

normale Bation erreicht wird. Es muß überhaupt hervorgehoben werden,

daß, insofern es sich um die Erforschung der Verdauung handelt, die Hunde
mit leichter und gut verdaulicher Nahrung gefüttert werden müssen: Milch,

Schabefleisch und Weißbrot. Sonst ist es sehr schwer, die Diät derart zu

regulieren, daß der Verdauungstraktus im nötigen Momente leer erscheint.

2. Zum Ausstreichen der Wunde sind am besten die desinfizierenden

und adstringierenden Salben zu empfehlen. Am besten gebraucht man fol-

gende Salbe: Menthol 0*1, Acidi salicylici 0"o, Zinci oxydati, Amyli tritici

aa. 6"0, Vaselini. Lanolini aa. 15*0.

A. Polyfistelmethode.

a) Historisches. Die Polyfistelmethode ist von E. S. London'^) lOOö

in Angriff genommen und von ihm technisch ausgearbeitet worden.

bj Das Wesen der Methode. Die Polyfistelmethode besteht darin,

dal'i der \>rdauungstraktus durch Anlegen von Fisteln in eine Reihe von-

^) E. S. London
,

a) Zum Verdauungschemismus im tierischen Organismus unter

physiulogischcu und pathologischen Verhältnissen. Zeitschr. f. phys. (.'hemie. Bd. 45-

S. 381 (1905). — h) Ein reiner Pylorusfistelhnnd und die Frage über Gastrolipase. Ibid.

Bd. 50. S. 125 (1906). — c> Methodisclic Aniraben. Ibid. Bd. 51. 8.241(1907). —r/v Zur

Technik der AV/oschen Operation. Ibid. Bd. 51. S. 4(57 (1907).
— c) Weitere metliodi-

sche Angaben. Ibid. Bd. 53. S. 246 (1907).
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einander abgegrenzter Abschnitte zerlegt wird. Diese Methode dient erstens

dazu, das Schicksal verschiedenartiger Substanzen l)ei ihrem Fortschreiten

durch einzelne Abschnitte des Verdauungstraktus zu verfolgen und zweitens

zur Gewinnung der im Laufe der Verdauung abgesonderten Säfte (Galle.

Pankreassaft, Darmsaft).
Die Ausführung der Polyfistelmethode ist nur dadurch möglich ge-

worden, daß es gelang, die Fistel derart anzulegen, daß sie während des

Versuches auch tatsächlich einen Teil des Verdauungstraktus vom anderen

abtrennt. Diese Möglichkeit AMirde durch Ausarbeitung einer Methode der

Anlegung von Fistelröhren mit weitem Lumen gegeben.

Es sei zunächst diese Methode im aUgemeinen geschildert. Auf die

zu verschiedenen Darmabschnitten gehörenden Details wird an entsprechender

Stelle eingegangnn.

c) Methode der Anlegung von Fistelröhren mit weitem
Lumen am Darm.

1. Man merkt sich die Schnitthuie und legt eine Beutelnaht nach

Lemhert, d. h. ohne die Schleimhaut mit der Xadel zu durchstechen, um
sie herum an. Die Schnittlänge muß derart berechnet werden, daß der

innere Ptand der Fistelröhre mit seinem queren, d.h. kürzesten Durch-

messer in die Schnittwunde eingeführt werden kann. Die Nahtstiche müssen

möglichst klein und häufig sein. Die Distanz zwischen beiden parallelen

Nahtreihen darf 2 mm nicht übersteigen. Der letzte Ausstich kommt gegen-

über dem ersten Einstich zu liegen.

"2. In der Mitte der Beutelnaht wird mit dem Skalpell ein Schnitt bis

zur Submukosa gemacht, darauf die Mukosa ebenfalls mit dem Skalpell

durchstochen und auf der übrigen Strecke mit der Schere aufgeschnitten,

indem man durch sie gleichzeitig zur Schonung des Nahtfadens die Mu-

kosa-Submukosa herauswölbt.

3. Der Operateur und der Assistent fassen (ersterer mit der linken

Hand) mit den Pinzetten die Schnittränder in der Glitte und der Operie-

rende schiebt mit der rechten Hand die Fistelröhre mit dem kürzesten

Durchmesser ihres inneren Randes in den Darm hinein, indem er, die ^A^unde

an ihrem distalen Ende mechanisch erweiternd, den ganzen inneren Piand

ins Darmlumen einzuführen sucht. Dank solcher Manipulationen wird die

minimale Dimension der Darmwunde erreicht.

4. Der Ein- resp. Ausstich des Fadens, welche vor dem Einführen

der Fistelröhre nebeneinander lagen, erscheinen jetzt voneinander entfernt;

infolgedessen wird die Beutelnaht mit derselben Nadel, Avelche aus diesem

Grunde vor dem Zuknoten des Fadens von diesem nicht abgenommen
werden darf, bis zur Stelle des ersten Einstiches fortgeführt. Der Faden

wird zuerst in einen chirurgischen, darauf in einen einfachen Knoten ge-

bunden. Dabei erscheinen die Schleimhautränder nach außen vorgestülpt.

Sie müssen mittelst einer Ideinen Schere oder eines Volkmann?<{^\\eii Löffels

vollkommen entfernt werden. Darauf wird der Faden in entgegengesetzter

Hichtung um die Fistelröhre gebunden, zugeknotet und abgeschnitten.



Verdauung: Operative Technik z. Studium d. N'crdauung u. d. Resorption. ^7

5. Man zieht das Omentum majus hervor, lei>t einen Rand dessellien

auf den Fistehiihrenrand auf, durchschneidet es mit dem Skalpell in der

Richtung des Diameters und schiebt die Scimittränder längs der iiulteren

Röhrenwand bis zur Rei'ührung' mit dem Darm herab. Hier wird das Netz

in Falten gelegt und von beiden Seiten an die Darmwand angenäht. Zu

diesem Zwecke bedient man sich langer Fäden und runder, nicht schneidender

Nadeln. Man macht 2 Nahtstiche, indem man nur die Muskularis fallt.

6. Die Darmschlinge samt der Fistelröhre wird in ein Miilltucli ein-

gewickelt und auf die Seite geschoben. Der äuüere Fistelring wird auf

diejenige Stelle der Bauchwand aufgelegt, an der man die Fistelröhre

nach außen durchführen will . und entsprechend dessen Diameter wird

ein Hautschnitt gemacht. Der Schnitt muß möglichst nahe an die Linea

alba geführt werden, um die Fistelröhro in mehr vertikale Lage zu bringen.

Dies ist besonders wichtig bei zweikammerigen Piöhren, bei denen bei mehr

horizontaler Lage das Hinüiierfliel')en von einer Kammer in die andere

längs der Schleimhaut ermöglicht wird. Ohne den Ring abzunehmen, wird

dann unter Kontrolle der Finger der linken Hand die ganze Dicke der

Bauchwand durchschnitten. Der Diameter des äußeren Ringes erscheint als

der richtigste Zeiger für die Schnittlänge: Macht man einen längeren

Schnitt, so bleibt nach Durchführen der Fistelröhre freier Raum übrig,

wohin der Darminhalt gelangen und verschiedene Komplikationen (Abszesse,

Geschwüre etc.) hervorrufen kann; andrerseits ist es sehr schwer, die

Fisteh'öhre durch einen engeren Spalt durchzuführen. Die günstige Schnitt-

länge ist dadurch ausgezeichnet, daß die Fistelröhre nach dem Durch-

schneiden von der Haut dicht umfaßt wird.

7. Die Enden des Fadens, mit dem das Netz an den Darm an-

geheftet war, werden mittelst einer großen, mäßig gekrümmten Nadel unter

Kontrolle des linken Zeigefingers in der Entfernung von 1—2 cm vom

entsprechenden Schnittende, in 1— IV2 ^""^ Distanz voneinander durch

die Bauchwand geführt. Der Operierende schiebt dann durch den Schnitt

der Baucliwand einen PeVmschen Schieber durch und führt dessen Spitze

unter Kontrolle des linken Zeigefingers aus der Schnittwunde der Linea

alba heraus. Darauf senkt der Assistent die Darmschlinge samt Fistelröhre

resp. Netz vorsichtig in die Bauchhöhle ein. Der Operierende faßt den

Fistelrand mit dem bereit liegenden Pm»? sehen Schieber. ;Mit einem

zweiten Schieber wird der entgegengesetzte Fistelrand gefaßt, wenn aber

die Fistelröhre von großem Kaliber ist, nimmt man einen dritten und

einen vierten Schieber zu Hilfe. Man hilft sich nach Bedarf mit einer

anatomischen Pinzette und zieht die Fistelröhre nach außen hervor. Die

Fadenenden werden ad maximum angezogen und über einem ]\Rillpolsterchen

geknotet. Es ist ratsam, zu kontrollieren, ob nicht etwas in der Bauch-

höhle in die Fadenschlingc geraten ist. In der Regel ist es nicht der Fall;

doch ist mir ein Hund 20 Stunden nach der Operation dadurch zugrunde

gegangen, daß eine Darmschlinge vom Faden mitgefaßt wurde. Diese

ging in Gangrän über und hatte eine Peritonitis zur Folge.
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8. Die Bauchwunde wird zugenäht; auf die Fisteh-öhre mrd der äußere

Ring angelegt und darüber kommen noch 2 Gummiringe ( abgesclmittene
Stücke eines Gummischlauches von einem 3mal engeren Lumen als die Fistel-

röhre). Es ist sehr wichtig, darauf zu achten, daß die Ringe in richtige Lage
kommen. Wenn die Gummiringe den äußeren Fistelröhrenring zu fest an die

Haut andrücken, so daß letzterer alle Beweghchkeit einbüßt, so führt es

gewöhnlich zu dem Resultat, daß der vom inneren Fistelröhrenrand zu-

sammengequetschte Darmabschnitt gangränesziert, die Gangrän auf den die

Fistelröhre umgebenden Bauchwandbezirk sich ausbreitet, was das Heraus-

fallen der Fistelröhre zur Folge hat. Dies geschieht gewöhnlich am ?>. bis

4. Tag nach der Operation. Wenn keine anderen schweren Komplikationen

vorliegen, erscheint es möghch, den Hund zu retten, indem man eine zer-

legbare Fistelröhre von größeren Dimensionen (Fig. 17) als die herausgefallene
einführt. Dieses Vorgehen führt aber nicht immer zum Ziel, da die Gangrän

häufig progressiven Verlauf zeigt und außerdem durch Zufließen von Chymus
unterhalten wird. Falls aber der äußere Fistelring zu hoch über der Haut

gelegen ist, kann dies das Abreißen der an die Bauchwand augehefteten

Darmschlinge zur Folge haben (bei den Bewegungen des Tieres), was zu

einer tödlichen Peritonitis, hervorgerufen durch Einfließen von Darminhalt

in die Bauchhöhle, führen kann.

Die richtige Lage erlangt der äußere Ring in dem Falle, wenn er.

an der Haut gut anliegend, dennoch freie Beweglichkeit in der ganzen
Zwischenstrecke von V2

—
^/s c'" besitzt.

Am folgenden Tag nach der Operation wird der untere Gummiring
und nach 2—8 Tagen auch der obere Gummiring abgenommen und der

äußere Fistelring an die Fistelröhre in der Entfernung von ca. V2
— 1 ^"'

(je nach der Dicke der Bauchwand) von deren Rand angelötet. Gleichzeitig

werden die zur Befestigung der Darmschlinge an die Bauchwand angelegten
Nähte entfernt.

Die Hautnaht wird erst am 7. bis 10. Tag nach der Operation
entfernt.

d) Besonderheiten der Methodik der Fistelanlegung in ver-

schiedenen Darm ab schnitten.

a) Am kompliziertesten erscheint die Anlegung der Pylorusfistel.
An diese Stelle wie überhaupt ans Duodenum paßt nur eine große, zwei-

kammerige Fisteh'öhre.

Bevor man zur Prozedur der Fistelanlegung selbst schreitet, ist es

notwendig, zwei konstant bestehende Bauchfellfalten zu durchschneiden,

welche von beiden Seiten des Pylorusringes nach der Leber ziehen. Es ist

darauf zu achten, daß das seitens des Duodenums ziehende Band gewöhn-
lich mehr oder weniger bedeutende Gefäße enthält

,
die bei der Durch-

trennung geschont werden müssen. In manchen Fällen trifft man außerdem

noch einige fadenförmige Bänder, die am besten ebenfalls durchschnitten

werden. Der zweite Vorbereitungsakt besteht darin, daß man denjenigen

Teil des Gallenganges abpräpariert resp. heraustrennt, welcher in der Dicke
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der Duodenalwand bis zu seiner Einmündungsstelle in das Darmlumen ge-

legen ist, ohne selhstverstihullich den i)ann zu eröffnen.

Beide beschriei)enen ^'orbereitungsakte sind in folgender Beziehung

wichtig. Die Durchtrennung der Bänder verleiht dem Pylorusteil des Magens

resp. Duodenums größere Beweglichkeit, wodurch die Befestigung der letzteren

an die Bauchwand ei'leichtert wird. Dies ist besonders wichtig i)ei Hunden

mit vorstehendem Thorax. Der zweite Akt erscheint deshalb von Wiciitig-

keit. weil er die Möglichkeit gibt, die erste Papille vom Bande der Fistel-

röhre weiter nach lückwärts zu schieben, was bei kurzem Duodenum von

besonderer Bedeutung ist.

Es gilt überhaupt als Regel, daß der Darm mit der Zeit sich etwas

proximalwärts zu verschieben pflegt. Wenn also die Papille zu nahe an die

Fistelscheidewand zu liegen kommt, kann sie mit der Zeit jenseits der-

selben sich verschieben, so daß das Sekret dieser Papille (Galle und

Pankreassaft) ,
anstatt durch die anale Kammer nach außen abzufließen,

sich den durch die orale Kammer heraustretenden Magenausscheidungen

beimengt.

Zum Zwecke der i.;iöglichst bedeutenden Entfernung der ersten Pa-

pille vom Fistelröhrenrand ist es vorteilhaft, mit der analen Befestigungs-

naht denjenigen Bezirk des Duodenums mitzufassen, aus welchem dei-

Gallengang herauspräpariert war. Die orale Befestigungsnaht zieht durch

die Serosa resp. Muscularis des Pylorusteiles des Magens in dem Abstand

von l—2 on vom Pylorusring.

Bekanntlich mündet der erste Pankreasgang in der Regel in die gleiche

Papille mit dem (jallengang ein. indem er in den letzteren unweit der Pa-

pille durchbricht. Es kommen aber verschiedene Anomalien vor; es kann

z. B. der Pankreasgang oberhalb der (iallenpapille einmünden, auch kommt
ab und zu außer den beiden Hauptgängen noch ein akzessorischer Aus-

führungsgang vor, welcher gerade an der für die Fistel bestimmten Stelle

einmünden kann. Alle diese Anomalien, wenn sie auch selten sind, müssen

in Betracht gezogen werden. Am einfachsten ist es dann, den abnormen

Gang zwischen zwei Ligaturen zu durchschneiden.

Um Beimengungen der Ausscheidungen der ersten Papille zu ver-

meiden , ist es vorteilhaft, einige Wochen vor der Pylorustistelanlegung

eine Transplantation der genannten Papille vorzunehmen.

Die Operation 1) setzt sich aus folgenden einzelnen Momenten zu-

sammen:

1. Am Duodenum werden zwei Klemmpinzetten angelegt; die eine am

Pylorusende, in einiger Entfernung von der Einmündungssteile (U'S Gallen-

ganges, und die andere im Zwischenraum zwischen der Papillaröffnung und

dem zweiten Pankreasausführungsgang.

') E. S. London, Weitere methodische Angaben. Zeitschr. f. physiol. Chemie.

Bd. 62 (1909).
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2. l cm von der Einmünduugsstelle des Gallenganges in das Duo-

denum entfernt wird der erste Knoten derjenigen Naht angelegt, mit

welcher späterhin der Duodenallappen angenäht werden soll.

0. Der mit pro\dsorischer Ligatur versehene Lappen wird aus dem
Duodenum in der Weise herausgeschnitten, daß die Papille in einiger Ent-

fernung vom Lappenrande zu liegen kommt.

4. Die Ränder des Duodenaldefektes werden zu der herangezogenen
ersten Jejunumschlinge zugenäht, auf welche Weise der entstandene Defekt

am besten ergänzt wird.

5. An den Lappen wird die eine oder die andere Schhnge des Duo-

denums oder des übrigen Darmteiles — am besten die zur Defektergänzung
dienende erste Jejunumschlinge

—
herangezogen und mit dem rechten

Rand des Lappens durch eine fortlaufende Naht vereinigt; darauf wird

neben der Naht eine Öffnung in die Darmwand eingeschnitten, in welche

der linke Lappenrand hineingestülpt und vernäht wird.

Zwecks Beseitigung der Beimengung der Säfte aus der ersten Papille

zum Magenbrei wurde noch in anderer Weise verfahren. Lcing^) hat z.B.

vorgeschlagen, den Gallengang samt dem ersten Pankreasgang zu unter-

binden und die Gallenblase in eine Darmschlinge einmünden zu lassen.

E. Zum-) hat eine besondere Kanüle beschrieben. Cohnheim und Dreyjus^)

legten am Duodenum nahe beieinander zwei Fisteln an und ließen den

Hund während des \'ersuches auf einer schiefen Ebene stehen.

Anwendung der Pylorusfistel. Die Pylorusfistel verfolgt dreierlei

Zwecke :

1. Die Bestimmung der Verdauung resp. Resorption im Magen, zu

welchem Zwecke das Exkret aus der oralen Fistelhälfte aufgefangen wird;

2. die Erforschung des Absonderungsganges aus der ersten Papille (Galle

und Pankreassaft), wozu die anale Fistelhälfte (der Ballon befindet sich in

der Mitte zwischen der ersten und zweiten Papille) dient; 8. die Unter-

suchung der Gallensekretion, zu welchem Zweck der erste pankreatische

Gang während der Operation unterbunden wird.

Versuchsanstellung am Pylorusfistelhund (Fig. 23). Behufs

ReguHerung der Pylorustätigkeit spritzt man durch die Röhre C des Ballon-

apparates von Zeit zu Zeit entweder den vom selben Hund in einem Vor-

versuch gewonnenen ^lagenbrei oder Produkte der Pepsinverdauung in \itro

oder — w^as auch am einfachsten ist — eine öVoige Pepton( Witte )lösung

in Vio normalen Salzsäurelösung. Zur Herstellung der Pepsinverdauungspro-
dukte verfährt man in der Weise, daß man 100—200^ fein gemahlenes Fleisch

') Lang, Über Eiwcißverdauiing und Eiweißresorption im Magen des Hundes.

Biochemische Zeitschrift. Bd. 11. S. 225 (1906).

'-) E. Zunz, Eine Kanüle zur Choledochoeuterotomie. Zeitschr. f. biolog. Technik

und Methodik. Bd. 1. S. 134 (1908j.

'') 0. Cohnheim und Drei/fus, Zur Physiologie und Pathologie der Magenverdauung.
Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 58. S. .50 (1908).

"
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mit ÖOO fw^Miatürlichem oder künstlichcni M;ii^eiis;itt hei ;iSH' binnen 12 l)i.s

24 Stunden verdauen laßt. Man läßt den \'erdaüUHj4.sbrei durch ein feines

Sieb und spritzt denselben portionenweise je nach Bedarf ins Duodenum.
Der in das Gefäß d fließende Saft (Galle + Pankreassaft) wird, wenn es

darauf ankommt, zum Injektionsbrei zu^efüi^t. Zur Sicherheit färbt man
den Injektionsbrei mit Methylenblau. Läßt der Ballon zufällii^' nach, so be-

merkt man dies gleich am Blauwerden der abfließenden Säfte.

[i) Die mittlere Duodenalfistel wird in der Mitte der ersten und

zweiten Papille angelegt. Der Darmschnitt muß derart geführt werden, daß

die Scheidewand näher an die erste als an die zweite Pai)ille zu liegen

kommt, indem die Darmwand, wie oben angedeutet, mit der Zeit sich

Fig. 23.

proximalwärts vorzuschielien pflegt, so daß die zweite Papille entweder auf

das Niveau der Scheidewand gelangt und infolge der Peristaltik der einen

oder anderen Seite derselben balanciert, oder aber sie stellt sich proximal
von der Scheidewand fest.

Anwendung der mittleren Duodenalfistel. Die mit dieser Fistel

verfolgten Zwecke sind zweierlei Art: 1. Die Bestimmung der aus der ersten

Papille stammenden Säfte für den Verdauungsprozeß und 2. die ^'erfolgung•

der Pankreassekretion aus der zweiten Papille.

Versuchsanstellung. Dem ersten Zweck entsprechend sammelt man
den aus der oralen Fistelhälfte heraustretenden C'hymus, während für den

zweiten die aus der analen Hälfte kommenden Säfte aufgenommen werden.

Zum Ilegulieren der Pylorustätigkeit leitet man in das untere Duodenum
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im ersteren Falle den in einem ^'o^ve^such am selben Hund gewonnenen
Brei oder einen künstlichen Fleischverdauungsbrei unter Zufügung von aus

früheren Versuchen gewonnenen Säften aus beiden Papillen. Die Säfte lassen

sich ganz gut konservieren, wenn man sie auf flachen, breiten Tellern bei

einer Temperatur von 20—25" C eintrocknen läßt. Die Trockensubstanz

wird dann noch im Exsikkator ü])er Schwefelsäure wasserfrei gemacht.
Solche Trocken Säfte behalten ihre ^'erdauungskraft unendhch lang. AVill

man aus der Trockensubstanz den natürlichen Saft herstellen, so achte man
darauf, daß der Saft der ersten Papille im Mittel nach den mehrfachen

Untersuchungen von London und Polowzowa i) O^'i^/o X und der Pankreas-

saft der zweiten Papille O'lOVo ^ enthält.

Handelt es sich um das Studium der Pankreassaftsekretion, so ver-

fährt man anders. Der aus der oralen Fistelhälfte herausfallende Brei wird

mittelst einer Pravazspritze durch das Einleitungsrohr in den Darm weiter

befördert. Vor dem Einspritzen wird der Brei durch ein feines Sieb

durchgelassen und mit Methylenblaolösung gefärbt. Der zwischen je zwei

Einspritzungen ausgeschiedene Pankreassaf t wird abgemessen und . wenn

es nur auf Quantumbestimmungen der Pankreassekretion ankommt, zum

Einspritzungsbrei hinzugefügt. SoU aber der Saft noch zu irgend welchen

anderen Untersuchungen dienen, so muß er durch entsprechende Mengen von

Vorratssaft ersetzt werden. Nur bei einem solchen \'erfahren bekommt man

genaue, als Norm geltende Daten. Bei der üblichen Methode (Pankreasfistel)
verläuft der Verdauungsprozeß anormal, weil der während des Versuches

sich absondernde Saft dem Verdauungstraktus entzogen wird.

v) Die untere Duodenalfistel wird gewöhnUch 5— (> cm unterhalb

des zweiten Pankreasganges angelegt, in welchem Falle die Operation gar
keine Schwierigkeiten darbietet. Wenn es aber wünschenswert erscheint.

die Fistel weiter unten anzulegen, ist es nötig, diejenige Mesenterialfalte

anzuschneiden, welche den unteren Teil des Duodenums resp. den Anfangs-
teil des Jejunums an die Wirbelsäule (Plica duodeno-jejunalis) befestigt.

Auch hier muß eine zweikammerige Fistelröhre angelegt werden.

Anwendung. Die mit dieser Fistel verfolgten Zwecke sind zweierlei

Art: 1. Die Bestimmung der Bedeutung der Duodenalverdauung, wozu die

aus der oralen Fistelkammer aufgenommenen Produkte der Analyse unter-

worfen werden; 2. zur Gewinnung des Saftes, welcher von den duodenalen

Drüsen abgesondert wird, zu welchem Zwecke der aus der analen Fistel-

öffnung abfließende Saft gesammelt wird; letzterer stammt aus dem z^dschen

Ballon und Scheidewand eingerahmten Darmabschnitt.

Versuchsanstellung. Dieselbe wie bei der mittleren Duodenalfistel.

S) Die übrigen Fisteln werden nach den oben erwähnten allgemeinen

Regeln angelegt. Es sei nur noch bemerkt, daß die Ileozökalfistel am Ende
des Ileums 4—5 cm entfernt vom Coekum anzuleaen ist.

*) E. S. London und W. W. Poloirzoira, Über das Verhalten verschiedener Eiweiß-

arten im Magen und oberen Duodenum des Hundes. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 57.

S. 113 (19ü8)'^
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z) Unter dem Namen ..Resorptionshund'' soll ein Hund verstanden

werden, bei dem ein beliebiger Darmabschnitt, vielleicht auch der ganze Darm,
von dem Orte der /weiten oder sogar der ersten Papille bis zum Coekum
zwischen zwei Fisteln herausgesondert wird, nachdem vorher der zweite

Pankreasgang unterbunden worden war, so daß außerhalb der ^'ersuchszeit

der Darm unter den für denseli)en normalen Erniihrungsverhältnissen sich

befindet und nur während des Versuches dem Einfluß der von oben zu-

fließenden Verdauungssäfte entzogen wird (Speichel, Magen- resp. Pankreas-

saft. Galle). Die Vorzüge, welche diese Methode der Heraussonderung von

Darmabschnitten vor der Thiri/-VcUa?.Qhen, welche weiter unten ihre Be-

schreibung findet, hat, sind ohne weiteres klar: erstens wird der zur Unter-

suchung von normalen Verhältnissen bestimmte Darmabschnitt den nor-

malen anatomisch-physiologischen Bedingungen nicht entzogen, zweitens ist

dadurch die Möglichkeit gegeben, einen Darmteil beliebiger Länge zu isolieren.

Abgesehen davon, welchen Darmabschnitt wir zwischen zwei Fisteln

zu isolieren wünschen, muß in die proximale Fistel eine zweikammerige
Fistelrühre eingeführt werden, welche allein das isolierte Darmstück vor

dem Hineinfließen von aus den oberhali) desselben liegenden Bezirken

stammenden Säften zu verhüten vermag. Die zweite anale Fistelröhre kann

auch einfach sein. Der Resorptionshund kann auch selbstverständhch

mehrere Fisteln haben.

Anwendung. Der Resorptionshund wird gebraucht, wenn es wün-

schenswert erscheint, 1. die Resorptionserscheinungen im Darm zu unter-

suchen und "2. die Wirkung des Darmsaftes zu verfolgen. Wenn man dessen

Einfluß möglichst zu beschränken wünscht. l)enutzt man die Atropininjektion.

Als Nebenprodukt wird während des Versuches Darmsaft aus dem

Darmabschnitt, welcher sich zwischen der Fistelröhreuscheidewand und dem
Ballon befindet, durch das Ableitungsrohr (c) ausgeschieden.

Versuchsanstellung. Die Ausrüstung des Hundes ist aus der vor-

liegenden Abbildung (Fig. 24) klar. Man leitet die \'ersnchsflüssigkeit durch

das Rohr in den Darm und nimmt sie dann in ein Kölbchen auf, welches,

falls es sich auch um Darmsaftwirkung handelt, mit Eis beschickt sein muß.

Will man vergleichen, wie sich die Resorption verschiedener Darm-

teile verhält, so muß man die zu vergleichenden Abschnitte durch zwei-

kammerige Fistelröhren trennen. Als Beispiel soll der Fah (Fig. 25 und 2(5)

angegeben werden ,
in dem London ^

) und Sii^r^ vergleichende Unter-

suchungen über die Resorption in der oberen und der unteren Darm-

hälfte ausgeführt haben. Es waren dem Hunde :> Fisteln angelegt. Eine

von den Fistelröhren (eine doppelte ,
mit einer Scheidewand , '^/o., ww im

Querschnitt) wurde in den unteren Teil des Duodenums eingeführt: die

zweite derselben Art, nur in etwas kleineren Dimensionen — '"/20 w«m, wurde

in die markierte Mitte und die dritte endlich mit rundem Lumen (22 mm

*) E. S. London, Weitere methodische Angaben. Zeitschr. f. physiol. Cheni. Bd. fiO.

S. 191 (1909).
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im Querschnitt), ohne Scheidewand, in den Endteil des Duodenums, einige

Zentimeter vom Coekum entfernt, angelegt. Die Ausrüstung des Hundes

zum Versuch ist leicht aus den zwei beiliegenden Zeichnungen zu ersehen,

die das Aussehen des Hundes während des Versuches von zwei Seiten aus

darstellen. Die Zeichnung 25 stellt den Hund von der rechten Seite dar.

Hier ist die Fistelröhre, welche in das Duodenum angelegt war, zu sehen
;

a bedeutet die Röhre, durch welche man den Ballon aufbläht
;
h die Röhre,

durch welche die Versuchsflüssigkeit in das Jejunum eingeleitet wird; c die

Röhre, durch welche in die Schale e der Darmsaft abfließt, welcher wäh-

rend des Versuches von der Schleimhaut des Darmteiles, der sich z^^ischen

der Scheidewand der Fistel und dem Ballon befindet, abgesondert wird.

Die Flüssigkeiten, die sich oberhalb der Fistel sammeln, fließen in das

Fig. 24.

Gefäß d ab, der Wand der proximalen Fistelhälfte entlang. Die unresor-

biert gebliebene Versuchsflüssigkeit läuft durch die Röhre ./ (Fig. 26) in

das Gefäß l ab
; die Röhre ./'

befindet sich in einem Korken, der im Pro-

ximalteile der mittleren Fistel eingesetzt ist. In die distale Hälfte der

letztgenannten Fistelröhre ist ein Pfropfen mit drei Röhren eingebracht

worden : g für das Aufblähen des Ballons
;
h zum Einleiten der Versuchs-

flüssigkeit in die untere Hälfte des Darmkanals und i zum Abfließen der

Absonderungen der Schleimhaut des Darmteiles, welcher sich zwischen der

Scheidewand der Fistelröhre und dem Ballon befindet, in das Gefäß m.

Der unresorbiert gebliebene Teil des in die untere Darmhälfte einge-

spritzten Versuchsraaterials scheidet sich in das an der dritten Fistel an-

gehängte Kölbchen h aus (Fig. 25 u. 26).
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Wir wollen noch einio'e Fracen l)eant\vorten:

95

Fig. 25.

Fig. 26.

1. Wieviel Fisteln können im ^laximum einem Hunde angelegt werden V
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Die größte Zahl, mit der ich es zu tun hatte, war bis jetzt vier. Es ist

aber nicht ausgeschlossen, daß noch mehr Fisteln angelegt werden können.

Jedenfalls ist es vorteilhafter, bei einer und derselben Operation alle Fisteln

anzulegen, als je eine Fistel bei jeder Operation. Im letzteren Pralle hat man
bei den weiteren Operationen mit dem Netz, welches an den früheren

FistelsteUen verwächst, Schwierigkeiten.

2. Wie lange leben die Fisteltiere, wenn kein Zufall ihrem Leben ein

Ende setzt?

Ich besitze Fistelhunde, die schon vor 4 Jahren operiert worden sind

und sich vorläufig im besten Zustande befinden.

Das Schlimmste ist, daß sich die Fistel nach mehreren Monaten, sogar
nach Jahren bei einigen Tieren trichterförmig vom Darm abtrennt, so daß

die Kontinuität des Darmlumens sich vollkommen herstellt, und das Tier

für Experimente an der ausfallenden Fistel untauglich wird. Der Hunde-

organismus kämpft in dieser Weise siegreich gegen unsere Eingriffe.

B. Dauerisolierungsmetliode.

I. Speichelfistel.

a) Historisches. Zuerst wurde die Methode der Dauerfistelanlegung

durch Einheilung einer metallischen Kanüle von Cl. Bernard
^) 1856 aus-

geführt. Schifft) modifizierte 1867 die Methode in der Weise, daß er den

abpräparierten Speichelgang durchschnitt und das zentrale Ende in eine

Mundhöhlenwandöffnung einnähte. GUnski^) hat 1895 diese ÄcAi/sche ^le-

thode bedeutend verbessert.

h) Operative Technik.

1. ^lan sucht die Öffnung des betreffenden Ganges an der Mund-

schleimhaut auf. Die Gl. submaxillaris mündet ins Frenulum ünguae unge-
fähr 0'5 cm über dem Mundhöhlenboden. Man erkennt die Stelle an deren

Farbe, die röter ist als die der umgebenden Schleimhaut. Die Parotis mündet

in der Oberlippe in einer Entfernung von 1 cm vom Zwischenpunkte am
Zahnrand zwischen dem ersten und zweiten Backzahn. Daneben befindet

sich die Mündung der Orbitaldrüse, ein wenig tiefer im Munde, entspre-

chend dem dritten Backzahn. In den betreffenden Speichelgaug wird, um
ihn während der Operation leichter vor Augen zu behalten, eine entspre-

chend feine Knopfsonde eingeführt, die Schleimhaut um den Speichelgang

im Umkreisdiameter von V^
— 1 cm umschnitten und der letztere bis zu

einer Tiefe von ca. 0"5 cm abpräpariert. An die frei hängende Schleimhaut

wird eine Ligatur angelegt.

2. In der Nähe des entblößten Speichelganges wird die Mundhöhlenwand

mittelst eines scharfen Skalpells durchstochen. Durch die gebildete Öffnung,

^) Cl. Bernard, Legons sur la physiologie exp(^riuientale. 1856.

-) Schiff, Legons sur la physiologie de la digestion. 1867.

•') Glinski, Zur Methodik des Studiums der Speichelsekretion. Verhandl. d. Ges

russischer Ärzte zu St. Petersburg. S. 340 (1894).
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welclie (hircli Abschneiden des Randes noch etwas verj^rößert wird, wird

die frei häni^ende Schleimhaut mittelst der erwähnten Ligatur durchge-

zogen und durch Nähte an die äußere Muiidhühlenwand befestigt. Ueim
Durchziehen des Schleimhautstückchens achte man darauf, daß der

Speichelgang nicht torquiert wird. Es folgt das Vernähen der Schleim-

hautwnnde.

Handelt es sich um den D. Stenonianus
,

so wird der pi-äparierte

Schleimhautlappen einfach auf die Haut der betreffenden Wange ge-

näht. Soll aber der D. Bartholinianus oder Whartonianus transplantiert

werden
,

so ist es ratsam
,

zuerst die beiden zusammen auf die äußere

Fläche des ^Mundhöhlenbodens abzuleiten, da dieselben ganz nahe neben-

einander am Frenulum linguae hegen und nicht ohne Schwierigkeit getrennt
werden können. Die Orientierungssonde wird in den D. Whartonianus ein-

geführt. Man wartet ab, bis die Wunde verheilt ist und unterbindet den

nicht in Betracht kommenden Speichelgang.

c) Postoperative Behandlung. Die Transplantation der Speichel-

gänge fällt am günstigsten aus bei Verwendung mittelstarker Seide und

dichten, knotenartigen Nähten. Sollte die Heilung der Wunde nicht per

primam ,
sondern per secundam intentionem erfolgen , so entsteht eine

Narbe, welche zu einer Verengung der Öffnung des Ganges führt. Um
diesem ^lißerfolg vorzubeugen, ist es notwendig, den Speichelgang möghchst
oft mit einer entsprechenden Knopfsonde zu bougieren.

Es kommt auch vor, daß das transplantierte Schleiinliautstück ab-

reißt oder in die Mundhöhle hineingezogen wird. Ist das einmal geschehen,

so ist die Operation als für immer mißlungen zu betrachten.

Ist die Operation gelungen, so muß man von Zeit zu Zeit die der

Fistelöffnung anliegenden Borken aufweichen und die Durchgängigkeit des

Kanales prüfen, indem man bei dem Hunde Speichelabsonderung durch

Darreichen von Zwieback oder Eingießen von Säurelösung in den Mund
hervorruft.

d) Anwendung.
1. AufSammlung von Speichel aus einer bestimmten Drüse unter nor-

malen Umständen.

2. Verfolgung der Speichelsekretion unter verschiedenen Bedingungen.

3. Studien der Gehirnfunktionen nach der Methode von ..bedingten

Reflexen" (Pawlotv).

e) Ver suchs ans t eilung. An der Hautstelle, an welcher der Speichel-

gang einmündet, wird ein mit einem Schirm aus durchsichtigem wasserdichtem

Stoff versehener Trichter (Fig. 22) vermittelst Mciideljer/f'^chen Kittes

(100(7 Kolojjhonium , 2b g gelbes Wachs, 40 ff Eisenmennige, Fe., Oj) be-

festigt; auf den Hals des Trichters wird ein Häkchen aufgekittet und auf

das letztere ein graduierter Zylinder. Die Hautstelle, an der der Trichter

angeklebt werden soll, wird vermittelst einer Schere von den Haaren befreit

(nicht rasiert!) und mit dem geschmolzenen, aber bis zur teigigen Kon-

sistenz abgekühlten (um Ekzem zu vermeiden) Kitt beschickt und nun wird

Abdorhalden, Handbuch der biochemischen .Arbeitsmethoden. III. 7
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der Trichter angeklebt. Vor dem Abnehmen des Trichters wird der Kitt

mit einem erhitzten Metallstab vorsichtig angewärmt.

* *
*

Anhangsweise soll hier auch die Technik der temporären Fistelanlegmig

angeführt werden.

Dem narkotisierten resp. kurarisierten Tiere macht man zwecks Iso-

Uerung des Ductus Whartonianus und Ductus Barthohnianus an der unteren

Seite der Schnauze, parallel dem Unterkieferrande in einem Abstand von

ungefähr 1 cm von demselben einen o—4 cm langen Schnitt . beginnend
2 cm vom Kinnwinkel. Man separiert die Faszie und schneidet den

M. mylohyoideus durch. Man präpariert dann vorsichtig den durchschnittenen

Muskel und findet darunter auf dem M. genioglossus die Ausführungsgänge
der submaxillaren und sublingualen Drüse. Der D. AMiartonianus unter-

scheidet sich von dem D. Bartholinianus dadurch, daß er dicker ist und

näher der Mittellinie liegt. Will man die Ausführungsgänge deutlicher her-

vortreten lassen, so bringt man in den Mund des Tieres irgend ein Reiz-

mittel, z. B. schwache Salzsäure. Man legt an den bloßgelegten Gang peri-

pherisch eine Ligatur an, schneidet den Gang soviel an, daß die bereit-

liegende Kanüle leicht eingeführt werden kann. Die eingeführte Kanüle

wird mit einer Ligatur befestigt.

Behufs Isolierung des D. Stenonianus macht man einen H on langen
Hautschnitt in dem mittleren Teil der Linie, welche den unteren Ohr-

muschelrand mit der Basis des ersten Backzahnes vereinigt ,
und findet

leicht den Ausführungsgang auf den M. masseter.

Anwendung:
Studium der Speichelabsonderung unter nervösen und vaskulären Ein-

flüssen.

Versuchsanordnung. Die Kanüle, welche in den Ausführungsgang

eingeführt worden ist, wird mittelst Kautschukrühre mit einem langen, auf

einer Skala horizontal liegenden Glasrohre verbunden. Während des Ver-

suches notiert man von Zeit zu Zeit das Niveau des Speichels im Rohr,

das, sobald es gefüllt ist, durch ein anderes Rohr ersetzt wird. Anstatt

die Röhre immer zu wechseln, kann man auch anders verfahren: man
schaltet vor dem Glasrohr ein seithches Abflußrohr ein, durch welches

man jedesmal die angesammelte Flüssigkeit ablaufen läßt.

Die Speichelabsonderung läßt sich auch registrieren, und zwar in

verschiedener Weise. Entweder läßt man nach C. Ludwig ^) den Speichel

aus der Kanüle in ein Wassermanometer mit leichtem Hebel fließen, oder man
läßt nach Bayliss und Starüng -) Speicheltropfen auf eine kleine Glimmer-

scheibe fallen, welche mit dem Hebel einer Iforfyschen Trommel verbun-

den ist; die Kapsel wird durch ein Kautschukrohr mit einer zweiten

') C. Ludu-ig, Lehrbuch der Physiologie. 186L

^) Zitiert nach ,/. P. Pairloir, Tie(/ersfedfs Handbuch der physiologischen Methodik.

II. Teil. 2. Abt. S. 180 (1908).
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Trommel verbimden , deren Hebel an einer lantzsam rotierenden Trommel
die fallenden Tropfen verzeichnet. Popielski

'

) photo<irapliierte das sich in

dem Rohr fortbewegende Niveau der Flüssigkeit.

II. Ösophagusfistel.

a) Historisches. Ol. Bernard-) war der erste, der die Ösophagus-
fistel eingeführt hat. Am Hunde technisch ausgearbeitet hat sie Paivlow.

h) Operative Technik.

1. Es wird ein I lautschnitt längs des inneren Randes des linken

M. sternocleidomastoideus, von der unteren Kehlkopfgrcnze angefangen,
10 cm weit abwärts geführt.

2. ]\Ian isoliert die Speiseröhre in der Mitte des Hautschnittes in

einer Strecke von 5 cm . legt an beiden Enden des isolierten Abschnittes

je eine Gummischlauchligatur an und durchschneidet in der Mitte.

o. Die Ösophagusabschnitte werden in die Winkel der Hautwunde ge-

bracht und dort mit den naheliegenden Halsmuskeln und mit der Haut vernäht,

wobei man darauf achtet, daß die Ösophagusüffnungen nicht verengt werden.

Die zwischen den Ösophagusenden liegenden Gewebe werden schichtweise ver-

näht. Die Hautbrücke, welche die eingenähten Enden trennt, soll nicht weniger
als 4—5 cm betragen. Diese Brücke kann auch von vornherein unverletzt ge-

lassen werden, in diesem Falle aber ist die Operationsausführung schwerer.

c) Postoperative Behandlung. Es ist für den Erfolg der Ope-
ration sehr wichtig, daß in der Postoperationsperiode keine Eiterung ein-

tritt
;
denn ist dies geschehen, so verbreitet sie sich sehr rasch. Des-

halb muß die Operation möglichst rein gemacht werden und nach der

Operation muß die Wunde bis zur vollen Yerheilung mit O'P/oiger Sublimat-

lösung mehrere Male im Tage gewaschen werden.

Die Fütterung des Tieres geschieht in der ersten Zeit nach der Ope-
ration durch die Magenfistel. Nachdem aber die Wunde völlig geheilt ist.

beginnt man mit der Fütterung durch den unteren ösophagusabschnitt
mittelst einer Magensonde. Wird der ösophagotomierte Hund zur Gewinnung
von größeren Magensaftmengen gebraucht, so müssen ihm reichlichere

Quantitäten von Wasser resp. Kochsalz zugeführt werden.

Es kommt nicht selten vor, daß trotzdem während der Operation ein

genügend großer Zwischenraum zwischen beiden Ösophagusenden gelassen

worden ist, letztere sich mit der Narbung einander nähern, so daß sich

eine Kontinuität des Ösophagus einstellen kann. In einem solchen Falle

bleibt nichts anderes übrig, als eine quere Exzision in die Hautbrücke zu

machen und die Wundränder der Länge nach zu vernähen.

Ist die Wunde völlig geschlossen, so lockert man die Verbindung der

Ösophagusenden mit den umgebenden (ieweben durch einfache Traktion

mittelst den in die Öffnungen eingeführten Fingern.

^) Popielski, Dissertation. St. Petersburg. 1896.

-) CL Bernard, Lebens de physiologie opöratoirc. 1878.
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Gewöhnlich wird die Ösophagotomie mit einer Magenfistel kombi-

niert (Pauiow und Schuuwwa-Shiianoicshaja). Man legt zunächst die Mageu-
fistel an und schreitet zur Ösophagotomie nur dann, wenn die Magenfistel

gut verwachsen ist.i)

d) Anwendung:
1. Studium der Mundverdauung.
2. Aufsammlung von Magensaft, welcher durch Scheinfütterung her-

vorgerufen wird.

e) Versuchsanstellung. Handelt es sich um Abschätzung der Mund-

verdauung, so gibt man dem Tier eine bestimmte Speise per os und nimmt
die aus der oberen Ösophagusöffnung herausfallenden Entleerungen auf.

Zur Gewinnung von größeren Mengen Magensaft verfährt man fol-

genderweise: Der Hund wird in das Gestell getan, die Magenfistel geöffnet,

der Magen mehrmals gründlich mit Wasser ausgespült und unter der

Magenfistel ein Trichter mittelst Gummischläuchen befestigt. Der Trichter

enthält GlaswoUe, welche dazu dient, den Schleim zurückzuhalten. Das

Trichterrohr wird durch einen Gummischlauch mit dem für die Aufnahme

des Magensaftes bestimmten Gefäß verbunden. Man stellt vor das Tier eine

Schale mit ^/g kg in kleine Stücke geschnittenem Fleisch. Der Hund schluckt

gierig die Fleischstücke, welche aber bald durch die obere Ösophagusöffnung
in dieselbe Schale herausfallen, vom Hund wieder verschluckt werden, wieder

herausfallen usw. Die Scheinfütterung kann mehrere Stunden dauern.

Während der ganzen Zeit scheidet sich Magensaft ab.

Nicht immer ge^^^nnt man bei der Scheinfütterung reinen Magensaft,

da sich oftmals in den Magen Darmsäfte (Galle, Pankreas- und Darmsaft)

ergießen. Die Beimengung von Duodenuminhalt läßt sich ohne Schwierigkeit

erkennen, indem die Galle einen gelben Niederschlag bildet. Es gibt Hunde, bei

denen die Beimengung von Darm saften als Regel gilt; andrerseits aber gibt

es solche, bei denen die Darm Säftebeimengung ganz ausfällt. Der Magensaft,,

der sonst wasserklar ist, nimmt bei der Gallenbeimengung eine gelbe Farbe

an. Zur Entfärbung benutzt man mit gutem Erfolg Tierkohle.

III. Magenfistel.

a) Historisches. Bassow'-) und Blondlot ^) waren die ersten, die

eine Magenfistel zum Studium der Magenphysiologie angewendet haben.

b) Operative Technik:

1. Durch den 5—6 cm langen Bauchschnitt, sei es in der Linea alba

(zu Scheinfütterungsversuchen), sei es an einer anderen Stelle, z. B. längs

der Rippenlinie, wird die vordere Magenwand mit zwei Fingern nach außen

hervorgezogen. Man umsticht mit einer Beutelnaht die Linie des beabsich-

tigten Schnittes.

*) J. F. Paivlow und Schumotca-Simanowskaja, Die Innervation der Magendrüsen
beim Hunde. Arch. f. Anat. u. Phys. 1895.

') Bassow, Bulletin de la Soci^te des Xaturalistes de Moscon. T. 16 (1842).

^) Blondlot, Traitö analytique de la digestion. p. 202 (1842).
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2. Durch den uemachten Schnitt wird die untere Scheibe der Fistel-

röhre in die Ma^enhöhle eini^oführt; die Beutehiaht wird zugezogen und

über Mullpolsterchen geknöpft.

8. Man zieht durch die Seromuscularis der der Scheibe anliegenden

Masenwand einander aei;enül)er 4 Fäden, deren Enden mittelst einer \adel

an entsprechenden Stellen durch die Bauchwand gezogen wei'den. Nach Zu-

ziehen der 4 Nähte wird die llöhre in der Wunde fixiert. Wenn nötig, legt

man noch Hilfsnähte an.

c) Postoperative Behandlung. Dank der desinfizierenden Wir-

kung der Magensalzsäure verläuft gewöhnlich die postoperative Periode

ohne irgend welche Komplikationen, so daß keine besondere Pflege der

Wunde erforderlich ist. Nach ungefähr :> Wochen ist die Fistelkanüle schon

mit einer derben Narbe umgeben.

d) Anwendung:
1. Die Magenfistel wird häufig als Hilfsfistel benutzt, weil sie zur

Orientierung dienen kann, ob der Magen leer ist.

2. Will man reinen Magensaft aus der Magenfistel beim nicht öso-

phagotomierten Hunde l)ekommen, so verfährt man folgendermaßen: Man
öffnet die Fistelkanüle, spült den Magen gründlich mit warmem Leitungs-

wasser aus und gibt dem Hunde 20—HO Stücke Sehnen mit Fett allmählich

zu verschlucken. Die zugeführten unverdauhchen Stücke kommen bald wieder

durch die Fistelöffnung ganz nach außen. Sobald alle Stücke herausgefallen

sind, verschUeßt man die Fistelröhre mit einem Kork, welcher mit ,iner

bogenförmigen Glaskanüle versehen ist. Nach Verlauf von 5—6 Minuten

beginnt die Ausscheidung des Magensaftes. Sie dauert ca. l'/.,
—2 Stunden.

Der so gewonnene Magensaft ist mit Speichel vermengt. Ebenfalls nicht

selten wird der Magensaft durch die aus dem Duodenum kommenden

transpylorischen Säfte verunreinigt. Zur Gewinnung ganz reinen Magen-
saftes eignet sich die Methode also nicht.

3. Zum Studium des ]Magenchemismus verfährt man je nach den

Yersuchsbedingungen.

e) Versuch San Stellung. Handelt es sich um das Studium des Fjit-

leerungs- resp. Verdauungsvorganges, so verfährt man in folgender Weise: Der

Hund wird ins Gestell getan und seine Fistelkanüle geöffnet. Ist der Mauen

leer, so bekommt man aus der Fistelöffnung entweder keine Ausscheidung
oder nur geringe ^Mengen von alkalischem Schleim. Es kommt auch nicht

selten vor, daß im nüchternen Magen 20— )\0 cm^ schleimhaltiger saurer

Magensaft aufgefunden werden. Ein solcher Safterguß aus der Fistelöffnung

ist fast die Regel, wenigstens bei gierigen Hunden, wenn man das Öffnen der

Fistel vornimmt, nachdem der Hund mehr als ö—10 Minuten aufgestellt war

und folglich auf das Futter gewartet hat. Es soll deshalb die Fistelkanüle

möglichst i-asch geöffnet werden, sobald der Hund ins (Jestell getan worden

ist. Gleich nach dem Schließen der Kanüle soll die Fütterung erfolgen.

Nach einer bestimmten Zeit, wenn die Magenverdauung unterbrochen

werden soll, öffnet man die Fistelkanüle und läßt den Mageninhalt in das
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untergestellte Gefäß fließen. Ist der Mageninhalt breiig oder flüssig ,
was

gewöhnlich in der späteren Yerdauimgsperiode der Fall ist, so geht die

Ausscheidung von selbst vor sich. Ist aber die Speise noch wenig ange-

griffen, so muß man sich gleich von Anfang an damit helfen, die rechte Bauch-

wandseite (die Fistel wird gewöhnUch an der linken Seite angelegt) stark mit

der Hand zu drücken, und zwar in der Richtung zur Fistel. Die Massage
der Bauchwand l)egünstigt aber die Fistelexkretion nur so lange, als der

Magen noch mäßig gefüllt ist. Bleibt die günstige Wirkung der Massage aus,

so nimmt man die Entleerung mit dem kleinen Finger der rechten Hand

vor. Die letzten Pieste des Mageninhaltes werden mit reichlichen Wasser-

ausspiüungen entfernt. Die Ausspülung geschieht am besten in der Weise,

daß mau einen Trichter mittelst eines langen Gummirohres mit der Glas-

kanüle des Fistelrohrkorks vereinigt und y,
— 1 ^ Wasser in den Magen

eingießt. Beim Öffnen der Fistelröhre ergießt sich daraus das Wasser,

welches die Speisereste mit sich reißt. ]Man wiederholt die Ausspülung, bis

das Wasser ganz klar ist.

Kommt es nicht auf die quantitative Gewinnung des Mageninhaltes

an, sondern wünscht man nur eine Probe desselben für qualitative Be-

stimmungen zu erhalten, so verfährt mau folgendermaßen: Man schUeßt

die Fistelröhre mit einem Kork, in dessen ]\Iitte eine bogenförmige, weite

Glaskanüle mit einem durch einen Schieber geschlossenen Gummischlauch

angebracht ist. Aus dieser Köhre werden zu verschiedenen Zeiten während

der Verdauung bei Abklemmung des Schiebers für die Analyse Portionen

genommen. Bei dieser Versuchsanordnung kommt in der Hauptsache nur

derjenige Teil des Mageninhaltes zur Untersuchung, welcher sich während

des Probenehmens zufäUig in der Nähe der Fistel befindet. Zur Kontrolle

verfährt man deshalb noch anders. Man läßt zu einer bestimmten Zeit den

ganzen Mageninhalt durch die Glasröhre herausfließen, vermischt ihn gut,

entnimmt eine Probe und bringt den Rest dem Hunde per os oder per

fistulam zurück.

IV. Drüsenblindsäcke.

7.) Fuudusblindsack (kleiner Magen).

n) Historisches. Die Operation ist von Heidenhcdn'^) in Angriff

genommen und von Paivloic'-) wesentlich verbessert worden.

h) Operative Technik:

1. Der pylorische Teil des Magens und die Kardia werden durch

Gummischläuche vom Duodenum resp. Ösophagus abgeschnürt. Man achte

dabei darauf, daß die Magengefäße nicht verletzt werden. Der Gummischlauch

wird vorsichtig zAvischen der Magenwand und den Gefäßen des Omentum

durchgeführt.

') Heidenhain, Über die Absonderung der Fuudusdrüseu des Magens. Pßügers
Archiv. Bd. 19. S. 148 (1879).

-) J. P. Paiclow, Zur chirurgischen Methodik der Untersuchung der Magensekre-
tion. Verband!, d. Ges. russischer Ärzte zu St. Petersburg. S. 151 (1894).
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2. Man führt einen 8— 10 nu oder mein- (je nach der (irülje des

Marens) langen .Schnitt an der vorderen Magenwand (hn'ch Serosa und

Muscularis, parallel der Längsachse des Magens, angefangen 1—2 Finger
weit von der Grenze zwischen dem pylorischen und dem Fundnsteil des

Magens; daini führt man an der hinteren Magenwand einen symmetrischen
Schnitt, el)enfalls nur durch Serosa und .Muscularis. Die letztere kon-

trahiert sich und läßt ganz deutlich in der Schnittlinie die in der Suhserosa

quer verlaufenden Gefäße erkennen.

}}. Die Gefäße, welche sich durch den Schnitt hervorwölben , werden

an den Rändern der Serosa-Musculariswunde mit je 2 Ligaturen, die uui-

5—6 mm von einander entfernt sind, umstochen und unterbunden.

4. Der Assistent ergreift die Subserosa sumt Serosa an der Curvatura

major mit 2 Klemmpinzetten und der Operateur öffnet die ^Lagenhöhle

mittelst einer Schere zwischen den Schiebern . saugt den Mageninhalt

(Magensaft, Schleim. Speichel usw.) mittelst ]\lulltampons aus und spült

den Magen noch zweimal mit U'5"/oigcr Salzsäurelösung aus. Dann führt

man den Schnitt durch die übrige Mukosa und Submukosa bis zum Ende
des Schnittes, indem die Gefäße selbstverständlich zwischen den Knoten

geschnitten werden. Man erhält also einen Magenwandschnitt von einer

Dreieckform mit möglichst geschonten Yagusfasern.

5. Es folgt die Durchschneidung und Losprä parierung der Schleim-

haut an der Lappenbasis. Der Operateur umhüllt den Zeigefinger der

linken Hand mit Mulle, legt darauf die Lappenbasis der Serosa und führt

einen oberflächlichen Schnitt längs der ganzen Lappenbasis. Dann faßt der

Assistent mit 2 Pinzetten die Ränder des Schnittes an einer Ecke, hebt die-

selbe ab, damit der Operateur die Submukosa anschneiden kann; gleichzeitig

zieht der Assistent die angeschnittene Submukosa auseinander. So ent-

faltet der Assistent dem Operateur allmählich den Weg für den Schnitt

bis zur zweiten Ecke. Es entsteht dabei Rlutung, zu deren Stillung auf

die Schnittlinie ein länglicher Gazetampon für o—5 Minuten gelegt wird.

Erweist sich die Submukosa beim Abheben des Tampons noch nicht völlig

aufgeschnitten, so führt man das Skalpell noch einmal rasch der Schnitt-

linie entlang und legt nochmals einen Gazetampon in den Schnitt ein. Dann

werden unter allmählicher Abhebung des Tampons die blutenden (Jefäße

einzeln gefaßt und unterbunden. Die Submukosa erweist sich auf '

,
1 i-d/

nach jeder Seit(^ hin abpräpariert.

(). Die .Submukosa eines jeden Schnittrandes wird mit der Serosa der

Ränder des ersten Schnittes folgendermaßen zusammengenäht. Die End-

und Mittelpunkte der Schleimhautlappen werden durch 4 Schieber markiert.

Der Schnitt wird also in 4 Teile geteilt, entsprechend den anzulegenden

4 Nahtreihen. An jeder Seite wird nämlich der freie Magenrand, und zwar

dessen Muscularis samt Serosa mit der Subiinikosa der entsprechenden

Schleimhautlappenhälfte vernäht. Die erste Naht kommt auf die Subnnikosa,

ganz am Ende des betreffenden Randes, und auf die Serosa-Muscularis an

der Seite des entsprechenden Peans, wo sich auch der anzunähende Schleim-
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hautrand befindet. Die nächste Naht auf der Submukosa wird näher zur

Mitte der Schleimhautkante auf die Serosa, weiter von den Peans längs
dem Rande nach der betreffenden Höhle zu gelegt. So werden 7 bis

8 Nähte bis zum Pean, welcher sich in der Mitte des Lappenschleimhaut-
randes befindet, dicht neben einander angelegt. In derselben Weise werden

Nähte an jeder Hälfte beider Ptänder des Scheidenschnittes gemacht. Da-

durch entsteht eine kuppeiförmige Einwölbung beider Magenteile. Zwischen

den letzteren bleibt eine 3—4 cm breite Brücke aus Muscularis, Subserosa

und Serosa bestehen (Fig. 27). Die Brücke wird mit 4—5 quer durch-

geführten Fäden zusammengezogen und, wenn nötig, noch durch HiKsnähte

befestigt. Dadurch werden beide Magenteile von einander völlig getrennt.

7. Der Hauptmagen wird durch Nähte ganz geschlossen; der neu-

formierte „kleine" Magen wird zu einem Blindsack vernäht, wobei eine

ganz enge (von 2—3 mm Durchmesser) Öffnung übrig gelassen wird.

Fig. 27.

welche in die Mitte der Bauchwand beim Schließen derselben einge-

näht wird.

c) Postoperative Behandlung. Schon am nächsten Tage nach der

Operation fängt man an, das Sekret des kleinen Magens abzuleiten, wozu

man sich einer gebogenen Kanüle aus Glas bedient. Man leitet das Sekret,

solange der Hund in Freiheit bleibt, zweimal täglich nach außen. Sobald

der Hund sich soweit erholt hat, daß es ihm nicht schwer wird, im Ge-

stell lange zu stehen, leitet man den Kleinmageninhalt durch die in Fig. 20

abgebildete Piöhre ab.

Bei den Ivleinmagenhunden kommen mehrere Komplikationen vor :

1. Heftige Korrosion der Wunde. In diesem Falle erhält man
die besten Resultate, wenn man die oben angegebene Salbe (siehe S. 86)

anwendet.

2. Prolaps des kleinen Magens. Diese Komplikation ist gewöhn-
lich eine Folcre der ersten und wird dadurch hervorgerufen, daß die Narbe.
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welclie den kleinen Magen umgibt, wegen der Andauung gelockert wird.

Es genügt eine zufällige Steigerung des intraabdominalen Druckes, damit

ein völliger Prolaps zustande kommt. Der Prolaps erfolgt meistenteils in

der Nacht, wenn der Hund sich im Käfig befindet.

Gewöhnlich gelingt es ohne Schwit'rigkeiten, durch .Massage den pro-

labierten Pdindsack zu reponieren. Der Prolaps aber kann sich nach kui'zcr

Zeit wiederholen, weshalb eine radikale Operation eiiorderlicii erscheint.

Man reseziert aus dem kleinen Magen ein keilförmiges Stück und ver-

engert die Öffnung. Aber auch diese Operation führt nicht immer zum
Ziele. Ist dies aber der Fall, so eröffnet man die Bauchhöhle und näht den

kleinen Magen an die P>auchwand oder an den großen Magen.

d) Anwendung:
1. Gewinnung von reinem Magensaft.
2. Vergleichende Versuche über den Sekretionsvorgang bei \'erdauung

verschiedener Substanzen. Die absoluten Zahlen, die bei den Versuchen er-

halten werden, haben kaum eine physiologische Verwertung, wohl aber

gewissermaßen die Verhältnisse zwischen den einzelnen Zahlen.

e) Versuchsanstellung.
Bevor der Kleinmagenhund zum Versuche kommt

,
mu(i er nach

Pawlow einigen Vorversuchen unterworfen werden.

1. Bei leerem klagen, wenn die saure Sekretion ganz ausbleibt,

neckt man den Hund mit Speise und bestimmt die Magensaftmengen,
welche einerseits durch die Magenfistel aus dem Hauptmagen und andrer-

seits durch die Öffnung des Kleinmagens nach außen fließen.

2. Man führt dem Hunde per os eine magensafterregende (Fleisch

oder Liebigs Fleischextrakt) oder eine magensafthemmende (Butter, VA-

dotter usw.) Speise zu. Nach 1—2 Stunden entleert man den gi'oiion Magen,

spült denselben mit Wasser nach und sammelt den Saft aus beiden Fisteln.

Liefern dabei beide Fisteln Saftmengen in gewissermassen konstanten \'er-

hältnissen, so wird der Hund zu weiteren Untersuchungen als tauglich

anerkannt. Der positive Ausfall der Probe beweist, daß die \'agusäste

durch eine beide Magenteile vereinigende Brücke geschont sind.

Die Hauptversuche werden so angestellt, daß man dem nüchternen

Hunde eine Speise verabreicht und die kleine in Fig. 20 abgebildete \oy-

richtung einführt und je nach Vi Stunde das .Meßigefäl', wechselt. Aulier

der Quantität des Saftes hat auch dessen Verdauungskraft Bedeutung. Die

aufgesammelten Saftproben werden, falls sie nicht direkt zur Verdanung.>^-

prüfung kommen können, bis dahin auf Eis aufbt'walii't, weil in dw ^^ arme

die Verdauungskraft leidet.

Hierzu sei Folgendes bemerkt:

^lan kann nicht mit Sicherheit ausschließen, daß ein Teil des während

dieser Prüfungen sich absondernden ^lagensaftes ins Duodenum ül>ergeht.

Es ist ebenfalls noch nicht bewiesen, daß die konstauten Verhältnisse, welche

sich bei den erwähnten Prüfungen ergeben, auch dann vorhanden sind.

wenn der Hauptmagen sich in Verdauung befindet.
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Diese Fragen könnten selbstverständlich nur durch spezielle Unter-

suchungen an einem ösophagotomierteu Kleinmagenpylorushund entschieden

werden, d. h. an einem Hund, bei welchem eine Ösophagus-, Magen- und

Pylorusfistel und ein Kleinmagen vorhanden sind.

ß) Pylorusblindsackmagen (Sckemjak'ni '^).

Im allgemeinen wird der kleine Magen am pylorischen Teil des

Magens in derselben Weise angelegt wie am Fundusteil, nur müssen

folgende Punkte berücksichtigt werden:

1. Man führe den Längsschnitt, welcher den Pyloruslappen abtrennen

soll, an der Mittellinie zwischen der Curvatura major und minor. Ist der

Lappen nicht genügend breit, so hat man beim Vernähen desselben zu

einem Blindsack Schwierigkeiten, weil die Nähte wegen der Muskelkon-

traktionen zu angespannt sind und häufig durchschneiden.

2. Damit die Peritonealanheftungen der Magendarmgrenze nicht zu

stark gezerrt werden, ist es vorteilhafter, die Operation gleichzeitig vor-

zunehmen. Zuerst bildet man den Kleinmagen und näht dessen freie Öff-

nung in den Fundusmagen. Nach 3—4 Wochen, wenn der Hund sich ganz
erholt hat, öffnet man die Bauchhöhle seithch, trennt den Kleinmagen vom
Fundus ab, vereinigt ihn aber mit letzterem durch ;-> Nähte, schließt die

Funduswunde und lälit den Pvlorusmagen in die Bauchhöhle münden.*o^

y) Pylorussackmagen {Kresteß'-).

1. Beiläufig 4—5 cm fundalwärts vom Pylorus führt man 2 cm lange

Schnitte durch die Serosa und Muscularis der vorderen und hinteren Magen-
wand, zwei parallel der kleinen Kurvatur verlaufende, in einer Entfernung
von 1—2 cm von derselben. Löst man nun die Schleimhaut von der um-

schnittenen Serosa-Muscularis ab, so bleibt die letztere als Brücke, welche

den künftigen Pylorusmagen mit dem Fundusmagen vereinigt.

2. An die Schnittstellen legt man 2 Klemmpinzetten an, wobei letztere

an der kleinen Kurvatur unter der Serosa-Muscularisbrücke geleitet wer-

den und schneidet mit einer Schere die ganze Magemvand durch. Die ent-

standenen Wunden des Fundus- resp. Pylorusteiles werden durch Nähte

geschlossen. Die isolierte Serosa-Muscularisbrücke bleibt intakt.

3. Der Pylorusring wird zwischen 2 Klemmpinzetten ganz durchgetrennt.

4. Das Duodenum wird entweder direkt mit der Pylorusöffnung in

den Magenfundus eingenäht, oder aber es wird diese Öffnung vernäht und

eine seitliche Gastroenterostomie gemacht.

Anwendung und Yersuchsanstellung.
Die beiden Pylorussackmagen unterscheiden sich in bezug auf die

Anwendung und Versuchsanstellung in nichts vom Fundussackmagen.

') Schewjakin, L'excitabilite sp^cifique de la muqueuse ilu caual digestif. Arch.

des Sciences biologiques. T. 10. p. 87(1903).

-) Kresteff ,
Coutrilmtiou ä Tetude de la secretion du suc pylorique. Revue m^-

dicale de la Suisse romande. Bd. 19. S. 452 (1899).
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fi) Totaler 3Iiigensjick (Freniont^).

Die (Operation ist von Frhnont voriioschlai^eii worden und besteht

darin, daß der ganze Magen vom übrigen ^'erdauungstraktus isoliert wird.

Es werden zwei totale Querschnitte geinaclit, einer an der Grenze zwischen

Speiseröhre und Magen und der andere zwischen Magen und Duodenum.

Das Ösophagusende wird mit dem Duodenum zusammengenäht und auf diese

Weise die Kontinuität des Verdauungsrohres wieder hergestellt. Die Magen-
wunden werden verniUit und eine Magenfistel, wie oben beschrieben, angeleut.

Anwendung. Der totale Magensack kann zur (rewiiumng von gröberen

Quantitäten ganz reinen Magensaftes gute Dienste leisten. Zum Studium

des normalen Ganges der Magensekretion eignet er sich selbstverständhch

nicht. Dasselbe labt sich auch von Hepps Modifikation sagen. Hepp -) enij)-

fiehlt, luiter vollkommener Schonung der Nn. vagi den Ösophagus von der

Kardia abzuschneiden und mit dem Duodenum zu verbinden. Ferner wird

der Magen am anderen Ende vom Pförtnerteil abgeschnitten. Die Magen-
wunden und die Pyloruswunde werden vernäht und am Magen wird eine

Fistel angelegt. Da bei dieser Operationsart die Nn. vagi geschont werden,
nähert sich die Sekretionstätigkeit des Magensackes mehr der Norm als

beim ^'erfahren von Fremont; doch ist der normale ^'erdauungsgang zu

sehr gestört, als daß das Verfahren für die Xorm gültig sein könnte.

s) Brunnerdrüsensack (Paidoiv ^).

1. Man macht an der Grenze zwischen Magen und Darm einen 8 bis

4 cm langen Längsschnitt durch Serosa und Muscularis, präpariert letztere

vorsichtig von der Schleimhaut rundum ab, unterbindet den Sehleimhaut-

zyhnder an zwei Stellen in einer Distanz von
i/.,
—

V4 ^>" und schneidet

zwischen den Ligaturen durch.

2. Die Schleimhautstümpfe werden magen- resp. darmwärts einge-

stülpt und über den Stümpfen die Submukosa vernäht.

8. Es folgt Zunähen der Serosa und Muscularis am Längsschnitt.

4. ALan durchschneidet das Duodenum etwa 1 cm oberhalb der Einmün-

dungssteile des Ductus choledochus. Der untere Duodenumabschnitt wird blind

vernäht und durch eine Gastroenterostomie mit dem Magen vereinigt, der

obere stark verengt und mit seiner Öffnung in der Dau'diwunde befestigt.

V. PankreasfisteL

a) Historisches. Pawlow^) und nachher //eic^ewAam 5) haben zuerst

die operative Technik der Anlegung einer dauernden l'ankreasfistel aus-

*) Fremont, L'estomac expmmentalement isol^. Hiill. ilr IWcail. tle med. T. 34.

p. 509 (1895).

'-) Ifepp, Comptes rendus de la Societö de Biologie. Vol. 58 (1905).

^) J. J'. f'airloir
,
Die pbysiologisclie (.'iiirurgie des Verdauuiigskanals. Erfrehnisse

der Physiologie von Asher und Spiro. Bd. 1. S. 246 (1902).

*) J. P. Pairloir, Neue Methoden der Anlegung pankreatischer Fisteln. Vorhandl.

d. St. Petersburger Naturforscher. Bd. 11. S. 51 (1879).

^) Heidenhain, Hermanns Handb. d. I'hys. Bd. 5.
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gearbeitet. London ^) modifizierte diese Methode. Diese Modifikation sei

hier angegeben. Nachdem Schepowalnikoiv entdeckt hatte, dal) der Pankreas-

saft im zymogenen Zustande aus der Drüse ausgeschieden und nur durch

die Kinase der Papillenschleimhaut aktiviert wird, fing man an. die in

die Bauchwand transplantierte Papille einige Zeit nach der Operation zu

entfernen. Die beste Methode bei Ausführung dieser Manipulation ist von

Babkin-) vorgeschlagen worden. Die operative Technik wird also in der

Weise hier geschildert, wie sie in Londons Laboratorium ausgeführt ^^ird.

und die postoperative Entfernung der transplantierten Papille in der Weise,

wie es Bahkin tut.

h) Operative Technik.

1. Man zieht das Duodenum hervor, legt es nach rechts hin und

sucht mit einer Hohlsonde den zweiten Pankreasgang auf. Letzterer be-

findet sich gewöhnlich einige Zentimeter oberhalb der Stelle, an der die

Panki'easdrüse sich vom Duodenum entfernt.

2. Man unterbindet temporär das Duodenum um 2 cm dies- und jen-

seits der Einmündungssteile des Pankreasganges mit dünnen fTummischläuchen.

Die Einmündungssteile des Ganges vdvd zirkulär umschnitten und der aus-

geschnittene Lappen (Durchmesser 1—VUcni), in dessen Zentrum die

Pankreaspapille sich befindet, mit Mull umbunden, um die umgebenden
Gewebe vor Infektion zu schützen, und beiseite gelegt; die Duodenalwunde

wird vernäht.

o. An der rechten Bauchwand
,

in einer Entfernung von 3—4 cm

vom Bauchschnittrande, Avird mit einem Messer eine Va cm breite Öffnung

gemacht.
4. Man legt ober- und unterhalb der Naht 2 Ligaturen an, die zum

Fixieren des Duodenums an der Bauchwand dienen.

5. Man legt am ausgeschnittenen Darmstück durch die Serosa mus-

cularis 2 Fäden an, mittelst welcher das Darmstück durch die kleine seit-

Uche Öffnung gezogen wird. Dieselben Fäden dienen nun zum Annähen

(ununterbrochene Naht) des Darmstückes an die anliegende Haut.

6. Es folgt Knoten der Befestigungsfäden und Schließen der Bauch-

höhle.

c) Post operative Behandlung. Schon am zweiten Tage nach der

Operation fängt gewöhnhch der Panki-eassaft an, sich abzusondern. Die

Saftausscheidung steigert sich hauptsächhch während der Verdauung. Da der

Saft eine reizende Wirkung auf die Bauchhaut ausübt und letztere zerfrißt,

so ist es erstens notwendig, während der A'erdauungszeit den Hund im

Gestell zu halten und zweitens außerhalb der Verdauungszeit . während

der Hund im Käfig auf poröser Unterlage, wie Sand oder Sägespänen, bleiben

muß, von Zeit zu Zeit die Bauchhaut mit Wasser zu reinigen. Man füttere

den Hund während dieser Zeit mit ]Milch und Brot unter Zufügung von

*) E. S. London. Die Arbeit ist nicht publiziert.

-) Bahkin, Zur Frage der Sekretion der Paulaeasdrüse. Nachrichten der militär-

medizinischen Akademie zu St. Petersburg. S. 23 (1904J.
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Soda. Nach 7—8 Tai>en unteniiniint man die Entfoniun^- der rapille. Die

Schleimhaut wird ganz genau ahpräpariert und unter derselben der Paii-

kreasgang durchschnitten; die Ränder des Ganges werden an die Ränder
der Hautwunde angenäht. Solange die Papille da ist, hat man nicht zu

befürchten, daß der Gang obliteriert; sobald aber die Pai)ille ai)geschnitten

ist, nniß man jeden Tag 1—2mal den Gang mittelst einer passenden

Knopfsonde bougieren, da sonst eine (Jbliteratiou des Kanals eintritt.

d) Anwendung.
1. Gewinnung von reinem zymogenen Pankreassaft.

2. Studium der Pankreassaftsekretion unter verschiedenen Bedin-

gungen. Über den normalen Gang der Pankreassaftsekretion vermögen, wie

oben (S. 92) ausgeführt, die \'ersuche am Pankreasfistelhund keinen zu-

verlässigen Aufschluß zu geben. Am besten studiert man die normale

Pankreassaftsekretion an Hand der Polyfistelmethode (S. 92).

e) Versuchsanstellung. ^lan führt in den Pankreasgang eine

passende feine Metall- oder Glaskanüle ein und sammelt den ausfließenden

Saft in einem Gefäß. Die Glaskanüle wird durch ein um den Rumpf ge-

bundenes Kautschukrohr befestigt. Außer der Versuchszeit braucht man
keine besonderen ^laßnahmen anzuwenden, da der narbige Gang dank seiner

Elastizität und der Anspannung der umgebenden Gewebe geschlossen wiid.

* *
*

Unter den verschiedenen Modifikationen der Isolierung {\qs Pankreas-

ganges (Sanotzk//^), Sokolojf'^), Foderä-) u.a.) sei nur noch die von

Pawlow 3) ausgeführte erwähnt. Es handelt sich um die Fistel des ersten

Pankreasganges. Die Operation unterscheidet sich nicht von der eben be-

schriebenen, nur muß selbstverständlich eine Trennung des Pankreasganges
vom Ductus choledochus stattfinden. Das geschieht in folgender Weise.

Nachdem die Mündungspapille samt umgebendem Darmstück herausge-

schnitten ist, wobei notwendigerweise der (xallengang durchschnitten wird,

wird der in der Darmwand gebliebene (Jallengangsabschnitt von Seite

der Schleimhaut aus aufgeschnitten, wodurch eine neue Mündung für

den Gallengang geschaffen wird. Die Darmwand wird nun wit' gewöhnlich

geschlossen und die Papille, wie oben beschrieben, in die Bauchwand

transplantiert.

Die Operation kann kaum Anwendung finden, weil man aus dem so

isolierten Pankreasgang entweder gar keinen Saft bekommt oder höchstens

wenige Tropfen. Um einen größeren Saftabfluß zu erzielen, kann nach

Pawloir folgendermaßen verfahren werden. Man unterbindet während der

Operation den zweiten Pankreasgang; man erhält dann ;> 4 Wochen eine

ausgiebige Sekretion, da der gesamte Pankreassaft infolge der reichlichen

') Vgl. .7. J'. I'airloir, Die operative Methodik des Studiums der Verdauuiii^sdrüsen

in Tigerstedts Handbuch der physiologischen Methodik. II. Teil. 2. Abt. S. 150 (1908).

-') Foderä, Untersuchungen zur Naturlehre des Menschen und der Tiere. 1896.

^) ./. I'. T'rnrJoir, Ergebnisse der l'hysioloirie von Asixr und Spiro. 1902.
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Anastomosen zwischen beiden Gängen jetzt durch den transplantierten Gang
sezerniert wird. Sobald aber der unterbundene Ausführungsgang sich re-

poniert hat, vermindert sich wieder die Sekretion durch die transplantierte

Papille, bleibt aber gröljer als vorher, so daß man z. B. bei Brotfütterung
ein paar Kubikzentimeter Saft bekommt.

VI. Gallenfisteln.

1. Gallenblasenfistel.

(tj Historisches. Dasfre'^) war der erste, der diese Operation aus-

geführt hat. Dann wurde sie von verschiedenen Autoren verbessert.

b) Operationstechnik:
1. Der Bauchschnitt in der Linea alba beginnt 4—5 cm unterhalb

des Schwertfortsatzes.

2. Man ergreift vorsichtig mittelst 2 Schiebern die Gallenblase und

zieht dieselbe durch den Bauchwandschnitt heraus.

8. Man preljt den Blaseninhalt möglichst quantitativ durch den Ductus

choledochus ins Duodenum und legt eine Fistel in derselben Weise an. wie

sie oben (S. S6) bei Beschreibung der Darmfistelanlegung geschildert wurde.

4. Man leitet die Fistelröhre durch eine, me bei der Darmfistel,

speziell angelegte passende Öffnung zwischen dem Schwertfortsatz und dem

Anfang des erwähnten Bauchschnittes. Auch hier bedient man sich mit Vor-

teil des Omentums und der Hilfsfäden. Es folgt Anlegen der äußeren

Scheibe und Befestigung derselben mit Gummiringen.
Dastre zieht vor. diese Operation zweizeitig auszuführen. Es sollen

4 Fäden durch die Gallenblase durchgeführt werden . mit deren Hilfe die

Bla.senkuppel in den Extrabauchschnitt gebracht wird. Durch einen Schnitt

wird die Blase eröffnet, der Schnittrand ringsum angenäht und in die

Fistel eine temporäre Glasröhre eingeführt, um den ^'erschluß der Fistel

zu verhindern. Das Glasrohr wird mit den Hautnähten verknüpft. Nach

5—11 Tagen wird die untere Bauchwunde wieder geöffnet, die Gallenblase

an einer Stelle durchschnitten und nachdem die Fistelröhre die Glasröhre

ersetzt hat, wird der frische Blasenschnitt vernäht. Es liegt aber kaum ein

Grund vor, die Operation, welche ganz leicht auf einmal ausgeführt werden

kann, zweizeitig zu machen.

c) Postoperative Behandlung. Die postoperative Periode verläuft

ohne irgendwelche Komphkationen.

d) Anwendung. Die Gallenblasenfistel bei ununterbundenem Ductus

choledochus kann nur zur Ge\\innung von Galle dienen. Will man die GaUen-

blasenfistel zum Studium der Gallenabsonderung benutzen, so muß man die

Operation mit der Unterbindung des Ductus choledochus beginnen . um den

Zutritt der Galle ins Duodenum zu verhindern; man unterbindet nämlich den

') Dastre, Operatiou de la fistule biliaire. Recherches sur la bile. Archives de

Physiologie. Vol. 2 (1890).
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Ausführuiii^sgang an 2 Stellen, die 2—H cm voneinander entfernt sind, und

schneidet zwischen ihnen ein Stück heraus. Es versteht sich ohne weiteres,

daß ein (rallenhlasenfistelhnnd mit einem nnterhuiidenen D. choledochus

uns über die normale (lallensekretion keinen Aiifschhir» liefern kann, weil

der Verdanungsprozelj und der Stoffwechsel übei'haupt hei einem solchen

Hunde wegen des völligen Ausschlusses der (lalle als anormal betrachtet

werden mul». Es ist zwar von Tschermak^) ein \'erfahren vorgeschlagen

worden, die Unterbindung des I). choledochus nicht an der Einmündungs-
stelle desselben in die Darmwand vorzunehmen, sondern näher der Leber zu,

und zwar zwischen den Ästen des Ganges. In diesem Falle soll ein Teil

der Galle aus der Leber durch die Äste, welche zwischen der Ligatur und

der Darmwand sich befinden, sich ins Darmlumen ergieben, durch die höher

liegenden Äste in die lilase resp. in das Fistelrohr. Dieses Verfahren ist

aber noch zu wenig aufgeklärt, als daß man es für Studien über den nor-

malen Gallenabsonderungsvorgang benutzen könnte.

2. EndstJindige riiolertochusflsteL

a) Historisches. Die Operation ist von Fawlow-) ausgearbeitet

worden.

bj Operative Technik.

1. Man zieht das Duodenum möglichst weit in den Dauchschnitt Iier-

vor und sucht an demselben den weißlichen Streifen auf, welcher dem in der

Darmwand verlaufenden Teile des D. choledochus entspricht. Die ovale Auf-

treibung dieses Streifens entspricht der Papille, worin der (iallengang und

gewöhnlich auch der erste Pankreasgang münden.

2. Man präpariert vorsichtig das Pankreas von der angedeuteten

Stehe ab, wobei man besonders darauf achtet, daß die hier reichlich ver-

laufenden Gefäße nicht verletzt werden ; die letzteren werden . insofern

ihnen eine Verletzung bei weiterem Gange der Operation droht, unter-

bunden. Der Pankreasgang wird zwischen 2 Ligaturen durchschnitten.

8. Die ovale Auftreibung wird von o Seiten umschnitten, so daß sich

ein zungenförmiger Lappen (Fig. 28) bildet, welcher seitens des Pylorus

mit der Duodenalwand verbunden bleibt und in der ]\Iitte die (iallengang-

papille trägt. Der Lappen wird nach oben umgeklappt und mit seiner

Serosa mit der Darmserosa vernäht, so daß die Gallengangpapille auf der

äußeren Darmfläche befindlich sich erweist.

4. Man entfernt sorgfältig die Schleimhaut an der Basis des umge-

stülpten Lappens und vernäht die aufgefrischte Stelle, Subnmkosa resp.

Muscularis zu Submukosa resp. Muscularis (Fig. 29). Die übrige Wunde
wird wie gewöhnlich, Serosa zu Serosa, geschlossen.

') Tschermak, Eine Methode partieller Ableitung der (ialle nach außen. Pßih/crs

Archiv. Bd. 82 (1900).

-) Vgl. ./. /'. I'airloir, Die operative Methodik des Studiums der Verdauungsdrüsen
in Tif/crstcdts Handbuch der physiologischen Methodik. 11. Teil. 2. Abt. S. l.'iO (l'.»08).
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5. Man iicäht den Darm in die mediane Baucliwunde in der Weise

ein, daß die Nähte die Papille mit der Mündung des D. choledoclius in einem

Oval umgeben.

c) Postoperative Behandlung,
wunde in 10—12 Tagen. Heilt aber die

Gewöhnhch verheilt die Bauch-

Darmwunde nicht gut und bleibt

eine Darmfistel zurück, so bleibt nichts anderes übrig, als die letztere zu

schließen, wobei man darauf achten muß, daß die Darmschleimhaut nicht

in die Naht kommt. Nachdem die Wunde verheilt ist, kann es passieren,

daß die sich allmählich retrahierende Narbe das Darmstück mit der Gallen-

gangsöffnung zu stark zurückzuziehen anfängt.

In diesem Falle ist es nötig, von Zeit zu Zeit

aus der Narbe ein (Jvalstück auszuschneiden und

den Schnitt zu vernähen.

Fig. 29.

d) Anwendung. Die endständige Choledochusfistel hat vor der Gallen-

blasenfistel den Vorteil, daß die Gallenabsonderung durch die in der Papille

befindliche Vorrichtung reguliert wird. Doch vermag ein in dieser Weise

operierter Hund keine für die normale Gallensekretion gültigen Daten zu

liefern, weil die Verhältnisse hier keine normalen sind. (Die Methode, die

sich dazu am besten eignet, ist oben [S. 89—90] angegeben.)

e) Versuch San st eilung. Die Galle wird durch einen an der be-

treffenden Bauchwandstelle mit Gummischläuchen fixierten Trichter in

einem Kölbchen gesammelt.

3. Kontiuuitätsflstel des Ductus clioledochus.

a) Historisches. Die Fistel ist von Leivaschew vorgeschlagen worden.

b) Die operative Technik unterscheidet sich durch nichts von der

bei der Gallenblasenfistel gebräuchlichen. Nur wird anstatt der Gallenl)lase

der D. choledochus selbst für die Fistelanlegung benutzt. In der Fistel läßt

man ein T-förmiges, aus zwei zusammenfügbaren Schenkeln bestehendes

Röhrchen einheilen.

Die Anwendung und Versuchsanstellung ist dieselbe, wie bei der Gallen-

blasenfistel.
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VII. Thiry-Vellasche Fistel. V)

a) Historisches. Die Metliode ist zuerst von Thiri/ ausgeführt und

von VelJa modifiziert woi'den.

b) Operative Technilc:

1. ]\Ian zieht ans der Bauchhöhle das Duodenum und die erste

Jejunum schlinge hervor und legt an beide Darmschlingen Klemmen an,

wobei das Duodenum unterhalb dei* fiinmündungsstelle des zweiten Pan-

kreasganges abgeklemmt wird.

2. Der Darm wird in einer Entfernung von 2—3 cm unterhalb der

oberen und oberhalb der unteren Klemme durchschnitten und die liei-aus-

gesonderte Schlinge in ein !\Iulltuch eingehüllt.

3. Das Duodenum wird dem Jejunum genähert und mit demsellx-n

entweder durch Gerade- oder durch Seitenanastoraose mit oder ohne An-

wendung des MurpJujschen Knopfes (ersteres erscheint einfacher) zusammen-

genäht.

4. Die Enden der isolierten Schlinge werden in beide Enden der

Bauchwunde eingenäht.

c) Postoperative Behandlung. Die Hautnaht geht fast immer
auseinander infolge der unvermeidlichen Verschmierung derselben durch

bakterienhaltige Absonderungen aus den Darmöffnungen. Die Wunde wird

von Zeit zu Zeit durch schwache Sublimatlösung desinfiziert und heilt ganz gut.

d) Anwendung:
1. Zur Gewinnung von Darmsaft. Zu diesem Zwecke wird in die

Darmsclihnge eine Ableitungsröhre eingeführt (siehe Fig. 20). Die Bohre

übt eine Beizung aus und bewirkt Sekretion. Der so gewonnene Darm-

saft ist kein normaler Saft; nur in seltenen Fällen ist er I)lutfrei. Bei

Anwendung der Polyfistelmethode geUngt es, wie oben erwähnt (siehe

S. 93), größere Quantitäten von reinem Darmsaft Avährend der ^'erdauung
als Nebenprodukt zu gewinnen.

2. Zur Erforschung der Besorptionserscheinungen. Es läßt sich übri-

gens vermuten, daß diese Operation auch für den genannten Zweck keine

Verwendung mehr finden wird, indem durch die Polyfistelmethode die

Möglichkeit gegeben ist, jeden beliebigen Darmabschnitt zu isolieren, und

zwar mit Erhaltung seiner normalen physiologisch-iinatomischen Bezie-

hungen zu dem gesamten übrigen Darm,

e) Versuchsanstellung. In die obere oder untere Öffnung, even-

tuell in beide zugleich, wird ein Bohr von dem in Fig. 20 abgebildeten

Typus eingeführt und die Ausscheidung in einem am Bauch fixierten (ie-

fäße aufgefangen.

VIII. Äußere Gastrojejuno- (resp. ileo)anastomose.

Die klinische Methode der Gastroenteroanastomosenbildung kann im

Laboratorium kaum Verwendung finden, es sei denn, daß die Untersuchung

•) Vclla, Untersuchungen zur Naturlehre des Menschen und der Tiere. Bd. 12.

Abderhalden, Handbach der biochemischen Arbeitsmethoden. III. g
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der mit dieser Operationsmethode zusammenhängenden Erscheinungen be-

zweckt wird. Für Laboratoriumszwecke muß die Anastomose derart ausge-
führt werden, daß der Verbindungsschlauch nach außen zu liegen kommt.

Es drängt sich dabei gewöhnlich die Notwendigkeit der gleichzeitigen Unter-

brechung der Kommunikation zwischen dem Magen und dem Duodenum auf.

Die gesamte Operation setzt sich aus 3 Momenten zusammen:

1. Die Zerquetschung des Pylorusringes mittelst des i)oye?^schen En-

terotryptors und die Anlegung der Ligatur auf die gequetschte Stelle mit

nachfolgender seröser Naht des Pylorusteiles des Magens mit dem Anfang
des Duodenums (W. Rokitzki).

2. Anlegung der Fistelröhre an den pylorischen Magenteil, wobei die-

selbe durch einen speziellen Schnitt der rechten Bauchwand nach außen

geführt wird.

3. Anlegung der Fistelröhre an die betreffende Darmschlinge; die

Röhre wird ebenfalls durch eine spezielle Öffnung der Unken Bauchwand

nach außen geführt.

4. Die Bauchwunde wird geschlossen. In die Fistelröhren werden

Pfropfen mit gebogenen Glasröhren eingeführt, welche mittelst eines Gummi-
schlauches vereinigt werden.

Am besten macht man die Operation in zwei Sitzungen. Zuerst legt

man die Fisteln an, und wenn diese verheilt sind, trennt man den

Magen vom Duodenum, indem man in folgender Weise verfährt: Man führt

über den Pylorusring, vom Anfaugsteil des Duodenums beginnend, bis

2—3 cm jenseits (magenwärts) des Ringes einen Schnitt durch die Serosa

und Muscularis, löst die Schleimhaut, welche intakt geblieben ist, mit einem

stumpfen Instrumente ab. unterbindet sie an zwei Stellen und schneidet

zwischen den Ligaturen durch. Man stülpt die Säcke ein und vernäht die

Serosa-Muscularisbrücke.

Die Anwendung dieser Operation und die Versuchsausführung können

außerordentUch verschiedenartig sein, doch lassen sich die Einzelheiten zur-

zeit noch nicht auseinandersetzen, weil die Methode sich noch in Entwick-

lung befindet.

IX. Ecksche Operation.

a) Historisches. Die Operation wurde 1877 von Dr. Eck'^) vorge-

schlagen. Stolnikotv ^), Massen und Pawlow^), Queirolo*), Rothherger mid

Winterberg ^) und Guleke^) modifizierten sie. Bei allen diesen Autoreu

*) Eck, Militär-mediz. Journ. Bd.' 130 (1877).

2) Stolnikow, Archiv f. d. ges. Phys. Bd. 28. S. 255 (1882).

*) Massen et Pawloiv, Sur une modification daus Toperation de la fistule di'Eck eutre

la veine porte et la veine cave inferieure. Archives des sciences biol. T. 2. p. 581 (1893).

*) Qiieirolo, Moleschotts Untersuchungen. Bd. 15. S. 228 (1895).

^) Rotliberger und Wintcrherr/ ,
Über Vergiftungserscheinungen bei Hunden mit

j^cfcscher Fistel. Zeitschr. f. experim. Path. u. Ther. Bd.l. S. 312 (1905).

®) N. Gulekc, Zur Technik der E'cÄ^scheu Fistel. Zeitschr. f. experim. Path. u. Ther.

Bd. 3. S. 706 (1906).



Verdauung: Operative Technik z. Studium d. Verdauung u. d. Resorption. 1]5

aber gab die Operation eine zu große Sterblichkeit (öO^/o)- Endlicli hat

London ein Verfahren angegeben, welches die Sterblichkeit bis auf

herabsetzt. Diese Methode sei hier ausführüch beschrieben.

h) Operative Technik:

1. Man macht der Linea alba entlang einen Bauchschnitt, welcher,

vom Schwertfortsatz anfangend, bis zur hintersten Grenze der Bauchwand

zieht. Die subperitoneale Falte wii'd abgeschnitten. Der rechte Schnittrand

wird mit einem ^luUtuch ül)erdeckt.

2. Indem der Operateur mit seiner linken Hand den mit der Ser-

viette bedeckten Hand der Schnittwunde zurückhält, führt er die rechte

Hand in die Bauchhöhle ein , schiebt sämtliche Dannschlingen behufs

Freilegung der Vena cava resp. Vena portae nach der linken Hälfte der-

selben hin. übergibt sie dem Assistenten, welcher zu gleicher Zeit beide

Hände in die Bauchhöhle einführt und die ihm vom Operierenden ge-

reichte Darmmasse in eine Mullserviette eiidiüllt. Zur Erzielung des regel-

rechten Operationsganges ist es notwendig, daß der Assistent bis zum
Schluß der Operation seine Hände aus der Bauchhöhle nicht herausnimmt,
indem er mit einzelnen Fingern diese oder jene Teile des Operationsfeldes

entsprechend den Anzeigen des Operateurs vorrückt oder zurückschiebt.

o. Mit einer flachen Hohlsonde wird derjenige Teil der V. portae ab-

präpariert, welcher in der Mitte zwischen der V. pancreatico-duodenalis

und den nach der Leber ziehenden Ästen liegt. Mit Hilfe einer Aneurysma-
nadel wird dann ein langer Faden unter den isolierten Venenabschnitt

gelegt. Die Fadenenden werden mit einem Schieber gefaßt und auf

die äußeren Decktücher zur Seite gelegt. Dabei müssen folgende zwei

Umstände beachtet werden: erstens, daß in die Ligatur tatsächlich die

Vena portae und nicht etwa einer der zur Leber sich begebenden Äste zu

liegen kommt; zweitens, daß beim Dm-chführen der Aneurysmanadel die

A'ene selbst nicht verletzt wird. Bei ungenügender Aufmerksamkeit werden

diese Fehler leicht gemacht. Hat man im Sinne, den Blutstrom von der

Vena cava nach der Vena portae abzuleiten, so wird der Faden unter die

erstere geführt.

4. Nun folgt das Entfernen des lockeren Bindegewebes von der Vena

portae und deren Zusammennähen mit der V. cava. Zu diesem Zwecke ist

es notwendig, möglichst feine, runde, nicht schneidende Nadeln und ent-

sprechend feine Seide zu verwenden. Der erste Einstich wird in die Vena

portae , 0"5 cm unterhalb der Einmündungssteile der V. pancreatico-duo-

denalis gemacht, wobei die ganze Dicke der Venenwand durchstochen wird;

in dieser ^\'eise verfährt man auch im weiteren. Es entsteht dabei immer

eine geringe Blutung, welche aber außer acht gelassen werden kann; viel-

mehr muß möglichst schnell der Ausstich durch die Wand der V. cava ge-

macht werden. Es ist gleichgültig, ob man die Nadel durch die ganze

Wanddicke der V. cava durchführt oder nur die Adventitia derselben in

die Naht faßt; einfacher und schneller erscheint es, die ganze Dicke durch-

zustechen. Die Naht wird mit beiden in die Tiefe der Bauchhöhle einge-

8*
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senkten Zeigefingern zusammengezogen und in einem einfachen, nicht

chirurgischen Knoten zweimal nacheinander gebunden. Die Blutung steht

dadmxh stih; ist dies nicht der Fall, so drückt man ganz leise mit einem

kleinen Mulltampon an. Das freie Fadenende, welches eine genügende Länge
besitzen muß, wird mit einem Schieber gefaßt. Dieser \^ird außerhalb der

Wunde nach der linken Seite gelegt (eventuell nach der rechten; es ist kon-

ditionell und muß zur späteren Orientierung gemerkt werden). Mit dem zweiten

Fadenende fährt man fort, die Yenenwände durch eine fortlaufende Naht

auf einer Strecke von 5—6 cm zu vereinigen. Das Fadenende yäx^ ebenfalls

mit einem Schieber gefaßt und nach der gleichen (linken) Seite gelegt.

Falls die Nahtstiche eine Blutung hervorrufen, sucht der zweite Assistent

diese ebenfalls mittelst Tupfern zu stiUen.

5. Die Scherendrähte werden gerade gezogen und die Schere auf das

Decktuch gelegt, indem man letztere in den freien Raum z^^^schen beiden

Schieberbranchen fixiert. Die rechte, für die V. portae bestimmte Xadel

wird mit einem Schieber festgehalten, der zweite Assistent faßt den Silber-

faden in einer Entfernung von 20—25 cm von der Xadel und hält ihn ge-

streckt, den Bewegungen des Operierenden folgend und hauptsächlich da-

für sorgend ,
daß an demselben keine Biegung zustande kommt

,
denn

letztere kann beim Durchgehen durch die dünne Venenwaud dieselbe zer-

reißen und tödliche Blutung bewii-ken. Die Nadel wird in der Entfernung
von 1/2 cm von der Nahtlinie und von V,

—
^U <^"^ '^'oii^ Nahtende ein- und

höher oben an der symmetrischen Stelle ausgeführt. Man macht den Schieber

auf und faßt zunächst die Nadel, darauf auch den Faden selbst unterhalb

derselben, indem man ihn vorsichtig nach vorn durchstößt. Der Assistent

schiebt dabei mit den Fingern der rechten Hand die Leber von der vor-

rückenden Nadel zurück. Sowohl die Nadel wie der Faden müssen den

Fingern des Assistenten entlang gleiten, welcher mit leichten Bewegungen
derselben den Faden heranzieht, um dessen Heraustreten zu erleichtern.

Das gleiche Verfahren wird mit der zweiten Scherenbranche ausgeführt.

Wenn man dabei vorsichtig vorgeht, so entsteht keine Blutung; falls sie

aber doch zustande kommt, gehugt es leicht, dieselbe mittelst Tupfern zu

stillen.

6. In der Entfernung von 0*5 cm von den durch die Venen durch-

geführten Scherenfäden wird die zweite fortlaufende Naht angelegt. Die

freien Fadenenden werden mit dem Schieber gefaßt und nach der rechten

Seite der Bauchwand gelegt.

7. Der Operateur führt den linken Zeigefinger unter das proximale

Fadenende der oberen Naht proximalwärts von den Scherenbranchen
,
in-

dem er mit demselben auch das freie Ende des proximalen Fadens der

unteren Naht zurückdrängt, während er mit der rechten Hand die Scheren-

branchen herauszieht und dieselben zur gleichen Zeit gerade streckt. Der

Assistent hat dafür zu sorgen, daß die Schere derart in der ]\Iitte z^^ischen

der oberen und unteren Naht durchgeht, daß nirgends fremdes Gewebe

mitgerissen wird. AlhnähUch zieht der Operateur die Schere nach außen,
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indem er dieselbe zuniichst nach vorn in den freien Raum der Bauchhöhle

vorrückt. In der Regel erfolgt dieser Akt ohne irgend eine Blutung; falls

jedoch eine solche zustande kommt, wird sie mittelst Tamponade gestillt.

8. Die freien Enden der oberen resp. unteren Naht werden zugeknotet
und die an die V. portae angelegte Ligatur fest gebunden.

Die Operation kann dadurch vereinfacht werden, daß man anstatt

spezieller Scheren nach der Amerikaner Methode den Thermokauter an-

wendet. 1
)

c) Postoperative Pflege. 24: Stunden nach der Operation kann mit

der Fütterung des Hundes begonnen werden. Anfänglich gibt man imr

Milch, dann aber Milch und Brot; es dürfen geringe Fleischmengen zu-

gesetzt werden. Will man einen Eckschen Hund längere Zeit am Leben

erhalten, so muß eiweißreiche Diilt vermieden werden; es gibt nämlich

Hunde, die diese nicht ertragen und entweder periodischen Anfällen koma-
tösen Charakters anheimfallen oder einfach kachektisch werden und nach

6—8 Wochen ohne sichtbare äußere Ursache zugrunde gehen.

d) Anwendung. Isolierung der Leber vom portalen Kreislauf. Es

mul't aber in Betracht gezogen werden, daß vollkommene Isolierung dabei

kaum erlangt werden kann, aus dem einfachen (irunde, weil das Xetz fast

regelmäßig mit der Leber verwächst und ein KollateralkiTislauf sich herstellt.

e) Die Versuchsanordnung ist von dem zu verfolgenden Zwecke ab-

hängig.

*

Die beschriebenen Operationen besitzen eine direkte, unmittelbare Be-

deutung für die Erforschung der Yerdauungs- resp. Resorptionserschei-

nungen. Zur allseitigen Beleuchtung der zwischen den Yerdauungsorganen
und den übrigen Drüsenorganen bestehenden \'erhältnisse sind Opera-
tionen an diesen letzteren selbst notwendig. Diese Operationen bilden den

Gegenstand der nachfolgenden Auseinandersetzungen.

1. Kanüleneinlegung in die Speichelgänge.

Der Ductus Whartonianus und Ductus Bartholinianus werden folgen-

dermaßen aufgefunden. Man führt einen Hautschnitt an der unteren Seite

der Schnauze, parallel dem Rande des Unterkiefers, 1 cm von ihm entfernt,

angefangen V/.,
—2 cm vom Kinnwinkel in einer Länge von 3—4 cm. Die

Faszie wird absepariert und der ^Mylohyoideus quer durchschnitten. Wenn
man nun die Ränder des durchschnittenen Muskels von dem unterliegenden

(iewebe genau abpräpariert, so treten auf dem M. genioglossus die Aus-

fühi'ungsgänge der submaxillaren und sublingualen Drüsen hervor.

') Kommt es auf völlige Isolierung der Leber an, so unterbindet man noch zu-

letzt die Art. hepatica (siehe unten S. 119). Im letzten Falle stcrl)en die Hunde 1 bis

2 Tage nach der Operation im komatösen Zustande.
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Der Ductus Whartonianus liegt uälier der Mittellinie. Sollten die Aus-

führungsgänge nicht genügend deutlich hervortreten, so bringt man irgend
eine reizende Substanz in den Mund des Hundes, wodurch die Speichelabson-

derung gefördert wird und die Gänge anquellen. Man präpariert den Gang
eine Strecke weit ab, schneidet ihn auf die Hälfte seines Umfanges an und

führt mit Hilfe eines Leithakens die passende Kanüle ein, worauf die Be-

festigung derselben mittelst einer Ligatur folgt.

Der Ductus stenonianus wird in folgender Weise aufgesucht. Man
führt den Hautschnitt, der ungefähr ;>

—4 an lang sein muß, in dem mitt-

leren Teil derjenigen Linie, welche den unteren Rand der Ohrmuschel mit der

Basis des ersten Backenzahnes verbindet. Es tritt direkt der Ausführungs-

gang hervor, indem derselbe auf dem ]\L masseter liegt. Durch Einführung

irgend eines Beizmittels in die I\Iundhöhle wird der Gang mit Speichel

gefüllt und dadurch erkennbarer gemacht.

2. Exstirpation der Schilddrüse.

Am Halse des Hundes wird ein ^Sledianschnitt von 4—5 cm Länge

gemacht, der unmittelbar unterhalb des Bingknorpels seinen Anfang nimmt.

Beim Auseinanderziehen der Hautränder wird die oberflächliche Halsmus-

kulatur bloßgelegt. Mittelst des Skalpellstieles resp. der Sonde werden die

aneinanderhegenden Bänder der Mm. sterno-hyoidei zwecks Freilegung der

Trachea getrennt und mit stumpfen Haken auseinandergezogen; die beider-

seits der Luftröhre liegenden Schilddrüsen treten dabei deutlich hervor.

Sie werden an der grauroten Farbe ihrer Oberfläche und an den gegen
ihren oberen resp. unteren Pol ziehenden Gefäßen leicht erkannt. Es
wird jede Drüse für sich mittelst eines Schiebers aus der Tiefe der

Wunde hervorgezogen, wobei sorgfältig von den umgebenden Geweben resp.

vom N. recurrens abpräpariert wird. Die an den Polen der Schilddrüse

liegenden Gefäßbündel werden raöghchst weit von derselben als Ganzes

unterbunden und die Drüse selbst mit einer Schere unmittelbar an ihrer

Oberfläche losgetrennt.

Diese Operation geschieht meistens ohne Blutverlust. In manchen
Fällen aber, wo die Kapselvenen besonders stark entwickelt erscheinen, ist

nachfolgende Blutung möglich, zu deren Stillung man zur Anlegung von

starken Ligaturen an klaffenden Gefäßen greifen muß.

3. Exstirpation der Bauchspeicheldrüse.

Durch einen in der Mittellinie der Bauchwand geführten Schnitt

wird der obere Teil des Duodenums hervorgezogen . dem die Bauch-

speicheldrüse unmittelbar nachfolgt. Nun werden die Ausführungsgänge,
deren Zahl zwischen eins und drei (auch mehr) variiert, abpräpariert.

Der eine Hauptausführungsgang ist konstant und befindet sich linker-

seits in der Entfernung von ca. 1 cm von der Abgangsstelle des SchAvanz-
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ondes der Drüse vom Duodenum. Manchmal ist er so oberflächlich ^elcfron,

dal) er sofort in die Auj^en fällt, in anderen Fällen aber versteckt er sich

unter den Gefäßbün(h'ln, so daß zu seiner Blolileii^ung- die Gefäße mittelst

einer Sonde vorsichtig unter Verhütung von Blutung nach der einen oder

anderen Seite verschoben werden müssen. Der zweite Ausführungsgang ist

in der Mehrzahl der Fälle zu treffen und findet sich unterhalb der Papille,

in welche der Gallengang einmündet. Zu seiner Freilegung werden die den

Gallengang umgebenden Gewebe abpräpariert, derselbe in der Duodenal-

wand bis zur knöpfförmigen ,
der Papille entsprechenden Auftreibung ver-

folgt, und nun kommt der feine, weißliche Pankreasgang zum \'orschein.

Der dritte Ausführuugsgang ist sehr unbeständig und ist in der Mitte

z^^'ischen den beiden beschriebenen gelegen. An die isolierten Ausführungs-

gänge werden starke Ligaturen angelegt. Darauf folgt die Unterbindung
sämtUcher zwischen dem Duodenum und der Pankreasdrüse ziehenden Ge-

fäßbündel wonach alle Ausführungsgänge resp. -Gefäße oberhalb der Liga-
turen durchschnitten werden und die Drüse auf stumpfem AVege, am
besten mit den Fingern aus dem Peritonealüberzug herausgeschält wird.

4. Exstirpation der Nebennieren.

Die Nebennieren stellen längliche, etwas plattgedrückte, gelblich

schimmernde Organe dar. Sie liegen am medialen Rande der Nieren, und

zwar gegen das thorakale Ende derselben, indem sie das letztere in den

meisten Fällen brustwärts überragen. i\Ian öffnet die P)auchhöhle an der

Medianlinie, schafft die Darmschlingen von der betreffenden Seite ab. sucht

das die Nieren umgebende fetthaltige Bindegewebe an den Lendenmuskeln,
wo die Nebennieren eingeschlossen sind, auf, präpariert das Bindegewebe
ab

,
unterbindet und schneidet die Nebennieren ab. Die Operation ist

ganz blutlos,

5. Verschiedene Manipulationen an Blutgefäßen.

Von den ^lanipulationen ,
zu denen man bei der Untersuchung der

Verdauung resp. Resorption greifen muß, verdienen am meisten Interesse

folgende: Ligatur des einen oder anderen Gefäßes, Injektionen in das Blut

und Blutentnahme.

Am häufigsten bietet sich die Gelegenheit der l^nterbindung der Leber-

arterie, wenn es wünschenswert erscheint, wie oben erwähnt, die AV^sche

Operation durch Ausschluß der Leber aus dem arteriellen Blutkreislauf zu

komplizieren.

Die A. hepatica stellt einen Ast der A. coeliaca dai', welcher leicht zu

finden ist, wenn man von der A. coronaria ventriculi sinistra ausgeht. .Man

schiebt die kleine Magenkurvatur nach links (vom Hunde aus gerechnet),

wobei die A. coron. ventr. sin. gespannt wird, verfolgt dieseli)e bis zu deren

Vereinigungsstelle mit der A. lienalis und steigt weiter in der Richtung der



120 E. S. London.

Aorta herauf; hier findet sich die A. hepatica, welche unmittelbar an ihrer

Abgaugsstelle von der A. coeüaca an zwei Stellen unterbunden wird.

*

Intravenöse Injektionen sind am bequemsten entweder in die Ohr-

venen, wenn es sich um geringe Flüssigkeitsquantitäten handelt, auszu-

führen oder in die äußere Jugularvene. wenn es ^^ünschenswert erscheint,

binnen kurzer Zeit große Mengen von Flüssigkeit in den Blutkreislauf einzu-

führen. Es gelingt sehr leicht, die Nadel der Prara^schen Spritze in die

Ohrvene einzuführen. Man braucht dazu nur, nachdem die Haut rasiert und

mit desinfizierenden Lösungen (Seifenwasser, Sublimat. Alkohol, Äther) ge-

waschen ist, die Vene unterhalb der zum Einführen bestimmten Stelle mit

dem Finger anzudrücken. Etwas sch^^ieriger steht es mit der Benutzung
der V. jugularis externa, obgleich bei einiger Übung auch diese Operation
einfach erscheint. Der Hund muß entweder durch Festbinden an den Tisch

oder durch Fixieren in dem Gestell in seinen Bewegungen beschränkt

werden. Man drückt mit flach angelegten Fingern auf den unteren Hals-

teil, um in der betreffenden Vene Blutstauung hervorzurufen, wobei die

Vene anschwillt und ziemhch deutlich hervortritt. Wenn der Gang der Vene

festgestellt ist, drückt der Assistent deren unteres Ende mit einem Finger
an. Der Experimentator sticht die Spritzennadel (sie kann von bedeutenden

Dimensionen sein) in die Haut senkrecht ein, senkt sie dann aufwärts und

durchsticht die Vene selbst. Der GehiKe läßt die Vene frei und nun ^^ird

die Injektion ausgeführt.

Für die Blutentziehung kann jede behebige Arterie oder wiederum

die äußere Jugularvene gebraucht werden. Bei Benutzung der letzteren

kann man auf zweierlei Art vorgehen: entweder sticht man in die Vene

in der Kopfrichtung eine feine Xadel ein und saugt das Blut mittelst der

Spritze an. oder aber man wendet eine weitlumige Nadel an, so daß. falls

der Hund im Gestell steht, das Blut aus derselben spontan ausfUeßt. Selbst-

verständhch muß der unterhalb der EiustichsteUe hegende Venenabschnitt

während der ganzen Zeit an die umgebenden festen Teile angedrückt werden.

6. Anlegung einer Fistel des Ductus thoracicus.

Der Ductus thoracicus variiert in seinem Verlaufe beim Hunde sehr. Aus

der zwischen den Pfeilern des Zwerchfells gelegenen ^lilchzisterne stammend,

bildet er einen ungefähr gänsefederstarken Kanal, der, an der Aortenwand

oralwärts verlaufend, sich von der 4. Pappe abwendet
,

die großen Brust-

höhlenarterien kreuzt und im 2. Interkostalraum in die linke V. subclavia

einmündet. Um den Ductus aufzusuchen, verfährt man folgendermaßen: An
der Unken Halsseite führt man am äußeren Bande des M. sternocleido-

mastoideus einen 5—7 cm langen Schnitt
, angefangen von der Clavicula-
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grenze. Man präpariert das Unterhautgewebe ab, bis die V. jngnlaris ex-

terna hervortritt. Die Vene wird abwärts präpariert
— wobei niaii darauf

achte, daß die Seitenäste nicht verletzt werden —
,

bis man zur \. sub-

clavia kommt. Hier in der Tiefe der A. carotis sucht man die Eiumüu-

dungsstelle des D. thoracicus auf, indem man das umgebende Bindegewebe

sorgfältig präpariert.

Handelt es sich um eine temporäre Fistel, so verklemmt man die

Eintrittsstelle des Ductus in die Vene mittelst eines Schiebers. Weiter

unten wird in einer Entfernung von ca. 1—V/^ cm an den inzwischen auf-

geschwollenen JJuctus eine kleint; feine Klemmpinzette angelegt. Der zwischen

den Klemmpinzetten befindhche Ductusteil wird bis auf die Hälfte ange-

schnitten, durch den Schnitt eine feine Glaskanüle eingeführt und dann

mit einer Ligatur befestigt. Beseitigt man die untere Klemme, so fängt
sofort die Lymphe an, abzufließen. Um die Lymphexkretion zu beschleuuigeu
und abundanter zu machen, macht man dem Hunde von Zeit zu Zeit

Massage und künstliche Extremitätsbewegungen. Es ist vorteilhafter, grobe
Hunde zu wählen, obschon zwischen Körpergewicht und Lumenbreite des

Ductus sich kein direkter Zusammenhang konstatieren läßt.

Will man eine Dauerfistel anlegen, so verfährt man anders. Man
sucht zuerst die Einmündungsstelle des Ductus thoracicus auf. unter-

bindet alle Seitenäste der V. jugularis ext., welche sich über 2—'dem

vom Ende derselben befinden, unterbindet weiter die V. subclavia und über-

haupt alle Venen, die unterhalb der Einmündungssteile des Ductus sich

vorfinden, läßt die V. jugularis ext. anschwellen, unterbindet sie in einer

Entfernung vom Ende von 2—o an und führt in deren aufgeschnittenes

Lumen eine entsprechende dickwandige Gummikanüle ein und unterl)iudet.

Die Kanüle wird beim Schließen der Hautwunde in derselben an den Haut-

rändern durch Nähte befestigt. Glaskanülen oder dünnwandige Gummi-
kanüleu sind zu diesem Zweck untauglich, erstere weil sie die \'enenwaud

zu verletzen vermögen und letztere, weil sie bei der Vernarbung der Haut-

wunde zusammengedrückt werden.

Die Kaniüe muß mehrmals täghch bougiert werden. Die Hautwumle

heilt nur langsam. Bei antiseptischer Behandlung kann Eiterung leicht

vermieden werden.



B. Metliodeii zur Uiitersiicliimg der Verdaiiungs-

prodiikte.

Von Edgard Zunz, Brüssel.

A. Allgemeine Technik.

i\Iaii kann die Verdauung- an Hand des Tierexperimentes oder durch

Versuche im Reagenzglase studieren.

I. Verdauungsversuche an Hand des Tierexperimentes.

a) Allgemeine Betrachtungen.

Zum Studium der Verdauung verwendet man meistens den Hund.

Andere Tiere (Katze, Schwein, Pferd usw.) werden aber auch dazu benutzt.

Das Versuchstier soll sich im nüchternen Zustande befinden. Man gibt

Hunden oder Katzen 24—48 Stunden vor dem A'ersuche keine Nahrung
mehr, läßt sie jedoch nach Beheben trinken. Bei Kaninchen oder Meer-

schweinchen muß das Fasten noch länger dauern. Während dieser Fastens-

periode muß man darauf achten, daß die Tiere weder ihren Kot, noch Stroh

oder sonstige Stoffe verzehren. Schweine muß man während 5—6 Tagen
mittelst geschälter und gedämpfter Kartoffeln und dünner Kleietränken

füttern und dann 36 Stunden lang hungern lassen, i)

Da sich oft, besonders beim Hunde, im Dünndarme parasitische Würmer

(Taenia, Ascaris lumbricoides usw.) befinden, so muß man einige Tage vor

dem Versuche mittelst Darreichung von Anthelmintika das Tier davon zu

befreien suchen, was leider nicht immer gehngt. Die besten Ergebnisse er-

zielt man beim Hunde für diesen Zweck durch gleichzeitige Darreichung

morgens nüchtern von 5— IQ cg Santonin und 2— \0 g Kamala und Ver-

abreichung, o Stunden später, von Ilizinusöl. Der manchmal dafür benutzte

Granatwurzeldekokt wirkt oft reizend auf den Darm des Hundes und ruft

viel leichter Erbrechen hervor als Kamala.

Um die Verdauung im ganzen Dünndarme zu studieren, ist es außer-

dem ratsam, während des Fastens 24—48 Stunden vor dem Versuche mittelst

^) E. Lötsch, Zur Kenntnis der Verdauung von Fleisch im Magen und Dünndarm
des Schweines. Inaug.-Diss. Leipzig 1908. 54 S.
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Karlsbader Salz den Darm von den Nahruns2:siil)orbleibseln zu reinigen. Hunden
von 5—10 hg gil)t man zu diesem Beliuie mittelst der Schlundsonde eine

Lösung von 5r/ Karlsbader Salz in 200// Wasser, Tieren von größerem (ie-

wichte entsprechend mehr.')

In nachfolgender Besprechung sind die Verdauungsversuche beim Tiere,

je nachdem sie einen vorherigen operativen Eingriff erfordern oder nicht,

eingeteilt.

Um jede weitere Fermentwirkung nach dem Auffangen des Magen-
oder des Darminhaltes zu verhindern, muß man diese Inhalte, falls sie nicht

sofort untersucht werden , auf Eis oder besser im gefrorenen Zustande

aufbewahren.

h) Yerdauungsversuclie beim intakten Tiere.

Beim intakten Tiere kann man eine gewisse Zeit nach einer gegebenen
Mahlzeit oder nach Verabreichung eines festen oder in Lösung befindlichen

Stoffes den Mageninhalt mit Hilfe der Schlundsonde gewinnen. Bei diesem

Verfahren erhält man natürlich nur Auskunft über die eigentliche Magen-

verdauung. Ein und dasselbe Tier kann

aber zu mehreren Vergleichsversuchen
dienen.

Um gleichzeitig klagen- und Darm-

verdauung beim nichtoperierten Tiere Fig. so.

zu studieren, muß man letzteres einige

Zeit nach der Mahlzeit töten und sofort zwischen Unterbindungen Magen-
inhalt und Darminhalt trennen.

1. Schlund Sonden verfahren. Falls das Versuchstier die unter-

suchten Stoffe nicht verschlingen will, so muß man sie mittelst der Schlund-

sonde in den Magen einführen, was sich aber nur bei Lösungen oder bei

Aufschwemmungen fein zerhackter Feststoffe in destilliertem Wasser oder

einer anderen Flüssigkeit ausführen läßt. 2)

Zu diesem Zwecke ist es empfehlenswert, sich eines die Gestalt neben-

beistehender Fig. HO zeigenden Beißstückes zu bedienen. Es besteht aus einem

mit einem Handgriff A versehenen abgerundeten ovalen Holz- oder Hart-

gummistück B, in dessen Mitte sich ein rundes Loch C befindet, durch

welches man die mit einem Trichter am äußeren Ende versehene weiche

Kautschuksonde einführen kann, dessen Länge und Breite je nach dem
Tiere wechseln.

Zur Einführung der Sonde in den .Magen mub das \ersuchstier sich

in aufrechter Stellung befinden. Ein am besten auf einem Stuhl sitzender

Gehilfe nimmt den Uumpf oder die hinteren Glieder des Versuchstieres

M F. Xolf et Ch.Honorc, Infhience des conditious de Tabsorption intestinale de

l'azote alimentaire sur l'^limination urinaire. Arch. int. de Physiol. T. 2. p. 85— 115 (l'.Ht4).

-) A.CaliH, Die Verdauung des Fleisclics im normalen Magen. Zeitsciir. f. klin.

Med. Bd. 12. S. 34—44 (1887).
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zwischen die Kniee, hält die oberen Glieder mit einer Hand und das Maul

mit der anderen. Das Beißstück wird so zwischen den Zähneu oder den

Kiefern angebracht, daß die Öffnung C der Mitte der Mundhöhle entspricht,

und daß man durch diese Bohrung das runde Ende der Sonde über den

Zungenrücken hinweg leicht bis zur hinteren Rachenwand schieben kann.

Dann wird die Sonde langsam bis in den Magen geschoben.

Dabei muß man mit großer Sorgfalt vorgehen, damit der Magen-
schlauch nicht in die Luftröhre gelangt, was besonders beim Kaninchen

ziemlich leicht erfolgen kann. Mau erkennt dies daran, daß bei jeder Aus-

atmung Luft durch die Sonde hinausgetrieben wird. Bei einiger Übung
läßt sich übrigens die Sonde in der Luftröhre fühlen. Oft werden dann die

Lippen blau und zeigen sich Atemstörungen. Falls dies der Fall ist, so

muß man die Sonde sofort herausziehen und vorsichtig versuchen, sie in

die Speiseröhre zu bringen. Manchmal muß man dazu die Lage des Beiß-

stückes etwas verändern.

Befindet sich die Sonde in der Speiseröhre, so ersieht man meistens

aus deren verschluckter Länge, ob sie bis in den Magen gelangt oder nicht.

Sobald man im Magen zu sein glaubt, gießt man allmählich die Flüssig-

keit in den Trichter; sie fließt meistens ziemlich rasch in den Magen. Er-

folgt kein Abfluß oder hört der Abfluß plötzlich auf, so ist entweder der

Schlauch noch nicht in den Magen gelangt, oder die Öffnung seines inneren

Endes ist durch irgend eine Ursache (Krümmung des Schlauches selbst

im Magen, Falten der Magenschleimhaut usw.) verstopft. Durch vorsichtiges
Hin- und Herschieben der Sonde gelingt es dann gewöhnlich leicht, sie in

den Magen zu bringen oder die Öffnung ihres inneren Endes zu befreien,

und sofort läuft die Flüssigkeit rasch in den klagen. Einige Sekunden,
nachdem die Flüssigkeit den Trichter völlig verlassen hat, werden die Sonde

und das Beißstück fortgenommen. Nun läßt man das Versuchstier bis zum
Ende des Versuches sich frei bewegen.

Falls das Versuchstier feste Nahrung nicht fressen will, so wird es

in aufrechter Stellung durch einen Gehilfen in der oben beschriebenen

Weise gehalten. Statt des Beißstückes bringt man einen geeigneten Mund-

sperrer zwischen beide Kiefer. Die Nährstoffe werden allmählich in

kleinen Mengen und vorzugsweise im feuchten Zustande bis an den hin-

teren Gaumen eingeführt, um den Scliluckreflex hervorzurufen, wodurch

das Versuchstier die Nahrung verschlingen muß.i)
Um den Inhalt des Magens zu gewinnen, führt man nach der für

den Versuch festgestellten Zeitdauer die Sonde in der soeben beschriebe-

nen Weise in den Magen und gießt in den Trichter ein genau abgemessenes
Volumen destillierten Wassers. Ehe der Trichter ganz leer geworden ist,

senkt man ihn rasch, um Mageninhalt sowie zugesetztes Wasser aushebern

zu können. Darauf wäscht man den Magen mehrmals mit bekannten Wasser-

*) E. Zunz, Contribution h l'ötude de raction de la morphine sur la digestion
de la viande chez le chieu. Mem. cour. et autr. mem. publ. par l'Acad. rov. de med. de

Belgique. T.20. Fase. 3. p. 1—30 (1909).
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mengen ans, welche man sofoi-t aushebert. Wenn das eingeführte Wasser ohne

Beimischung von Mageninhalt ausflielit, nimmt man die Sonde heraus.

Cahn zieht dem Aushebern die Benutzung der nebenbei abgebildeten

Magenpumpe (Fig. 31) vor. Die Schlundsonde soll unten offen und mit

mehreren seithchen Löchern versehen sein. Der Mageninhalt wird nach

beliebiger Frist mit der Magenpumpe ausgesaugt. Durch wiederholtes

Ein- und Auspumpen von Wasser soll schließlich der gesamte Mageninhalt

vollständig erhalten werden.

Das Schlundsondenverfahren besitzt sehr viele Nachteile. Man ist nie

sicher, besonders nach Verabreichung von Feststoffen (Fleisch, Brot usw.),

den Mageninhalt völlig zu entleeren und erhält

meistens nur einen mehr oder minder großen
Teil davon, welcher je nach der Lage der

Sondenöffnung im Magen von den verschiedensten

Magengegenden stammen kann. Da aber die

Zusammensetzung des Mageninhaltes nicht überall

dieselbe ist^), so bekommt man mittelst der

Schlund sonde nur sehr unsichere Ergebnisse. 2)

Bei den Auswaschungen des ^Magens kann ein

Teil des eingegossenen Waschwassers in das

Duodenum dringen und dabei eine gewisse

Menge vom Mageninhalt mitreißen. Die Aus-

waschungen vermehren die Irrtümer bei der

Schätzung der Menge des Mageninhaltes be-

deutend. Dazu kommt noch, daß die P^inführung

der Schlundsonde manchmal von unangenehmen
oder selbst schmerzhaften Empfindungen be-

gleitet wird, was den sekretorischen Prozeß viel-

leicht stört. 3) Bei der Einführung der Sonde

können Brechbewegungen oder Zusammenziehun-

gen der Bauchwand ausgelöst werden, wodurch

möglicherweise die Darmsekrete in den Magen
treten, oder die Arbeit der Magendrüsen beein-

trächtigt wird.

Das Schlundsondenverfahren kann eigentlich nur zu \'ergleichsunter-

suchungen über die Aufenthaltsdauer verschiedener Nährstoffe im Magen
bei ein- und demselben Tiere dienen.

Fig. 31.

^) Ellenhcrgcr, Zum Mechanismus der Magenverdauung. Pßügcrs Arch. f. d. ges.

Physiol. Bd. 114. S. 93—107 (1906).
— Ä. Scheinrert, Zum Mechanismus der Magenver-

dauuuir. Ebenda. Bd. 114. S. 64—92 (1906). — P. (iriifzncr, Ein Beitrag zum Mechanismus

der Magenverdauung. Ebenda. Bd. 106. S. 463— 522 (1905).

^) /'. PenzoUlt, Beiträge zur Lehre von der menschlichen \'erdauung unter nor-

malen luul abnonnen Verhältnissen. Deutsch. Arch. f. klin. Med. Bd.51. S.535— 582 (1895).

Die Magenvcrdaiiiiii«,' des Menschen unter verchiedenen physiologischen und physikali-
schen Einflüssen. Erlangen und Leipzig 1901.

^) J. P. Pmvloic, Die Arbeit der ^'erdauungsdrüsen. Wiesbaden 1908.
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Um beim Menschen aus dem Pylorus- und Fundusteil des Magens
gesondert Speisebrei zu gewinnen, hat Konrad Sick'^) folgendes Verfahren

ersonnen, dessen Beschreibung hier wörtlich nach dem Orginal wiederge-

geben mvd.

j; Man bedient sich der nebenbei (Fig. 32)

abgebildeten Aspirationsmanometersonde. Diese

besteht aus 2 Itöhren, von denen die engere in

der weiteren liegt. Die weitere Röhre S bildet

ein ca. 100 cm langer weicher und möghchst

biegsamer Magenschlauch von ca. 13 mm lichter

Weite mit einer runden endständigen Öffnung.
Nach oben ist an diesen Schlauch ein Metall-

rohr M angesetzt, das ein rechtwinklig abge-

hendes, durch einen Stöpsel luftdicht verschUeß-

bares Ausflußrohr trägt. In axialer Richtung
schließt eine Stopfbüchse B das Metallrohr ab,

durch die ein oben rechtwinklig abgebogenes

dünnwandiges Messingrohr E von 4—5 mm
hchter Weite geführt ist. Dieses in der Stopf-

büchse verschiebbare Metallrohr setzt sich

innerhalb des Magenschlauches fort durch eine

dünne aber hinlänglich feste Röhre J von 3 mm
Lichtung, die nach Art der Seidenkatheter an-

gefertigt ist. Am unteren Ende des Magen-
schlauches besitzt die innere Röhre eine Führung F
in Gestalt zweier ineinander hegender Zylinder,

von denen der äußere fest in die Innenwand

des Magenschlauchs eingelassen ist und den

inneren durch 3 Leisten trägt. Der innere Zy-
hnder ist die eigenthche Führung für die Innen-

röhre. Diese überragt den jNIagenschlauch um
ca. 3 cm und trägt an ihrem Ende zur Be-

schwerung einen in der Größe dem äußeren

Schlauch entsprechenden Zylinder A aus Silber,

durch den mehrere Bohrlöcher zu ihrem Lumen
führen. Nahe am unteren, abgerundeten Ende

des Silberzylinders ist eine seichte ringförmige

Rinne. In dieser ist eine dünne Membran be-

festigt, die, ein Säckchen BL von 3—4 cm

Durchmesser bildend, oberhalb des Zyhnders luftdicht

ist. Dieses Säckchen kommuniziert also mit der Lichtung

Innenröhre und bildet den druckempfangenden Ballon. Der Silber-

1
/jF

\M

Fig. 32.

Länge und 2—3 cm

festgebunden
der

*) K. Sich, Untersuchungen über die Saftabscheidung und die Bewegungsvor-

gäuge im Fundus- und Pylorusteil des Magens. Deutsch. Arch. f. klin. Med. Bd. 88. S. 169 bis

223 (1906).
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Zylinder ist bis außen durchbohrt und .kann (hircli eine Schraube C hift-

dicht verschlossen werden, so dal» die Wasserfülhing des Iiinenrohres auf

keine Schwierigkeiten stöl'it.

Bei Gel) rauch wird die Innenröhre soweit zurückgezogen, dal) der

Silberzyhnder auf der unteren Öffnung des Schlauches aufsteht und die

(kollabierte) Membran zum größten Teil im Schlauch verschwindet. Die

obere (")ffnung des Schlauches ist durch einen Stöpsel fest verschlossen.

Der Patient liegt in rechter Seitenlage mit ganz wenig erhöhtem Ober-

körper (er stützt sich leicht auf den rechten Ellenbogen). Die p]inführung

der Aspirationsmanometersonde geschieht in derselben Weise wie die eines

gewöhnhchen Magensclilauches. Manchmal scheint es vorteilhaft zu sein,

wenn man beim Eintritt des Schlauches in den Magen leichte rotierende

Bewegungen — Drehung im ganzen um ca. H60'' — vornimmt. Der

Schlauch scheint sich dadurch eher in der gewünschten Weise abzubiegen.

Sobald nämlich ein größeres Stück desselben die Cardia passiert hat, biegt

sich der beschwerte Sondenkopf stark nach abwärts, gleitet der kleinen

Kurvatur entlang und gibt dadurch dem Schlauche eine auf den Pylorus

hinstrebende Pachtung. Ist das Sondenende genügend weit in diesem

Sinne vorgedrungen, so wird das Innenrohr vorsichtig durch die Stopf-

büchse (1—2 Oll) vorwärts geschoben, wodurch der Ballon völlig aus der

]\Iündung des äußeren Schlauches hervortritt. Daraufhin wird der Ballon

in der oben angegebenen Weise mit Luft bzw. Wasser gefüllt und die

Innenröhre mit dem ^Manometer in Verbindung gesetzt, das den positiven

Mageninnendruck und die Druckschwankungen angibt. Hat die Druck-

messuug ein entsprechendes Resultat ergeben, so wird die Verbindung
mit dem Manometer gelöst, der Stopfen aus dem Ausflußrohr entfernt,

und man kann nun Mageninhalt fast genau von derselben Stelle, an der

man zuvor den Druck gemessen hat, aspirieren. Am besten geschieht

dies dadurch, daß eine schwach wirkende Saugpumpe unter Zwischen-

schaltung einer Flasche mit doppelt durchbohrtem Stopfen angeschlossen

wird. Der Mageninhalt fließt in die Flasche. Ist es gelungen, aus dem

Pylorusteil des Magens Speisebrei zu erhalten, so wird man sofort nach

Abschluß dieser Ausheberung demselben Indi^idu^im in sitzender Stellung

einen gewöhnlichen ^lagenschlauch einführen und auf dieselbe ^^'eise

Mageninhalt aspirieren. Bei einiger Übung gelingt es, so rasch hinter-

einander die erste und zweite Portion des Magensaftes zu gewinnen, daß

die Zeitdifferenz auf ein Minimum (1
—2 Minuten) zurückgeht. Eine sehr

wichtige A'orbedingung zum Gelingen des Versuchs ist das Fernbleiben

von Würgen oder von Brechbewegungen, wegen der damit verbundenen

starken Aktion der P)auchpresse und der extremen Inspiration mit \er-

schluß der Glottis. Alle diese forcierten Bewegungen müssen natürlich

den Mageninhalt durcheinander rütteln und auf diese Weise eine Unter-

suchung getrennter Magenabsclmitte auf ihren Chemismus vereiteln.

2. Isolierung des Magens und des Dünndarmes post mortem.
Das \'ersuchstier verschUngt die Nahrung oder bekommt sie mittelst der
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Schlundsoude oder bei Anwendung _
des Mundsperrers. Während der für die

Verdauung festgestellten Zeitdauer bewegt sich das Versuchstier frei. Dann
wird es auf das Brett gebracht und durch Chloroform oder besser durch

Nackenstich und gleichzeitiges Öffnen der Karotiden rasch getötet. Sofort

wird die Bauchhöhle geöffnet, ohne dabei die Lage der Eingeweide zu ver-

ändern. Um den ganzen Mageninhalt zu erhalten, unterbindet man die

Speiseröhre vorsichtig über der Cardia und das Duodenum unmittelliar

unter dem Pförtner. Man trennt sodann den ]\Iagen von der Speiseröhre

und dem Duodenum. Die Außenfläche des Magens wird durch Abspülen
mittelst destilliertem Wasser oder physiologischer Kochsalzlösung vom an-

haftenden Blut befreit und nachher mittelst Filtrierpapier abgetrocknet.

Dann öffnet man den ]Magen, fängt seinen Inhalt in einer Porzellanschale

auf, spült die Magenschleimhaut mehrmals mit destilliertem Wasser oder

physiologischer Kochsalzlösung ab und fügt die Waschwässer dem Magen-
inhalte bei. 1

)

Um beim Hunde den Inhalt des Magenfundus und des Pförtnerteiles

des Magens jeden für sich aufzufangen, ^ird gleich nach der Eröffnung
der Bauchhöhle eine große Ivlemmzange auf die beide Magenteile deutlich

trennende Furche gelegt, während gleichzeitig ein Gehilfe eine andere

Klemmzange auf den Pförtner anbringt; dann unterbindet man die Speiseröhre

über der Cardia. Nach Trennung des Gesamtmagens von der Speiseröhre

und vom Duodenum und nach gründlichem Abspülen der äußeren Magen-
oberfläche öffnet man zuerst den Pförtnerteil des Magens, fängt seinen

Inhalt in einer Porzellanschale auf und wäscht diesen Magenteü gründlich aus.

Danach wird der Magenfundus geöffnet, sein Inhalt in einer anderen

Porzellanschale aufgefangen und das durch Auswaschen der Schleimhaut

des Magenfundus erhaltene Waschwasser dazu gegossen. ^}

Beim Schweine kann man den Magen ungefähr in der Mitte ab-

schnüren und ihn so in eine Cardia- oder Schlundhälfte oder eine Pylorus-

oder Funduspylorushälfte teilen,
"j

Beim Schweine und beim Pferde kann

man auch durch gleichzeitiges Anlegen zweier Unterbindungen den Magen
in r, Abschnitte trennen: Cardia, Fundus, Pylorus beim Schweine; Pars oeso-

phagea, Fundusdrüsenregion, Pylorusdrüsenregion beim Pferde.*)

Der Inhalt des ganzen Dünndarmes, des obersten Dünndarmes

(ungefähr 50 cm Länge vom Pförtner aus bei Hunden von 5— 10 kr/) oder

mehrerer Dünndarmteile wird auf dieselbe Weise wie der Mageninhalt
zwischen Unterbindungen gefaßt. Das Blut wird von der äußeren Darm-

•) A. Schmidt-Midheim, Untersuchungen über die Verdauung der Eiweißk(3rper.

Arch. f. Anat. u. Pliysiol., pliysiol. Abt. S. 39—58 (1879).

^) E. Znnz, Noiivelles recherches sur la digestion de la viandc criic et de la viande

mite chez le chien. Mem. cour. et autr. mem. publ. par l'Acad. roy. de med. de Belgique.

T. 19. fasc. pag. 7 (1907).

^) EUeiibei-r/er und T'. Hofmeister, Die Magenverdauuug der Schweine. Arch. f.

wiss. u. prakt. Tierheilk. Bd. 12. "s. 126- 14G (1886).

*) E. Lötsch, loc. cit. — E. Bosenfeld, Über die Eiweißverdauung im Magen des

Pferdes. Inaug.-Diss. Leipzig 1908. 55 S.
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oborfläclie alii»espült und der Inhalt des gesaintcii Dünndarmes oder der

verschiedenen Darniteile nebst (h'n (hizn i>ehöri,iien Waschwässern jiesondert

zur l'ntersuchnnt»' gebracht. Da wiederholte Aussi)iiliingen des gesamten
Dünndarmes oder der isolierten Darm schlinge nicht immer genügen, um
den Inhalt völlig zu erhalten, so muCi man nach den Auswaschungen den

Darm der Länge nach aufschneiden und die Schleimhaut durch leichtes

Abstreichen und A])spülen vom sie bedeckenden ]^)elag befreiend)

Die Isolierung des Magen- und des Dünndarminhaltes post mortem

gibt Aufschlüsse über den Inhalt dieser Organe oder ihrer Teile zu

verschiedenen Zeitpunkten der \'erdauung sowie über die Dauer des

Yerbleiliens der Nährstoffe im Magen, nicht aber über das Endprodukt der

Magenverdauung'.

c) Torherige operative Einc:riffe erheischende Versnche.

Nachfolgend sind die einen vorherigen operativen Eingriff erheischenden

Verdauungsversuche je nach dem Zwecke der Operation angeordnet.
Falls der eigentliche Verdauungsversuch gleich nach der Operation

oder kurz darauf erfolgt, wie bei der Unterbindung {\q^ Pförtners oder

bei Einführung von Flüssigkeiten in isolierte Darmschlingen, so soll man
dem Tiere kein Morphin-Atropin subkutan einspritzen wegen dessen pjufluß

auf die Nervenzentren und auf die Verdauungsprozesse. Die Operation
wird bei nicht zu starker Narkose mittelst des Äther-Alkohol-Chloroform-

gemisches ausgeführt.

Um bei der Laparotomie die schädliche Wirkung der Abkühlung des

Magendarmkanales möglichst zu vermeiden, soll man sich eines heizbaren

Operationstisches bedienen. Als solchen kann man den durch Elektrizität

erwärmten C«rrcr//oschen Operationstisch anwenden oder bloß einen großen,
über einer Heizschlange befindlichen Kasten aus Weißblech, der das auf

dem Brette fixierte narkotisierte Versuchstier aufnimmt und dessen aus

verschiebbaren Blechplatten bestehender Deckel eine bequeme Regulierung
der Lmentemperatur auf o7—40" C ermöghcht. 2) Dieses Verfahren ist

dem manchmal empfohlenen Operieren in einem mit auf ?~i—40° C er-

wärmter physiologischer Kochsalzlösung gefüllten Thermostaten vorzuziehen,

denn bei letzterer Versuchsanordnung ist es keineswegs ausgeschlossen,

daß die in die Bauchhöhle eindringende Kochsalzl'"'sung auf die Ver-

dauungsprozesse einen Einfluß ausübt.

*) Ellcnhfrf/er und V. Hofmeister, Die Darmverdauung und die Resorption im

Darmkanal der Schweine. Areh. f. wiss. u. prakt. Tierheilk. Bd. 14. S. 137—171 (1888).— Dieselben, t)ber die Verdauung des Schweines. Arch. f. Physiol. u. Anat., physiol.
Abt. S. 137—153 (1889). — Dieselben, Die Verdauung von Fleisch bei Schweinen.

Ebenda. S. 280—298 (1890).
— E. Zkiiz, Über die Verdauung und Resorption der

Eiweißkörper im Magen und im Anfangsteil des Dünndarmes. Boitr. z. ehem. IMivsiol.

u.Pathol. Bd. 3. S. 339-364 (1902).

-') (>. r. Fiir/Ji und ./. Sclu'it:, Ein Beitrag zur Metliodik der Versuche ülier P^ett-

resorptiou aus isolierten Darmschliugen. Beitr. z. chem.Physiul. u. I'atli. Bd. 10. S. 4G1 bis

S. 472 (1907).
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Muß man während der Operation einen Teil des Magens oder des

Darmes außer der Bauchhöhle freilegen, so breitet man ihn auf mit

warmer physiologischer Kochsalzlösung getränkten Kompressen aus, welche

nötigenfalls mit dieser Lösung berieselt werden. Dabei soll möglichst

vermieden Averden, daß Kochsalzlösung in die Bauchhöhle dringt, weil da-

durch vielleicht ein Einfluß auf die Verdauungsprozesse bedingt sein

könnte.

Bleibt das Tier nach der Laparotomie auf dem Brett, so muß dies

stets in einem sehr stark geheizten Piaume, dessen Temperatur mindestens

25—oO" C beträgt, geschehen. Außerdem soll man die Bauchwunde mittelst

Watte bedeckt halten und den Bauch mittelst öfters erneuerter warmer

Decken gegen Erkältung schützen, da diese sonst die Verdauungsprozesse
stören kann.

1. Verfahren, welche das Entweichen von Verdauungs-
produkten vom Magen nach dem Darm verhindern. Man kann das

Entweichen von Verdauungsprodukten vom Magen nach dem Darm durch

Unterbindung des Pförtners, durch Verschließung des Pförtners vom

Magen her oder durch Verschließung des Pförtners vom Duodenum her

verhindern.

a) Unterbindung des Pförtners. Beim nüchternen, leicht narko-

tisierten Tiere wird die Bauchwand in der Linea alba oder etwas rechts

davon geöffnet, ein Faden um den Pförtner gelegt und unterbunden. Man
verschließt die Bauchwand sorgfältig durch Nähte. Nach einiger Zeit

läßt man das Tier die Nährstoffe verschlingen oder verabreicht sie ihm

mit der Schlundsonde. Nach der für den A'ersuch festgestellten Zeit wird

das Tier getötet, die Bauchwand geöffnet, die Speiseröhre über der Cardia

unterbunden und der Mageninhalt mit den schon beschriebenen Kautelen

aufgefangen,
i

)

Dieses Verfahren ist keineswegs einwandfrei. Narkose und Laparotomie

bewirken wahrscheinlich eine Verminderung der Magentätigkeit. Selbst wenn

die zwischen der Laparotomie und der Verabreichung der Nahrung veiüossene

Zeit genügend ist, damit diese schädlichen Einflüsse nicht mehr bestehen,

so kann noch die LTnterbindung des Pförtners die normale Innervation

und Blutversorgung des Magens stören. Es besteht außerdem die Gefahr

des Erbrechens und der Beimengung von verschlucktem Speichel, wodurch

Versuche über die Magenresorption störend beeinflußt werden können. Die

Einführung von Speichel in den Magen bewirkt natürlich beim Hunde

eine Zunahme der Magensaftmenge, der Azidität und des Verdauungsver-

mögens des Saftes. 2)

*) H. Tappeiner, Über Resorption im Magen. Zeitschr. f. Biol. Bd. 16. S. 497—507

(1880).
— H. Meade-Smith, Die Resorption des Zuckers und des Eiweißes im Magen.

Arch. f. Anat. u. Physiol., physiol. Abt. S. 481—496 (1884).

^) Älhert Fronin, Action de la salive sur la secretiou et la digestiou gastrique.

Compt. rend. hebd. tles s(5anc. de la Soc. de Biol. T. 62. p. 80—81 (1907).

l
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ß) Verscliliel)Uiii>' dos Pförtners vom Ma^on her. Man le^t

beim Versuchstier (meistens liuud) in unmittelbarer Nähe des Tförtners

eine Magenfistel an, in die eine durch einen Kork verscliließbare Kanüh>

eingeführt wird. Beim von dieser Operation völHg geheilten Hunde, d. h.

einige AVochen nach der Operation, wird im nüchternen Zustande durch

die Magenfistel ein Gummiballon in das Duodenum gebracht und gleich

unterhalb des Pvlorus aufgeblasen, wodurch man den Magen vom Duodenum
leicht und vollständig abschlielien kann.\)

Die richtige Ausfühi-ung des Magendarmabschlusses mittelst der

Kautschukblase wird auf folgende Weise erzielt.-) Nach p]ntfernung der

Kanüle aus der Magenfistel geht man mit dem Zeigefinger durch die

Fistel in den Pvlorus hinein, die Muskulatui- des Pylorus zieht sich um
den vordringenden Finger zusammen, und man fühlt eine deutlicJie ring-

förmige Umschnürung. Hat man sich so über die Lage des Pförtners

orientiert, so bringt man den 3—-tmal gefalteten Kautschukbeutel auf die

Kuppe des Zeigefingers und drückt ihn an den Eingang des Pvlorus.

Infolge der eintretenden Kontraktion wird die Blase erfaßt und durch

leichtes Nachschieben, um ein Zurückweichen zu vermeiden, gelangt der

Ballon in das Duodenum.

Der Kau tschukballen ist mit einem kurzen Stiele versehen, in dem
ein ül)er ein eingekerbtes kurzes Glasröhrchen gestülpter Gummischlauch

eingeschoben und über dem Stiele festgebunden wird; über diese Stelle wird

ein ca. 80 cm langer, weiterer Bindfaden befestigt. Nach der EinfiUirnng

wird die vorher nebst dem Schlauchstücke luftleer gemachte Blase gefüllt,

indem in die Öffnung des Gummischlauches ca. 25—30 cm^ Wasser ge-

spritzt werden. Man schließt dann den Schlauch durch eine Klemme und

sucht den Ballon an dem Schlauche durch den Pförtner hervorzuziehen.

Zeigt sich der Widerstand, den der gefüllte Ballon dem Herausziehen ent-

gegensetzt, genügend groß, so bringt man am Kautschukschlauch nahe

am Stiele des Ballons eine Ligatur an und schneidet das jetzt bedeutungs-
lose Schlauchstück ab. den Ballon an dem zur Befestigung angebrachten
Bindfaden festhaltend. Nachdem man sich vom richtigen Sitze des Ballons

überzeugt hat, wird die Kanüle wieder in die Fistel eingeführt und ein

durchbohrter Kautschukpfropfen in die Kanüle fest eingesetzt. In die Bohrung
ist eine mit Kautschukschlauch und Klemme versehene Glasröhre einge-

paßt. Dieser Stopfen befestigt zwar sofort die Fäden, die bis zu diesem

Augenblicke stets gespannt gehalten werden müssen, um aber ein späteres

Hinabgleiten des Ballons in das Duodenum zu verhüten, befestigt man die

heraushängenden Fäden noch besonders an der Kanüle. Nun ist der Magen
nach dem Darme hin durch die gefüllte Kautschukblase vollständig abge-

^) //. Tappeiner, loc. cit. — B. v. Änrep, Die Aufsaugung im Magen des Hundes.

Arch. f. Anat. u. Physiol., physiol. Abt. 8.504—514(1881).

-) Ma.v Scijall, Versuche über die Resorption dos Zuckers. inaug.-Dissert. München

1888. — ./. Brandl, Über Resorption und Sekretion im Magen und deren Beeinflussung
durcli Arzneimittel. Zeitschr. f. Biol. X. F. Bd. 11. S. 277—307 (1892).

9*
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schlössen. Der Kautscliukstopfen sitzt dicht in der Kanüle, so daß zwischen

Fisteh'and und Kanüle kein Tropfen des ^lageninhaltes ausgepreßt werden

kann. Bei der Befestigung des Ballons muß man ein zu starkes Anziehen

des Beutelstieles vermeiden, denn sonst wird ein Teil der Darminnenfläche

über den Ballon gestülpt, was die Untersuchungen über klagenverdauung
stören kann. Der KautschukbaUon soll nach Oyata nicht allzu stark mit Wasser

ausgedehnt werden, denn sonst wird der bisweilen beobachtete Eintritt der

Brechbewegungen begünstigt.^)

Nach V. Anrep soU der in den ]\Iagen eingeführte Gummischlauch

während 10—15 Minuten eine starke Magensaftsekretion hervorrufen, was

jedoch bestritten wird. 2) Da diese Frage noch nicht als endgültig fest-

gestellt anzusehen ist ^), so soll man 1/4
—

V2 Stunde nach erfolgtem Magen-
darmabschluß warten, ehe durch die den Kautschukpfropfen durchbohrende

Glasröhre die zu untersuchende Lösung oder Aufschwemmung in den Magen

eingespritzt wird. Dann verschließt man mittelst einer Ivlemme den an der

Glasröhre befindlichen Kautschukschlauch.

Während der ganzen Dauer des Versuches bleibt das Tier auf einem

Brette befestigt. Damit es sich dabei ohne Xarkose vollkommen ruhig ver-

hält, sowie um das durch die Anwesenheit eines Fremdkörpers (Kautschuk-

blase) hervorgerufene, manchmal eintretende Erbrechen zu vermeiden, stellt

Brandl das Brett schräg, so daß das Tier gleichsam in hängender Stellung

sich befindet. Me Stützpunkte, die es in dieser Lage nötig hat, müssen

sorgfältig gepolstert sein, damit Schmerzempfindungen durch Druck oder

Zug ausgeschlossen sind.

Nach Verlauf der Versuchsdauer wird der Mageninhalt entleert. Dies

gelingt aber nie völlig, da die Lage der Fistel in der Nähe des Pförtners

den Abfluß erschwert und da die zahlreichen Falten der Magenschleimhaut
stets Flüssigkeit zurückhalten, welche man indes teilweise noch durch Ausspü-

lungen des Magens mit destilliertem Wasser erhalten kann.

Nachdem man den Mageninhalt so vollständig wie möghch entnommen

hat, wird der Stiel der Kautschukblase durchschnitten, wodurch ihr Inhalt

sich entleert. Dann wird der leer gewordene Ballon durch den Pförtner und

die Fistel herausgezogen, um ihn aus dem Magen zu entfernen.

Um ,
ohne die Menge des Gesamtmageninhaltes genau zu kennen,

die Größe der Ptesorption in dem Magen zu schätzen, bedient sich

v. Tappeiner des folgenden Verfahrens: Am Ende des Versuches wird eine

bestimmte Menge einer ihrem Schwefelsäuregehalte nach bekannten Natrium-

sulfatlösung in den Magen gespritzt, der Hund mit dem Brette hochgehol)en

und dreimal kurze Zeit tüchtig geschüttelt, um eine gleichmäßige Mischung

*) M. Of/ata, Über die Verdauung nach der Ausschaltung des Magens. Arch. f.

Anat. u. Physiol. Physiol. Abt. S. 89—116 (1883).

'-) J. F. Fawlow, Die Arbeit der Verdauungsdrüsen. S. HO. — P. Leconte, Fonctions

gastrointestinales. La Cellule. T. 18. p. 283—322 (1900).

^) Ä. Schiß) Zur Frage der mechanischen Erregbarkeit der Magensaftsekretion
Zeitschr. f. klin. Med. Bd. 6L S. 220-2.30 (1907).
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der Natriiinisnlfatlösiini;' mit dem i\Ia,i>oniiihalte zu erzielen. Nach jedem
Schütteln wird eine Probe des Maiicniiiiialtes aus der Fistel abt^elassen. iiiid

diese Probeflüssiiikeit dann auf ihren (ielialt an Schwefelsäure und an der

\'ei'suchssubstanz untersucht. Der annähernd i^leiche Schwefelsänre^-ehait der

drei Proben gibt eine Kontrolle für die durch das Schütteln erzielte gleich-

mäßiji'e Mischuni»- des Natriumsulfates mit dem Mageninhalte. Aus dem
Gehalt der Proben an Schwefelsäure (S) und \'ersuchssubstanz (V) mid aus

der am Ende des Versuches als Natriumsulfat in den Magen eingeführten

Schwefelsäuremenge (S') läßt sich die Gesamtmenge der im Magen vor-

handenen Substanzen berechnen. Nimmt man nämlich an, dal» während dor

kurzen Zeit des Schütteins keine in IJetracht kommenden Mciiuien von

Natriumsulfat resorbiert werden, so entsprechen in den Proben und also

auch im Gesamtmageninhalte am Ende des Versuches die gefundenen H, SO4-

Mengen S^/o den Versuchssubstanzmengen V/o und die nicht resorbierte

Menge der Versuchssubstanz ergibt sich aus der Gleichung: S''/o:V''/o
= ^''^^

Die Verschließung des Pförtners bei einem Magenfistelhunde durch

Einführung einer mit Wasser gefüllten Kautschukblase in das Duodenum
besitzt mehrere Nachteile. Vielleicht kann sie eine Reizung der Magen-
schleimhaut bewirken. Die ^'erletzung der Magenwand durch die Magen-
fistel übt eine mehr oder minder beträchtliche Einwirkung auf die Magen-
bewegungen und dadurch vielleicht auf die im ]\Iagen vor sich gehenden

Verdauungsprozesse aus. Andererseits können mehrere Versuche an dem

gleichen Tiere in mehrtägigen Zmschenräunien angestellt werden.

y) Verschließung des Pförtners vom Duodenum her. Unter

vorsichtiger schwacher Narkose wird beim Versuchstiere die Bauchwand

durch einen 1 oder 2 cm rechts von der Linea alba geführten, \'^ 20 ein

langen, 1—2 cm unter dem Piippenbogen beginnenden P^inschnitt geöffnet.

Man unterbindet die Speiseröhre unmittelbar über der Cardia, ohne die

großen Gefäße der Mageuoberfläche zu verletzen, bringt 2 Fäden unter das

Duodenum und öffnet es mittelst des Thermokauters. Dieser p]inschnitt

muß lang genug sein, um die p]inführung eines in der Mitte durchbohrten

Gummistopfens zuzulassen. In der Dohrung steckt eine 25—HO cm lange

Gummisonde, welche den Stopfen ungefähr b cm lang überragt, so daß ihr

inneres Ende sich im Magen befindet, wenn der Stopfen am Pförtner sitzt.

Der andere Teil der Sonde mißt wenigstens 15 cm und ist 5 cm vor seinem

äußeren P^nde mit einer Schraubenklemme versehen. Durch den P^iuschnitt

der Duodenalwand und den Pförtner führt man die Sonde in den Magen
und bringt dann den Stopfen bis an den Pförtner, wo er mit Hilfe der

unter das Dnodeinim gelegten Bindfäden befestigt wird. Nach der nur

kurze Zeit in Anspruch nehmenden Operation', bei welcher weder in Magen
noch Dann Blut gelangt, verschließt nnvn die Bauchhöhe. indem man dl«'

Sonde durch eine kleine (')ffnung nach außen leitet.

1-2 Stunden nach der Operation, wenn das Tier nicht mehr unter

dem Einflüsse der Narkose steht, versieht man die Sonde mit einem Trichter

und gießt in dieselbe die in den Magen einzufidirende Lösung oder Auf-
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schwemmung, welche sehr leicht iu den Magen läuft. Die Klemme wird

rasch derart geschlossen, daß die Sonde gefüllt bleibt. Dies erlaubt, nach
bestimmten Zeitabschnitten einen Teil des Mageninhaltes aufzufangen. Es

genügt, die Klemme loszuschrauben; nur ist es nötig, zuerst ungefähr
20 cw3 Flüssigkeit abfließen zu lassen

,
was die in der Sonde verbliebene

Menge übertrifft. Auf diese Weise ist man sicher, daß die aufgefangene

Flüssigkeit wirkhch aus dem Magen herrührt. Am Ende des Versuches

wird das Tier getötet. Der noch im Magen vorhandene Inhalt wird mit

der nötigen Vorsicht aufgefangen, wol^ei man sich zugleich üljerzeugt, daß

bei der Operation der Magen unverletzt geblieben ist.i)

Die eben beschriebene Versuchsanordnung erlaubt, mederholt Anteile

vom Mageninhalte zu gewinnen. Ob diese wirklich der mittleren Zusammen-

setzung des Mageninhaltes in den verschiedenen untersuchten Zeitpunkten

entsprechen, ist aber, nach den Beobachtungen von EUenhercfer und seinen

Mitarbeitern sowie von Grätzner, keineswegs völlig sicher. Andere mehr
oder minder berechtigte Einwände können noch erhoben werden. Die Unter-

l)indung der Speiseröhre und des Pförtners stört vielleicht etwas die nor-

male Innervation und Blutversorgung des Magens. Die Einführung einer

Sonde in den ]\Iagen führt möglicherweise zu einer stärkeren ]\lagensaft-

absonderung, was indes bestritten wird. Die Narkose und die Laparotomie

können, trotz allen Vorsichtsmaßregeln, die Magentätigkeit vielleicht sekundär

beeinflussen,

2. Verfahren zur Gewinnung der Endprodukte der Magen-
verdauung. Um beim Hunde die Endprodukte der Magenverdauung zu

geAAinnen, werden in möglichster Nähe des Pförtners zwei seitenständige,

einiare Zentimeter voneinander entfernte Duodenalfisteln nach Pawlow-

Dastre^) angelegt und mit Duodenalkanülen versehen. Die dem Magen
am nächsten liegende Fistel dient zum Auffangen von Magen- oder

Duodenalinhalt, die andere zum Einspritzen von Salzsäure oder anderen

Stoffen ins untere Duodenum. Zur genauen Erforschung der Magentätigkeit

müssen die Fisteln so gelegen sein, daß der Choledochusgang und der obere

Ausführungsgang der Bauchspeicheldrüse unter der vom Magen am nächsten

gelegenen Fistel münden, was indes ziemlich schwer zu erzielen ist.

Mehrere Wochen nach der Operation wird in einem Vorversuche das

völlig geheilte Tier im Pawlowi^chen Gestehe ^) in ledernen Stützschlaiifen

aufgestellt. Man füttert es mit derselben Nahrung wie beim eigentlichen

Versuche. Die vom ]\Iagen entleerten Massen werden in einem in eine

Kältemischung gebetteten Gefäß aufgefangen und mit dem (rlasstab um-

1) E. Zunz, t^'bcr die Verdauung und Resorption der Eiweißkörper im Magen und

im Anfangsteil des Dünndarms. Beitr. z. ehem. Physiol. u. Path. Bd. 3. S. 339—364 (1902).

-) J. P. Paivloic, Die physiologische Chirurgie des Yerdaiuinirskauals. Ergebu. d.

Physiol. Jg. 1. Abt. 1. S. 277 (1902). — 0. Cohnheim, Zur Technik der Duodenalfisteln.

Zeitschr. f. biolog. Technik und Methodik. Bd. 1. S. 268—276 (1909).

ä) W. y. Boldjreß, Le travail periodique de Tappareil digestif en dehors de la

digestion. Arch. des sc. biolog. de St. Petersbourg. T. 11. p. 27 (1905).
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gerührt. Sie gefrieren vom Rande her rasch zu einem Eiskhimpen, der in ge-

frorenem Zustande bis zum weiteren Gebrauche aufgehoben wird. Sobald di(!

Entleerung aufhört, werden 50 crn^ Wasser nachgegeben und damit der

Magen tüchtig durchgeschüttelt. Zum Schhisse wird noch eine; Magenspü-

lung mit Hilfe der Schlundsonde ausgeführt. Das so gewonnene, in Kälte-

mischung gefroren aufbewahrte Verdauungsprodukt wird zu dem eigentlichen,

2 Tage später erfolgenden A'ersuche benutzt. Dafür wird es aufgetaut,

zur Befreiung von gröberen Stücken durch weitmaschige Gaze filtriert und

auf Körpertemperatur erwärmt. Man kann auch die im Vorv^ersuche vom

Magen entleerten Massen von 5 zu 5 Minuten sammeln und unmittelbar

für kurze Zeit in kochendes Wasser bringen, um das Ferment abzutöten.

]\Ian hebt dieses Verdauungsprodukt auf Eis auf.

Beim eigentlichen Versuche verschlingt der am Gestelle sich befindende

Hund dieselbe Nahrung wie beim Vorversuche. Sobald saurer Mageninhalt
in die Duodenalfistel eintritt, wird ein nach dem Prinzip der Tanipon-
kanüle mit einem Ballon aus Kondomgummi armierter Nelatonkatheter in

den abführenden Duodenalschenkel eingeführt und daselbst nicht zu weit

von der Kanüle entfernt aufgebläht.

Die Aufblähung des 15allons muß mit großer Sorgfalt und Vorsicht

geschehen. Schon die blobe Berührung der Duodenalschleimhaut dui'ch den

eingeführten Ballon unterbricht während einigen dünnten die Magenentleerung.
Bläht man den Ballon zu stark auf, so kann sogar die ]\Iagenentleerung

eine ganze halbe Stunde aufhören und überhaupt nicht mehr regel-

mäßig in Gang kommen. Es genügt zum vollständigen Darmabschlusse

eine verhältnismäßig geringe Ballonfüllung. Zur Füllung des Italiens

darf nicht Wasser verwendet werden, sonst wird der auf diese Art ein

ganz erhebliches Gewicht erreichende Ballon als lästiger Fremdkörper

empfunden; der Hund wird oft unruhig, die Magenentleerung wird ganz

unregelmäßig oder hört auf. Mit dem Spiegel sieht man im (irunde der

Kanüle peristaltische Darmbewegungen — offenbar zur Weiterschaffung
des Ballons.

Hat man den Ballon unter diesen Kautelen eingeführt und sich nach

wenigen Minuten vom geregelten Fortgang der ^lagenentleerung überzeugt,

so schreitet man nun dazu, das aufgetaute, auf Körpertemperatur erwärmte

Verdauungsprodukt des \'orversuches portionsweise nach Maßgabe des aus-

tretenden Mageniidialtes dui-cli den Katheter hinter dem Ballon in den

Darm zu spritzen. Es empfiehlt sich, die Masse durch Methylenblau zu

färben und sich häufig zu vergewissern, daß kein Rückfluß in die Kanüle

stattfindet.

Um den physiologischen Vorgang in vollständig exakter Weise nach-

zuahmen, müßte man nach jedem einzelnen entleerten Schuß eine gleich-

große VerdauungsproduktnuMigc in das Duodenum eintreten lassen. Da dies

aber nur schwierig erreicht wird, so begnügt man sich damit, nach be-

stimmten Zeiten (ö bis lö Minuten) oder nach einer abgezählten Anzahl

einzelner Schüsse (lö bis 20j eine annähernd entsprechemie Menge des
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Verdauungsproduktes einzuspritzen. Auf eine solclie Einspritzung tritt regel-

mäßig rasch der reflel^torische Pförtnerschluß ein, welcher je nach der

Verdauungsperiode o bis 10 Minuten anhält.

Das vom Magen schußweise Entleerte wird, wie im Vorversuche, in

einem in Kältemischung sich befindenden Gefäß aufgefangen.

Die von Tohler vorgeschlagene portionenweise Einspritzung des beim

2 Tage vorher angesteUten Vorversuche erhaltenen Verdauungsproduktes
in den abführenden Duodenalschenkel nach ^Maßgabe der vom Masen ent-

leerten Mengen soll das Zustandekommen des vom Duodenum aus durch

sauren oder fetthaltigen Chvmus ausgelösten Chemoreflexes . der das

periodische Öffnen und Schließen des Pförtners beim normalen Tiere regelt,

ermöglichen und auf diese Weise die sonst beim Bestehen der Duodenal-

fistel rascher wie normalerweise vor sich gehende Magenentleerung verhüten. i)

Trotz diesen scharfsinnigen, von Tohhr vorgeschlagenen Vorsichtsmaßregeln

erfolgt indes stets bei den Duodenalfistelhunden die Magenentleerung rascher

als bei den Xormaltieren.

Die Tohler'&QhQ Versuchsanordnung berücksichtigt indes einen anderen,

wahrscheinlich keineswegs unwesentlichen Umstand. Die während der Magen-

verdauung oft erstaunüch großen abgesonderten ^Nlagensaftmengen bewirken

nämlich eine beträchtliche Verausgabung des Organismus an Flüssigkeit

und Mineralstoffen, insbesondere an Salzsäure
-).

so daß es als sehr wahr-

scheinlich erscheint, daß während einer Verdauungsperiode die in den Darm

ergossene Salzsäure rasch zurückresorbiert wird und so dem Blute die

Beständigkeit seiner Zusammensetzung gesichert bleibt. Die etwaige Beein-

trächtigung der Magensaftal)Sonderung im Magen bei den Fisteltieren

durch größere Magensaftverluste nach außen wird durch die Einspritzung
von der Menge nach den nach außen fließenden Breimengen ungefähr

entsprechenden Chymusraengen in den Darm möglichst vermieden.

Bis jetzt ist die Toi/ersche Versuchsanordnung das beste Verfahren,

um das Endprodukt der Magenverdauung zu gewinnen. Andrerseits gibt

sie aber keineswegs völlig richtige Aufschlüsse über die Zeitdauer des

*) Z. Oppenhcimer, Über die motorischen Yerrichtungen des Magens. Deutsch,

med. Wocheusclir. Bd. 15. S. 125— 128 (1889). — A.Hirsch, Beiträge zur motorischen

Funktion des Magens beim Hunde. Zentralbl. f. klin. Med. Bd. 13. S. 993—995 rl892).
— Derselbe, Weitere Beiträge zur motorischen Funktion des Magens, nach Versuchen

an Hunden mit Darmfisteln. Ibid. Bd. 14. S. 73—77 (1893). — J. von Mering ,
Über die

Funktion des Magens. Therapeut. Monatsh. Bd. 7. S. 201—204 (1893).
— Moritz, Studien

über die motorische Tätigkeit des Magens. Zeitschr. f. Biol. Bd. 32. S. 313-369 (1895);

Bd. 42. S. 565—611 (1901).
— 0. Marhaix, Le passage pylorique. La CeUulc. T. 14.

p. 25—53 (1898).
— A. Serdjukow, luaug.-Dissert. St. Petersburg 1899. — 6'. J. Linticarew,

Inaug.-Dissert. St. Petersburg 1901. — A. J. Schemiakinc
, Physiologie de la regiou

pylorique de l'estomac du chien. Arch. des sc. biolog. de St. P^tersbourg. T. 10.

p. 87-170 (1904).

'-) M. Pfaundler, Über eine neue Methode zur klinischen Fuuktionsprüfung des

Magens und deren physiologische Ergebnisse. Deutsch. Arch. f. klin. Mediz. Bd. 65.

S. 254—284 (1900).

I
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Verweilens der verschiedenen Nährstoffe im M;i^en, weil die Ma^en-

entleerunjj' sich nicht wie beim normalen Tiere vollzieht. i)

;3. Verfahren zur direkten Einführung- von Nährstoffen in

das Duodenum. Um Nährstoffe unmittelbar in das Duodenum mit T'm-

gehung des ^lagens einzuführen, wird dem \'ersuchstier(' (meistens Hund
oder Katze) in nächster Nähe des Pförtners eine mit einer Kanüle ver-

sehene Magenfistel angelegt. Erst wenn das Tier von dieser Operation

völlig geheilt ist, kann man die eigentlichen \'ersuche anstellen.

Um jeden ^'erlust der in den Darm eingefiUirten Stoffe zu vermeiden,

wird der Pförtner mittelst des durch die Fig. 'do schematisch veranschau-

lichten durchbohiten (iummiballons A verschlossen. In die eine der beiden

Öffnungen B wird ein kurzer Ring eingebunden, dessen Lichtung mit

einem doppelt durchliohrten Stopfen verschlossen wird. Durch den Pfropf
laufen zwei Gummikatheter, der engere C derselben

endet im Hohlräume der Kautschukblase, der andere D
dagegen, welcher weiter und länger ist, durchsetzt

auch die Öffnung am anderen Ende des Beutels E
und ragt mit seinem freien Ende 5—6 cm über den-

selben hinaus. An dem Orte, wo er den P»allon ver-

läßt, wird der Katheter U in die Wand des Beutels

dicht eingebunden.
Die Kautschukblase wird leer durch den Pförtner

geschoben, dann durch die in ihre Höhlung mündende
Röhre C so weit mit Wasser gefüllt bis sie sich an

die Wand des Duodenums fest anlegt, wonach der Ka-

theter C mittelst der Klemme F verschlossen wird.

Dann wird die, nötigenfalls in einem flüssigen Bivie

mit AVasser verriebene, in einem vorgelegten Kolben

befindUche Speisenmasse unter Quecksilberdruck durch

den Katheter D in den Darm einge])racht, der in

dieser Röhre verbleibende Speiserest durch etwas

Wasser nachgespült und hierauf endlich die freie

Mündung des Katheters D mittelst der Klemme G
geschlossen. -)

Mau kann den während der Verdauung sich bildenden Magensaft in

einem vor der Fistelöffnung hängenden Beutel aufnehmen und diesen so

oft entleeren, als er sich mit ^lagensaft füllt.

Fig. 33.

^) L. Toblcr, iJber die Eiweißverdauuiig im Magen, /eitscbr. f. physiol. Cliem.

Bd. 45. S. 185—215 (1905).
— G. Lang, tfber Eiweißverdauung und Eiweißresorption im

Magen des Hundes. Biochom. Zcitsclir. Bd. 2. S. 225— 242 (l^tOT).
- Otto Cohulu im.

Zur Spaltung des Nahrungseiweißes im Darm. 2. Mittcil. Zeitschr. f. physiol. L'hcm.

Bd. 51. S. 415—424: (1907).
— Derselbe, Beobachtungen über Magenverdauung.

Münchener med. Wochenscbr. Bd. 54. S. 2581—2583 (1907).

-) M. Of/ata , tjber die Verdauung nach der Ausschaltung des Magens. Arch. f.

Anat. u. Physiol., physiol. Abt. S. 89-116 (1883).
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Nach der festgestellten Versiichszeit wird das Tier getötet und die

Bauchhöhle geöffnet. Der an beiden Enden oder in mehreren Abschnitten

unterbundene Dünndarm wird herausgenommen. Seine äußere Dberfläche

wird sorgfältig abgespült, und darauf der Inhalt des gesamten Dünndarmes
oder jeder der gebildeten Darmschhngen gesondert aufgefangen.

Dieses Verfahren erlaubt, die Darmverdauung ohne jeden opera-
tiven Eingriff in den Darm selbst und ohne jede Narkose zu studieren.

Die Einführung des GummibaUons bleibt aber ^^elleicht nicht ohne Einfluß

auf die Darmverdauung.
Um sich möglichst den Bedingungen, unter welchen normalerweise

der Eintritt der Flüssigkeiten vom Magen in den Darm vor sich geht,

zu nähern und um nicht in einer vorherigen Operation eine Magenfistel

anlegen zu müssen, bedient sich P. Nolf folgenden Verfahrens: Mittelst

des Bistouris Avird ein Schnitt in die Haut in der Linea alba in der Höhe
des Magens gemacht. Mittelst des Thermokauters wird dann die Bauch-

wand geöffnet. Das Netz wird mittelst des Zeigefingers durchbohrt, und

nun zieht man den präpylorischen Magenteil in die Wunde. Um diesen

herum wird ein starker Faden gelegt ,
welcher ihn später umschnüren

muß; die Koronar- und die gastroepiploischen Arterien müssen sich

außerhalb dieser Ligatur befinden. Durch einige Nähte befestigt man
die vordere Magenwand an die Wunde, so daß der auf diese Weise frei-

gelegte Magenteil nur ungefähr 2—3 cm vom Pförtner absteht. Die so

freigelegte Magenwand wird mittelst des Thermokauters der Länge nach

durchbohrt. Durch diese Bohrung führt mau bis in die Nähe des Pförtners

das dicke Ende einer umgebogenen Glaskanüle ein, so daß diese im Magen
bleibt. Mit dem hinter dem an die Bauchwand befestigten Magenteile

liegenden Faden wird nun die Einschnürung der Kanüle umbuudeu. ohne

dabei die Magenwand zu stark zusammenzudrücken, so dal) das dicke

Ende der Kanüle fast vor dem Eingange des Pförtners befestigt ist. Das

freie äußere Ende der Kanüle wird mittelst einer Kautschukröhre mit

dem die in den Darm einzuspritzende Lösung enthaltenden Trichter ver-

bunden.

Die so eingeführte Flüssigkeit muß also durch den Pförtner fließen,

um in den Darm zu gelangen. Die Piaschheit des Eintrittes in das

Duodenum wird durch die Höhe, auf welche man den Trichter über den

Pförtner anbringt, beeinflußt. Saure Flüssigkeiten treten stets schAAieriger

in das Duodenum als alkalische. Zur Erreichung gleicher Einflußgeschwin-

digkeit bedarf es eines zwei- bis dreimal größeren hydrostatischen Druckes

bei sauren als bei alkalischen Flüssigkeiten.

Man kann mittelst dieses Verfahrens Avähreud längerer Zeit einen

mit ziemhch gleichbleibender Raschheit vor sich gehenden Flüssigkeits-

eintritt in das Duodenum bewirken oder auch nur zu Beginn des Versuches

ein bestimmtes Quantum Flüssigkeit in den Darm eintreten lassen.

Nach der im voraus für den Versuch festgestellten Zeitdauer wird

das Tier rasch getötet, die Bauchhöhle geöffnet und der Inhalt des

I
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Gesamtdünndarmes oder mehrerer dnrch llnterbinduniien isolierter Darm-
teile mit den nötigen Kautelen jeder für sich aufgefanj^en. i)

Bei dieser Methode bleibt der Darm nnverletzt und die Darmverdauung-
erleidet nicht, wie beim Or/a^aschen Verfahren, von der Einführung des

Gummiballons herrührende etwaige Störungen. Die in der Nähe des

rförtners auf der Magenwand liegende rnt('ri)indung und die zum YÄn-

führeu der Kanüle in den Magen nötige Narkose und Laparotomie bleiben

indes möglicherweise nicht ohne Einfluß auf die Darmverdauung.
4. ^'erfahren zum Studium der Darmverdauung an isolierten

Darmschlingen.
X) Ohne vorherige Anlegung einer Darmfistel. Um die Ver-

dauung im ganzen Dünndarme ohne Intervention der Galle und des

Pankreassaftes zu studieren, wird unter leichter Narkose die Bauchwand
in der Linea alba oder 1—2 ni/ rechts davon geciffnet. Der Dünndarm
wird gleich über der lleocöcalklappe unterbunden. Ein Faden wird am
Duodenum unter der Einmündung des Choledocliusganges und des 2—3 oii

davon entfernten Hauptausführungsganges des Pankreas gelegt. Rüttelst

des Thermokauters macht man eine kleine Öffnung inmitten des zwischen

diesem Faden und dem Pförtner befindlichen Duodenalteiles. In diese

Öffnung bringt man eine an ihrem äußeren Ende mit einer Klemme
versehene dünne Kautscliukröhre, deren inneres Ende man in den Dünn-
darm abwärts führt, oder das mit einem Hahn versperrbare Ansatzstück

einer Spritze. Man schnürt den Faden auf das Duodenum, so daß die

Kautschukröhre oder das Ansatzstück der Spritze fest in der Darmschlinge
sitzt, damit bei Einspritzungen kein Verlust erfolgt. Nun spritzt man die

auf Körpertemperatur erwärmte, untersuchte Lösung (oder Aufschwemmung)
in den Darm und schließt dabei nötigenfalls so oft die Klciiinic oder den

Hahn, als man die Spritze wieder einfüllen muß. ITm die gesamte Lösung-

dem Darm abzugeben, wird zuletzt eine geringe Luftnienge eingespritzt,

welche die in der liöhre gebliebene Flüssigkeit in den Darm treibt. Die

Klemme oder der Hahn wird dann geschlossen und die Bohre oder das

Ansatzstück vorsichtig aus dem Darme herausgezogen, während gleichzeitig

ein Gehilfe den am Duodenum liegenden Ligatui-faden fest anzieht, so daß

das duodenale Ende des Dünndarmes endgültig abgeschlossen ist. Die

Bauchwand wird durch Nähte vereinigt. Nach Ablauf einer bestimmten

Zeit wird das Tier dui-ch Nackenstich getötet und der Inhalt des Dünn-

darmes mit den nötigen ^'orsiclltsmaßleg-eln aufgefangen.

Dieses Verfahren erlaubt Magen- und Darmverdauung zu vergleichen,

indem man einen zweiten Faden am Duodenum in unmittelbarer Nähe

des Pförtners anlegt . die Speiseröhre unmittelbar übi'r der Cardia unter-

bindet, die mit der Klemme oder dem Ansatzstücke versehene Kautschuk-

röhre nach Füllen des Dünndarmes in den Magen bringt, dir X'crsnchs-

flüssigkeit in dieses Organ spritzt und den duodenalen Faden unterbindet.

') J'. Xolf, De rabsorption intestinale de la propeptone chez le chieii. Bidl. de

la Classe des Sciences de l'Acad. roy. de Iiel<ri(iiu\ p. 1149—1202 (1'.103).
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Falls man nur die Darmverdauiing- untersuchen will, so kann man,

nach P. Xolf und Ch. Honore
'),

durch eine im Duodenum angelegte Öffnung

eine dicke Glaskanüle ins Jejunum einführen, darauf den Darm unterbinden

und den so vorbereiteten Darm mittelst Naht an der sofort wieder ab-

geschlossenen Bauchwand befestigen. Das äußere Ende der Kanüle steht mit

einer mit einer Klemme versehenen Kautschukröhre in Verbindung. Nachdem

sich das Tier von der Operation und der dafür nötigen Narkose erholt

hat, führt man die auf 40« erwärmte, untersuchte Nährstofflösung in den

Darm, schheßt die Klemme, tötet nach der Yersuchsfrist das Tier und

fängt den Dünndarminhalt auf. Dieses A'erfahren erlaubt, während des

Versuches neue ^Einspritzungen in den Darm zu macheu so^^1e die Ein-

führung mit jeder behebigen Raschheit zu bewerkstelligen. Es ruft aber

leichter Störungen der Innervation und der Blutversorgung des oberen

Dünndarmteiles hervor als die zuerst beschriebene Methode.

Um die Darmverdauung und Resorption verschiedener Lösungen bei

ein und demselben Tiere zu untersuchen, wird eine gemessene Schhnge an

beiden Enden abgebunden und beiderseits dicht an den Ligaturen eröffnet.

Werden mehrere solche Vergieichsversuche an einer Reihe von Tieren an-

gestellt, so soll man stets Darmschhngen derselben Lage benutzen, denn

verschiedene Stellen des Darmrohres besitzen für die gleiche Flüssigkeit

keineswegs dasselbe Resorptionsvermögen und dieselbe Einwirkung. 2)
In

jeder der beiden Öffnungen der Darmschlinge wird eine mit Gummischlauch

und Klemme versehene Glaskanüle eingebunden. Die Schlinge wird zuerst

durch einen Strom körperwarmer physiologischer Na Cl-Lösung, Ringerlösung

oder der zum Versuche dienenden Flüssigkeit so lange gründlich ausgespült,

bis die Flüssigkeit ganz klar al)fließt. Zur Entfernung der dann noch in

der SchUnge vorhandenen Spülflüssigkeit wird die äußere Oberfläche der

Darmschlinge mehrmals sanft gestrichen. Die Ausspülung erlaubt zwar

die Darmschleimhaut völhg zu reinigen, bleibt aber vielleicht nicht ohne

Einwirkung auf diese, so daß man sich dazu nur derselben Flüssigkeit,

wie der zum ersten Versuche benutzten, bedienen soll. Außerdem kann

beim zur gänzlichen Entfernung der Spülflüssigkeit nötigen, selbst vor-

sichtigen Anstreichen die Darmwand leicht mechanische ^'erletzungen er-

leiden. Nach der Auswaschuns' der Darmschlinge wird die an einer der

beiden Kanülen befindliche Klemme geschlossen, die Schlinge wieder in die

Bauchhöhle gebracht, durch die andere Kanüle die untersuchte Flüssigkeit in

die Darmschlinge eingespritzt, die an dieser Kanüle sich befindende Klemme

zugemacht und dann die Bauchwand geschlossen. Nach Ablauf der beab-

*) Influeuce des conditions de rabsorption intestinale de l'azote alimentaire sur

Tölimination azotde urinaire. Arch.iiit.de l'hysiol. T. 2. p. 85— 115 (1905).

-) Lannois et R. Lepine, Sur la mauiere differente dont se comportent les parties

superieures et inferieures de lintestin grele au point de vue de Tabsorption et de la trans-

sudation. Arcb.de physiol. norm, et patbol. 3. Reibe. T. 1. p. 92— 111 (1883).
— Carl

Voit und J. Bauer, Über die Aufsautrung im Dick- und Dünndärme. Zeitscbr. f. Biol.

Bd. 5. S. 536-570 (1869).
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sichtigten Versuclisdauer wird die Schlinge wieder hervorgezogen und (hirch

sanftes Streichen ihrer äußeren Oberfläche die noch vorhandene Flüssig-

keit durch eine der Kanülen entleert. Nun wäscht man die Schlinge wieder

mit Kochsalzlösung, Ringerlösung oder der zum neuen ^'ersuche dienemlen

Flüssigkeit und füllt darauf die Schlinge mit letzterer. Auf diese Weise
kann man nacheinander () bis 8 Lösungen untersuchen. Höher empfiehlt
die sonst etwas mühsame Ueposition der Darmschlingf durch licsezieren

des Netzes am Anfange des \ersuches zu erleichtern. Diese oft wiederholte

Reposition der dem Bauch bei jeder Entleerung entzogenen Schlinge ver-

ursacht leicht mechanische \'erletzungen und führt manchmal sogar zu

einer Zerrung oder abnormen Lagerung des Mesenteriums, so daß die

Ülutzufuhr gestört oder verändert wird. Fm dies zu vermeiden, kann man
die einmal gefüllte Schlinge während der ganzen \'ersuchszeit in stetig

mittelst physiologischer oder Ringerlösung benetzte Tücher außerhalb der

I'.auchhöhle liegen lassen: dabei l)efindet sie sich aber sicher unter ab-

normen Bedingungen.^)
Das Vorhandensein der inneren Enden der beiden Glaskanülen in

der Schlinge stört vielleicht die Verdauungsprozesse. Um diese etwaige

Fehlenpielle zu beseitigen und trotzdem die Darmschlinge vor dem Versuche

ausspülen zu können, wird die in einer bestimmten Länge abgebundene

Dünndarmschlinge quer durchschnitten. Der Ort der Durchschneidung muß
derart gewählt werden, daß die am Mesenterialrande verlaufenden grolien

(lefäße geschont bleiben. AulJerdem kann man noch vordem Durchschneiden

beiderseits das äußerste zur Schnittfläche führende Blutgefäß umstechen.

Nach der DurchspiUung mittelst körperwarmer physiologischer Kochsaklösung,

Ringerlösung oder am besten derjenigen Flüssigkeit, die zum eigentlichen

Versuche dient, wird die Schlinge an beiden Enden zugebunden. Zur

Einführuug der Versuchsflüssigkeit in die Schlinge wird die mit der

Spritze selbst oder durch einen kurzen Kautschukschlauch mit einer Bürette

verbundene Kaniüe einer Pravaz<<che\i Spritze möglichst schief durch die

Darmwandung eingestochen. Legt man durch dreimaliges Umstechen einen

Faden um die Kanüle, und zieht man diesen beim Herausnehmen der Kanüle

zu, so geht bei der Einspritzung der Flüssigkeit kein Tropfen verloren,

denn der schiefe Stichkaual wird bei größerem Linendruck zusammenge-

preßt und schließt ventilartig. Während der F]inspritzung muß die Kanüle

festgehalten werden, damit sie nicht die Darmschleimhaut verletzt und

eine Blutung hervorruft.-) Um keine Verletzung der Darmwand der Schlinge

M i?. Heidenhain, Neue Versuche über die Aufsaugung im Diinmlarme. Pjliigfrs

Areh. f. d. ges. Physiol. Bd. 56. S. 57(j-631 (1894). — M.KafzcncIhnhof/in, Der Kinfluß

der Diffusihilität und der Lipoidl((slichkeit auf die Geschwindigkeit der Darmresorption.
Ebenda. Bd. 114. S. 522—534 (1906). — R. Hüber, Über Resorption im Diinndarm.

I. Mitt. Ebenda. Bd. 70. S. 624—642 (1898). II. Mitt. Ebenda. Bd. 74. S. 246-271 (1899).— Derselbe. Die pbysikaliscbo Chemie in der IMiysiologio der Resorption, der l.ynipli-

bildung und der Sekretion. I'hysikalisclie ( licmio und Medizin. Bd. 1. S. 294—419 (,19(J7).

^) Georg Friedländer, Über die Resorption gelöster Eiweißstoffe im Dünndarme.

Zeitschr. f. Biolog. Bd. 33. S. 263— 287 (1896).
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ZU bewirken, kann man auch nur eines der beiden Enden der Schlinge nach

der Ausspülung- zuschließen; in das andere wird eine Kautschukrühre

oder das Ansatzstück einer Spritze angebracht und durch einen die Schlinge
umschnürenden Faden darin festgehalten. Nach der Einspritzung der unter-

suchten Flüssigkeit wird die Eöhre oder das Ansatzstück rasch aus der

Schhnge gezogen, während man gleichzeitig den Faden fest zuschnürt, so

daß dann die gefüllte Schhnge beiderseits geschlossen ist. Außer den vorhin

schon erwähnten Einwänden gegen die Ausspülung bietet die soel)en be-

schriebene Versuchstechnik noch als Fehlerquelle eine von der Durch-

schneidung des Darmes oberhalb und unterhalb der eigentlichen Schhnge
herrührende, etwaige Beeinträchtigung der Verdauungs- und Resorptions-

prozesse in der Schlinge.

Zum Vergleiche der ^'erdauung und Resorption verschiedener Lösungen
im Dünndarme eines und desselben Tieres kann man sich auch zwei oder

mehrerer zwischen Unterbindungen isoherter Schhngen gleicher Länge be-

dienen. Bei solchen Versuchen muß besonders darauf geachtet werden,

daß das Mesenterium keine Drehung erleidet, damit die Blutversorgung
in den verschiedenen Schlingen normal bleibt. M Es ist vorzuziehen,

beim 1 oder 2 Tage vorher mit Abführmitteln behandelten Tiere keine

Auswaschung der abgebundenen Darm schlingen vorzunehmen. Mittelst des

Thermokauters wird die Darmwand zwischen den die zwei benachbarten

Schlingen begrenzenden Fäden eröffnet, so daß man durch diese Öffnung
eine Kautschukröhre oder das Ansatzstück einer Spritze zuerst in die

eine und darauf in die andere Schlinge einführen und auf diese Weise

die Versuchsflüssigkeit in die eine Schlinge und gleich nachher in die

andere einspritzen kann.

Bei allen A^erfahren zur L'ntersuchung der Verdauung in isoherten

Dünndarmschlingen können beim Abbinden der Schhnge sowohl der Kreis-

lauf des Blutes und der Lymphe als die Innervation Veränderungen erleiden

und dadurch die Verdauungsprozesse mehr oder minder gestört werden.

Die zu diesen Versuchen nötige Narkose wirkt wahrscheinlich etwa in dem-

selben Sinne. Das Hervorholen der Darm schlinge aus der Bauchhöhle und

die anderen Manipulationen am Darm und am Mesenterium bewirken Ver-

änderungen der Beweglichkeit des Darmes.

WiU man die im Dickdarme vor sich gehenden Verdauungs- und Re-

sorptionsprozesse untersuchen, so führt man durch das Rektum eine Schlund-

sonde in den Dickdarm ein. Knapp hinter dem Cöcum und distal an einer

noch gut erreichbaren Stehe Avird je eine Ligatur angelegt, das innerhall)

dieser Ligaturen liegende Stück des Dickdarmes losgetrennt und durch

Warmwasserausspülungen und leichtes Ausstreichen gründlich gereinigt.

Dann wird an einem Ende dieser Dickdarmschlinge eine Ligatur durch

M G. Leuhtischer, Studien über die Resorption seitens des Darmkanales. Jenaische

Zeitschr. Bd. 18. S. 808. — E. Waymouth Reid, On intestinal absorption, especially on

the absorption of serum. peptone and glucose. Philosoph. Transact. of the Roy. Soc. of

London. Series B. Vol. 192. p. 211—297 (1900).



Verdauung: Methoden zur Untersuchung der Verdauungsprodukte. 14.')

(Ion Mesenterialansatz hindiirchi^eführt und fest «geschnürt, so dal» die Diek-

darnischlinf^e verschlossen ist. Im anderen Ende dieser Sehlinu'e wird eine

Kautschukröhre oder das Ansatzstück einer Spritze angebracht und mittelst

eines die Schlinge umschnürenden Fadens darin fest gehalten. Sobald die

\'ersuchsflüssigkeit in die Dickdarmschlinge eingespritzt ist, wird die Köhre

oder das Ansatzstück bei gleichzeitigem festen Zuschnüren des Fadens

rasch aus der Schlinge gezogen, so daß dann die Dickdarmschlinge beider-

seits verschlossen ist. Das Ausspülen des Dickdarmes scheint selbst bei

1 oder 2 Tage vorher mit Abführmitteln behandelten Hunden oder Katzen

unentbehrlich.!)

^) Mit vorheriger Anlegung einer Darmfistel.

Bei der T7?ir«/schen Darmfistel wird das eine Ende eines abgetrennten
Darmstückes durch eine Naht verschlossen und das andere mit der Bauch-

wand vernäht, so daß eine Dauerfistel gebildet wird. Um mehrere Versuche

über die Verdauung im Dünndarme bei ein und demselben Tiere anzu-

stellen, bedient man sich heutzutage nur noch der Vcllasdwn Veränderung
der TA'ir//schen Darmfistel. In der Thiri/-Vena?<chQn Fistel werden beide

Enden des isolierten Darmstückes in die Bauchwand eingenäht, so daß

beide nach außen münden. Bei dem Einnähen der beiden Fistelenden in

die Bauchwunde soll man dabei durch eine schnürstiefelartig angebrachte
Naht das Lumen der Darmenden stark verengen, um den sonst immer
drohenden Darmwandprolaps zu verhüten.^)

Bei den Versuchen an Tieren mit Thhy-JWäscher Darmfistel muß
man zunächst feststellen, welche Inhaltsmenge der Darmabschnitt faßt, und

welche Menge Spülflüssigkeit notwendig ist, um den Darm von einem be-

stimmten Volumen der eingeflossenen Versuchsflüssigkeit völlig zu befreien.

Die Kapazität des isolierten Darniabschnittes l)leibt indes nicht stets die-

selbe; sie nimmt erheblich ab, wenn der Hund längere Zeit zu Versuchen

nicht benutzt wird und nimmt hingegen zu, wenn die Versuche rasch auf-

einander folgen. Werden aber nach dem Beispiele von v. Scanzoni die \>r-

suche in gleichmäßigen Zwischenräumen angestellt, z. B. alle o Tage, so

bleibt die Kapazität ziemlich beständig. 3)

*) //. ./. IIai)ihi(rffer, Versuche über die Resorption von Feit und Seife im Dici<-

darm. Arch. f. Physiol. u. Auat. Physiol. Abt. S. 433-464 (19U0,1.
— Feli.r Ueach' Unter-

suchungen über die Größe der Resorption im Dick- und Dünndärme. Ebenda. Bd. 80.

S. 247—258 (1901).

^) L.Thinj, Über eine neue Motliodc, den Dünndarm zu isolieren. Sitz.-Ber. d.

Wien. Akad. d.w'iss. Math.-naturw. Ivl. 1. Abt. Bd. 50. S.77-9G (1864). — L. VcUa, Neues

Verfahren zur Gewinnung reinen Darmsaftes. S. Moleschotts Untersuchungen zur Xatur-

lehre. Bd. 13. S. 40 (1882). — O.Cohnheim, Über Dünndarmresorptiou. Zeitschr. f. Biol.

Bd. 30. S. 129—153 (1898).

**) Gumileivski, Über Resorption im Dünndarm. Pßügers Arcii. f. d. ges. Physiol.
Bd. 39. S. 55()—592 (1886).

— F. h'nlnnaiui, Über Sekretion und Resorption im Dünn-

darm. Ebenda. Bd. 41. S. 411—462 (1887).
— Friedrich r. Scanzoni, Über die Resorption

des Traubenzuckers im Düiuidarm und deren Beeinflussung durch Arzneimittel. Zeitschr.

f. Biol. Bd. 33. S. 461-474 (1896).
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Unmittelbar vor jedem Versuche soll man die Darmschlinge mit der

nntersucliteu Lösung mehrere Male durchspülen. Sonst bleibt bei Beendigung
des Versuches eine nicht unbeträchtliche Flüssigkeitsmenge an den Wänden

haften, während, wenn die Darmwand schon vorher mit derselben Flüssig-

keit bespült war, dieser Fehler sich mehr oder minder aufheben läßt.^)

Zur Untersuchung der Verdauung bei Anwendung Vcllascher Fisteln

bestehen zAvei Verfahren, je nachdem man den isolierten Darmabschnitt

während der ganzen Zeit des Versuches mit der untersuchten Lösung speist

oder ihn nur zu Beginn des Versuches damit füllt.

Im ersten Falle werden in beiden Fisteln kleine, in der Mitte von

einer Bohre durchsetzte und seithch einen Ansatz tragende, dünne Gummi-
ballons leer eingeführt und dann vom seitlichen Ansatz einer Spritze aus

mit ca. 20 c»/MVasser gefüllt, so daß sie einen vollkommenen Abschluß

bilden und die Fistel nur mehr von den die Kautschukbeutel durchsetzen-

den beiden Bohren zugänglich bleibt. Diese beiden Bohren werden sodann

mit kleinen, mit Thermometern versehenen Liebigschen Kühlern ver])unden,

durch deren Mantel auf 40" erwärmtes Wasser fließt. Der eine Liehir/sche

Kühler endigt in einem Wassermanometer, so daß die aus dem Darmab-

schnitte austretende und durch die Atmungsbewegungen und Peristaltik

auf- und absteigende Flüssigkeit auf Körpertemperatur bleibt. Der andere

Kühler führt zu dem die auf Körpertemperatur erwärmte untersuchte Lösung
enthaltenden Gefäße, aus dem diese Lösung unter einem durch Mariotte-

sehe Flaschen beständig gehaltenen Drucke von 40 mm Hg in die Fistel

stetig zufließen kann, so daß beide Kühler eigentlich als Erwärmer dienen.

Durch die soeben beschriebene ^'ersuchsanordnung wird der Druck im Ein-

flußgefäße geregelt und bleibt beständig. Andrerseits A\ird beim langsamen
Zufließen der auf Körpertemperatur erwärmten Flüssigkeit ein Abkühlen

in dem zuführenden Gummischlauch vermieden. Damit die Versuchsflüssig-

keit während des ganzen A'ersuches unter einem beständigen Druck von

40 mm Hg bleibt
,
muß natürlich auch schon vor dem \'ersuche das Mano-

meter des zweiten Erwärmers demselben Drucke ausgesetzt werden, um
ein Übertreten der Füllungsflüssigkeit in das ^Manometer zu verhüten.^)

Um nach Beendigung des Versuches die untersuchte Lösung aus dem
Darmstücke zu entfernen, werden beide Ballonröhrchen abgeklemmt und

von den gleichfalls abgeschlossenen Erwärmern abgenommen. Nun läuft zu-

^) J. H. Hamburger, Über den Einfluß des iutraintestinaleu Druckes auf die Re-

sorption im Dünndarm. Arch. f. Anat. u. Physiol. Physiol. Abt. S. -428—464 (1896).

-) GuitüJewski, loc. cit. — /•. Scanzoni
,

loc. cit. — Ernst Farnsteiner, Über Re-

sorption von Pepton im Dünndarm und deren Beeinflussung durch Medikamente. Zeitscbr.

f. Biol. Bd. 33. S. 475—488 (1896).
— H. r. Tappeiner, Über die Beeinflussung der Re-

sorption der Fette im Dünndarm durch Arzneimittel. Xach Arbeiten von ^J. Eschenbach,
L. Lichtiritz und Gmeiner mitgeteilt. Zeitscbr. f. Biol. Bd. 45. S. 223-249 (1903).

— Mar
Eschcnhach, Über Beeinflussung der Resorption der Fette im Dünndarme durch Arznei-

mittel. Inaug.-Diss. München 1897. — L. Liehtwitz, Über Beeinflussung der Resorption
der Fette im Dünndarme durch Senfnl. Inaug.-Diss. Leipzig 1901. — Gmeiner, Die Re-

sorption von P'ett und Seife im Dünndarm. Zeitscbr. f. Tiermediz. Bd. 6. 8. 134 (1903).
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niU'hst aus beiden wieder geöffneten Röhrchen so viel Flüssi^^keit aus, als

Peristaltik und liauclipresse herausi)efördern können. Die oft keinesweg-s

geringe, dann noch in der Darmschlinge vorhandene Lösungsmenge wird

durch Lufteinblasung mittelst Spritze von der einen Fistel aus entfernt.

Dann erst kommt die Ausspülung mittelst eines genau bekannten (^)uantums

Kochsalzlösung, welche entweder auch unter Quecksilberdi'uck mit dem

Apparate oder einer Spritze erfolgt. Die nicht mehr von selbst ausflieliende

Flüssigkeit wird alsdann mittelst Lufteinblasungen entfernt, so dall nach

Herausnahme der Kautschukbeutel nur wenige Tropfen Flüssigkeit noch

aus den Fisteln hervorkommen. Nach v. Scanzoni soll die Entleerung der

Schlinge und ihre Ausspülung kaum mehr als 2 Minuten beanspruchen,
so daß die während dieser Zeit noch stattfindende Resorption das Ergebnis
des Versuches nur unwesentlich beeinflubt.

Wird die Thiry- Velka^che Fistel nur einmal zu Beginn des Versuches

gefüllt, so werden zuerst die Kautschukballons, wie oben beschrieben, in

beide Enden der Fisteln eingeführt. Durch die zentrale Röhre einer dieser

Gummibeutel wird die auf Körpertemperatur gebrachte Lösung mittelst

einer Spritze in die Schlinge befördert, worauf diese Kautschukröhre

mittelst einer Klemme verschlossen wird. Die zentrale Röhre des anderen

Ballons ist mit einem Liebi(js.c]ien Kühler verbunden, durch welchen auf

40" erwärmtes Wasser fließt und dessen inneres Rohr offen bleibt. Dadui'ch

kann die zeitweise durch die Bauchpresse oder durch Zusammenziehung der

Darmmuskulatur herausgedrückte Flüssigkeit nach Belieben ausweichen und

beim Nachlassen des abnormen Druckes wieder in die Fistel zurückfheßen,

ohne unter Körpertemperatur zu sinken.

Zum dichten Verschlusse der TJiiri/-VeUaschen Fistel kann man auch

eine, nach Art des Fßiif/erschen Lungenkatheters mit einer aus Fischblase

des Karpfens hergestellten, zum Aufblasen eingerichteten, elastischen Mem-
brane versehene Röhre benutzen, i)

Bei den an Tieren mit Thiry -Vella^Q\wv Fistel angestellten \'ersuchen

geschieht die Aufsaugung weit rascher und vollkommener als bei den \qv-

suchen mit durch L^nterbindung in situ isolierten Darm schlingen. Die

physiologischen Verhältnisse sind weit besser im ersteren Falle als im

zweiten gewahrt ; die Versuche werden ohne Narkose angestellt. Nach Hüber

soll sich indes fast immer einige Zeit nach der Verheilung ein teilweise

wenigstens auf die abnorme Berührung der Oberfläche der Darmschleim-

haut mit der Luft zurückzuführender katarrhalischer Zustand der Darm-

schleimhaut vorfinden. Selbst bei peinlichster Ausführung aller Vorsichts-

maßregeln gelingt am Schlüsse des Versuches die vollständige Entleerung
der Schlinge keineswegs mit absoluter Sicherheit. Wie BUlhfreu es hervor-

hebt, bleibt beim Ausspülen einer Thiry -Vella'SQh^w Hstel leicht ein Teil

der Fettsubstanz als zäher Schleim an der Darmwand haften, wodurch

*) Tetsu Hattori, t)ber Resorption von Seifen aus isolierten Darmsclilingen. Inaug.-
Dissert. Oreifswald 1905.

Abderhalden. Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. JQ
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bisweilen eine viel größere Resorption als die tatsächlich bestehende vor-

getäuscht wird. Die Einführung der Kautschukblase in die beiden Enden
der Fistel erzeugt manchmal die Absonderung einer geringen Menge einer

dicken schleimigen Masse; in anderen Fällen ruft sie jedoch gar keine

Sekretion hervor; jedenfaUs kann sie auf die Yerdauungs- und Resorptions-

prozesse einwirken.!)

5. Verfahren zur Vermeidung des Zuflusses von Pankreas-
saft und Galle in den Darm.

Zur A>rmeidung des Zuflusses des Pankreassaftes in den Darm werden

beim Hunde die Ausführungsgänge des Pankreas zwischen 2 Unterbindungen
durchschnitten. Man muß die Operation unter peinlichster Asepsis aus-

führen. Zur Eröffnung der Bauchwand wird ungefähr 2 cm unter der letzten

Rippe ein 2 cm rechts von der Linea alba anfangender. 3 bis 5 cm langer

Einschnitt gemacht. Auf diese Weise sieht man gleich das Duodenum.

Der meistens V/2 bis 2 cm oberhalb des Beginnes der freien Portion des

rechten Pankreaslappens mehr oder minder tief befindliche Hauptausführungs-

gang wird zwischen zwei so nahe wie möglich an der Darmwand sich

befindende Tuterbindungen durchschnitten. Diese P'nterbindungen müssen

oberhalb der Vereinigung der zwei Äste, aus denen der Hauptgang hervor-

geht, angebracht werden. Dann wendet man den pylorischen Teil des Duode-

nums und des Pankreas und schneidet den in den Vatersduni Divertikel ge-

meinsam mit dem Ductus choledochus einmündenden Nebenausführungsgang
der Bauchspeicheldrüse zwischen 2 Unterbindungen durch. Manchmal besteht

außerdem ein zwischen dem Haupt- und dem Xebengang mündender, bis-

weilen ziemlich breiter, mittlerer, dritter Ausführungsgang und mitunter

sogar nach Hess und Sinn noch ein aus der Pars descendens des Pan-

kreas entspringender vierter Gang. Derartige (i inge müssen selbstverständ-

lich auch zwischen 2 Unterbindungen durchschnitten werden, denn es be-

stehen anastomotische Verbindungen zwischen dem Hauptgang und den

verschiedenen Nebengängen. Die Bauchwand wird sorgfältig durch Nähte ver-

einigt. Bei der Operation muß die Pankreasdrüse stets in mit körperwarmer

physiologischer Lösung benetzten sterilisierten Tüchern eingehüllt bleiben.

Sie darf keine Verletzung erleiden, sonst entsteht leicht die den Tod her-

vorrufende Fettgewebsnekrose. Gleich nach der Operation erfolgt stets eine

mehr oder minder beträchtUche Gewichtsabnahme : nach einigen Tagen jedoch
nimmt in den meisten Fällen das Gewicht allmählich zu, um schließhch

zur Norm zurückzukehren, obgleich die Pankreasdrüse bei gelungener Unter-

bindung aller Ausführungsgänge stets eine erhebliche Sklerose aufweist.

In einigen Fällen indes sinkt das Gewicht langsam bis zum nach 8 Tagen
bis 1 oder 2 Monaten oder sogar einer längeren Zeitdauer eintreten-

*) M. Bleibtreu, Zur Mechanik der Untersuchung der Fettresorption im Darme.
Deutsche med. AYochenschr. Bd. 32. S. 1233—1235 (1906).

— Offo Cohnheim, Cher die

Resorption im Dünndarm und der Bauchhöhle. Zeitschr. f. Biol. Bd. 37. S. 443—482

(1899).
— li. Höber, Die physikalische Chemie in der Physiologie der Resorption, der

Lymphbildung und der Sekretion. S. 305.
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den Tod; die Sklerose der Drüse ist in diesen FiUlen viel ausgeprägter
als sonst. 1)

Um den Zufluß der Galle in den Dann zu vermeiden, kann man
eine Gallonblasenfistel nach dem TJastreschon'-} Verfahren anlegen.

Will man aber die durch das Abflie()en der Gesamtgalle nach außen

A'erursachten etwaigen Störungen verhüten und nur die \'erdauung im

oberen Dünndärme bei Abwesenheit der (ialle studieren oder bei einem

Duodenalfistolhunde das Produkt der Magenverdauung ohne Deimischung
der Galle erhalten, so kann man den Gallengang und den oberen Tankreas-

gang zwischen zwei Unterbindungen durchschneiden und eine Cholezysten-
teroanastomose machen; die Darmverdauung ist dann nicht beeinträchtigt. ^j

Eine andere Operation, welche denselben Zweck erzielt, ist die durch

London*) angegebene Transplantation der ersten Duodenalpapille.
Statt der Cholezystenteroanastomose und der Transplantation der

ersten Duodenalpapille kann man auch beim Hunde, nach Durchschneidung
des Nebenausführungsgauges des Pankreas zwischen zwei Ligaturen, den

Ductus choledochus in unmittelbarer Nähe seiner Einmündung in das

Duodenum nnterbinden, ihn durchschneiden und ihn in eine kleine an

einer Schlinge des Jejunuras angebrachten Öffnung durch Nähte ver-

einigen. 5)

*) Edgard Zunz et Leopold Maijer, Recherches sur l;i digestion de la viande

apres ligature des canaux pancr6atiques. M6m. couronn. et autr. mem. publ. par l'Acad.

roy. de med. de Belgique. Coli, in 8". T. 18. fasc. 7, 71 pages (1904).
— Dieselben,

Sur les efffcts de la ligature des canaux pancreaticjues chez le chien. Bull, de l'Acad.

roy. de raöd. de Belgique. 4™« serie. T. 19. p. 509—551 (1905). — Vgo Lomhroso,
Contribution ä la connaissance de la fonction du pancreas. Arch. ital. biologie. T. 42.

p. 336—340 (1904) ;
De l'absorption des graisses chez les chiens avec couduits pau-

cröatiques lies. Compt. rend. hebd. d. seanc. de la See. de Biol. T. 56. p. 396—397 (1904);
De la lipolyse dans le tube digestif des chiens avec conduits pancreatiques lies. Ibid.

T. 56. p. 398 (1904); Sur Tabsorption des graisses apres Tablatinn du pancrüas dnnt les

conduits ont ete precedemment lies. Ibid. T. 56. p. 399 (1904); Ubservations histologiques
sur la structure du pancreas du chien apres ligature et resection des conduits pan-

creatiques. Ibid. T. 57. p. 610—611 (1904); Sur la structure histologi(jue du pancreas

apres ligature et sectiou des conduits pancreatiques. Journ. de physiol. et de pathol.

gener. T. 7. p. 3—12 (1905).
— 0. Hess, Die Ausführungsgänge des Pankreas. Pßüc/crs

Arch. f. d. ges. Physiol. Bd. 118. S. 536—538 (1907).
— 0. Ilappcl, Über die Folgen' der

Unterbindung der Äusführungsgänge des Pankreas beim Hund. In.uig-Dissert. Marlmrg
1906. 17 S. — K. Sinn, Der Kintluß exporimentellor Pankreasganguuterbindungen auf

die Nahrungsresorption. Inaug.-Dissert. Marburg 1907. 29 S. — A. Nieviann, Die Beein-

flussung der Darmi-esorption durch den .\l)schluß des Pankreassaftes. nebst anatonii-

sclien Untersuchungen über die Histologie des Pankreas nach Unterbindung seiner Ciängc
beim Hunde. Zeitschr. f. expcr. Pathol. u. Therapie. Bd. 5. S. 466-477 (1909).

^) A. Dasfre, Operation de la fistule biliaire. Arch. de physiol. norm, et pathol.
nme Serie. T. 2. p. 714--723 (1890).

') G. Lcuujy Über Eiweißverdauung und Eiweißresorption im Magen des Hundes.

Biochem. Zeitschr. Bd. 2. S. 225—242 (1907).

*) E. S. London, Zum Chemismus der \'erdaiuuig im tierischen Körper. XIII. Mit-

teihuig. ^^'eitere methodische Angaben: Zeitschr. f. physiol. Choni. Bd. 53. 8.246-250(1907).

^) E. Zunz, Nouvelles recherches sur la digestion de la viande crue et de la

viande cuite chez le chien. Mem. couronn. et autr. mem. publ. par l'Acad. roy. de m^dec.

10*
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messer der Röhre A um 4—6 mm überragende

angeschrau])t.

Zu dieser Choledochoenterostomie bedient man sich der in der

Fig. 34 schematisch abgebildeten Kanüle. Sie besteht aus einer 2—3 cm

langen Röhre von einigen ^lillimetern Durchmesser, deren eine Hälfte Ä
mit einem Gewinde an ihrer äußeren Oberfläche versehen ist, während

die andere Hälfte B glatt ist und ringsum 3 Einschnürungen C von 1 mm
Tiefe aufweist. Am Ende D der Kanüle, da wo der Schraubengang anfängt,

besteht eine kleine, runde, feste Platte D, welche das äußere Ende der

Kanüle um iVo Miüimeter überschreitet. Am Gewinde ist die den Durch-

beweghche Platte E
Das andere Ende F der Kanüle ist abgeschrägt.

Der Ductus choledochus wird in der Xähe seiner Einmündung in

das Duodenum frei präpariert. Man legt 2 Fäden um das duodenale Ende

des Choledochusganges. Der eine dient zur Unterbindung des Ductus

choledochus in unmittelbarer Nähe des Duodenums. Einige Milümeter

oberhalb dieser Unterbindung wird eine kleine seitliche Öffnung
im Choledochusgange angebracht. Durch diese Öffnung steckt

man den glatten Teil B der Kanüle in den Ductus choledochus

und befestigt ihn darin, indem man den zweiten Faden auf

eine der Einschnürungen des Teiles B der Kanüle fest zuschnürt.

Dann wird der Choledochusgang zwischen der in der Nähe des

Duodenums liegenden Unterbindung und dem Eintritte der

Kanüle in den Gang durchschnitten. Nun wird mittelst des

Thermokauters in der zur Choledochoenterostomie gewählten

Darmschhnge eine den Eintritt der Platte D in den Darm er-

laubende kleine Öffnung gemacht. Sofort schraul)t man die

Platte E auf solche Weise an, daß die Darmwand zwischen den

beiden Platten D und E befestigt bleibt. Die Kanüle und

der Choledochusgang werden mit dem Netze umhüllt, wodurch

die Heilung sehr begünstigt wird.

Werden alle Ausführungsgänge des Pankreas zwischen 2 Ligaturen

durchschnitten, und stellt man nachher eine Gallenblasenfistel her oder

erfolgt dann eine Cholezystenteroanastomie, so treten weder Galle noch

Pankreassaft in den Darm ein.

Sobald die durch die verschiedenen zur Vermeidung des Zuflusses

des Pankreassaftes . der Galle oder beider in den Darm dienenden Ver-

fahren operierten Tiere sich von den Folgen des operativen Eingriffes

erholt haben, kann man sie zu den Versuchen benutzen.

Pig. 34.

II. Verdauungsversuche im Reagenzglase.

(ij Allgemeine Technik.

Die Verdauungsversuche in vitro erfolgen stets bei konstanter Tem-

peratur, meistens bei Körpertemperatur, in einem Brutapparate.

de Belgiqiie. T. 19. fasc. 7. p. 30 (1907).
— Derselbe. Eine Kanüle zur (boledoclio-

enterostomie. Zeitschr. f. biolog. Technik n. Methodik. Bd. 1. S. 134—135 (1908).
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Die zu verdauenden Stoffe, in festem, gelöstem oder flüssigem Zu-

stande, werden mit der Verdauunpsflüssis-keit und meistens einem Anti-

septikum in i^ut versclilossenen Kolben oder Eprouvetten in den I>rutraum

gel)racht. Nach der im voraus festgestellten Versuchszeit wird das Xav-

dauungsprodukt (luantitativ oder (|ualitativ mittelst der später zu beschrei-

benden Methoden untersucht. Man kann auch zu bestimmten Zeitpunkten
dem Verdauungsprodukte Proben entnehmen und auf die Anwesenheit oder

die jMenge gewisser Stoffe prüfen.

Als Brutapparat bedient man sich entweder eines Tirutschrankes oder

besser eines Thermostaten.

I. Brutschränke. Ein guter Brutschrank mul) folgenden Anforderungen

entsprechen: l.Er muß den Schwankungen der äuljeren Temperatur möglichst

wenig unterworfen sein; 2. der

Wärmeverlust durch Strahlung
und durch Konvexion muß auf

ein Minimum beschränkt sein;

o. der Brutschrank muß mit

einem möghchst empfindlichen

automatischen Thermoregulator
versehen sein.

Der Luftraum der Brut-

schränke wird entweder durch

ihn umgebendes Warmwasser
oder durch eine darin befindliche

erwärmte Metallröhre geheizt.

Zur Heizung des Wassers oder

der ]\Ietallröhre benutzt man am
besten Gas oder Elektrizität.

Brutschränke für Gas-

heizung. Da der Gasdruck oft

ziemUch beträchtliche Schwan-

kungen aufweist, so schaltet

man bei der Anwendung von

Gas zur Heizung von Brutappa-
raten manchmal einen (iasdruckregulator in den Gasstrom ein. Dazu kann

man den in Fig. 35 abgebildeten Moltessürschew Apparat oder einen anderen

ähnlichen benutzen.

Bei allen Gasdruckregnlatoren wird der Gasverbrauch dadurch geregelt,

daß das Gas durch eine Öffnung strömt, deren Durchschnittsebene l)eim

Sinken des Gasdruckes zunimmt. Das im Apparat strömende Gas hebt mehr
oder minder eine Glocke, welche einen sich durch einen festen Bing be-

wegenden metallischen Kegel mitreißt.

Indes empfiehlt es sich nicht, sich der auf den Gasstrom selbst eingestell-

ten Gasdruckregulatoren zu bedienen, sondern nur solche Brutschränke anzu-

wenden, in denen ein Gasdruckreoulator direkt anuebracht ist, da dieser viel

Fig. 35.
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Fig. 3C.

empfindlicher ist und auf Gas-

druckschwankungen wesentUch

schneller reagiert wie der Moi-

tessiersche und ähnliche Gas-

druckregulatoren.

7.)
Mittelst Wasser ge-

heizte Brutschränke. Die

Apparate, in denen Wasser zur

Wärmeverteilung dient, bestehen

aus einem aus Kupfer oder

Stahlblech angefertigten doppel-

wandigen, überaU dichi verschlos-

senen Wasserbehälter
,

dessen

äuliere (Oberfläche mit Filz, As-

best oder besser mit Filz und

darüber mit Linoleum bekleidet

ist. Stahlblechapparate sind

keineswegs zu empfehlen ,
weil

sie infolge des Durchrostens

des Bleches durch Oxvdutionen

ziemlich rasch unbrauchbar wer-

den. In der oberen Wand des

Wärme])ehälters befinden sich die

für Thermoregulator und Ther-

mometer nötigen Öffnungen. Ein

außen angebrachtesWasserstand-

rohr mit Ventilauslauf gibt die

Höhe des Wassers im?>ehälter an.

Wie es die Fig. 86 ver-

anschaulicht, führen Doppeltüren

zum Brutraume, eine innere ein-

fache Glastüre und eine äußere

doppelwandige Metalltüre. Der

durch diese Doppelwände be-

grenzte Raum ist mit Luft

gefüllt. Die äußere Oberfläche

der Metalltüre ist mit Filz und

darüber mit Linoleum belegt.

Die äußere Türe schließt in Fal-

zen
;

diese sind mit Sattelfilz

gefüttert.

Der Lautenschiägersche

Brutapparat neuester Konstruk-

tion besitzt eine Wärmevertei-

lungsvorrichtung, wodurch nicht

I
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nur der direkte Einfluß der Flamme auf den Innenraum auffiehohen wird,

sondern außerdem auch die gerinj-ste AViirmesteif^erunf;- am Boden sofort

durch das in Bewegung' befindliche Wasser direkt zu dem empfindlichen
Teil des in einer Metallhülse mit Zirkulationsvorrichtung enthaltenen

Thermoregulators gelangt.

Als Brenner soll man den in der Fig. oT abgebildeten /vo<:7<schen

Sicherheitsbrenner anwenden. p]r besteht aus einem rechtwinklig gel)Ogenen

Fig. 37.

Brenner mit Drahtnetzverschluli, welcher eine eiienfalls mit Drahtnetz um-

gebene Mischungsdüsc Z besitzt. Über der Brennei-kappe befindet sich

eine Feder F, die aus einem Doppelstreifen
— Stahl und Messing — her-

gestellt ist. Die Ausdehnung der Feder F wird auf einen Hebelarm J/

übertragen, der, sobald die Flamme brennt, den Hebel B mit (Jewicht H
in Avagrechter Stellung auf die Unterlage \J hält, wodurch der Hahn A
auf bleibt. Erüscht die Flamme, so kühlt sich die Feder F ab und vt-r-
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schiebt den Hebelarm il/; dadurch wird dem Hebel B die Unterlage ü
entzogen; er fäUt infolge der Gewichtsbeschwerung herab und nimmt die

vertikale Stellung an, in welcher der Hahn A die Gaszufuhr verschüeßt. Beim

Anheizen wird der Hebelarm B so lange in wagrechter Stellung gehalten,

bis die Feder F durch die angezündete Flamme genügend erhitzt ist und

die Unterlage ü das Gewicht H festhält.

Fig. 33. Fig. 39.

Zum Konstanthalten der Temperatur in den Wasserbrutschränken be-

dient man sich entweder eines elektrischen Thermoregulators oder eines

Quecksilberthermoregulators.

Der Lautenschlägersche elektrische Thermoregulator besteht aus einem

Konstantthermometer, einem Gasschließer mit Elektromagnet und Vorlage

sowie einem Brenner.

Der Fig. 38 abgebildete Kontaktthermometer ist derartig eingerichtet,

daß in die luftleere Kapillare zunächst zwei Platindrähte eingeschmolzen

sind; über denselben ist ein Glaswiderstand c so eingeführt, daß er die

Kapillare nicht vollständig verschließt, sondern für das aufsteigende Queck-
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Silber noch Uaiim lallt. Durch diese künstliche \'ereniieriin^- reiiit der

Qiiecksilberfadeu beim Zuriicksteisien bei c ab und bleibt oberhalb des

Widerstandes stehen, während die unterhalb c befindliche Säule in die Kugel K
zurücktritt.

Bei der Tätigkeit des Thermometers vereinigen sich beide Queck-
silbersäulen nicht, sondern die unter c befindliche gelangt nur bis zum
Poldraht

/>,
wodurch Strom schlul.) eintritt und die Gasflamme bis auf eine

regulierbare Reserveflamme abgeschlossen wird. Sinkt nun die Temperatur,
so A-erläßt die Säule den l'oldraht A, wodurch Strom-

öffnung eintritt und die Hauptgaszufuhr wieder frei wird.

Wie die Fig. 39 es zeigt, ist das Thermometer T
mit einer elektrischen Batterie B und einem Gasschließer G ^^

'

verbunden. Dieser sperrt bei Stromab-

schluß die Hauptgaszufuhr bis auf eine

regulierbare lieserveflamme ab und

stellt bei Stromöffnung den freien Gas-

durchgang wieder her.

Der Gasschließer G besteht aus

einem Hebelarm mit Eisenkern, welcher

bei Stromabschluß an die im Innenraum

angebrachten Elektromagnete gezogen
wird. Die Lage des Hebelarmes wird

dadurch verändert, und folglich die

Hauptgaszufuhr bis auf eine Reserve-

flamme abgeschlossen. Diese ist durch

die Schraube R für verschiedene Tem-

peraturen einstellbar.

Die Quecksilberthermoregulatoren

I

können in zwei Gruppen eingeteilt wer-

den, je nachdem die Gaszufuhr lediglich

durch die Ausdehnung einer relativ

dünnen <^)uecksilbersäule geregelt wird,

oder durch die von Dämpfen leicht

siedender Flüssigkeiten verursachten

Auf- und Abwärtsbewegungen einer

relativ dicken Quecksill)ersäule.

Die ersteren ermöglichen keine sehr genaue Einstellung des Brut-

schrankes und müssen für ^"erdauungsversuche völlig verworfen werden.

Hierher gehören der in Fig. 40 abgebildete BeicJierti^v\\Q (,>uecksilberregu-

lator, der Thermoregulator nach Schenck, der Thermoregulator nach

Chanccl usw.

Die anderen Thermoregulatoren (nach Lothar Met/cr, Soxhlet usw.)

halten hingegen die "Wärme auf Bruchteile eines Grades genau gleich-

mäßig. Einer der zweckmäßigsten ist derSpiralthermoregulator nach La ///r»-

schläger (Fi^Al), welcher vom Luftdruck unabhängig ist, und bei dem die

G
A

R
•U

Fig. 40. Fig. 41.
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Reserveflainme durch einfaches Drehen des auf einer Nebenröhre l)efindHchen

Hahnes H für verschiedene Temperaturen einstellbar ist. Er besteht aus

einem oben durch einen Metallkopf T mit Stopfbüchse verschlossenen Glas-

gefäße und einem darin verschiebbaren Gaszuführungsrohr Z. Das Glas-

gefäß teilt sich in einen unteren Regulierraum R mit eingeschmolzener

Glasspirale S und einen Gasraum G, von dem das Gasabführungs-
rohr Ä zum Brenner geht. Das Zuführungsrohr besitzt einen Notauslauf N
und endigt unten mit einem schlitzförmigen Ausschnitt U. Der Regulier-

raum R enthält im größten Teile seines Inhaltes Quecksilber und im oberen

übrigbleibenden Teile eine je nach der zu erzielenden Temperatur gewählte

Flüssigkeit (Äthylchlorid, Äther, Äther-Alkoholgemisch, Alkohol-Wasser-

gemisch, "Wasser, Anilinöl-Wassergemisch, Anilinöl) und deren Dämpfe.
Diese Flüssigkeiten drücken bei den bestimmten Wärmegraden die

Quecksilbersäule nach oben, so daß sie den Ausgang des Gaszuführungs-
rohres verschließt und das Gas nur durch das Notloch N entweichen und

die Reserveflamme speisen kann.

Die Inbetriebsetzung des Laufenschlägerscheu Spiralthermoregulators
ist folgende: Der Glaskörper wird in den Wasserraum des Brutapparates

eingeführt und in eine ]\Ietallhülse mit Zirkulationsvoi'i'ichtung so gestellt,

daß er sich nicht bewegen kann. A wird mit dem Brenner, B mit der

(lasleitung verbunden. Sobald das Thermometer im Wasserraum des Appa-
rates eine Temperatur anzeigt, die ungefähr 1'5 bis 2" C unter dem ein-

zustellenden Wärmegrad hegt, beobachtet man den Brenner und schiebt

langsam und vorsichtig das Rohr Z so tief in das Quecksilber hinein, bis

der Schlitz U vollständig verschwindet und nur durch die Notöffnung n

Gas zum Brenner gelangen kann. Der SchUtz U des Metallrohres ist nicht

sichtbar. Man kann bei ganz allmählichem Einschieben des Rohres an

dem Kleinerwerden der Flamme erkennen, ob die Hauptgaszufuhr abge-

sperrt ist. Dann stellt man die höchstens 20 mm hoch brennende Notflamme

durch Drehen des Hahnes H auf diese Höhe ein. Der Brenner selbst muß
mindestens 150 mm vom Boden des Brutapparates entfernt sein. Steigt die

Temperatur noch, dann ist entweder die Notflamme kleiner zu stellen oder

das mit Teilung versehene Gaszuführungsrohr Z um 1 mm und nach Be-

darf noch Aveiter einzustellen. Fällt dagegen die Temperatur unter den

gewünschten Wärmegrad, dann ist das Rohr Z je nach Bedarf um 1 mm
oder mehr nach oben zu verschieben.

cVAr s Oliv al sehe Brutschränke. Eine besondere Art von Wasser-

brutschränken bilden die d'Arsonvalschen Apparate. Die beiden Figg. 42 und

4H veranschaulichen dieses System. Der Brutschrank besteht aus einem

inneren Lufträume, welcher überall durch 2 ^letallwände begrenzt ist.

Zwischen diesen befindet sich eine Wasserschicht. Diese Metalldoppelwand
besitzt nur eine Öffnung 5 (Fig. 4o), welche zum Eingießen des Wassers dient.

Man darf nur kurz vorher zum Sieden erwärmtes Wasser lienutzen. denn die

im gewöhnlichen Wasser enthaltenen Luftblasen werden beim Erwärmen

frei, verändern die Höhe der Flüssigkeit und verhindern die Regulierung
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des Apparates. Die äuüere Metallwand i* ist unten durch eine biegsame

Stahlplatte 3 abj^eschlossen. Sie dient als Decke für eine Kammer 10,

in die eine Ansatzröhre 12 eindringt. Durch diese strömt das (ias zu,

das dann durch die Röhren 13 und 13' den Brennern zugeführt wird.

Mittelst eines Gewindes kann man das Ende der Ansatzröhre 10 der

Platte entfernen oder nähern. Um den Apparat für 'M° /.. 15. zu regeln,

entfernt man die Ansatzröhre 10 von der Platte 5, so daß das Gas bei

voller Flamme brennt. Wenn im

Lufträume des Priitschrankes die

Temperatur oO" erreicht, so nähert

man die Pöhre 10 der Platte 6', um
dieHöhe derGasflammeetwas zuver-

mindeni. Sofort wird die ()ffnung •>

30

Fig. 42
l'ig. 43.

mittelst eines mit einer Glasröhre 8 versehenen Stopfens verschlossen. Unter

dem pjnflusse jeder Temperaturerhöhung dehnt sich das in der Doppel-
wand enthaltene Wasser, steigt in die Röhre 6' und drückt die Platte 3

nieder, woclurch die (Gasflamme kleiner wird. Es muß darauf geachtet

werden, diill die Höhe des Wassers in der Röhre S nicht durch Abdampfen
sinkt, sonst nimmt die Temperatur im P)rutraume zu. Ein Nachteil' dieses

Apparates ist, daß die Elastizität der biegsamen Platte mit der Zeit ab-

nimmt, wodurch die Einstellung des Brutschrankes leidet.
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^) Mittelst Metallröliren geheizte Brutschränke. Als solche

benutzt man meistens den Rouxschen Brutschrank. Wie Fig. 44 zeigt,

besteht dieser Brutschrank aus einem mit einer Glastür vorn verschließ-

baren Holzschranke, dessen untere und obere Wand mit einer Kupfer-

platte versehen ist. Dieser Schrank steht auf Füße über einer Glasrampe.
Im Brutschranke befinden sich eine Reihe senkrechter, gegen die innere

Seite der Holzwäude gelegener

Kupferröhren, durch welche die

vom Yerbrennungsgase herrüh-

renden Gase strömen und auf

diese Weise durch Strahlung
eine gleichmäßige Erwärmung
der im Brutschranke enthalte-

nen Luft erzielen. Zur ^'enti-

lation dienen kleine Öffnungen
im unteren Teile der Seiten-

wände sowie eine mit einer

kurzen Röhre versehene Öff-

nung in der Decke des Brut-

schrankes.

Der durch die Figg. 4ö und

46 veranschaulichte Eouxsdie Me-

tallthermoregulator besteht aus

einem durch Löten einer äußeren

Zinkplatte Z mit einer inneren

Stahlplatte A hergestellten

U-förmigen oder geraden Stabe.

Das durch die Röhre C zu-

strömende Gas tritt in den Veii-

tilkasten E und wird durch die

Röhre C fortgetrieben. Mittelst

der den ^'entilkasten E mit

dem ]\Ietallstabe vereinigenden

Schraube Fwird derVentilkasten

mehr oder minder dem Stabe

nahe gebracht.

Sinkt die Temperatur des

Mediums, so zieht sich die Zink-

platte mehr als die Stahlplatte zurück, so daß das U-förmige Doppelmetall-

system sich zu öffnen strebt, während im geraden Stabe beide Metallplatten

sich in der Nähe der Ventilklappe von einander zu entfernen streben. In beiden

Fällen drückt der Metallstab auf den Stiel des Ventiles und das durch die

Röhre C im Ventilkasten E eintretende Gas wird in mehr oder minder

großer Menge durch die Röhre D strömen, um dem Gasbrenner zuzu-

fließen. Man erhöht die Größe der Gasflamme, indem man mittelst der

Fig. 44.
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Schraulie den Ventilkasten deiii Metallstahe nähert, und \i-rmindert sie

hingegen, indem man den \>ntilkasten von der Metallscduaube entfernt.

Wenn der Thermoregulator das Ventil völlig schlieft, so tritt das Gas

durch die kleine Öffnung r direkt von der liöhre C zur Ilöhre D. \vodur(h

das Erlöschen des Gasbrenners vermieden wiid.

•j')
Brutschränke für elektrische Heizung. In diesen lirutschränken

^vird die zum Erwärmen nötige Heizung mittelst eines auf der r.odenwand

befindlichen widerstandsfähigen Leiters, den der elektrische Strom durch-

läuft, erzielt. Diese \Viderstände können entweder aus einem zwischen zwei

Emailschichten sich befindenden Drahte oder aus mit Amiant gewebtem

Metallgewebe oder aus die Wände des Brutschrankes überlaufenden sole-

REGULATEÜRS BI-METALLK^IKS DE M. LK I'H- HOf'X.

9 ^,

(bxwCyöcXfvouirX, c)c^t|inotl

©tmofci: ^1 c|a^

Ooitic Dil cfcv^aluW oit Iraueui

vJianct oütiiiatcu't du 90;^
B^lü

Fig. 4ö. Fip. 46.

noidartigen Drähten bestehen. Am Boden des Schrankes Iiofindet sich ein

Radiator.

Zur Regelung der Temperatur können mehrere Systeme angewandt
werden.

Bei Benutzung des i?oi(a-schen Doppelmetallthermoregulators verwendet

man die in Fig. 47 abgebildete Anordnung. Der Unterbrecher / schickt

den elektrischen Strom ohne \'ermittlung des Regulators direkt m den

Radiator H. so daß der elektrische Strom auf den Radiator H auf solche

Weise einwirkt. daCi er ihm nur die zur Erhaltung einer konstanten Tem-

peratur nötige Kalorienzulage bringt. Der äuljere elektrische Strom läuft

durch den bipolaren Unterbrecher B. Einer der Pole dieses Unterl)rechers

B steht in direkter Verbindung mit einem der beiden Enden der Radiatoren.

Der andere Pol ist mit den unipolaren Unterbrechern C verbunden. Der
Unterbrecher 1 erlaul)t, einen beständigen Strom in den Radiator // zu
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schicken. Der Unterbrecher C gestattet, den Strom entweder durch die Becher

M des Regulators oder direkt durch den Regulierungsrheostat B zum
Radiator H zu senden. Die Station r, dessen elektrischer Widerstand sehr

groß ist, wird mittelst des nur eine sehr kleine Strommenge durchlassenden

Rouxschen Doppelmetallthermoregulators Ä in Tätigkeit gesetzt.

REGULATEUR ELECTRIQUE POUR CHAMBRE-ETUVE.

Fig. 47

Sehr empfehlenswert sind die Mauri/schen Brutschränke für elek-

trische Heizung. Einen solchen zeigt Fig. 48. Die Anordnung des Heiz-

systems wird durch die Fig. 49 veranschaulicht.

Der Heizungsstromkreis wird durch Metallwiderstände TT' gebildet.

Er liegt wagrecht im unteren Teile des Apparates. Der elektrische Strom,

in dem die Joulekraft entsteht, wird durch zwei parallele Widerstände

geleitet, von denen der eine mit dem speziellen Relais B verbunden ist.
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das den zum Thermoregulator H gehenden Abzweigungsstroin unterbriclit

oder \nederherstellt.

Die Regelung der Temperatur hängt vom Relais und vom Regulator

ab. Als eigentlicher Thermoregulator dient eine elektrolytischc Röhre, deren

Form je nach dem Brutschränke verschieden ist. Diese Röhre besteht aus

einem wagrechten, am Ende verschlossenen Teile und aus einem senk-

rechten Teile. Sie wird mit Quecksilbei- gefüllt. "Wenn untei* dem Piiiifliin

der Temperaturerhöhung das Quecksilber sich ausdehnt, so nimmt die Höhe

der im senkrechten Teile vorhandenen Quecksilbersäule zu und das Queck-
silber steigt in eine enge Glasröhre, welche mittelst eines gekitteten

Pfropfens auf das offene Ende der elektrolytischen Röhre befestigt ist.

Über dieser engen Röhre befin-

det sich eine nach unten durch

eine Platinspitze endigende Mi-

krometerschraube V. Durch

Drehen der Mikrometerschraube

kann man diese Platinspitze

mehr oder minder in die enge
Glasröhre senken. Der Tempe-

raturgrad des Brutschrankes

wird durch den Kontakt zwi-

schen Platindraht und Queck-
silber geregelt. Der Regulator
wird von einem sich vom Er-

hitzungsstrom abzweigenden
Strom durchströmt. Diesen Ab-

zweigungsstrom erhält das Re-

lais R. Letzteres besteht aus

zw^ei Rollen dünnen Drahtes, in

deren xlchsen sich zwei an den

Enden eines nicht mehr im

Gleichgewichtszustände befind-

lichen Wagebalkens hängende
Kerne aus weichem Eisen senkrecht verschieben können.

5t>-

fSW

Fif?. 48.

Im Iluhezustand

neigt sich der Wagebalken der Seite des Kernes zu, auf den ein Kupfer-
draht gelötet ist, der als Brücke zwischen zwei kleinen Eisenbechern CC.
deren Boden mit Quecksilber versehen ist, dient.

Eine Abzweigung des Heizungsstromes auf einem sehr wenig Wider-

stand leistenden Stromkreis wird durch diese zwei P>echer geleitet. Sobald die

Temperatur sich zu erhöhen strebt, dehnt sich das Quecksilber aus, wo-

durch die Höhe der Quecksilbersäule im Regulator steigt. In einem

gegebenen Augenblicke kommen Quecksilber und Platinspitze in Beridn'ung.

Sofort wird der der Metallröhre des Regulators zugefiUirte Abzweignngs-
strom nach den Rollen abgelenkt, welche dann die Kerne aus weichem
Eisen anziehen, ^'on diesen Kernen steigt derjenige, welcher die Brücke trägt.



160 E. Zu uz.

Avährend der

lieaen kommt
andere hingegen

Dadurch
sinkt,

äiift aber

so daß der Wagebalken wagrecht zu

dann der Heizungsstrom nicht mehr
durch den wenig Widerstand leistenden Stromkreis der Quecksilberbeeher,

sondern durch einen zugesetzten Widerstand, welcher die Joulekraft ver-

ringert. Die Temperatur nimmt dann ab. Das Quecksilber zieht sich zu-

sammen; die Berührung zwischen Quecksilber und Platinspitze hört auf;

der Wagebalken neigt sich und die Brücke zwischen den zwei quecksilber-

haltigen Bechern ist wieder hergestellt. Dann strebt aufs neue die Temperatur

+-0 o-

cc
H

R

T T

V

LEGENDE

\]m dl

ETUVE ELECTRIQÜE

de MAURY

Fig. 49.

sich zu erhöhen, bis der eben ])eschriebene Mechanismus wieder tätig N\ird

und so weiter.

Demnach tritt nur dann, wenn die Temperatur sich über den festge-

stellten Grad zu erhöhen strebt, durch Vermittelung des Regulators der Ab-

zweigungsstrom in Tätigkeit und nur in diesem Falle werden die Kerne

aus weichem Eisen inmitten der Rollen angezogen. Die Stärke des Abzwei-

gungsstromes umfaßt nur wenige Milliampere, was für die Aufrechthaltung
der Quecksilberoberfläche des Regulators sehr nützhch ist. Außerdem werden

durch eine geeignete Anordnung die an dieser Oberfläche entstehenden

Unterbrechungsfunken auf ein Minimum gebracht.
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IMo Empfindlk-hkeit des Regulators ist sehr groß, denn die Temperatur
schwankt nur um \/^ (li-ad in der inneren Luft des linitselirankes. I)as

M(U(rißv\iQ Erliitzuiitis- und lletielungssystem eignet sich ebenso gut für

(ileichstrom als für Wechselstrom.

Man kann auch die elektrische Heizung mittelst eines Regulators

regeln, welcher mit einer eine Quecksilbersäule höher oder niedriger

stellenden leicht siedenden Flüssigkeit arbeitet.

II. Thermostaten, l'm längere Zeit eine auf weniger als Vio ^^rad

beständige Temperatur zu halten, wie dies oft bei Verdauungsversuchen

nötig ist, kann man Brutschränke nicht

benutzen. Es ist nämlich völlig unmög-
lich, ein festes und flüssiges System mit

erheblicher Wärmekapazität mit einem

Gasmedium sehr geringer Wärmekapa-
zität in stets rasch eintretendem Gleich-

gewichte zu halten.

Deshalb soll man die Thermo-

state den Brutschränken bei allen

Verdauungsversuchen vorziehen. Der

Fig. 50 abgebildete OstwnldsQhe Ther-

mostat besteht aus einem emaillierten

Gefäße, welches von einem Wärme-
schutzmantel aus Filz umgeben ist und
auf einem Dreifuß ruht. Dieser Metall-

behälter ist mit Wasser gefüllt, in

welchem man bei langem Gebrauch etwas

Jodquecksilber in Leinwandbeutelchen

hängt, um die Wasserverunreinigung
durch Bakterienbildung zu verhindern.

Ein durch einen geeigneten ^lotor in

Tätigkeit gesetzter Flügelrührer oder

anderer Rührer bewirkt eine stetige

Mischung des Wassers, wodurch die

örtlichen Temperaturdifferenzen im

Thermostaten ausgeghchen Averden.

Die Versuchskolben oder -Röhren

tauchen völlig oder teilweise in die

erwärmte Wassermasse. Durch besondere Schüttelvorrichtungen können die

in den Kolben oder Eprouvetten enthaltenen \'ersuchsflüssigkeiten einer

hin- und hergehenden Bewegung oder auch einem vollständigen Rotieren

unterworfen werden.

Um das sich verdunstende Wasser zu ersetzen, bedient man sich

eines Konstantniveaus, wie das in Fig. öl gezeichnete. Dazu wird der

Thermostat mit einer 10 mm großen, unter dem Niveau liegenden Bohrung
versehen, in welche die Verbindungsröhre des Konstantniveaus geschraubt

Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. JJ^

Fig. 60.



162 E. Zunz.

wird. Das verstellbare Niveaurohr X gestattet ein Einstellen des Wasser-

spiegels in gleicher Höhe seiner seitlichen Bohrungen. Durch das mit der

Wasserleitung verbundene Einlaufstück E fließt Wasser, so daß es den

verlorenen Inhalt ersetzt. Der Überschuß des zufheßenden Wassers wird

durch die Öffnung des Niveaurohres abgeleitet.

Fig. 51.

Der den Thermostat

erwärmende Gasbrenner ist

mit 2 Ableitungen der Gas-

leitung verbunden, wovon

die eine dem geringen
Gasstrome der beständigen
Flamme Durchgang liefert,

während die zweite, auf

derem Laufe die Regu-

lierungsvoiTichtung ge-

schraubt ist, zeitweise die

außerdem nötige Hüfsgas-

menge zum Gasbrenner

strömen läßt. Die Tem-

peratur des Wassers wech-

selt also zwischen 2 Gren-

zen, welche man einander

so viel wie möglich nähern

muß. Dies ^^^rd durch einen Toluolregulator erzielt. Unter diesen ist zur-

zeit der empfehlenswerteste der durch 0. Dony-Hhiault beschriebene, welchen

die Fig. 52 veranschaulicht.

Dieser Regulator besteht aus einer in Wasser eintauchenden senk-

rechten Röhre D, von ungefähr 3 cm Durchmesser, aus dünnem Glase.

Fig. 52.
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Sie endigt unten durch eine U-förniige wagrechte oder irgend eine andere

der Gestalt des Behälters passende Ivöhre KF. Die größte Masse des

als Regulierflüssigkeit dienenden Toluols muß sich am lioden des Be-

hälters in der Nähe der der Wirkung des Erwärmens unterworfenen

Wand befinden. Die Ilöhre D verengt sich oben etwas und endigt durch

die fast wagrechte Röhre G in einem aus 4 senkrechten Röhren AB. C\

H und I zusammengestellten System.
Der vorher mittelst der Wasserpumpe von Luft befreite Regulator

wird mit Toluol gefüllt, so daß die Flüssigkeit keine Gasbläschen enthält.

Dann wird der Regulator in den Thermostaten gelegt und dieser ungefähr
auf die gewünschte Temperatur gebracht. Sobald dies erreicht ist, gießt

man in die Röhre / zuerst genügend konzentrierte NaCl-Lösung, um die

Röhre H völlig zu füllen und nachher die Quecksilbersäule J, welche die

NaCl-Lösung in die Röhre H treibt, darauf wird mittelst Filtrierpapier-

streifchen die Röhre H sorgfältig getrocknet. Das die Röhre uiB füllende

Toluol wird abpipettiert und durch konzentrierte XaCl-Lösung ersetzt.

Dann wird die Erweiterung ui der Röhre B durch einen Kautschukpfropfen

vorsichtig geschlossen, in dessen Mitte eine mit einem Kautschukausatz

und einer Klemme versehene Kapillarglasröhre sich befindet, durch welche

der Flüssigkeitsüberschuß leicht ausfließen kann. Im geeigneten Augen-
bUcke wird die auf dem Kautschukansatz befindliche Klemme geschlossen.

Man trocknet Pfropfen und Kautschukansatz. Um einen völlig dichten

Verschluß des Regulators zu erzielen, werden Pfropfen und Kautschukansatz

mit einer Gummilackfirnisschicht überzogen. Das zwischen den beiden

Na Cl-Schichten B und H eingesperrte Toluol kann nicht entweichen, so daß,

wenn der Thermostat in einem Zimmer sich befindet, deren Temperatur
keinen großen Schwankungen unterworfen ist. und die Temperatur des Thermo-

states sehr lange Zeit unverändert bleibt. Ein Temperaturunterschied von 1"

im Zimmer bewirkt eine mittlere Veränderung der Temperatur des

Thermostaten von 0*01 ". Um diese Temperaturschwankungen noch zu

verringern, muß man entweder den im Wasser nicht eintauchenden Teil

des Regulators mit einer den Wasserverlust vermindernden Hülle versehen

oder den größten Teil des Systems BC HI in ein Wasserbad eintauchen

lassen.

Ein A'orteil des Don//-HtnauUsv\iQn Regulators über die Ostiraldsdien

Toluolregulatoren ist, daß man ihn nach dem Einfüllen ohne Neueinfülliing

nacheinander auf sehr verschiedene Temperaturen bringen kann, l'm

die Temperatur des Thermostaten zu erniedrigen, entnimmt man den

größten Teil der in der Röhre AB enthaltenen NaCl-Lösung und ersetzt

sie durch Toluol. P)eim Erhöhen der Temperatur dringt wegen seiner

geringen Densität das sich ausdehnende Toluol durch die in AB enthaltene

Flüssigkeit. ^)

*) 0. Doiiji-Hmault, Sur lo r6glage rigoureux de la teuipt^rature. Bull, de la Soc.

roy. des Sc. möd. et nat. do Bnixelles T. 62. p. 188—196 (1904).

11'^
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Der durch Foä'^) veränderte Kenzo Äw^osche Regulator ist äußerst

empfindlich. Er erlaubt die Temperatur des Thermostaten mehrere Wochen

lang ohne andere Veränderungen, als höchstens tägüche Schwankungen von

0"02—0*03 " zu erhalten. Der i^oasche Apparat ist ein Flüssigkeitsregulator,

bei welchem Petroleum als Flüssigkeit verwendet ^^ird.

Wie Fig. 53 zeigt, besteht der jPoasche Thermoregulator aus einer

wagrechten, hufeisenförmigen Ilöhre, deren drei Seiten eine Länge von

20 cm und einen inneren Durchmesser von 4 cm haben. Aus dem
mittleren Schenkel steigt senkrecht eine Röhre A, welche mit der Röhi^e B

luftdicht verbunden ist. Die Ver-

bindungsstelle ist mit einer Queck-
silberschicht C umgeben; außer-

dem kann man noch ein Gummi-
band an dem Haken IJ befestigen.

Die Röhre B trägt eine 5 cm

breite und 10 cm hohe Erwei-

terung, über welche sich die

Röhre B wagrecht biegt. An der

Biegung zweigt sich senkrecht eine

durch einen Hahn F' geschlossene

Röhre; oberhalb des Hahnes er-

weitert sich diese Röhre trichter-

förmig und wird durch einen Glas-

stopfen verschlossen. Die Röhre F
biegt dann wieder senkrecht und

endigt in einer Erweiterung G von

4 cm Querdurchmesser und 1^2 ctn

Längendurchmesser. Diese Erweite-

rung G dient zur Aufnahme des in

der Röhre H enthaltenen Queck-

silbers, wenn bei Erlöschen der

Flamme des Thermostaten das

Quecksilber nach dem Innern des

Regulators zu fließen strebt. Die Cjuecksilberhaltige Röhre H wird bald kapillar

und biegt nach ol)en, um bei It^ sich wieder zu erweitern. Die das Gas ein-

führende Röhre L dringt in die Röhre H- bis zur Öffnung der Kapillare H\
sie hat unten eine wagrechte Öffnung von 2 mm Durchmesser. An einer

Stelle der Röhre H- besteht eine Verengerung, um Verschiebungen der

Röhre L zu vermeiden. Die Verbindung Ä-—B bezweckt, den Umtausch des

das Petroleum enthaltenden Gefäßes A zu ermöglichen, so daß letzteres

entsprechend der Form des Thermostaten durch ein anderes ersetzt werden

kann. Die Erweiterung E ist angebracht, damit der Apparat die Temperatur

Fig. 53.

*) C Foä, Eine Methode graphischer Registrierung einiger Gärungsvorgänge. Bio-

chem. Zeitschr. Bd. 11. p. 382—399 (1908).



Verdauung: Methoden zur Untersuchung der Verdauungsprodukte. Ißf)

der hoch p^elegenen Stellen des Thermostaten annimmt. I'^m den Forschen

Thermoregulator mit Petroleum zu füllen, gießt man es zuerst in die

Röhre ui : dann nimmt man den oberen Teil des Iieg'ulators, hält ihn etwas

geneigt und füllt die Erweiterung E, indem man eine geeignete, mit

Petroleum gefüllte Pipette bis zum Hahn F' einführt. Auf diese Weise

führt man das Petroleum in die ^Erweiterung G ein. in welche man schon

vorher reines Quecksilber gegossen hat. Wenn der ganze Apparat gut

gefüllt ist und in den Thermostaten gebracht wird, dehnt sich das

Petroleum aus und sammelt sich im Trichter. Sobald die gewünschte

Temperatur erreicht ist, schließt man den Hahn F' und stellt die kleinste

erforderUche Flamme durch Drehen der Schraubenklemme K her.

b) Yerfahren zur Yermeiduns; der Anhäufung der Yerdauungs-
produkte.

Die Anhäufung- der Verdauungsprodukte verlangsamt allmählich bei

den Verdauungsversuchen in vitro die vor sich gehenden Prozesse und hebt

diese schließlich auf. Um die entstehenden Abbauprodukte aus der Ver-

dauungsflüssigkeit zu entfernen, bedient man sich der Dialyse. Man kann

die Dialysiervorrichtungen in für alle biochemischen Untersuchungen an-

wendbare und in speziell für Verdauungsversuche ersonnene einteilen.

1. Allgemeine Dialysierverfahren.

Zur Dialyse benutzt man verschiedene Membranen: Pergament (G'roArf?/?,

V. Wittich, Kühne, Proskauer usw.); Kollodium, Schilf, Zellulose (Metschni-

koff. De Waelf): in Lezithin oder Cholesterin getränkte Seide (Pascucci);

tierische Membranen, wie Schweineblase (Hoppe-SeyUr); mit verdünnter Salz-

säure von den unorganischen Salzen befreiteMembran des Hühnereies (Botkin)\
an einem Ende geschlossene Teile der Darmröhre oder von der Gefäßwand

(Charrin und Moussu)\ Blinddarm von Schafen (Wiechowski): Speiseröhre,

Amnios (van Calcar) usw.

Die dialysierenden Eigenschaften dieser verschiedenen Membranen für

ein und denselben Stoff sind keineswegs stets dieselben. Das Dialysierver-

mögen der tierischen Membranen wechselt ziemlich stark mit dem Alter

des Tieres sowie auch mit der Tierart, von welcher sie herstammen. Dieses

Vermögen nimmt mit dem Alter des Tieres meistens ab und ist gewöhnhch

größer bei Pflanzenfressern als bei Fleischfressern. i)

Dialysator nach Graham. Der Fig. 54 abgebildete einfache

Grahamschc Dialysator besteht aus einem runden, mehr oder minder

tiefen, mit destilliertem Wasser gefüllten Glasgefäße, in das ein Glas-

') Botki», Zur Frage von dem endosmotischen N'erhalten des Eiweißes. Virchoiis

Arch. f. pathol. Anat. Bd. 20. S. 39—42 (1860). — Charrin et Moitssu, Influeuce des

dialyses ou filtrations intra-organiques sur les priucipes toxiques. C'ompt. reud. hebd. des

seanc. de la Soe. de Biologie. T. 52. p. 694—696 (,1900).
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Zylinder taucht, dessen untere Öffnung mit feucht überzogenem und fest-

gebundenem Pergamentpapier verschlossen ist. Das Pergamentpapier läßt

die Kristalloide durchtreten, nicht aber die Kolloide. Vor dem Gebrauche

muß man sich der Dichtigkeit des Pergamentpapiers durch Aufgießen von

Wasser versichern.

Um zu vermeiden, daß zwischen der Pergamentmembran und der

äußeren Oberfläche des Glaszylinders vom Inhalte des Dialysierapparates

wegen deren Falten oder durch Kapillarität über die Ligatur heraustritt oder

umgekehrt, daß Wasser in den Dialysierzyhnder dringt, bedient man sich

mit Vorteil des folgenden von Levigne^) vorgeschlagenen Verfahrens: Durch

Benzolzusatz etwas flüssiger gewordener Kanadabalsam wird l)ei trockener

Pergamentmembran in die Furche gegossen. Der Balsam dringt überall

zwischen Glas und Mem-
bran und verklebt Glas-

wand und Membran auf

der ganzen Berührungs-
fläche zusammen. Nach

48stündigem Stehen ist

der Balsam fest gewor-

rig. 54. Fig. 55. Fig. 56.

den, das Anhaften ist allgemein und die Dialysierapparate können ange-
wendet werden. Wegen der Verdunstung der in diesen Apparat gebrachten

Lösung kann man den Gmham^chen Dialysator nicht zu \'erdauungs-
versuchen anwenden.

Dialysator nach B. Proskauer. Der erwähnte Nachteil besteht

nicht beim Prosknuerschen Dialysator (Fig. 55), welcher eine Dialyse gegen
strömendes Wasser sowie die SteriUsierung des Dialysators erlaubt. Die

Verdauungsflüssigkeit wird durch die mit Watte verschlossene Öffnung A
in den Pergamentpapierbeutel B gebracht. Durch die Piöhre C fließt das

Wasser in das Glasgefäß D. Es verläßt dieses durch die Röhre E. Dieser

Apparat kann in den Brutschrank gestellt werden, so daß dann die Ver-

dauung unter Dialyse mit stetiger Erneuerung des außen befindlichen

Wassers erfolgt.

*) Henri Lerigne, Recherches sur le passage de Tacide uriqne et des sels ä travers

des membraiies inertes. These de Lyon 1905. p. 28.
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...A

Dialysator nach W.Kähne. Um die Oberfläche der dialysierenden

Membran zu veri^röliern, hat Kühne die Anwendung' von Dialysierschläuchen

aus PeriJamentpapier empfohlen. Wie die Fig. 56 es veranschaulicht, hat

Kühne einen Apparat ersonnen, welcher erlaubt, unter stetigem Krncuern

des Wassers die Dialyse zu bewerkstelligen. Die der \'er(lauung unterwoHene

Flüssigkeit wird in den Dialysierschlauch A gebracht und der ganze Apparat
in einen Brutschrank gebracht, so daü das Wasser durch den Trichter B
allmählich in das Gefäß C fließt und der

Wasserüberschuß durch die Nebenrohre D
abfließt.

Der Dialysierschlauch muß stets zuerst

auf seine Dichtigkeit geprüft werden, wozu

man ihn mit Wasser füllt. Rinnt er an einer

oder mehreren Stellen, so nmß man die am

wassergefüllten Schlauch angemerkten Stellen

nach dem Trocknen auftupfen, wozu man am
besten die von Jordis empfohlene, mit Alko-

hol und Äther passend ver-

dünnte Mischung gleicher

Teile Kollodium und konzen-

trierter Schellacklösung (1:1)

benutzt.

Um den Dialysier-

schlauch dicht zu verschließen,

werden die offenen Schlauch-

enden entweder mit starken

Fäden zugebunden oder besser

zwischen zwei mit Gummi-

ringen verbundenen Glas-

stäben zusammengepreßt.
Di aly s a t or n a ch

Wrohleski. Zur Dialyse im

beständigen Strome von steri-

lisiertem Wasser unter Ver-

meidung jeder Infektion der

dialysieren den Flüssigkeit empfiehlt Wrohhski den in der Fig.öT abgel)il(k'ten

Apparat. Dieser besteht aus einer hochstehenden, mit Wasserverschluß B ver-

sehenen, Mariottesohen Flasche. 1, deren Auslaufrohr (Harnrohr) (/ durch den

Schlauch /mit einem dünnen Röhrchen verbunden ist, welches in die Bohrung
des den Zylinder C dicht verschließenden Deckels c luftdicht eingesetzt ist. In

dem Zylinder (
'

l)efindet sich ein an den zwei Glasstäben a aufgehängter Per-

gamentschlauch h, in den man die zu dialysierende Flüssigkeit bringt.

Der Zylinder C hat unten ein mit einem Hahne versehenes Abflulirohr A,

durch welches die äußere Flüssigkeit abfließt. In demselben Maße wie

dieser x\bflurj erfolut. strömt Wasser aus der Mariofteschon Flasche in den

Fig. 57.
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Zylinder C. Vor dem Gebrauche sterilisiert man den Gesamtapparat und

das Wasser. 1)

Dialysierapparat von W^aymouth Reid. Um die relative Diffu-

sibilität verschiedener Stoffe durch Pergamentpapier unter den gleichen

Temperatur-, Druck- und Flüssigkeitszufuhrbedingungen zu vergleichen, emp-
fiehlt sich die von Waymonth Reid angewandte Dialysiervorrichtung, welche

durch die Fig. 58 veranschaulicht wird :

Ein mehrere Liter Wasser enthaltender, durch die punktierten Linien

in der Fig. 58 angezeigter Kupferbehälter Avird durch einen großen Bunsen-

brenner erwärmt und durch einen kleinen, von einem Motor getriebenen
Schraubenrührer (PI) gerührt. Lim leicht eine beständige Temperatur zu

erhalten, befindet sich der Bunsenbrenner dicht unter der Schraul)e. Im

Fig. 58.

Wasserbade befindet sich ein Schlangenrohr aus dünnem Kupfer, welches

an einem Ende (A) Wasser von der Wasserleitung erhält, während das

andere Ende die zwei Dialysierzylinder (C) speist. Der Wasserstrom er-

wlirmt sich im Schlangenrohr, wird durch ein T-Rohr B von oben bis auf

den Boden der beiden Dialysierzylinder (C) geleitet , fließt oben aus dem

Dialysierzylinder ab und wird schließlich durch das verstellbare Rohr D
nach außen gebracht. Die Dialysierschläuche hängen in den Dialysierzylindern:
sie werden wasserdicht mit Kautschukstopfen verschlossen. Die Zylinder
selbst sind dui'ch dreifach durchbohrte Stopfen verschlossen. Durch je zwei

dieser Öffnungen gehen die Einfluß- und Abflußröhren des Wasserstromes :

in der dritten dringt auf der einen Seite ein Thermometer, auf der an-

A. Wrobleski, Zur Dialyse. Zeitschr. f. angew. Chemie. S. 692 (1894).
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deren ein Manometer ein. Durch Veränderung)' der Höhe des äußeren Aus-

fhißrohres D wird der in den DialysierschUiuchen hestehende Druck gerej^elt.

Beim Vergleichen der Diffusionsgeschwindifikeit zweier Substanzen

muß man vorher die Dicke des Pergamentpapieres mit Hilfe eines Zei/Jschcu

Meßapparates für Dockiiläschendicke hestimnien. Aullerdem empfiehlt Wati-

mouth Be/cL sich durch \orversuche mit (Jiukose von der gleichen Per-

meabilität der beiden Dialysierschläuche zu überzeugen. M

Dialyse nach Gürher. Ein absolut sicherer Verschluß der Pergament-

dialysierscldäuche läßt sich nach Gürher nur auf folgende Weise erzielen:

Ein etwa h^ cm langes, gut eingeweichtes und auf seine Dichtigkeit ge-

prüftes Schlauchstück wird gleichschenkelig zusammengelegt, dann der eine

Schenkel aufgeblasen und die zu dialysierende Flüssigkeit darin eingefüllt,

wobei man sorgfältig zu vermeiden sucht, dal» von ihr im oberen Drittel

desselben etwas hängen ])leibt. Hierauf drückt man diesen Teil des ge-

öffneten Schlauches wieder zu, faltet ihn der Länge nach fächerförmig mit

dem entsprechenden Teil des anderen Schlauchschenkels und gewinnt so

einen festen Papierstiel. Dieser wird ungefähr in der Mitte kräftig gedreht,

dann die obere Hälfte um die untere geschlungen und der so gebildete

Knäuel in ein kleines Stück feuchtes Pergamentpapier gewickelt, um bei

den jetzt anzulegenden Drahtschlingen ein Durchschneiden des Schlauches

zu verhüten. Man legt eine Drahtschlinge von 1 mm starkem Messingdraht

möglichst nahe der Umbiegungsstelle des Papierstieles und die andere

1—2 cm davon entfernt.

Der so erhaltene, überall gut verschlossene, gefüllte Dialysierschlauch

wird mit der gewünschten Wassermasse in einen durch einen Gummistopfen
verschlossenen GlaszyUnder gebracht, welcher auf einer Schüttelmaschine be-

festigt wird, so daß die Flüssigkeit in stetiger Bewegung bleibt, wodurch

die Wand des ganzen Schlauches fortwährend bespült und ausgenutzt wird.

Dieses Schütteln bezweckt außerdem noch folgendes: Beim ruhigen Stehen

müssen die diffundierenden Stoffe nicht nur durch die Schhuirliwand hin-

durch, sondern aus der dieser nächsten Flüssigkeitsschicht in immer ent-

ferntere Schichten weiter oder aus entfernteren in diese herandiffundieren.

Dabei kann es vorkommen, daß auf beiden Seiten unmittelbar an der

Diffusionsmemliran der osmotische Ausgleich nahezu eingetreten ist. während

er sonst für die ganze Flüssigkeit noch lange aussteht, da die diffusiiile

Substanz nicht in dem Maße hinzu- oder hinwegdiffundiert, wie sie ilnrch

die Membran hindurchgeht. Werden aber die Flüssigkeiten durch Schütteln

fortwährend mechanisch gemischt, so haben die \'orgänge der Diffusion

nur durch die Dialysiermembran hindurch stattzufinden und verlaufen nun

um so rascher, weil dann stets der größtmöglichste osmotische Unterschied

hergestellt wird. 2)

^) E.Waijmouth Reid, A diffusioii appanitus. Joiirii. of Physiol. \ol.21. p. 85 bis

100 (1897).

2) A. aurber, Die Salze des Blutes. I. Salze des Serums. Verli. d. pliysik.-iiied.

Oes. zu Würzhur-T. Bd. 28. 21 S. (1894).
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Dialysator nach Siegfried. Um die beim Knicken von Pergament-

schlauchen leicht vorkommenden Undichtigkeiten zu vermeiden sowie um
die fortwährende Beobachtung der zu dialysierenden Flüssigkeit während

der Dialyse und ihre unaufhörlich vor sich gehende Mischung zu er-

lauben, so daß dann keine Diffusion innerhalb der Flüssigkeit selbst ent-

steht, hat Siegfried den Fig. ö9 abgebildeten Dialysierapparat vorge-

schlagen.

Er besteht aus drei Glasgefäßen A, B und C, wovon die beiden

äußeren A und C die Gestalt eines größeren Handexsikkators und das

mittlere B die eines Ringes haben. Zwischen diesen, mit abgeschmolzenen

Fig. 59.

und abgeschliffenen Krempen versehenen Gefäden werden zwei Pergament-

papierscheiben, durch Gummiringe gedichtet und mittelst federnder, an den

Krempen anliegender, durch vier Schrauben zusammengepreßter Messingringe
wasserdicht befestigt. Durch diese Pergamentpapierscheiben wird der Inhalt

des zur Aufnahme der zu dialysierenden Flüssigkeit dienenden Glasringes B
abgegrenzt. Die beiden äußeren Gefälle A und C tragen je eine seithche

und eine obere Röhre. Die seitlichen, rechtwinkelig gebogenen Glasröhren

werden mittelst eines kurzen (nmimischlauches verbunden. Das mittlere

Gefäß B besitzt oben eine geräumige Öffnung, durch welche ein Rührer D
im Glasringe eingeführt ist. Dieser Rührer wird durch eine an demselben

Gestelle wie der Apparat befestigte Wasserturbine E bcAvegt. Mit Hilfe der

auf die obere Öffnung F des Gefäßes C aufgesetzten T-Röhre wird das
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aus der Turbine fließende Wasser in den Dialysierapparat geleitet, während

der Überfluß durch das nach unten geboj^ene Ende G der T-Köhre nach

außen tritt. Das in das (Jefäß C einfließende Wasser dränijt das Wasser

aus diesem Gefäße durch die \erl)indun^srühre ^ in das Gefäß .-t. aus

welchem es durch die P.öhre / nach außen gebracht wird.M

Dialyse nach Jordis. Jordis zufolge soll man die rergamentscliläuche

nicht aufhängen, sondern lose zugebunden in ein großes flaches paraffiniei-tes

Gefäß auf einen Rost aus (ilasstäben 3 cm über dem Boden legen. Werden
dann die Enden der Schläuche an zwei oberhalb des Flüssigkeitsniveaus

befindliche Stäbe gebunden, so kann man jederzeit leicht Proben entnehmen.

Besteht ein Zuflußrohr im Niveau und ein vom Boden ausgehender Über-

lauf, so kann die Dialyse gegen fließendes destilliertes Wasser erfolgen.

Jordis hat den durch beifolgende Zeichnung (Fig. 60) illustrierten,

filterpreßähnUchen Dialysator ersonnen: Holzringe r von H cm Breite, lö cm
innerem Durchmesser und 2— ;> cm Dicke werden nach einander mit ver-
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dünnter Salzsäure, verdünnter Lauge, wieder verdünnter Säuif und endlich

Wasser ausgekocht und dann getrocknet. Lufttrocken kommen sie in ein

ringiörmiges Blechgefäli. worin sie auf dem Sandltade in Hartparaffin ge-

sotten werden, bis keine Blasen mehr entweichen. Beim Erkalten zieht sich

fast alles Paraffin ins Holz. Daher legt man die Ringe noch einmal kurze

Zeit in eben geschmolzenes Paraffin, wodurch nach dem Abkühlen auf dem
Holze eine glänzende Schicht bleibt, welche mit einem (Tlasstabe völlig ge-

glättet Avird. Die Ringe haben zwei Bohrungen <i und h von je 1 cm Durch-

messer. Nun bespannt man eine Anzahl ;/-Ringe beiderseits mit nassem

Pergamentpapier, zu welchem Zwecke eine kleine Rinne auf dem Rande für

den Bindfaden eingeschnitten ist. Diese «-Ringe legt man zwischen ln-\-l)

unbespannte. indem je ein H mm dicker Ring aus Gummi dazwischen ge-

setzt wird , spannt mittelst Flügelschrauben zwischen zwei Eisenringen //

ein und läßt trocknen. Danach füllt man den am Ende befindlichen, mit

M M. Siegfried, Ein Dialysierapparat. Ber. d. Deutsch, oheni. Ges. Bd. 2. S. 1825 bis

1826 (1898).
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Pergament bespannten Ring mit Wasser und prüft seine äußere Seite auf

Undichtigkeiten. Die betreffenden Stellen Averden markiert. Indem man nun

jeden Fang einmal ans Ende der Reihe setzt, kann man nach und nach

sämtliche Dialysatorflächen prüfen, ^Yenn man es nicht vorzieht, eine kleinere

Fassung für einen einzelnen Ring zu verwenden, welche schneller fördert.

Auf die markierten Stellen gibt man nach dem Trocknen ein wenig ge-

wöhnliches Hühnereiweiß und koaguliert es vorsichtig über einer kleinen

Flamme. Schließlich setzt man vor die Eisenringe eine runde Hokscheibe.

darauf eine Gummischeibe, dann einen leeren Ring, abwechselnd mit einem

bespannten unter Zwischenlage von (xummiringen und zieht die Spann-
schrauben fest an. Das System ist dann vollkommen dicht. Aus einer vor-

gelegten hochgestellten Zehnliterflasche läßt man durch eine, den Zufluß

regelnde Kapillare destilliertes Wasser in der genannten Weise durch die

Wasserkammern W strömen, welche die Dialysierräume D einschließen, und

erzielt so eine sehr schnelle Dialyse, wenn man die 10^ auf 12 Stunden

Ausflußzeit einstellt. Die in der Zeichnung fortgelassenen Öffnungen a und b

an den Kammern D werden mit Korkstopfen verschlossen. Bei Inbetrieb-

setzung mul) man in D und W die abgemessene, berechnete Flüssigkeits-

menge einfüllen, weil sonst wegen der Dehnbarkeit der Membranen keine

gleichmäßige Füllung erzielt wird und beim Füllen einer weiteren Kammer
die Lösung aus schon gefüllten zum Teil herausgedrückt werden würde.

Bei 3 cm Dicke fassen die Ringe je ca. V2 ^ Flüssigkeit.

Der Apparat wird auf ein 20 cm breites Brett von passender Länge

gestellt, auf welches zwei Leisten aufgenagelt sind, deren Innenkante ent-

sprechend weggehobelt wurde. Er hat den Vorzug. voUkommen abgeschlossen
zu sein und doch jederzeit Probeentnahmen zu gestatten. Die Zahl der

Kammern und die Größe der Ringe kann natürlich beliebig sein. Auch ist

es möglich, in einem größeren System durch Einlage von Gummischeiben,
wie sie an den Enden benutzt werden, kleinere Gruppen abzusondern und so

verschiedene Kolloide (oder Proben verschiedener Reinheit — in der Richtung
des Wasserstromes) hintereinander in demselben Apparate zu haben. V)

Diffusionshülsen von Schleicher c^- Schüll. Um die Dialyse

geringer Substanzmengen im kleinen Wasservolumen zu ermöglichen, hat

die Firma Schleicher & Schüll zu Düren Dialysierhülsen aus Per-

gamentpapier in den Handel gebracht. Solche können bei Verdauungsver-

suchen, wo man nur mit geringen Flüssigkeitsmengen arbeiten muß, an-

gewandt werden. Indes soU man in den meisten Fällen den Dialysierhülsen
die weiter unten besprochenen Schilf- oder Kollodiumsäcke vorziehen.

Dialyse in Kollodium säckchen. Zur aseptischen Dialyse tierischer

Flüssigkeiten kann man sich bei ILö" G sterilisierter KoUodiumsäckchen

bedienen. 2
j

*) E. Jordis, Ein neuer Dialvsator. Zeitschr. f. Elektrochemie. Bd. 8. S. 677 bis

678 (1902).

^) C. Delezenne, Action des sels de calcium sur le suc pancröatique prealablemeut

dialyse. Compt. read. hebd. des seanc. de la Soc. de biologie. T. 57. p. 523—525 (1905).
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Zur Anfertigung- der Kollodiunisiicke werden 2r)0
//

Schief'ihuuniwoUe

in einem (iemisehe von viOO
,r/

Äther und 700
f) absolutem Alkohol auf-

gelöst. Man nimmt eine äußerlich gut gereinigte Glasröhre (Fig. 61) ent-

sprechenden Durchmessers, welche an einem Ende A geschlossen ist und

in der Nähe des anderen freien Endes B eine runde Erweiterung C auf-

weist. Man taucht -während 2—H Sekunden die Röhre in die Kollodium-

lösung, so daß die Röhre sich darin uur l)is zur Mitte der Erweiterung C',

wie es die Linie I) zeigt, befindet. Dann nimmt man die Röhre von dieser

Lösung heraus und läßt sie unter stetigem rmdrehen an der Luft ti-ocknen,

bis man nur noch den Alkohol, den Äther jedoch nicht mehr riecht, was

in einigen Sekunden der Fall ist. Nun wird die Röhre wieder in die

Kollodiumlösung bis zur Linie 1) während 2—o Sekunden eingetaucht,
worauf man sie unter stetigem Umrühren an der Luft bis zum völligen

Verdunsten des Äthers trocknen läßt. Man kann diese Prozedui- ein drittes

Mal wiederholen. Die mit dem Kollodiumsacke umhüllte Röhre wird

einige Zeit in kaltes Wasser eingetaucht. Dann wird der Kollodiumsack

mittelst eines Messers vorsichtig bis zum Ende E
der Erweiterung C von der Glasröhre getrennt,

worauf man den Sack durch den so dargestellten Piing

greift und wie einen Handschuhfinger umdreht und

von der als Mandrin dienenden Röhre wegnimmt.^)
Nocard taucht einen am Ende abgerundeten

Glasstab in der Größe des gewünschten Kollodium-

A

Fig. 62.

Sackes in geschmolzenes Paraffin. Nach dem Er-

starren des Paraffins bringt man den Sack in

Kollodium. Man läßt an der Luft unter stetigem

Drehen trocknen. Schließlich taucht man den Glas-

stab in das paraffinlösende heilje Wasser, wodurch

der Kollodiumsack isoliert wird.

Ein anderes Verfahren, um Kollodiumsäcke anzufertigen, besteht darin,

daß man einen Glasstab entsprechender (iröße ungefähr V/o Miiuite in das

Kollodium und darauf einige Sekunden in Chloroform eintaucht. Das Chloro-

form löst die durch die Ätherdämpfe bewirkten kleinen Plüschen, welche sich

manchmal in der Wand des Sackes befinden, und welche bei der Sterili-

sierung die Zerreißung des Kollodiumsackes hervorrufen könnten. Außerdem

wird auf diese Weise die Kollodiumschicht härter, (i leichzeitig verhindert

man, daß das Kollodium dem Glase zu fest anhaftet. Diese Prozedur wird ein-

oder zweimal erneuert, worauf man den Kollodiumsack in der oben be-

schriebenen Weise vom Glasstabe abnimmt.^)

^Lan kann sich auch einer am Ende .1 mit einem kleineu Loche

versehenen Glasröhre (Fig. 62) bedienen, welche man in eine ziemlieh

*) Gütige Mitteilung des Herrn Prof. Dr. ('. DcJezeiuic (Taris).

-) Alfred Bhimoithal
,

Contributiou ä Totude e.\perinientult> des niodifications

niorphologiciues e* fonctionnelles des globules blancs. M^m. cour. et autr. meni. puld. par
TAcad. roy. de m.'d. de Belgique. T. 58. fasc. 8. p. 1—57 (1905).
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dicke Leimlösung bei 37—40° C eintaucht und nachher trocknen läßt, so

daß die Öffnung Ä mit einer dünnen Leiraschicht geschlossen ist. Die so

vorbereitete Röhre wird, wie oben beschrieben, in Kollodium eingetaucht

an der Luft gelassen bis zum Verdunsten des Äthers unter stetigem Um-
drehen und dann noch in Chloroform eingetaucht : diese Prozedur wird zwei-

bis dreimal wiederholt. Dann wird die mit dem Kollodiumsacke versehene

Röhre in heißes Wasser gebracht, worin der Leim sich verflüssigt. Dadurch

macht sich der Kollodiumsack allmählich von selbst von der Röhre los,

indem sein Ende sich vom Ende A der Glasröhre entfernt und der Sack

auf die äußere Glaswand rutscht. i)

Von diesen 4 Verfahren ist ersteres für biochemische Zwecke ent-

schieden vorzuziehen. Bei Anwendung einer guten Kollodiumlösung kann

man leicht Säcke jeder beUebigen Größe bereiten.

Zur Sterilisierung der Kollodiumsäcke wird, wie

nebenstehende Fig. 63 es veranschaulicht, der Kol-

lodiumsack A an eine Glasröhre B gebunden, indem

man den den Kollodiumsack beendigenden Ring mit

einem Pergamentpapierring C umhüllt und diesen

mittelst des Fadens I) auf der Röhre B befestigt. Der

Pergamentring hat den Zweck, jede Zerreißung des

KollodiumSackes beim Festschnüren zu verhindern. In

das Innere des Sackes wird destiUiertes Wasser oder

physiologische Lösung gegossen. Das obere Ende E der

Glasröhre ^ wird mit einem Wattepfropfen verschlossen.

Der an der Glasröhre befestigte Kollodiumsack wird

dann in eine destilliertes Wasser oder physiologische

Lösung enthaltende Ein- bis Zweiliterflasche G ge-

bracht, deren oberes Ende F mit Watte verschlossen

wird. Die Höhe der Flüssigkeit im Kollodiumsacke und

in der Flasche muß die gleiche sein.

Die so bereitete Flasche wird im Autoklaven bei 115" C während

1/4 Stunde erwärmt. Dann entfernt man aseptisch die im Sacke enthaltene

Flüssigkeit, gießt die zu dialysierende Lösung hinein und verstopft rasch

wieder das Ende E der Glasröhre B mit Watte.

Zur Dialyse Averden eine ganze Reihe von destilliertes Wasser oder

physiologische Lösung enthaltenden, steriUsierten. mit Watte verschlossenen

Ein- bis Zweiliterflaschen benützt. Der sterihsierte Kollodiumsack wird in eine

dieser Flaschen gebracht, diese sofort mit Watte verschlossen und bei

einer Temperatur unter 10" gelassen. Nach einigen Stunden wird der

Kollodiumsack in eine andere mit physiologischer Lösung gefüllte Flasche

s-ebracht. Diese Prozedur wird bis zur Vollenduna- der Dialvse mehrfach

Fig. 63.

t^

wiederholt.2)

*) Gütige Mitteilung des Herrn Prof. Dr. J. Bordet (Brüssel).

2) Gütige Mitteilung des Herrn Prof. Dr. C. Delezenne (Paris).
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Zur Sterilisieruni; dos Kollodiumsackes empfiehlt es sich, destilliertes

Wasser in deu 8ack und in die ihn enthaltende Flasche zu hielten, während

zur Dialyse von tierischen Säften oder Yerdauungsflüssigkeiten man eher

physiologische Kochsalzlösung anwenden soll.

Falls man die Kollodiumsäcke zu Versuchen in vivo verwendet, wiid

der gefüllte Sack dicht unteihalb der (ilasröhre mit Seide zugebunden,
von der Glasröhre getrennt und am oberen Ende außen mit Kollodium ge-

dichtet. Die äul.iere Oberfläche des völlig verschlossenen Sackes wird mit

sterilisiertem destilliertem Wasser oder mit physiologischer Lösung aus-

gewaschen und unter strengster Asepsis in die Bauchhöhle oder einen

anderen Teil des Organismus gebracht.

Die Permeabilität der Kollodiumsäcke wechselt sehr je nach ihrer

Bereitung; Proteine dialysieren nur sehr langsam durch diese Säcke. >)

Ein Nachteil der Kollodiumsäcke ist ihr Adsorptionsvermögen für

gewisse Fermente (Amylase, Pepsin usw.) und vielleicht auch für andere

Stoffe. 2)

Um die Widerstandsfähigkeit der Kollodiumsäcke zu erhöhen und um
die Dialyse der Fermente durch die Kollodiummembran zu verzögern,

empfiehlt es sich, das Kollodium mit Lecithin und Cholesterin zu ver-

mischen. Die Kollodiummembran schwängert sich zuerst mit den Fer-

menten, was eine ziemlich lange Zeit beansprucht, und läßt erst dann

die Fermente durchtreten, ä)

Dialyse in Schilf- und Zelluloseschläuchen. Außer dem Perga-

mentpapier und den Kollodiumsäcken werden noch Schilfschläuche zur Dialyse

verwendet. Zur Herstellung der Schläuche werden möglichst dicke Schilf-

rohre von Phragmites communis in ihre Segmente geteilt und diese

Vi
— 1 Stunde in kochendes Wasser gelegt. An einem Segmentende wird

hierauf durch sorgfältiges Abschneiden eine Strecke der die Höhlungen
der Internodien auskleidenden innersten Membran freigelegt und der kleine

Membranzylinder mit einem Seidenfaden zugebunden. An diesem zugebundenen
Ende legt man nun einen dünnen Glasstab mit abuerundeten Enden an und

')
El. Metscknikojf, E. Eoux et TanarelU-Salimbeni, Toxine et antitoxine choleriques.

Ann. de l'Inst. Pasteur. T. 10. p. 257—282 (1896).
— Ä. Rodet et Gu/chof, Essai d'appli-

cation de la methode des sacs de coUodion ä la connaissance des produits toxinues des

bacilles d'Eberth et coli. Compt. rend. liohd. des seanc. de la Soc. de Biolog. T. 52.

p. 962—965 (1900).
— Sur les proprietes des sacs de coUodion et leur röle en bac-

teriologie. Ibid. T. 52. p. 965-967 (1900).
— Milton Creitdiroupoitio et Armand liiiftr,

Note sur la dialyse dos produits solubles elabores par le bacillc pyocyaniiiuc dans les

sacs de coUodion. Ibid. T. 52. p. 1109—1110 (1900).
— A. Rodet et J. Moitessier, Sur la

permeabilite des membranes de coUodion. Ibid. T. 54. pag. 1047—1049 (1902).

^) /''. Strada, Sur la filtration de quelques diastases proteolytiques uu travers

des membranes eu coUodion. Ann. de Tlnst. Pasteur. T. 22. p. 982— 10(19 (1908). —
A. Slosse et H. Limbosch, Note sur Tudsorption des ferments digestifs par le coUodioa.

Bull. d. 1. Soc. roy. des Sc. med. et uat. de Bruxelles. T. 07. p. 132— 1:-^6 (1909).

') IL Bierrij et G.Schacffer, Dialyse et fixation sur sac de coUodion de la lac-

tase et de l'^mulsine animales. Compt. rend. hebd. des söanc. de la Soc. de Biolog. T. 62.

p. 723—725 (1907).
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bewegt ihn mit leisem Drucke in der Richtung des Rohres. Dabei löst sich

die innere Membran von der Schilfwand ab und befindet sich schließlich

in ganzer Ausdehnung auf dem sie vor sich herstülpenden Glasstabe. Sofort

wird der Stab herausgezogen. Auf diese Weise kann man Schläuche von

15 cm Lcänge und 8—10 cm^ Inhalt erhalten, deren Dicke annähernd

0'08 mm entspricht und welche fast nur aus reiner Zellulose bestehen.

Um die Schilfschläuche zu sterilisieren, führt man in das offene Ende
des Schlauches eine kleine Glasröhre ein und befestigt diese vorsichtig mit

Seide an der Wand des Säckchens. Letzteres wird dann mit destilliertem

Wasser gefüllt. Hierauf wird die Glasröhre mit Watte verschlossen, mit

dem daran hängenden Schilfsacke in eine destilliertes Wasser enthaltende

Flasche gebracht und der Schilfsack nach demselben Verfahren, wie es für

die Kollodiumsäcke angegeben wurde, sterilisiert. Nach dem Sterilisieren ent-

nimmt man aseptisch das in dem Schilfsack enthaltene Wasser und ersetzt es

durch die zu dialysierende Flüssigkeit. Die Dialyse erfolgt in derselben Weise,
wie bei Verwendung von Kollodium sacken. Falls man das Schilfsäckchen

zu Versuchen in vivo völlig verschließen will, wird es dicht unterhalb der

Glasröhre mit Seide zugebunden, am oberen Ende außen mit Kollodium ge-

dichtet und ganz auf dieselbe Weise wie die Kollodiumsäcke zu dem
ähnlichen Zwecke behandelt.

Die Schilfschläuche können nur zur Dialyse von kleinen Flüssigkeits-

mengen gebraucht werden. Nach Fhilippson sind sie für Glykogen, für

gerinnbare Proteine, für Heteroalbumosen, Trypsin und den gerinnungs-
hemmenden Bestandteil des Blutegelextraktes nicht durchlässig, während

Pepsin in Spuren durchzutreten scheint.

Die Zellulosesäcke des Handels (Leune in Paris) besitzen dieselben

Eigenschaften betreffs der Dialyse wie die Schilfsäcke.

Um die Dichtigkeit der Schilf- und Zellulosesäcke vor ihrem Gebrauche

zu prüfen, empfiehlt de Waele^), in den vorher angefeuchteten Säcken eine

wässrige \/2oo—\^3oo VoigG Methylviolett- oder Gentianaviolettlösung einzugießen
und dann den Sack V*

—
V2 Stunde in einer Wasser enthaltenden breiten

Eprouvette zu lassen
;
das Wasser der Eprouvette muß farblos bleiben. Dann

wäscht man den Schilf- oder Zellulosesack gut aus. Falls er gefärbt

bleibt, so bewirkt dies keinen Nachteil für seine dialysierenden Eigen-
schaften. 2)

M Gütige briefliche Mitteilung des Herrn Dr. de Waele (Gent).

^) El. Metschnikoff, Sur la lutte des cellules de Torganisme coutre l'iuvasiou des

microbes. Ann. de l'Inst. Pasteur. T. 1. p. 321—336 (1887). — Podbelski/, Contribution k

l'etude de rimmunite vis-ä-vis du bacillus subtilis. Ibid. T. 12. p. 427—446 (1898). —
H. Conradi, Zur Frage der Toxinbildung bei den Milzbrandbakterien. Zeitschr. f. Hyg.
u. Infektionskraukh. Bd. 31. S. 287—316 (^1899).

— J'. Fhilippson, Über die Verwend-

barkeit der Schilfschläuche zur Dialj'se. Beitr. z. ehem. Physiol. u. Pathol. Bd. 1.

S. 80—82(1902).
— H. De Waele. Note sur l'immunite conferee par la mc-thode des sacs

de cellulose et sur les produits microbiens dialysants. Zeutralbi. f. Bakt.. Parasitenkuude

u. Infektionskraukh. 1. Abt. Orig. Bd. 42. S. 636—642 u. 760-770 (1906).
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Dialyse nach Pascucci. Tin die lipoide Schicht (U-r Zelhiiombraii

nachznahnieu, löst Pascucci Lecithin in heiliem Alkohol, läßt bis znm Sirup

verdunsten und taucht dann darin ein 4 rat hohes, ö- )n})i breites (Uas-

röhrchen, dessen eine Öffnung' mit feinem, weillem Seidenstoff überzogen

ist. Der Seidenstoff wird auf diese Weise durch Lecithin getränkt. Nach

der Impräiiuation umi>ibt man das Röhrchen, da, wo die Seide befestigt

ist, mit geschmolzenem Wachs, trocknet das Ivöhrchen bei 87'^ und be-

wahrt es im Vakuum über Schwefelsäure auf.

Durch Eintauchen des mit Seidenstoff überzogenen (ilasröhrchens

in vorsichtig geschmolzenes C'holesterin oder in durch Lösen von Lecithin

und Cholesterin in dem gewünschten (Jewichtsverhältnis und nachlierigem

völligem Eindunsten dargestellte Lecithin-Cholesteringemische erzielt man

künsthche Cholesterin- oder Cholesterin-Lecithinmembranen. M

Dialyse nach Wiechowski.
Zur Dialyse von ürganemulsionen
bedient sich Wiechoivski angei)lich

aus dem Blinddarm von Schafen

hergestellter sogenannter Fischblasen-

kondome. Wegen der Dürre dieses

i\laterials beginnt oft beim Anfüllen

mit Wasser infolge des starken

Druckes nach einiger Zeit auch aus

dichten Schläuchen an einzelnen

dünneren Stellen Wasser herauszu-

sickern. Da aber die Schläuche während

der Dialyse keinen solchen Druck

auszuhalten haben, muli man die

Prüfung auf Dichtigkeit auf andere

Weise vornehmen. ^lan füllt die in

Wasser eintauchenden Schläuche mit

Lackmuslösunff und läßt sie darin
Fig. et.

Flüs.'=;igkeit, so ist das Stück un-längere Zeit; färbt sich die äußere

bi'auchbar.

Um mit möglichst wenig Flüssigkeit auszukommeii, den Fortgang
der Dialyse be(iuem beurteilen zu können und die Verarbeitung der

Dialysationsflüssigkeit zu erleichtern, empfiehlt Wievhouski die Schläuche

bis an den Boden von so eng gewählten (ylaszylindern zu bringen, daß

die Schläuche darin eben Platz haben, ohne die Wände zu lierühreii. Der

Abfluß wird durch eine dreimal U-förmig gebog:ene Köhre, die auf den

Boden des Zylinders reicht, so geregelt, daß immer genau so viel Flüssigkeit

•) 0. Pascucci, Die Zusammensetzung des Bhitscheibeustromas und die Hämolyse.
II. Mitteilung. Die Wirkung von Blutgifteu auf Membranen aus Lecithin und Cholesterin.

Bcitr. z. clioni. Physiol. u. Pathol. Bd. 6. S. 552— öfil) (19U5). — S. (i. Swart
,
Über die

Permeabilität kiiustliclicr Lipoidnieinl)rane für Profennente. Biochem. Zeitschr. Bd. 0.

S. 358-365 (1907).

Abd e ili a 1 tlen
,
Handbuch der hiocheinischen Arbeitsmethoden. III. 12
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vom Boden des Zylinders abläuft, als oben zufließt (Fig. 64). Das

Flüssigkeitsniveau im Zylinder wird in beliebiger Weise durch das Niveau

des freien Endes der Abflußrohre geregelt. Der Zufluß wird durch eine

Klemme geregelt, i)

Dialyse nach van Calcar. Die MögUchkeit, daß eine in Lösung
befindliche Substanz durch eine Membran dialysiert, hängt vom A'erhältnisse

des Molekularvolumeus zur Porenweite der Memliran ab. Demnach erklärt

sich, daß Kolloide nicht dialysieren. dadurch, daß ihr Molekularvolumen im

Verhältnisse zur Porenweite der Membran ein zu großes ist. Nun ver-

größert man die Porenweite einer tierischen Membran willkürlich in einem

ganz bestimmten Maße durch Erhöhung ihrer Spannung. Wählt man eine

Membran, welche mäßig angespannt nur Salze, aber keine Kolloide diffundieren

läßt, so erzielt man dadurch, daß man der Membran allmählich eine immer

größere Spannung gil)t, daß dieselbe alsdann auch gewisse Kolloide von

verhältnismäßig kleinem ]\Iolekularvolumen diffundieren läßt, während sie

Kolloide von größerem Molekularvolumen noch zurückhält und erst bei

einer weiteren Erhöhung der Spannung für letztere durchlässig wird.

Zur Dialyse von Stoffen mit größerem Molekularvolumen wird das

frische menschliche Amnion nach van Calcar folgendermaßen bereitet:

Die Häute werden eine Minute lang mit einer Subhmatlösung von 1 : 5000

tüchtig abgespült und sodann in physiologischer Kochsalzlösung während

12 Stunden bei Körpertemperatur im Brutofen aufbewahrt. Dadurch schwillt

die bedeckende Epithelschicht und beginnt an einigen Stellen schon

einigermaßen sich von der Unterschicht abzulösen. Dann wird die Haut

mit einer verdünnten Pankreatinlösung übergössen und einige Stunden in

den Brutofen gelegt, um darauf wieder während einiger Stunden in eine

erwiirmte 'Salzlösung zu kommen. Übergießt mau nun die Häute noch

einige Augenblicke mit stark al)gekühlter Salzlösung, so läßt sich die

oberflächhche, stark geschwollene Epithelschicht leicht entfernen. Auf

diese Weise erhält man schließlich eine an den meisten Stellen so glashehe

Haut, daß man, wenn man schwarze Buchstaben darunter legt, fast nicht

sehen kann, welche von der Haut bedeckt sind und welche nicht. Die so

bereiteten Häute w'erden in einer Glyzerinlösung oder auch in sterilem,

destilliertem Wasser oder in Salzlösung über etwas Chloroform aufbewahrt.

Vor dem Gebrauche wäscht man sie mit sterilisiertem, destilliertem

Wasser aus.

van Calcar verwendet die Amnionhäute auf eine ganze Anzahl Arten

zur Dialyse. Die Einzelheiten der dabei zu befolgenden Technik sind hier

unten wiedergegeben.
Zur Anfertigung eines sackförmigen Dialysators aus Amnionhaut

nimmt man eine zyhuderförmige Glasröhre A (Fig. 65), die an einem

Ende E sauber abgerundet und etwas nach außen umgel)ogen ist. und

') W. Wicchoivslci, Eine Methode zur chemischen und hiolojjischen Uutersuchuug
überlebender Orgaue. Beitr. z. ehem. Physiol. u. Pathol. Bd. 9. S. 232—246 (1907).
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befestigt dieselbe mit dem Ende E nach oben in der Klemniscliraiibe K
des Stativs S. Hierauf legt man das zu benutzende AmnioiiliiUitchen H
auf die Öffnung der liühre, und zwar so, daü es überall ungefiilir gleich

weit herunterhängt. Mittelst des in der Klemme K^ befestigten Ileagenz-

glases R drückt man das Häutchen mehr oder minder tief in die Röhre A
hinein. Auf dem Rande E des Zylinders A bildet dann das Häutcheii //

Falten, welche mit der Hand so gleichmäßig wie möglieh über den Rand E
verteilt werden. Wie die Figg. 66 und 67 es veranschaulichen, befestigt

man dann das Häutchen so fest wie möglich mittelst des Fadens /) um
die zylinderförmige Röhre ji. Der überflüssige Teil der iMembran wird

abgeschnitten und das Reagenzglas B aus der Röhre A herausgezogen.

Durch Füllen des sackförmigen Dialysators H mit Wasser wird er auf

seine Dichtigkeit geprüft.

S€
/Cz

^\ ?

A

Sfj-

J ^-v'Vl

Fig. 63. Fig. 66. I'-ig. 67. Fig. 6S.

Zur raschen Dialyse benutzt van Calcar den in Fig. 68 abgebildeten

Dialysator, welcher aus einem an beiden Enden ausgebogenen Zylinder C
besteht, aus dessen Wandmitte eine senkrechte Röhre R läuft. Über die

Offnungen des Zylinders werden die x\mnionhäute befestigt. Ist die

Entfernung ab sehr grol), so hat man einen Dialysator von großem
Rauminhalte bei verhältnismäßig geringer dialysierender Oberfläche. l>ei

sehr kurzer Entfernung a b erhält man hingegen einen Difdysator von

geringem Inhalte und sehr großer Dialysationskapazität. ]Man bringt ihn

in ein offenes Gefäß, so daß das Niveau im Zylinder CR und im (iefäße

gleich ist. Die Dehnung der Membran ist dann verhältnismäßig gering,

wenn das spezifische Gewicht der zu dialysierenden Flüssigkeit von dem
des Wassers nicht sehr verschieden ist.

Um ohne Druck, jedoch bei gespannter .Meniln'an zu dialysieren.

bedient man sich folgenden Apparates (Fig. 69). Auf dem mit den zwei

Hähnen K' und K versehenen Kolben A ist eine von innen geschliffene

Röhre B angebracht, welche an ihrer Unterseite einen eiugeschliffenen

12*
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Rand luit, woran in;iii die Amnionmembran befestigt. Die riöiiie B wird

oben mit einem Stöpsel geschlossen, während oben an der Seite noch eine

durch den Hahn lO zu schlieliende dünne Olasröhre angebracht ist, mit

welcher ein Gebläse in Verbindung steht. An der einen Seite des Koll)ens Ä
befindet sich aul/ierdem die Skala S.

Man bringt in die IKihre B eine eventuell durch Dialysieren auf

Pergamentpapier schon von Salzen befreite Kolloidlösung und setzt diese

Röhre auf den mit destilliertem Wasser oder physiologischer Lösung fast

völlig gefüllten Kolben A. Dann wird mittelst des Gebläses die Membran
bis zu einem bestimmten Grade gespannt, wobei der Flüssigkeitsüberschul'i

aus dem Kolben A durch den Halm K abfließen kann. Je nach dem

Spannungsgrade der Membran sind ihre Poren mehr oder minder weit

und können Kolloide von nicht zu großem Molekularvolumen dialysieren.

Zu bestimmten Zeitpunkton kann man K und K' öffnen, um durch den

Hahn K einen Teil der Flüssigkeit aus dem Kolben abzulassen und zu

untersuchen. Alsdann füllt man A aufs neue aus einem

Behälter durch K, worauf man mit Hilfe des Gebläses

den Dialysator unter Ablesen der Skala auf sein ursprüng-
liches Niveau zurückführt.

Gelingt es nicht, ein in B befindliches Produkt bei

einer gewissen Spannung der Membran zu dialysieren, so

erhöht man sie unter Kontrolle der Skala. Die Grenze,

innerhalb welcher ein Stoff durch die Amniosmembran

dringt, muß natürlich für jedes Häutchen aufs neue be-

stimmt werden.

Aus Fig. 70 läßt sich etwas genauer ersehen , wie

die Amnionmembran E an der im Kolben A eindriuffenden

Röhre C befestigt ist.

Fig. Fig. 71.71 zeigt die zum Dialysieren unter erhöhtem

Drucke und gespannter Membran benutzte ^'orrichtung.

in welcher man sowohl die erhöhte Spannung als den erhöhten Druck

dadurch erzielt, daß man das Niveau im Dialysatoi" luiher setzt als in dem

umgebenden Gefäße. In der Mitte der Röhre B, an welcher das dialysierendc

Amnioshäutchen befestigt ist, befindet sich ein ausgezogener Teil a h geringeren

Durchmessers als die übrige Röhre. Dies erlaubt, bei gleichbleibendem Volumen

zu dialysieren. Dialysiert man nämlich eine Mischung dialysierbarer und

nicht dialysierbarer Stoffe, wie Serum z. R., so kommt es manchmal nach

einiger Zeit vor, daß die Salze in solcher Menge durch die Membran ge-

drungen sind, daß so ungefähr (Jleichgewicht entstanden ist, oder daß sie

bei fortgesetzter Erneuerung der Flüssigkeit in A größtenteils aus B ver-

schwunden sind, so daß Wasser so lange von A nach B dringt, bis der hy-

drostatische Druck in B gleich der osmotischen Spann img geworden ist.

Auf dem Teile a b der Röhre B kann man sehr leicht das Steigen der

Flüssigkeit ablesen. P)eim ersten Steigen in der llölire ah erhöht man
das Niveau, z. B. von h bis auf //o. und kontrolliert jetzt fortwährend den
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Apparat. Steigt trotzdem das Niveau noch in der Röhre a h, so erhöht

man es auf ^3 . bis zuletzt das Steigen völlig aufhört, wodurch erwiesen

Avird, daß die osmotische Spannung der nicht dialysierbaren Produkte in

B dem hydrostatischen Drucke gleich geworden ist.

Dialysiert man eine Flüssigkeit, die neben Salzen, die durch die

Amnionhaut imd das Pergament leicht dringen, einen Stoff enthält, der

wohl durch die Amnionhaut, nicht aber durch das Pergament geht, und

will man letzteren Stoff in möglichst reinem Zustande salzfrei erhalten,

so verwendet man vorteilhaft den in der Fig. 72 wiedergegebenen van CaJcar-

schen Apparat. Die Piöhre B, an welcher die Amnioshaut befestigt ist, be-

findet sich in einer etwas weiteren Röhre A, an deren unterem Ende ein

Pergamentsack F festgebunden ist. Man bringt das Ganze in das Gefäß C,

welchem durch die Röhre d frisches, destilliertes AYasser zugeführt wird,

während der Wasserüberschuß dmTh die Röhre e abfließt. Das Niveau der

Röhre B befindet sich bei n.,. das von Ä bei Wj, das Niveau des umgeben-
denen Gefäßes C bei n.

Sobald der Inhalt des

Pergamentsackes^ salz-

frei geworden ist. ent-

hält dieser Beutel dann
den durch Pergament
nicht dialysierbaren

Stoff in reinem Zu-

stande.

D^

Fiff. 72. Flg. 73. Fig. 74.

Zur raschen Dialyse von Flüssigkeiten, die sich sehr schnell zersetzen,
hat van Calcar den Apparat der Fig. 73 ersonnen. An der mit einem
Hahne K' versehenen Röhre A ist der mit der zu dialysierenden Flüssig-
keit gefüllte Amnionsack a befestigt. Darauf setzt man die Röhre B, an
welcher sich eine zur Dialyse gänzlich ungeeignete Kautschukmembran c

befmdet. Das obere Ende ist mit einem Stopfen geschlossen und hat oben
einen mit einem Gebläse verbundenen Hahn K. Man füllt die Röhre B mit
Wasser und bläst mitteist des Gebläses die Membran c bis c' oder cA c\ cK
Die Flüssigkeit steigt in A zwischen der Amniosmembran und der
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K;iiitschukmeml)raii. Man liilit den Üherfhill durch den Hahn /v' alilaiilcu

und erliält auf diese Weise zwischen a und c^ eine sclir dünne Flüssigkeits-

schicht bei sehr großer Dialysieroberfläche a.

Vm überall geschlossene Säckchen aus Amnionliäutchen zu bereiten,

legt mau eine Anmionhaut über die Öffnung eines Höhichens und schiebt

die Anniioshaut mit einem gläsernen .Stabe in das Ilöhrchen: dann wird

es mit einem um das Röhrchen gelegten Faden befestigt. Darauf bringt
man das Köhrchen in eine Klemme und gießt das zu benutzende Material

durch einen Trichter hinein (Fig. 74). Schlielilich wird das gefüllte Säckchen

mit einem Faden gel)unden und der überflüssige Teil der Amnioidiaut abge-
schnitten. Diese Säckchen können, wie die Kollodium-, Schilf- oder Zellulo-se-

säckchen, mit infektiösem Materiale als Inhalt in eine Körperhöhle gebracht
werden. 1)

2. Spezielle Dialysierverf ahren zu künstlichen Verdauungs-
versuchen.

Um die bei der natürbchen \'erdauung vor sich gehenden \'orgänge

möglichst nachzuahmen, hat man besondere I)ialysierapparate angewandt.

Dialysator nach Kronecker. Die Abbildungen 75 und 7t) zeigen

die von Kronecker vorgeschlagene Finrichtung, um die Verdauung einer

verhältnismäßig großen Menge von Nahrungsstoffen möglichst schnell zu

vollenden, die Produkte derselben mittelst Dialyse zu trennen und das

wirksame Ferment möglichst ungemiudert zu ei'halten.

Dieser Apparat besteht aus dem eigentlichen Diffusionsapparat und

aus dem Verdauungsofen. Letzterer besteht aus einem zylindrischen lUech-

behälter i von \S cm Höhe und 20 ciit Durchmesser, welcher mit Wasser

gefüllt ist
,

dessen Temperatur der Wärmeregulator h konstant erhält

Ein Messinghahn g erleichtert die Entleerung des Topfes. Der Deckel hat

2 Offnungen. In der zentralen, etwa 9'5 cm breiten Öffnung wird ein tu-

l)uliertes Glas e von 10 cm Höhe und 9 on Durchmesser mittelst des auf

10 cm Weite ausgebogenen Randes festgehalten. Durch das andere enge
Loch reicht das (^)uecksilbei-gefäß des Regulators in das Wasserl)ad.

Das Ausflußi'ohr mit dem Glashahne
_/'

ist im Tubulus des Glases

befestigt und durchsetzt mit Hilfe eines Korkes wasserdicht die Hülle des

Verdauungsofens. In dem Glase e hängt ein spitzwinkliger Trichter, dessen

Ausflußröhre abgeschnitten und dessen Wand 2 cm unter dem oberen Rande

von einer Anzahl pfenniggroßer Löcher (d) durchbohrt ist. In dem Trichter

liegt lose ein Faltenfilter aus Pergamentpapier, welches bis zum Rande

reicht.

') /?. P. ran Calcar, Über die Konstitution des Diplitlieriegiftcs, eine neue Me-
thode /um Nachweis der Toxouc. Bcrl. kliu. Wochcnschr. Bd. 42. S. 1U28— lU.^l (VMA).— Dersolhe. Üher Dialyse und cinzohie ihrer Anwendungen. Ebenda. Bd. 42. S. 136S
bis 1372 (liKJö).

— Derselbe. IHnlyse. Kiweißchemie und Immunität. S. 11 ff. Leiden

und Leipzig lyuS.
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Wie Wolfhügel es empfiehlt, soll man nicht die Falten des Peri-a-

mentfilters bis zur Spitze des Trichters laufen lassen, und muß man, um
Einrisse ganz zu vermeiden, das Pergamentpapier zuvor anfeuchten. Ebenso

ist es ratsam, den Pergamentfilter nur bis zu Zweidrittel seiner Höhe

zu füllen, damit am Piande eine breite Zone trocken bleibt, und so die

innere Flüssigkeit nicht nach außen überwandern kann.

Um die gebildeten Verdauungsprodukte mittelst der Dialyse möglichst

schnell aus der Lösung fortzuschaffen, ist auf dem Glase e eine Mariotte?,{i\\f^

Flasche c angebracht, deren Boden ?> Löcher aufweist : eins im Mittelpunkt

i--i

Fig. 75.
Fig. 76.

und 2 nahe der Peripherie. Durch das eine der Eandlöcher ist ein 0-5 cm
weites Glasröhrchen a wasserdicht gesteckt ,

so daß es 2 cm lang in den
Trichter zwischen Glaswand und Pergamentfilter hineinragt. Im Röhrchen ist

ein ausgezogenes Glasstäbchen als konisches Ventil beweglich. Das spitze Ende
desselben ragt unten etwas über das Röhrchen hinaus, so daß es von der Wand
des Trichters gehoben wird, sobald man die Flasche auf das Diffusionsglas
steht. Ein Steigrohr h stopft das zweite Randloch und endigt mit schräg
abgeschnittener Mündung etwa 2 cm unter der oberen Flaschenwand.

Ist also die Flasche mit Flüssigkeit gefüUt und auf den Diffusions-
trichter in der Art gesetzt, daß Steigrohr wie Ventilröhrchen außeriiall)
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des Filters bleiben, so rinnt dci- luli.tlt solange in Trichter und (ilas. bis

die Steigrohnnündungen durcii dasFliissi<i:keitsniveau gesperrt werden. Dann

wird durch den Druck der äul^eren Luft, welche sich mit der im Flaschen-

raume enthaltenen nicht ausgleichen kann, die P'lüssigkeit verhindert, durch

das Ventilrührchen uns/utreten, bis das Niveau, durch irgend einen l'nistand

zum Sinken gebracht. Luttblasen durch das Steigrohr dringen läßt. So

wird der Flüssigkeitsspiegel unter dem Trichterrande, an der Löcherreihe

konstant erhalten. Durch diese Löcher wird der Austausch der Flüssigkeit

innerhalb und auberhalb des Trichters im (ilase begünstigt. Während der

Diffusion findet ein lebhafter Kreislauf statt, indem die Flüssigkeit inner-

halb des Trichters wegen deu aufgenommenen Verdauungsprodukten schwerer

als die außerhalb befindliche durch die untere Trichtei'uiüiifhiuL! herabfällt

und dünnere Lösung durch die Löcherreihe eintreten läßt. Will man die

Flüssigkeitsmenge außerhalb des Filters gänzlich erneuern, so braucht man
nur durch den Ausflußhahn / das Diffusat zu entleeren; es füllt sich dann

aus der il/t/no^^eschen Flasche das System mit verdünnter Salzsäure. Ein

durch die 31ariottesc\ie Flasche in den Trichter hineinragender Thermo-

meter gestattet die Beaufsichtigung des Verdauungsi'aumes.
Will man das Wasser außerhalb des Dialysators oft wechseln, so mul»

man dafür sorgen, daß der verbrauchte Wasservorrat in der J/r/Wo/ftschen

Flasche jederzeit ersetzt werden kann. Da/u stöpselt man in den Hals der

Flasche statt des Thermometers einen Trichter, dessen Trichterrohr von

oben her durch einen in Kautschukrohr gehüllten Glasstab luftdicht schließt.

Lst die Flasche leer und im Diffusionsglase dei- Wasserspiegel etwas ge-

sunken, so lüftet man den Glasstabstöpsel und füllt die Flasche durch den

Trichter in wenigen Sekunden. Man braucht nur darauf zu achten, daß

der EinfüUtrichter gestöpselt wird, bevor die Flüssigkeit sich dem P'ilter-

rande so nahe gehoben hat. daß sie über denselben hinwea- zu dem Diffun-

date zu steigen droht.')

Dialysator nach Sheridan Lea. Im AVoMecA-erschen Apparate
können zwar die durch Pergamentpapier dialysierbaren \'erdauungsprodukte

entweichen, aber die unaufhörlich beim lebenden Tiere vor sich gehenden

Bewegungen des Magens und der Gedärme werden keineswegs nachge-

ahmt. Um dies zu erreichen, bedient sich A. Sheridan Lca des in

Fig. 77 abgebildeten Apparates. Dieser besteht aus einom zylindrischen Ge-

fäße .1 von 65 c«? Höhe und ca. 15 ««Durchmesser, welches mit ;> Offnun-

gen B, C, D versehen ist und aus einem mit Wasser gefüllten Kupfer-

behälter E, in welchem sich eine Schlangenröhre G' befindet, die durch

die Öffnung (' mit dem Gefäße A in Verbindung steht. Durch diese

Schlangenröhre kann man einen Wasserstrom von F über // und (' nach

dem Gefäße A fließen lassen. Das Wasser füllt das Gefäl» .1 bis zur Höhe

M Hiif/o Kroiiccker, Ein Verdamiiigsofen mit Diffiisionsapparat. Boitr. z. Aiiat. n.

Physiol. B^estgabe für Karl Ludirig. S. 130—133. Leipzig 1874. — G. WoUriiüfjd, Über

Pepsin und Fibriuvordauung dliiie Pepsin. Ftli'q/crs Arcli. f. d. gos. Pbysinl. Bd. 7. S. ISS

bis 200 (1873).
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der Öffnung B, von wo es durch die Fvöhre / abfließt. Durch rieguliernnj>-

der Flamme des Brenners J und der Wasserzufuhr in der Schlangenröhre

kann man die Wassertemperatur im Gefäße .4 auf 40*^ C halten. Im Zen-

trum des Gefäßes A befindet sich ein zweites zyhndrisches Gefäß K, dessen

unteres Ende L mittelst eines von einer Glasröhre durchbohrten Kaut-

schukpfropfens geschlossen ist. Diese Glasröhre ist mit der Glasröhre M
verbunden. Im Gefäße K befindet sich der Dialysierschlauch N aus Per-

gamentpapier, welcher mittelst der auf der Winde liegenden Schnur P
einer fortwährend alternierenden Bewegung von unten nach olien und von

oben nach unten unterworfen ist. In den Dialysator iS^liriugt man die zu ver-

dauenden Stoffe und die ^'erdauungsflüssigkeit. Im Gefäße K befindet sich

Fig. 77.

dieselbe Lösung, aber ohne Fermente. Nach Sheridan Leu soll die Mischung
des Inhaltes des Dialysierschlauches eine sehr vollkommene sein. Pupo
zufolge sind jedoch die Bewegungen keineswegs energisch genug und ahmen
die Magenperistaltik nur unvollständig nach. Aulierdem werden die Vei-

dauungssäfte keineswegs wie im lebenden Organismus stetig zugeführt und
erneuert, i

)

Dialysator nach Puj^o. Um sich bei den Versuchen in \itro den
bei der natiirhchen Verdauung bestehenden Bedingungen möglichst zu nähern,
empfiehlt Pupo folgende, durch die Fi"-. 78 veranschaulichte Anordnung

^) A. Sheridan Leu, A comparative study of artificial and natural dicrestiou. Jourii.
ot Physiol. Vol. 11. p. 226—263 (1890).



Yerdaiunig : Methoden zur riitorsuchuuti- der Vcrdaiuiugsprodiikte. 187

In einem mit ;') Offnuniien versehenen Kolbon A von ;\0 cm Länge
und 16 cm Durchmesser hängt wagrecht ein Pergamentpapierbciitcl H von

ungefähr 200 ow^ Inhalt. Kine der beiden Öffnungen dieses Sackes ist mit

der \0 cm langen und 4 cm breiten Tilasröhre h vcibnndcn. Diese Glas-

röhre h ist an ihrem inneren Ende mit einem Miissclintnch geschlossen

und an ihrem äußeren Ende mit einem Pfropfen, durch welchen die ( dus-

röhre ./ in die Piöhre h dringt. Die andere Öffnung des Pergamentbeutels
ist mit der Pöhre p verl)unden. Diese Röhre endigt aulierhalb des Ge-

fäßes A durch den 2— ?> cm höher als die Öffnung der Piöhre / liegenden

Trichter k. Neben der Piöhre jj treten durch (Ujuselben Pfropfen aus dem
Gefäße J der Thermometer t und die durch eine Kautscliukröhre mit

^L,

y\g. 78.

einem von einem Motor in Tätigkeit gesetzten Blasebälge verbundene

Ilöhre m. Die zu verdauenden Stoffe werden in den Pergamentpapierbeutel

gelegt. Der Verdauungssaft wird durch den Trichter k in den Pergament-
saek gebracht während die di'U eigentlichen Dialysator />' umgebende

Flüssigkeit durch die ÖffnuuLi- ir in das Gefäß A einiiegossen wird. Sobald

dieses Gefäß gefüllt ist, wird die Öffnung ir mit einem durch die Pöhre /
durchbohrten Pfropfen geschlossen. Diese Pöhre / wirkt als Saugröhre,

sobald die Klemme c geöffnet wird, wodurch man das (!efäß .1 ausleeren

kann. Das Gefäß ,1 liegt aui einem mittelst 1 Bunsenbrennern auf 40" C

erwärmten Sandbade. Um den Neidauungssaft alhnä blich /u erneuern.
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mrd Über dem Gefäße Ä die Flasche D auf ein Stativ gelegt, so daß durch

die im unteren Teile der Flasche vorhandene dünne ausgefaserte Röhre G
die Verdauungsflüssigkeit k abtropft. Man kann die in der Flasche D be-

findliche Flüssigkeit mittelst einer Gasflamme erwärmen, was übrigens

nicht absolut notwendig ist, denn der langsam abfließende Yerdauungs-
saft erwärmt sich beim Mischen mit der im Dialvsator enthaltenen

Flüssigkeit.

Bei jeder Bewegung des Blasbalges erhöht sich der Druck im Gefäße A,

wodurch der Pergamentbeutel in allen Richtungen zusammengedrückt wird

und die zu verdauenden Stoffe sich mit der Verdauungsflüssigkeit gut

vermischen. Wegen der vorübergehenden \'olunienabnahme des Sackes B
strebt die A'erdauuugsflüssigkeit in die Röhre / zu steigen. Man kann

die Höhe der Öffnung der Röhre/ durch Biegen auf die eine oder auf die

Fig. 79.

andere Seite etwas verändern, so daß bei den maximalen Schwankungen
die Flüssigkeit gerade bis zur Öffnung der Röhre./' gelangt. Da aber die

unaufhörlich langsam vor sich gehende Zufuhr von Verdauungssaft das

Volumen der im Pergamentbeutel B enthaltenen Flüssigkeit stets ver-

größert, so wird ein Teil dieser Flüssigkeit durch die Röhre /' weggetrieben
und in einem Gefäße gesammelt. Das Musselintuch verhindert die Weg-
treibung von noch nicht gelösten Teilen der der A'erdauung unterworfenen

Stoffe, so daß auf diese Weise nur die vom Verdauungssaft gelösten

Produkte ausgeschieden werden. Im Pujjoschen Apparate werden die

Umwandlungskörper nicht nur durch Dialyse, sondern auch mechanisch

weggetrieben. Außerdem strömen stets neue Verdauungssaftmengen zu.
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welche, wegen der nnaiiihörlichen lieweiiimgen des IVrgnmentbeiitels. in

innigste Berührung mit den zu verdauenden Stoffen gcbi-aeht werden.

Falls man die zeitweise entfernten X'erdaiujngsprodukte dem I'erga-

mentbeutel wieder zuführen will, so muß man den soeben besehriebencn

Apparat etwas veriindern und ihm die aus Fig. 7!» zu ersehende Gestalt

geben. Die Köhre
./' wird mit dem Trichter

_/
des den während den \'er-

suchen dem Pergamentbeutel B zuströmenden A'erdauungssaft enthaltenden

Kolbens (' verbunden. Diesei- Kolben besitzt auTierdem zwei andere durch

Kautschukpfropfen geschlossene Offnungen. Durch eine dieser (Öffnungen

geht die llühre ^, welche in den Trichter k allmählich die im Kolben C
enthaltene Flüssigkeit gießt. Durch die andere Öffnung- geht die Röhre ».

welche mittelst einer Kautschukröhre mit dem Blasbalge in \'erbindung
steht. Die kleinen Klappen v und r' verhindern den Bückfluß der Flüssigkeit
zu den Trichtern. Da bei jeder Drehung des Bades des Blasbalges ein

oder zwei Tropfen Flüssigkeit durch die Röhre g in den Trichter k und
in die Röhre p gejagt werden, so besteht ein unaufhörlicher Kreislauf

zwischen der Flüssigkeit des Pergamentbeutels B und der Flasche C. Der
Thermometer t befindet sich in der Öffnung iv statt neben den Piöhren

p und mJ)

B. Spezielle Technik.

I. Gewinnung der Verdauungssäfte, Darstellung der Fermente und
ihre Anwendung.

a) Allgemeine Betrachtungen.

Zu den Verdauunasversuchen soll man die Verdauungssüfte selbst

den aus den entsprechenden Drüsen dargestellten Extrakten vorziehen,

denn Verdauungssäfte und Drüsenextrakte besitzen keineswegs dieselben

enzymatischen Eigenschaften. Die Fxtrakte enthalten nämlich oft inti'a-

zelluläre Fermente, welche keineswegs an der physiologischen Wirkung
der Sekrete der Yerdauungsdrüsen Teil nehmen und infolgedessen leicht

zu ganz unrichtigen Schlüssen führen können.

Da es nicht immer möglich ist. die Verdauungssäfte mit genügender

Asepsis aufzusammeln, so soll man sie durch sterilisierte Chamberland- oder

Berkeleykerzen filtrieren, beim Filtrieren in sterilisierte, mit Watte ver-

schlossene Kölbchen auffangen und auf Eis aufbewahren. S. Bsiir^uoird-i

sowie Kästle und Lorirmhart zufolge soll aber bei einer derartigen Filtration

eine beträchtliche Schwächung des Fermentgehaltes des Filtrates ei'folgen.

Dies ist besonders der Fall, wenn man nur geringe Flüssigkeitsmengen

dieser Filtration unterwirft, denn nach Dsierzyoirski enthalten die ersten

1) Carlos I'kjio, Kccherches c.\peri mentales sur la digestion artificiclle de rall)umine.

These de Geneve. 39 pages (1899).
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Portionen des Filtrates fast gar kein Ferment, die folgenden erst

mehr. ^
)

Falls man die Verdauungssäfte der Kerzenfiltration nicht unterwerfen

kann, so muß man sie mit einer geringen Menge eines Antiseptikums

versetzen, wozu man Thymol, Kampferpulver. Calomel, Chloroform. Senf-

öl usw. je nach den Umständen gebraucht. Am empfehlenswertesten

scheint in den meisten Fällen die Anwendung von Toluol zu sein, nur

muß man den Verdauungssaft tüchtig mit dem Toluol schütteln, so daß

er damit gesättigt wird; außerdem soll eine Toluolschicht über dem Safte

stehen.

Bei den Verdauungsversuchen in vitro ist es meistens ratsam, selbst

wenn man sich völlig aseptischer Verdauungssäfte bedient, das Verdauungs-

gemisch, ehe man es im Brutapparate dem Verdauungsprozesse unterwirft,

mit Toluol zu versetzen. Nur bei der Anwendung von Pepsin in Gegenwart
von Salzsäure kann man, falls die Versuche keine zu lange Zeit beanspruchen,
den Toluolzusatz weglassen. Diese Antiseptika bleiben indes nicht immer
ohne schädlichen Einfluß auf die Wirkung der verschiedenen Enzyme, so

daß man keinen Überschuß davon anwenden darf. Man soll sie auch je

nach den Umständen verschieden wählen.'-)

Man soll sich immer durch besondere bakteriologische Kontroll-

versuche von der Abv>esenheit lebender Bakterien in den Verdauungs-

gemischen am Ende oder während des Versuches überzeugen.
Bei Beendigung der Versuche muß sofort jede enzymatische Wirkung

aufgehoben werden, was man gewöhnlich durch Aufkochen erzielt.

h) Speichel.

Gewinnung. Zum Gewinnen des Speichels bedarf es beim Menschen
keiner besonderen Vorrichtungen.

Beim Tiere kann man ihn durch in die ausgeschnittenen Ausführungs-

gänge der Speicheldrüsen eingebundene Kanülen oder nach dem Verfahren
von Glinski erhalten. »)

Im Speichel enthaltene Fermente. Beim Menschen enthält der

Speichel Diastase und vielleicht außerdem eine sehr geringe Maltase-

menge. Im Speichel des Hundes fehlt die Diastase wahrscheinlich vöUig.
Bei der Katze hingegen soll diese im Speichel, und zwar hauptsäch-
lich im Submaxillarisspeichel vorhanden sein. Beim Pferde soll nach

') S. Dsierzgowski ,
Sur la filtration des substances albumiaoides ä propri6t6s

actives. Arch. des sc. biolog. de St. P(5tersbourg. T. 4. p- 225—240 (1896).
— J. H. Kastle

and A. S. Loewenhart, Concerniug lipase, the fatt Splitting enzyme, and the reversibility
of its action. Amer. Chem. Journ. Vol. 24. p. 491— 525 (1901).

-) R. Kaufmann, Über den Einfluß von Protoplasmagiften auf die 'J'rypsiu-

verdauung. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 39. S. 434—457 (1903).

''j Versuche über die Arbeit der Speicheldrüsen, mitgeteilt durch ./. P. Pawlou:
Verh. d. Gesellsch. russischer Ärzte zu St. Petersburg. 1895. — Zit. nach J. P. Paicloic, Die

physiologische Chirurgie des Verdauungskanals. Ergebn. d. Phvsiol. Jg. 1. Abt.]. S. 252
(1902).

>- . 6
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H. Goldschin'ult im Speichel, wenifistens im l'arotisspeicliel. die Diastase nur

als Zymogen sich vorfiiulen. i)

Diastase (Ptyalin, Amylase). Bis jetzt besteht noch kein völlij^ sicheres

Verfahren, um das Ptyalin in reinem Zustande zu isolieien.

Man benutzt noch oft die alte durch ./. (ohnheim angegebene Methode.

Der menschUche Speichel wird mit verdünnter Phosphoi'säure und dann

mit Calciumhydroxyd versetzt. Der sich bildende Tricaiciumphosphat-

niederschlag reilU das Ptyalin mechanisch mit. Der abfiltriertc Nieder-

schlag wird mit Wasser ausgewaschen. woi)ei das Ptyalin vom Wasser

gelöst wird. Aus dieser Lösung fällt man schlielilich das Ptyalin mit

Alkohol. Durch wiederholtes Auflösen in Wasser und Fällen durch Alkohol

kann man das Ptyahn reinigen. 2)

Gautier setzt zum Speichel so lange 98°/oigen Alkohol, bis sich

ein flockiger Niederschlag bildet. Dieser wird abfiltriert, in wenig
destilliertem Wasser aufgelöst, mit einigen Tropfen einer Mercurichlorid-

lösung versetzt, um das vorhandene P^iweiß zu beseitigen. Im Filtrate

wird der Überschuß von Mercurichlorid durch Schwefelwasserstoff verjagt.

Die nach dem Abfiltrieren vom Mercurisulfid übrig bleibende Flüssigkeit

wird bei einer 40" C nicht übersteigenden Temperatur zur Ti'ockene ver-

dampft und dann mit Alkohol behandelt. Der in Alkohol unlösliche Teil

des Trockenrückstandes wird in wenig destilliertem Wasser aufgelöst,

filtriert, dialysiert, um die anorganischen Salze wegzutreiben, schlielUich mit

absolutem Alkohol gefällt, wobei sich das Ptyalin in Flocken ausscheidet, ^l

Um das Ptyalin zu erhalten, wird nach S. W. Cole^) menschlicher

Speichel mit starkem iUkohol versetzt. Nach zweitägigem Stehen filtriert

man den Niederschlag und wäscht denselben mit absolutem Alkohol aus.

Der spontan abgetrocknete Niederschlag wird dann bei 40" C mit destilliertem

Wasser ausgezogen. Dieser Auszug wird al)filtriert. Das so erhaltene

Filtrat bildet eine sehr wirksame neutrale Ptyalinlösung und enthält nur

Spuren von Proteinen. Man kann diese Ptyalinlösung durch Dialyse gegen
destilliertes Wasser weiter reinigen.

*) P. Grützner, Notizen über einige ungeformte Fermente des Säugetierorganismus.

Pflngvrs Arch. Bd. 12. S. 285-307 (1876).
—

Lafai/ettc B. Mendel and F.F. rmlcrhiU,

Is the salivii of the dog amylolytically aetiveV The Journ. of biol. them. Vol. 3. p. 135 bis

143 (19U7).
— Haraltl (iohlacli)HliU, Zur Frage: Ist im Parotidenspeichel ein Ferment

vorgebildet vorhanden oder nicht? Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 10. 8.273—25)3

(1886).
— W. Mestrczat, Ürigine physiologique du pouvir saccharifiant de la salive.

Compt. rend. hcbd. des Söanc. de hi Soc. de Biol. T. 63. p. 736— 738 (1907).
— Der-

selbe, Origine du pouvir saccharifiant de la salive chez rhomme. Bull. d. 1. Soc.

chir. de France. Serie 4. T. 3. p. 711—713 (1908).
— A. J. Carlson and J. G. Ryan,

The diastase in cafs saliva. Amer. Journ. of Physiol. Vol. 22. p. 1—15 (1908).

-) .7. Cohuhci))}, Zur Kenntnis der zuckerl)ildenden Fermente. ]'irchoiis Arcii. f.

pathol. Auat. Bd. 28. S. 241—253 (1863).

*) Charles E. Simon, A text-bouk of physiological chemistry for students of

medicine and physicians. 2^ edition. London 1905. p. 123.

*) Coutributions to our Knowledge of the action of enzymes. Part I. The iufluence of

electrolytes on the action of autolytic ferments. Journ. of Physiol. Vol. 30. p. 202
—220 (15)03).
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Als einfachere Methode, um eine wirksame neutrale Ptvalinlösung- zu

erhalten, kann man auch Cole zufoli^e nach vorheriger Ausspülung des

Mundes mit heißem destilliertem Wasser während 1 Minute ungefähr

heißes destilhertes Wasser im Munde halten und gleich darauf diese

Flüssigkeit gegen oft erneuertes destilliertes Wasser dialysieren. Diese Ptvalin-

lösung enthält indes eine geringe :\lucinmenge.

Das Ptvalin scheint am kräftigsten bei neutraler oder äußerst schwach

saurer Reaktion zu wirken. Die Wirkung der Speichelamylase wird vom

umgebenden Medium stark beeinflußt. Die Speichelamylase soll nur bei

Gegenwart eines Phosphates ihre Wirksamkeit ausüben und jedenfalls nicht

in Elektrolytenabwesenheit.^) Das Optimum der Temperatur liegt meistens

bei zirka 50» für die menschliche Amylodextrinase.^)

Das Ptyalin, wie die Diastasen des Pankreassaftes und des Darm-

saftes, führt Stärke in Dextrine und Zucker über; der dabei stattfindende

Vorgang ist noch keinesw^egs in seinen Einzelheiten sicher festgestellt. Es

entstehen schließlich zum allergrößten Teile Maltose und daneben vielleicht

auch eine, je nach der Fermentmenge und der ^'ersuchsdauer wechsehide

Menge von Isomaltose.^)

<) 3Iageiisaft.

Gewinnung. Mau erhält leicht reinen Magensaft durch \'erabreichung-

von Nährstoffen, z. B. Fleisch, bei einem Hunde, bei welchem man einen

kleinen Magen nach dem Pawlow^ah^n Verfahren isohert hat. Diese ( )peration

ist an anderer Stelle schon beschrieben.*)
Edkins bereitet mittelst heißen destillierten Wassers oder 0"4"/niger

Salzsäure aus der Schleimhaut des Pylorusteiles des Magens von der Katze

') H. Roger, Sur le role des phosphates dans la saccharification salivaire. Compt.
reiul. hebd. d. Seanc. de la Soc. de Biol. T. 65. p. 374—375 (1908).

*) Ä. Slosse und H. Limhosch, De Taction du fermeut salivaire dans ses rapports
avec la temperature du milieu. Arch. int. de Physiol. T. 6. p. 365—380 (1908).

^) Ä. Schlesinger ,
Zur Kenntnis der diastatiscbcn "Wirkung des menschlichen

Speichels nebst einem kurzen Abriß der Geschichte dieses Gegenstandes. Vircliows Arch.
f. pathol. Anat. Bd. 125. S. 146—181 u. 340-363 (1891).

— W. Ebstein und C. Schulze,
Über die Einwirkung der Kohlensäure auf die diastatischea Fermente des Tierkörpers.
Ebenda. Bd. 134. S. 475—500 (1893).

— E. KiHz und ./. Vogel Welche Zuckerarten ent-

stehen bei dem durch tierische Fermente bewirkten Abbau der Stärke und des Glykogens.
Zeitschr. f. Biolog. Bd. 31. S. 108— 124 (1894). — M. C. Tebb, On the transformation of

maitose to dextrose. Journ. of Physiol. Vol. 15. p. 421—432 (1894). — E. M. Vcrnou,
The conditions of action of pancreatic rennin and diastase. Ebenda. Vol. 27. p. 171— 199
(1901). — F. RöJwimin, Zur Kenntnis der Glukose. Ber. d. Deutsch, ehem. dies. Bd. 27.

S. 3251— 3252 (1894). — C. Eamburger, Vergleichende Untersuchungen über die Ein-

wirkung des Speichels, des Pankreas- und Darmsaftes sowie des Blutes auf Stärke-
kleister. Pflügers Arch. f. d. ges. Physiol. Bd. 60. S. 543—597 (1895).

— F. Kübel, Über
die Einwirkung verschiedener chemischer Stoffe auf die Tätigkeit des Mundspeichels.
Ebenda. Bd. 76. S. 276-305 (1899).

— F. Goclart-Danhieux, Le röIe du fennent sali-

vaire dans la digestion. Ann. de la Soc. roy. des Sc. uif'd. et nat. de Bruxelles. T. 7.

fasc. 1. p. 1—132 (1898).

*) J. P. Fawloir, Die physiologische Chirurarie des Verdauungskauais. Ergcbn. d.

Physiol. Jg. 1. Abt. 1. S. 258 (1902).
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oder vom Schweine (bei diesem Tiere auch ans dem Cardiateile) ein Extrakt,

welches ein Maiiensekretin entliält. Wird heim llinide oder bei der Katze

die Cardia unterinrnden, und führt man vom Dnoth'num aus eine Kanüle in

den Magen, welche man nahe am l'förtner unterbindet, und liillt man ferner den

Mat>en mittelst einer in einem mit der Kanüle verbundenen liehälter be-

findlichen Salzlösung, so bewirkt dann die intravenöse Einsj)ritzung der das

Magensekretin enthaltenden neutralisierten Extrakte nach 10 Minuten eine

ungefähr 10 Minuten dauernde Magensaftai)Sonderung.M
Im Magensafte enthaltene Fermente. Der .Magensaft enthält

eine nur auf emulgierte Fette wirkende Magenlipase und ein i)rote()lytisches

Ferment, das Pepsin. Ob außerdem noch ein besonderes Lal)ferment i)esteht,

oder ob die dem Labfermente und dem Pepsin zugeschriebenen Wirkungen
einem und demselben Enzyme zukommen, ist eine viel umstrittene Frage.

Deshalb wird man hier die Darstellung des Labfermentes nach Hammarsten

vorfinden, ohne daß dadurch irgendwie dieser Punkt beurteilt werden soll.

Dies ist auch der Fall für das GlaeJJnersehe Pseudopepsin des Pylorus-

teiles des Magens.

Magenlipase oder Magensteapsin. P)is jetzt besteht kein \'er-

fahren zur Isolierung der Magenlipase.
Zu Versuchen mit der Magenlipase benutzt man den aus dem kleinen

Magen eines nach Pawlow operierten Hundes stammenden Magensaft. Man
kann auch das, nach gründlichem Auswaschen der ^Ligenschkimhaut, durch

Zusatz des gleichen Gewichtes wasserfreien Glyzerins zur Magenschleimhaut
und fünftägigem Stehen im Thermostaten bei oft wiederholtem Umschütteln

erhaltene Glyzerinextrakt der .\LT,genschh'imhaut anwenden, was indes

keineswegs zu emi)fehlen ist.

Die Magenhpase ist nicht sehr widerstandsfähig. Sie scheint am besten

bei leicht saurer Reaktion zu wirken, wenigstens bei Menschen und Hunden.-)

Pepsin. Fekelharing hat Verfahren zur Reindarstellung des Pepsins
aus der Schweinsmagenschleimhaut angegeben und aus dem reinen, nach

') .7. .S'. Edkiiis. Tlie cliciuical mechaiiism of gastric secretion. .louru. of Physiol.

Vol. 34. p. 133-144 (1906).

'*) Cash, i)ber dou Anteil des Magens und des Pankreas an der Verdauung der

Fette. Arch. f. Physiol. u. Anat., physiol. Aht. S. 323-333 (1880).
—

Or/a/a, Die Zer-

legung neutraler Fette im lebendigen Magen. Ebenda. S. öI.t -518 (1881).
— Franz

Volhard, Über das fettspaltende Ferment des Magens. Zeitscbr. f. klin. 3[ed. Bd. 42.

S. 414—429 (1901); Bd. 43. S. 323—333 (1901).
— Alhert Fromme, Über das fettspalteude

Ferment der Magenschleimhaut. Beitr. z. ehem. Physiol. u. Pathol. Bd. 7. S. 51—70 (190(5).

— E. Laqueur, Über das fottspaltende Ferment im Sekret des kleinen Magens. Ebenda.

Bd. 8. 8. 281—284 (1906). — E. S. London, Zum Chemismus der Verdauung im tierischen

Korper. 7. Mitt. Ein reiner Pylorusfistellumd und die P'rage über (iastrolipase. /eitschr.

f. physiol. Chem. Bd. 50. S. 125—128 (1906).
— E. S. London und .V. A. Wirsiloira,

Zur Frage über die Spaltung emulgierter Fette im Magendarmkanal des Hundes. 13. Mitt.

Ebenda. Bd. 56. 8.545 — 550(1908). — Friedrich Ilcinsheimer, E.xperimentelle Fnter-

suehungen über fermentative Fettspaltung im Magen. Deutsch, med. WodiiMiscIir. Bd. 32.

S. 1194—1197 (19U6).
— S. J. Lcvites, Ülier die Verdauung der Fette im tierischen

Organismus. Biochem. Zeitscbr. Bd. 20. S. 220—223 (1909).

A bil ( rh ul il e II
,
Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. HI. 13



j^g^
E. Zunz.

Pauiow erlialtenen Hundemagensalte. Außerdem besteht eine Vorschrift von

Schrumpf, um eiweißfreie Pepsinlösungen zu erzielen.

Eeindarstellung des Pepsins aus Schweinsmagenschleim-
haut nach Pehelharing. Die Sclileimhäute des Fundusteiles von zehn

Schweinemagen werden zerhackt und mit 6 l 0-oVoiger Salzsäure fünf Tage

lang l)ei 37" C verdaut. Der so bereitete Infus wird dann filtriert. Dazu

verwendet man folgende Einrichtung: In einen auf eine mit der Luft-

pumpe verbundene Flasche gestellten Trichter wird eine etwa zentimeter-

dicke, konisch abgeschliffene, von zahlreichen Öffnungen perforierte Ebonit-

platte gelegt. Diese wird mit feuchtem Filtrierpapier bedeckt und dann wird,

während die Luft aus der Flasche herausgesaugt wird, ein dünner Brei von

in Wasser fein zerriebenem Filtrierpapier darauf gegossen. Durch die so

erhaltene, 7—Vdcm dicke, feste Schicht wird dann die zu filtrierende Flüssig-

keit hindurchgesaugt. Die in dieser Weise völlig geklärte Verdauungsflüssig-

keit wird dann in Pergamentpapierschläuchen in ein großes Gefäß mit

strömendem Leitungswasser gesteht und etwa 24 Stunden dialysiert. Der

dann trübe gewordene Dialysatorinhalt wird zeutrifugiert. um den aus Pepsin

bestehenden Niederschlag (a) und die oben schwimmende Flüssigkeit zu

trennen. Letztere wird mit basischem Bleiacetat und Ammoniak behandelt,

wodurch sich ein voluminöser, leicht filtrierbarer Niederschlag bildet. Dieser

Niederschlag wird vom Filter genommen und mit einer gesättigten Oxal-

säurelösung versetzt. Der dicke Brei hefert dann bald eine gelbbraune

Flüssigkeit, welche durch Filtrieren leicht vom Bleiacetat zu befreien ist.

Diese stark saure, völlig klare Flüssigkeit wird 24—36 Stunden gegen
strömendes Leitungswasser dialysiert. Das hieri)ei im Dialysator ausgefällte

Pepsin (h) A\1rd mittelst der Zentrifuge von der Flüssigkeit (c) getrennt.

Die Pepsinportion h wird mit der zuerst ausgeschiedenen Pepsinportion a

vereinigt, in möglichst wenig 0'2''/oiger Salzsäure bei 37" C gelöst und

liei derselben Temperatur filtriert. Die vöUig klare, gelbhch gefärbte Lösung
wird in die 8—lOfache Menge destiUierten Wassers gegossen und vorsichtig

mit äußerst verdünnter Natron- und Kalilauge versetzt, bis empfindliches

Kongopapier nicht mehr gebläut wird. Zur möglichst vollständigen Aus-

scheidung des Pepsins bleibt die Flüssigkeit eine Nacht über im Eis-

schranke, dann wird sie zeutrifugiert. Der Niederschlag wird bei 37" C in

möghchst wenig 0"27oiger Salzsäure gelöst. Die nahezu farblose Lösung wird

bei 37" C filtriert und dann in einem kleinen Dialysatoi'schlauch in de-

stilüertes Wasser gesteht. Im Dialysator setzt sich dann das Pepsin in

kleinen, gruppenweise zusammenhaftenden, durchsichtigen, ziemhch stark

hchtbrechenden Kügelchen ab. Nach etwa 20stündigem Dialysieren wird

dieser Niederschlag abfiltriert, einmal mit destilliertem Wasser über-

gössen und nach vorsichtigem Auspressen des Filters zwischen Filtrier-

papier vom Filter abgehoben und über Schwefelsäure oder Chlorcal-

cium bei Zimmertemperatur getrocknet und fein zerrieben. Das so be-

reitete Pepsin steht ein aschefarbiges ,
nicht oder kaum hygroskopisches

Pulver dar.
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Die vom IJleioxalat abfiltriorto. flialysierte und daiiii vom ausj^e-

schiedeiKMi Tepsiii befreite Lösunt^' enthält iioeh eine erhebliche Pepsin-

men^e, welche bei Sättigung dieser Lösung mittelst Amnionsulfats sich in

klebrigen, leicht zu filtrierenden Flocken absetzt. Dieser Niederschlag wird

durch ein gehärtetes Filter filtriert, wovon es sich als eine zähe zusammen-

hängende Masse leicht abnehmen läßt und im feuchten Zustande ohne

Wasserzusatz in einen Dialysatorschlauch gebracht, welcher in strömendem

Wasser aufg(diängt wird. Das Wasser dringt in den Schlauch hinein und

löst den größten Teil des Niederschlages innerhalb 24 Stunden . wodui'ch

das Pepsin von einem Teil der Verdauungsprodukte der Magenschleimhaut
und vom zugesetzten Ammonsulfat befreit wird. Diese Flüssigkeit wird mit

Salzsäure versetzt bis zu einem Gehalt von 0"02''/o Salzsäure und nun einen

Tag lang gegen Salzsäure derselben Konzentration bei einer nicht weit

über 0° C betragenden Temperatur dialysiert. Der dabei entstandene Pepsin-

niederschlag (c) wird abgesaugt und wie oben beschrieben behandelt: Auf-

lösen in 0'2'V„iger Salzsäure bei H7" C, Filtrieren, Gießen in das H- bis

lOfache Volumen Wasser, Zusatz von Alkali, bis Kongopapier nicht mehr

gebläut wird, Zentrifugieren, Lösen in 0"2''/oiger Säure usw. Schlielilich wird

die gereinigte Substanz im Exsikkator bei Zimmertemperatur getrocknet
und zerrieben. Dieses Pepsin entspricht völlig dem durch Dialyse sowie

mittelst ammoniakalischer Bleiessiglösung und Oxalsäure erhaltenen.')

Darstellung des Pepsins aus llundem agensaft nach Pekel-

haring: Dialysierschläuche aus Pergamentpapiei- werden mit 0'5Voiger

Salzsäure gefüllt und mehrere Tage gegen fließendes Wasser dialysiert. um
die sonst von der Schlauchwand an Wasser abgegebenen, nicht unerheb-

hchen Calciumsulfatmengen vorerst zu entfernen. In den so bereiteten Per-

gamentschläuchen dialysiert man gegen die wenigstens 20fache Menge de-

stillierten Wassers etwa 20—24 Stunden lang bei einer nicht weit über

0" C gelegenen Temperatur den durch die Scheinfütterung nach dem Pairloir-

schen Verfahren beim gleichzeitig eine Ösophagu.s- und eine Magenfistel

tragenden Hunde erhaltenen frischen Magensaft. Die trübe Flüssigkeit wird

dann zentrifugiert ,
der größte Teil der oi)en schwimmenden Flüssigkeit

abgegossen, der Bodensatz und die noch vorhandene Flüssigkeit auf ein

kleines Filter gebracht, mit wenig destilliertem Wasser gewaschen, abge-

preßt, vom Filter abgehoben und im Exsikkator getrocknet. Auf diese Weise

erhält man vollkommen farbloses Pepsin , falls der Magensaft ohne jede

Gallenmischuug bleibt. Man kann letztere vermeiden, indem man sich eines

ösophagotomierten und gastrotomierten Hundes mit kleinem Magen nach

Fawlotv bedient, erhält aber dann zu wenig .Magensaft, um eine wesent-

liche Pepsinmeuge daraus zu bereiten.

Wird die vom mittelst Dialyse gefällten Pepsin getrennte Flüssigkeit

mit Ammonsiüfat halbgesättigt, so entsteht ein nicht unbeträchtlicher Pepsin-

') r. A. PekrJhariiif/, Über eine neue Bereitungsweise des Pepsins. Zeitschr. f.

physiul. Chem. Bd. 23. 8. 233—2-44 (189(3).
— J. ^r. A. (Jeivin

, Pepsin und Chymosin.

Ebenda. Bd. 54. S. 31- 79 (1907).

13*
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niederschlag'. Um dieses Pepsin zu reinigen, wird es, wie oben beschrieben,

mittelst Dialyse vom Salze befreit, in 0-2Voiger Salzsäure gelöst, durch

Dialyse ^Yieder gefällt, abfiltriert und getrocknet.!)

Pepsinlösung nach Schrumpf. Um eine eiweißfreie, die Proteine

äußerst energisch verdauende, aber leider sehr rasch unwirksam werdende

Pepsinlösung zu bereiten, verfährt man nach Schrumpf auf folgende Weise:

Man präpariert Schleimhäute von möglichst frischem Schweinemagen ab.

Diese Schleimhäute sollen von Tieren stammen, welche, kurz ehe sie ge-

schlachtet wurden, noch etwas gefressen haben. (Jhne vorheriges Abspülen

des ihnen anhaftenden Schleimbelags werden diese Schleimhäute ganz fein

zerhackt und mit Kieselgur innig zerrieben, bis das (lanze eine feste, fast

trockene Masse darstellt. Diese wird mittelst der Buchner^Qh^n Presse bei

ganz allmählich bis zu etwa 600 Atmosphären gesteigertem Druck ausge-

preßt. Der so erhaltene, leicht getrübte Preßsaft wird sofort durch eine

Chamberlandkerze filtriert und dann während 24 Stunden gegen fließendes

Wasser dialysiert. Eine geringe Cholesterinmenge wird in etwa 10 cm^

einer Mischung von Äther und absolutem Alkohol gelöst und diese Lösung
zum erhaltenen klaren Dialysat gefügt. Es entsteht ein dicker, meist flockiger

Niederschlag, der sehr rasch abzentrifugiert, abfiltriert, in der ursprüng-

lichen Wassermenge aufgeschwemmt und dann öfters mit kleinen Äther-

mengen geschüttelt ^\^rd. Dann wird die Flüssigkeit mehrmals durch ein

Saugfilter oder besser durch eine Kitasatokerze filtriert, wodurch man
schheßlich eine ganz klare Pepsinlösung erhält.-)

Das Pepsin wirkt am besten mit 0*3—0'4"/oiger Salzsäure. Die

optimale Temperatur scheint SQ*» zu sein. Bei nicht zu lange dauernden

Versuchen ist ein x\ntiseptikumzusatz nicht absolut notwendig. Bei lang-

dauernden Versuchen hingegen empfiehlt es sich. Toluol odei" ein anderes

Antiseptikum anzuwenden.

Pseudopepsin. Nach Glaessner bildet nur der Fundus des Schweine-

magens echtes Pepsin, während hingegen sowohl Fundus als Pylorus das

auch in schwach alkalischer Lösung wirkende. Tryptophan erzeugende und

gegenteihg zum Propepsin mit Uranylacetat nicht mit ausfallende Pseudo-

pepsin absondern. Demnach enthalten die aus dem Pylorusteile des Schweine-

magens bereiteten Extrakte nur Pseudopepsin.

Das Bestehen des Pseudopepsin s wird von Reach angenommen, von

Klug, Pawloiü und Pehelharing aber bestritten, welche es für ein auto-

lytisches Ferment der Schleimhaut halten. Abderhalden und Bona haben

festgestellt, daß der Pylorussaft ein zu der Gruppe des Pepsins gehörendes

^) C. A. Pekelharing, Mitteilungen über Pepsin. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 35.

S. 8—30 (1902).
— M. Nencki und N. Sieher, Beiträge zur Kenntnis des Magensaftes und

der chemischen Zusammensetzung der Enzyme. Ebenda. Bd. 32. S. 291—319 (1901).
—

I'reundliche briefliche Mitteilung des Herrn Prof. Dr. ('. A. Pekelhariin/ zu Utrecht.

^) P. Schrumpf, Darstellung des Pepsinfermeutes aus Magenpreßsaft. Beitr. z.

chem. Physiol. u.Path. Bd. 6. S. 396—397 (1905).



Verdauung: Mothorlon zur ('ntcrsiichuim' der X'iM-daMuutfsprodukte. \\\~

proteolytisches Ferment enthält, jedoch nicht entschieden, ob dieses Enzym
mit denn Pepsin identisch ist oder nicht.')

Lahferment oder Chymosin. Zur Iveiiidaistellnnff dieses Enzyms
benutzt man das Hammarstem^diQ \'erfahren. Um eine wirksame chymosin-
reiche Maiienschleimhantinfusion zu erhalten, nimmt man Lalmia^en von

Saniikälbern. Der vom Darme und von den :) anderen .Mauen al)getrennt('

Labmagen wird längs der kleinen Kurvatur geöffnet und genau vom In-

halte befreit. Dann schneidet man den Pylorusteil weg. und zwar so griind-

Uch, daß ;i
—5 cm des mit grolien Falten versehenen Fundusteiles eben-

falls mit weggeschnitten werden. Der Grund hierzu liegt darin, daß der

Pylorusteil leicht eine zu schleimreiche Infusion liefert, während er übrigens
ärmer an Chymosin als der Fundusteil ist. Die übrige Magenschleimhaut
wird gründlich mit kaltem ^Yasser abgespült, so daß alle Schleimflöckchen

und sichtbaren Partikelchen, auch die. welche sich zwischen den Falten

vorfinden, gänzlich entfernt werden.

Nun schabt man die Drüsenschicht ab. wägt die Masse und zerteilt

sie in 10—20mal ihres Gewichtes einer ()-l—0*2Voi8'en Salzsäure. Nach

24—48stüudigem Stehen bei etwas über 0" C betragender Temperatur
filtriert man die Flüssigkeit. Eine solche Infusion muß nach der

Neutralisation mit NX CO3 und darauffolgender Verdünnung mit dem
20fachen Wasservolumen die Gerinnung ganz frischer Milch in dem Ver-

hältnisse 1:10 bei ?>1—38" C in 1 .Minute hervorrufen. Wirkt sie weniger

kräftig, so mißglückt meistens die Darstellung des Chvmosins.

Nachdem man sich von der kräftigen Wirkung der neutralisierteu

Infusionen ül)erzeugt hat. gelit man zu der fraktionierten Fällung mit

Magnesiumkarbonat über. Diese geschieht derart, daß je 100 cm^ Infusion

mit 1— 1^/29 Magnesiumkarbonat versetzt und während ö Minuten mehr-

mals damit geschüttelt werden. Dann wird rasch filtriert und das Filtrat

auf l'epsin und Chymosin geprüft.

Da das im Filtrat enthaltene Magnesiumsalz die Wirkung des Chvmosins

begünstigen kann, so soll man bei der Trüfung auf Chymosin nie mehr
als 1 cm3 vom Filtrate zu je 10 cm^ Milch setzen oder einen Teil des Filtrates

mit dem gleichen Wasservolumen verdünnen und erst diese Lösung be-

nutzen. Bringt unter diesen Umständen das Filtrat bei 38" C die Milch

im ^erhältnis 1:10 in 1 oder höchstens 2 Minuten zur Gerinnung', so

*) K. Glaessncr. i'hor die örtliche Verbreitung' der Profermente in der Mairen-

schleimhaut. Beitr. z. ehem. Physiol. u. Pathol. Bd. 1. t> 24—33 (19021. — /-VV/.r Hearh,

Zur Kenntnis der Verdauungs- und Resorptionsvorgänge im Magen. Klicnda. Bd. 4.

S. 139—144 (1904). — F. Klug, Ülier das Ferment der Pylorussi-idoiinliaut. I'jlin/crs

Arch. f. d. ges. Physiol. Bd. 93- S. 281-292 (1902).
— C. Ä. I'ckcflKiriii;/, A propos de

l'action de la pepsine. Arch. des Sc. biolog. de St. P6tersbourg. T. 11 (Supplement), p. 36

ä 44 (1904). — J. P. Pairlow, zit. in S. SaJaskiii und Katharina Koirahirskt/, Über die

Wirkung des reinen Hundemagensaftes auf das Hämoglobin resp. (Uobin. Zcitsehr. f.

physiol. Cliem. Bd. 38. S. 567—584 (1903).
— Emil Äbdcrhahhn und Peter Bona, Zur

Kenntnis des proteolytischen Fermentes des Pvlorus- und des Duodenalsaftes. Ebenda.

Bd. 47. S. 359-361 (1906).
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kann man ein günstiges Endergebnis erwarten. Gerinnt das Gemenge da-

gegen erst nach 3—5 Minuten, so ist der Gehalt au Chymosin zu klein.

Bezüghch der Untersuchung des Filtrates auf Pepsin muß man sich er-

innern, daß das im Filtrat enthaltene Magnesiumchloriil die I*epsinverdauuug

erschweren kann. Um diesen etwaigen schädüchen Einfluß möglichst zu

vermeiden, wird vor der Pepsinprobe das Filtrat mit 4, 6 oder 8 Volumina

0*1 Voiger Salzsäure verdünnt. Man prüft dann bei etwa 38^ ob ungekochter

frischer Faserstoff, welchen man in Glyzerin unter Toluol vorrätig aufbe-

wahren kann, in kurzer Zeit verdaut wird oder nicht durch das Filtrat

unter der Kontrolle, daß Salzsäure allein nicht das Fibrin löst, und daß

Salzsäure mit demselben Magnesiumchloridgehalte die Wirkung des zuge-

setzten Pepsins nicht hindert, noch wesentlich verzögert. Wird die Pepsin-

probe so ausgeführt, so lassen sich noch Spuren von Pepsin nachweisen.

Die Fällung mit Magnesiumkarbonat wird so lange wiederholt, bis man
ein Filtrat erhält, welches bei kräftiger Labung eine Fibrinflocke bei Kör-

pertemperatur im Laufe einer Stunde nicht merkbar verdaut. Gewöhnhch

erreicht man dies mit 3 Fällungen in P/g Stunden.

Die Wirkung des Magnesiumkarbonats beruht teilweise auf Nieder-

reißen des Pepsins und teilweise auf der alkalischen Pteaktion, welche

nach längerer Zeit sowohl die Pepsin- wie die Labwirkung vernichtet. Wenn

man, da die Pepsinproben immer einige Zeit dauern, die Gefahr einer

zu langdauernden Einwirkung der alkalischen Reaktion auch auf das

Chymosin vermeiden will, so kann man eine ^'orprobe mit etwa 100 cm ^

Infusion anstellen, um die nötige Anzahl von Fällungen und die etwa er-

forderhche Zeit zu ermitteln und erst dann die Hauptportion bearlieiten.

Das zuletzt erzielte Filtrat wird sogleich mit Salzsäure neutralisiert.

Es kann dann ohne Schaden 24 Stunden oder länger in der Kälte stehen,

ehe man die Bearbeitung fortsetzt. Dazu wird das Filtrat angesäuert
und von neuem auf Pepsin geprüft, dies mit Rücksicht auf die Angaben
Pawlows für den Hundemagensaft, daß das gelähmte Pepsin durch die

Neutralisation reaktiviert werden soll, obgleich diese Pa?^7owschen Angaben,
Hammarstcn zufolge, allerdings nicht für die Kalbsmageninfusionen zu

gelten scheinen.

Das angesäuerte, keine Pepsinwirkung mehr besitzende Filtrat wird

mit einer Lösung von Cholesterin in Alkohol und etwas Äther versetzt,

unmittelbar und wiederholt umgeschüttelt. Das ausgefäUte Cholesterin,

welches einen Teil des Chymosins niederreißt, während die Chymosinreste
nebst den etwaigen Pepsinspuren in Lösung bleiben oder zerstört werden,
wird auf ein Filter gesammelt, mit Wasser ausgewaschen, in Wasser auf-

geschlämmt, mit Äther versetzt und leicht geschüttelt, bis das Cholesterin

sich gelöst hat. Die wässerige Chymosinlösung wird im Scheidetrichter von

der Ätherschicht getrennt und nachher filtriert. Diese letzte Phase der

Chymosinge^^innung mißglückt leider sehr oft, was gewiß teilweise von der

großen Leichtigkeit, mit welcher die Enzyme vom Äther und vom Alkohol

in diesen fermentarmen Lösungen zerstört werden, herrührt.

i
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Stuft Cholesterin /.n benutzen, kann man auch das keine iN'psin-

Avirkiinp,' mehr /eiiiende, kräftig aber auf Milch wirkende Filtrat mit IMei-

essig fällen, den Niederschlag mit sehr verdünnter Schwefelsäure zerlegen,

die saure Flüssigkeit abfiltrieren und sie mit einer Lösung von Stearinseife

in Wasser versetzen. Das Chymosin wird von den Fettsäuren mit nieder-

gerissen und, wenn letztere in Wasser verteilt und durch Schütteln mit

Äther entfernt werden, bleibt das Knzym in der wässerigen Lösung zurück.')

Bei den \'ersuchen mit Labferment soll man nach Fidd Senföl als

Antiseptikum anwenden. 2)

Parachyraosin. Die mittelst Schweinemagen bereiteten Pepsin-

präparate des Handels enthalten ein sich durch seine Eigenschaften vom

gewöhnlichen Labfermente etwas unterscheidendes Ferment, das l'arachy-

mosin, welches das Labenzym des Magens des Schweines und des Menschen

darstellt, während das Chymosin sich im Fundusteile des Labmagens vom
Kalbe und vom Schafe regelmäßig findet. 3)

Propepsin und Prochymosin. Zur Trennung dieser beiden Pro-

fermente von den bereits gebildeten Fermenten sowie von einander werden

nach Glaessner Schweinemagen abgespült und soriiiältig von Schleim und

Xahrungsresten befreit. Dann wird die Schleimhaut des Fundusteiles von

der Muskulatur abpräpariert, nochmals mit flieliendem Wasser mehrere

Stunden lang gewaschen und darauf zu feinem Breie zerhackt. Der Schleim-

hautbrei wird mit der doppelten (Jewichtsmenge destillierten Wassers und

mit Xatriumkarbonatlösung bis zur deutlich alkalischen Reaktion versetzt.

Nun fügt man Toluol zur Flüssigkeit und schüttelt sie vorsichtig, so dali

das Toluol sich, wenn auch nur in geringem Grade, darin löst, während

der größte Teil des Toluols dafür aber die Oberfläche bedeckt und gegen
das Eindringen von Keimen schützt. Die Gesamtflüssigkeit l)leibt alsdann

während o— 4 Wochen bei 40*^ C. Nach dieser Zeit wird der alkalische

Auszug filtriert, mit Kochsalz bis zu einem Gehalt von I",„, dann mit so

viel verdünnter Essigsäure versetzt, daß ein größtenteils aus Mucin be-

stehender flockiger Niederschlag ausfällt ; dabei muß man jeden Essigsäure-

überschuß vermeiden, wozu man die benötigte Essigsäuremenge in \'or-

versuchen genau ermittelt. Der Niederschlag wird abfiltriert. Zum Filtrate

setzt man allmählich Natriumkarbonat bis zur schwach alkalischen Beaktion

und nachher tropfenweise vei'dünnte Franylacetatlösung. Der die beiden

Profermente enthaltende dickflockige Niederschiati' wird durch Zentrifugieren

') Olof Haminarsten ,
Lehrbuch der physiologischen Chemie. 6. Aufl. Wiesbaden 1907.

S. 363. — Derselbe, Zur Frage nach der Identität der Pepsin- und Cliyniosinwir-

kung. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 56. S. 18—8Ü (lüOG). Freiuullicbe briefliclie Mit-

teilung des Herrn Prof. Dr. Olof Hammarstcn zu Upsala.

^) E. Fxld, Über Milchgerinnung durch Lali. Ergebn. d. Pliysiol. Bd. 1. Abt. 1.

S. 468—504 (1902).

^) Irar B(i>i(/, Über Parachymosin, ein neues Labferraent. Pßügcrs .Vicb. f. d. ges.

Physiol. Bd. 79. S. 425—441 (1900).
— Georg Becker, Untersuchungen über das Zeit-

srcsctz des menscbliclieii Uabfonnentos und dessen quantitative Bestimmung. Heitr. z.

chem. Physiol. u. Patli.d. Bd. 7. S. 89—119 (1906).
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von der Flüssigkeit getrennt und dann mit kleinen Mengen von mittelst

Natriumkarbonat schwach alkalisch gemachtem Wasser ausgezogen. Die

vereinigten Auszüge werden durch mehrmaliges Ausfällen mit Uranylacetat

und Ausziehen des gewonnenen Niederschlages mit sehr verdünnter Soda-

lösung von den etwa noch vorhandenen geringen Proteinresten befreit.

Die nötigenfalls bei 40" C eingeengte, farblose, wasserhelle, beide

Profermente enthaltende, eiweißfreie Lösung wird nacheinander mit auf-

einander eingestellten Lösungen von Uranylacetat und Natriumphosphat

versetzt, so daß ein feinflockiger Niederschlag entsteht. Ln Filtrat befindet

sich das Prochymosin nel)en Spuren von Propepsin. Aus dem Niederschlage

kann man durch Ausziehen mit schwach alkalischem Wasser reines Propepsin

erhalten. ^
)

d) Darmsaft.

Gewinnung. Die Gewinnung einer ziemhch erhebhchen Menge reinen

Darmsaftes erfolgt nicht immer leicht. Jede mechanische Pieizung der

Darmwand muß vermieden werden, denn der Darm reagiert auf die alier-

schwächste Reizung mit einer ununterbrochenen Absonderung einer zwar

beträchtlichen, aber fermentarmen Saftmenge.^)

Beim seit 24 Stunden nüchternen Hunde bewirkt die intravenöse

Einspritzung von saurem Dünndarmschleimhautextrakt des Hundes oder

des Schweines oder vom nach der Fällung des Nukleoproteids mittelst etwas

Essigsäure erhaltenen Filtrate des wässerigen Auszuges der Dünndarm-

schleimhautzellen eine mehr oder minder große Fltissigkeitsal>sonderung in

einer in situ zwischen 2 LTnterbindungen isolierten Dünndarmschlinge.
Wird eine nach außen führende Glaskanüle mittelst einer Öffnung in das

untere Ende der Schlinge befestigt, so kann man den abgesonderten Saft

aufsammeln. Die Absonderung erfolgt erst nach einer langdauernden Latenz-

periode, welche nie unter 20—30 Minuten beträgt. Dieses Verfahren ergibt

aber nicht immer eine nennenswerte Saftabsonderung und erheischt mehrere

Tiere, faUs man viel Darmsaft erhalten will. 3)

Um diese Nachteile zu vermeiden, bedient man sich Hunden mit

TAiryschen oder besser UeZ/aschen Fisteln, welche man einige Wochen nach

der Operation zu diesem Zwecke verwenden kann. Nach Delezenne und

Frouin ergeben Thirt/sche Fisteln des Duodenojejunums eine Darmsaft-

sekretion bei Einführung in den Magen oder bei intravenöser Einspritzung
von 200—300 ci)i^ verdünnter Salzsäure. Diesen Forschern sowie Bierrtj
und Frouin zufolge entleeren Thir//sche Fisteln des Duodenojejunums nach

einer aus l'leisch und Brot bestehenden Mahlzeit spontan Darmsaft, welcher

^) K. Glaessner, Über die \'orstufen der Mageuferraeute. Beitr. z. ehem. Physiol.
u. Pathol. Bd. 1. S. 1-23 (1902).

") W. W. SawUsch, Absouderuug des Darmsaftes. luaug.-üissert. St. Petersburg 1904.

'')
F. Bottazzi, Proprietä chimiche e fisiologiche delle cellule epiteliali del tubo

gastroenterico. Arch. di fisiologia. T. 1. p. 413—472 (1904).
— F. Bottazzi et L. Gahrieli,

Recherches sur la secretiou du suc enterique. Arcb. int. de Physiol. T. 3. p. 156—167 (,1905).
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nach Bierry iiiul Froui)/ nur so lange er klar ausiliel.it, der physiolojrischen

Sekretion entsprechen würde, i)

Boldyrejf' verwendet zur (Jewinnunu reinen Darnisaftes Hunde mit

an der fberganiisstelle des Duodenums in den Dünndarm ungofähr 2.')fw/

langen, nach dem T/üri/-V('lh(sd\n) ^'erfahren angelegten Darmfisteln. Der

im nüchternen Zustande periodisch MJle zwei Stunden wiUirend zirka

5 Minuten abflieliende Darmsat't wird mittelst eines an die Dauchwand su

angelegten Trichters, dali seine Känder weit von den Rändern der Fistel

liegen, in einem kleinen, in Ol crn^ graduierten, an der Dauchwand gel)undenen

Gla.szylinder gesammelt. Die so jedesmal erhaltene Flüssigkeit besteht zur

Hälfte aus Schleim, zur Hälfte aus eigentlichem Darmsafte und beträgt
im ganzen nur ca. 1—Tö cm^ Sekret. AVähi-end der MagenVerdauung bei l)e-

liebiger Nahrung wird der Darmsaft meistens auch periodisch in der gleiclii'U

Menge abgesondert, aber die Absonderungsperioden treten viel seltener und

weniger regelmäßig (gewöhnlich alle 3, 4—5 Stunden) auf als im nüchternen

Zustande; bisweilen, wenn freilich selten, wird im Verlaufe der ganzen

Magenverdauung gar kein oder fast kein Darmsaft abgesondert. In dem
erhalteneu Darmseki'ete soll man stets den dünnflüssigen Saft durch Ab-

gießen vom Schleim trennen. Der dann zurückl)leibende Darmsaft ist sehr

wirksam. 2)

Fou spritzt 40—50 ciii'^ einer 2^ oI"'P'i Salzsäurelösung in das eine

Ende einer Fe^/aschen Darraschhnge; diese Flüssigkeit füeßt sofort durch

das andere Ende der Schhnge ab. Einige Minuten nach dem Abfließen der

Salzsäurelösung beginnt eine Darmsaftabsonderung. Soi)ald die Sekretion

aufhört, wiederholt man die Salzsäureeiuspritzung. Auf diese Weise kann

man nach Foit bei einem Hunde von 10 kg 10—15 cm^ Darmsaft pro

Stunde gewinnen. 3)

Der nach einem der soeben beschriebenen \'erfahren erhaltene Darm-

saft wird abfiltriert, zentrifugiert, um ihn von Zelltrümmern des Darm-

epithels zu befreien, und dann auf eine steriUsierte Chandjerland- oder

*) C. DeJezenne et A. Frouin, La secretion physiologique du suc intestinal. Action

de l'acide chloihydrique sur la söcretion duodenale. Compt. rend. hebd. d. söanc. de la

Soc. de Biol. T. 56. p. 319—322 (1904).
— A. Frouin

,
Action du suc intestinal sur la

secretion enterique. Ibid. T. 58. p. 702—704 (1905). Compt. rend. de TAcad. des Sciences.

T. 140. p. 1120— 1121 (1905).
— H. Bierry et A. Frouin, Röle des ek'ments cellulaircs

dans la transforniation de certains hydrates de carbone par le suc intestinal. Iliiti.

T. 142. p. 1565-1508 (1906).

-) (F. N. Bohh/reß', Das fettspaltende Ferment des Darmsaftes. Zeutralbl. f. I'hysiol.

Bd. 18. 8.460—461(1904). — Derselbe, Die Lipase des Darmsaftes und ihre Charak-

teristik. Zcitschr. f. physiol. Chom. Bd. 50. S. 394—413 (1907). — Derselbe, Über den

Übertritt der natürlichen Miscjumg des Pankreas-, des Darmsaftes und der Galle in den

Magen. Zentralh!. t. Physiol. Bd. 18. S. 457—460 (1904). — Le travail p.-riodique de

lappareil digestif en dehors de la digestion. Arch. des Sc. biolog. de St. PcHersbourg.

T. 11. p. 1— 157 (1905).

*) Carlo Foä, Süll" erepsina del succo enterico e suUa scomparsa di alcuni fer-

nienti intestinali in un ,.ansa del \ella" da lungo terapo isolata. .\rcli. di fisiologia. NDl. 5.

p. 26—33 (1907).



202 E. Zu uz.

Berkeleykerze in einen sterilisierten, etwas Kampferpiilver enthaltenden

Kolben filtriert. Er wird im Eisschrank aufbewahrt.

Zum Gewinnen wirksamen Darmsaftes soll man nur Tiere benutzen,

die einige Wochen vorher nach dem Thirij-VellasohQw Verfahren operiert

Avurden. denn Foä beol)achtete sechs Monate nach der ( )peration bei einem

seit mehreren Monaten zu Versuchen nicht mehr benutzten Tiere, daß

der abgesonderte Saft keine Enterokinase mehr und nur wenig Erepsin

enthielt, sowie daß die nach dem weiter unten beschriebenen Verfahren von

Baijliss und StnrUng behandelte Darmwand kein Sekretin zu ergeben

schien. Bei Hunden mit doppelter Thlrjßdier Fistel des Duodenums beob-

achtete auch Frouin, daß die Sekretion des Darmsaftes mit der seit der

Operation verflossenen Zeitdauer abnimmt; er betrachtet die anfiing-

Hche, erhebliche Absonderung als physiologisch; die allmähUche Ab-

nahme der Absonderung rührt nach ihm vom unaufhörlichen ^'erluste des

Sekretes her. i
)

Das Optimum der Wirkung des Darmsaftes scheint dann erzielt zu

werden, wenn man die Versuche bei Anwendung einer mit Kohlensäure

übergesättigten Alkahlösung anstellt, wozu man die Verdaunngsflüssigkeit

mit Xatriumbikarbonat etwas überneutralisiert und dann Kohlensäure ein-

leitet.'-)

Im Darm safte enthaltene Fermente. Der Darmsaft enthält

folgende Fermente : eine Diastase, eine Invertase, eine Maltase, manchmal

eine Laktase, eine auf emulgiertes Fett einwirkende Lipase. das Pepsin
oder Pseudopepsin der Brunner^v\exi Drüsen, das Erepsin, die Enterokinase,

das Sekretin (oder Prosekretin), eine Arginase, eine Nuklease.

Diastase, Invertase. Maltase. Diese Fermente scheineii in

größerer Menge im oberen Teile des Dinmdarmes als im unteren vorhan-

den zu sein.

Durch Behandlung der Darmschleimhaut nach dem schon für das

PtyaUn erwähnten J. roAwAdwschen Verfahren kann man sie eiuigermaßen
isolieren.

Diese Enzyme gehen in den wässerigen Auszug der Darmschleimhaut

über und werden daraus mit Alkohol gefällt ; dabei wird die Maltase

leicht zerstört. 3)

*) C. Foä, loc. cit. — Albert Frouin, Sur les variations de la säcretion du suc

intestinal. Compt. rend. hebd. des seanc. de la Soc. de Biolog. T. 58. p. 653—655 (1905).

^) X. P. Schierbeck, Lber den Einfluß der Kohlonsäuie auf die diastatischen und

peptonbildenden Fermente im tierischen Organismus. Skand. Arcli. f Physiol. Bd. 3.

S. 344-380 (1892).

") Claude Bernarcl, Le^ons sur le diabete. p. 259. Paris 1887. — J. r. Meritn/,
Einfluß von diastatischen Fermenten auf Stärke, Dextrin und Maltose. Zeitschr. f. physiol.
Chemie. Bd. 5. S. 185—192 (1881). — F. Böhmann, Über Sekretion und Resorption im
Dünndarm. Fflügers Arch. f. d. ges.Physiol. Bd. 41. S. 411—462 (1887).

— A. Griinerf, Die
fermentative Wirkung des Dünndarmsaftes. Inaug.-Dissert. Dorpat 1890. — 7i. Miura,
Ist der Dünndarm imstande, Rohrzucker zu invertieren? Zeitschr. f. Biol. Bd. 32. S. 266
bis 278 (1895).

— W. Sautz und .7. Voe/el, Über die Einwirkung der Magen- und Darm-
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Laktase. Läßt man die Dannschleinihant von Carnivorcii und Omni-
voren während 2—4 Ta<^en mazerieren, so enthält der Aus/uji; stets

Laktase. Die Darmschleimhant der Herbivoren, mit Ausnahme des Kanin-

chens, ergibt hingegen bei dieser Prozedur nui- im jugendlichen Alter

laktasehaltige Extrakte. ^

Lipase. Es besteht noch kein N'erfahren. um dieses Ferment zu

isoheren. Nach Boldt/re/f spaltet die Lipase nur emulgiertes Fett und eniul-

giert nur schwach das Fett. Die Darmlipase scheint haltbarer zu sein als

das Pankreassteapsin. Ihre Wirkung wird nicht durch (iallezusatz verstärkt.^)

Pseudopepsin oder Pepsin der Brunneracheii Drüsen. Um
einen wirksamen Auszug der Brunnerschen Drüsen zu bereiten, entfernt

mau nach Glaessner die Lieberkühii^chen Drüsen tunlichst durch Abschaben

mit dem Skalpell. Dann sterilisiert man die Oberfläche der noch bestehen-

den Schleimhaut durch kochendes Wasser und unterwii-ft die erhaltenen

Schleimhautreste einer anhaltenden Verdauung mit schwach alkalischer

Lösung bei Brutwärme, wodurch das noch anhaftende Pepsin sicher zer-

stört wird.

Dieses Verfahren ist indes nicht zu emi)fehlen. denn es wird dabei

keineswegs die Mitwirkung der Zellfermente der Darmwand mit Sicherheit

vermieden. Deshalb muß man sich darauf beschräidven , nur den aus

einem Hunde mit Fistel des oberen Teiles des Dünndarmes stammenden
l*vlorussaft anzuwenden. =5)

Erepsin. Die durch einen Wasserstrom gut gereinigte Damischleini-

haut eines seit 24 Stunden nüchternen, durch Öffnen beider Karotiden

und Verbluten getöteten Hundes wird abgeschabt und während mehrerer

Stunden in eine durch Natrium karbonatzusatz leicht alkalisch gemachte

9Vooige NaCl-Lösung gebracht oder wiederholt mit Wasser ausgezogen.

Die so erzielte Flüssigkeit wird filtriert. Zu 2 Teilen des Filtrates setzt

man ?> Teile einer wässerigen gesättigten Ammonsulfatlösung. wodurch

das Erepsin gefällt wird. Dieser Niederschlag wird abfiltriert, das Filtrat

in destilliertem Wasser aufgeschwemmt und unter Zusatz von Toluol oder

Schleimhaut auf einige Bioseii und auf Raffinose. Ebenda. Bd. 32. S. .^03—307 (1895). —
Friedr. Kriir/cr, Untersuchungen über die ferraentative Wirivung des Dünndarnisaftes.

Ebenda. Bd. 37. S. 229—260 (1899).
— A'. WeinlcuuJ, Über das Auftreten von Invertin

im Blut. Ebenda. Bd. 47. S. 279—288 (1905).
— Em. liourquelot, Sur les propriöt^s

physiologiques du maitose. Compt. rend. de l'Acad. des Sciences. T. 97. p. 1000—1003

(1883). — L. E. Shorc and M. C. Tfbh, On tlie transforination of maltnse to dextrose.

l'roceed. of the Pliysiol. Soc. 25. June 1892, in Journ. of l'hysiol. \dl. 13. p. 19—20. —
J. FaUoi.^c, Distril)ution et origine des ferments digestifs de Tintestin grelc. Arcli. int.

de Physiol. T. 2. p. 299-321 (1905).

') R. H. Achcrfi riimiiier, Ün the presente of hictase in the intestine of aninials

and theadaptation of the intestine to lactose. Journ. of Physiol. Vol. 35. p. 20—31 (1901).

2) W. N. Boldi/reß, loc. cit.

") K. (Hacssncr, Über die Funktion der ///•»/(«< /seilen Driisen. Beitr. z. ciieni.

Physiol. und Pathol. Bd. 1. S. 105— 113 (1902). — EniH AMcrlidldni und l'rfrr lioua.

Zur Kenntnis des proteolytischen Fermentes des Pylorus und des Duodenalsaftes. Zeit-

schrift f. physiol. rliem. Bd. 47. S. 359-301 (1901)).
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Chloroform diircli Dialyse von Ammonsulfat befreit. Während der Dialyse

löst sich der Niederschlag fast völlig wieder auf. Diese Lösung wird filtriert.

Sie enthält viel Erepsin, nur wenig gerinnbare Proteine und keine dialy-

sierbare Körper; dabei entstehen aber starke Fernientverluste. Um das

Erepsin zu reinigen, setzt man ?> Teile gesättigter Ammonsulfatlösung zu

2 Teilen der wässerigen Erepsinlösung und unterwirft den Niederschlag

der Dialyse; diese Prozedur wird mehrmals Aviederholt.

Das Erepsin wirkt eigentlich nur auf die Produkte der Mageuver-

dauung der Proteine: Proteosen, Peptone, Polypeptide und führt sie in keine

Biuretreaktion mehr darbietende Stoffe. Die Erepsinspaltung erfolgt viel

rascher auf Peptone und Polypeptide als auf Proteosen.

Die Wirkung des Erepsins geht am besten in ganz schwach alkalischer

Reaktion vor sich.i)

Enterokinase. Um Enterokinase zu erhalten, läßt man die abge-

schabte Darmschleimhaut eines ungefähr 6 Stunden nach einer aus rohem

Pferdefleische bestehenden Mahlzeit durch Anschneiden beider Karotiden und

Verbluten getöteten Hundes in eine l'ö%oig^ Natriumkarbonatlösimg einige

Zeit mazerieren. Diese Mazeration ^^^rd dann abfiltriert und das Filtrat

vorsichtig durch tropfenweisen Zusatz verdünnter Essigsäure gefällt. Der

Niederschlag enthält die Nukleoalbumine, einen großen Teil der Kinase

sowie das Erepsin. Zum Gebrauche wird 1 g des trockenen Niederschlages

in 100^ einer 5"/ooi§eii Natriumkarbonatlösung aufgelöst, wodurch man
eine stark wirksame Kinaselösung erzielt.

Um die Enterokinase ohne Erepsinbeimischung zu gewinnen , fällt

Foä die Darmmazeration vorsichtig mit verdünnter Essigsäure unter Ver-

meiden eines Überschusses und Neutralisieren des etwaigen Überschusses

mit Natriumkarliouat. Der auf ein Filter gebrachte Niederschlag wird

mit angesäuertem Wasser gut ausgewaschen. Das erhaltene saure Filtrat

nebst den sauren Waschwässern enthält Enterokinase und kein Erepsin.
Vor dem (iebrauche muß man dieses Filtrat mit Natriumkarbonat leicht

alkahsch machen. Man kann dieses Verfahren auch anwenden, um die

Enterokinase vom Erepsin im aus einer Thiry-VellascheJi Fistel erhaltenen

Darmsafte zu trennen.
2)

\) Otto Cohnheini, Die Umwaiidluna' des Eiweißes durch die Darmwand. Zeitschr.

f. physiol. Chem. Bd. 33. S. 451— 465 (1901).
— Derselbe, Weitere Mitteilungen über

Erepsin. Ebenda. Bd. 35. 8.134—140(1902). — Derselbe, Trypsin und Erepsin.
Ebenda. Bd. 36. S.13—19 (1902). — Derselbe, Notizen über das Erepsin. Ebenda.
Bd. 47. S. 286 (1906).

— Derselbe. Zur Spaltung des Kahrungseiweißes im Darm.
Ebenda. Bd. 69. S. 64—71 (1906) und Bd. 51. S. 415—424 (1907).

— M. Lambert, Sur
la fermentation erepsique. Compt. rend. hebd. des. s^anc. de la Soc. de Biol. T. 55. p. 416
bis 418 (1903).

— Else Baubifschek, Erfahrungen über Erepsin. Zeitschr. f. exper. Pathol.

u. Pharmakol. Bd. 4. S. 675—680 (1907).

^) A. Dastre et H. Stassano, Les facteurs de la digestion paucreatique. Suc

pancreatique, Idnase et trypsine. Arch. int. de Physiol. T. 1. p. 88—117 (1904).
— Carlo

Foä, Sulla digestione pancreatica ed intestinale delle sostanze protei'che. Arch. di fisiol.

Vol. 4. p. 81-97 (1906).
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Sekrotiii. Ini eine Sckrctiulösimii nacli dein XCrtaliici! von Bn/f/iss

und Starlinr/ zu bereiten, wird ein seit 24 Stunden tastender Hund durch

Offnen der beiden Karotiden und \eri)hiten getötet. Man entnimmt das

Duodenum und das Jejuuum, wäscht mittelst eines Wasserstromes die

innere Oberfläche des Dünndarmes, schneidet den entnommenen Dünndann-
teil in S—lOcm laui'e Stücke, welche man nacheinander öffnet. Dann
schabt man die Schleimhaut und zermalmt allmählich den so erhaltenen

Brei mit reinem Sande und etwas ()-4"/oii^'i'i' Salzsäure in einem Möi'ser.

Nachdem die tianze Schleimhaut so behandelt wurde, setzt mau zum die

Schleimhautzellen enthaltenden Sandbrei 2—3mal sein \Olumen {y4"/o'v^er

Salzsäure. Nach einem einige ^linuten bis Va Stunde dauernden Stehen

erhitzt man Sand und Flüssigkeit in einer ]*orzellanschale zum Sieden.

Während des Siedens fügt man tropfenweise starke Natronlauge zui' Flüssig--

keit, so lange bis sie alkahsch zu werden anfängt, worauf man sie mit

verdünnter Essigsäure leicht ansäuert, um die Nukleoalbumine zu fällen.

Nachdem die neutrale oder leicht saure Flüssigkeit während K) lö Minuten

zum Sieden erhitzt wurde, filtriert man Flüssigkeit und Sand durch ein Tuch.

Das Filtrat wird nochmals auf einem Papierfilter filtriert, worauf es völlig

klar sein muß. Ist dies nicht der Fall, so filtriert man nach dem Erkalten

die Flüssigkeit nochmals; dann erzielt man stets ein klares Filtrat. Diese

Plüssigkeit kann zum Gewinnen proteolytisch inaktiven Pankreassaftes beim

Hunde intravenös eingespritzt werden. Um Sekretin von allen Spuren von

Gelatine und Eiweit) zu befreien, versetzt man diese Flüssigkeit mit einem

Gemische absoluten Alkohols und Äthers; das Sekretin bleibt in Lösung
und wird durch Verdampfen gewonnen. l"m eine von den den Illutdruck

erniedrigenden Stoffen l)efreite Sekretinlösung zu erzielen, wird der Duodeno-

jejunalschleimhautbrei mit absolutem Alkohol statt mit Salzsäure zermalmt.

Dieser Brei wird im Soxhletapparat mehrmals mit siedendem absolutem Alkohol

behandelt. Durch Filtration wird die alkoholische Lösung vom ungelösten Rück-

stände getrennt. Dieser Eückstand wird in 0'4"/„ig<^i' Salzsäure^ aufgeschwemmt,
zum Sieden erhitzt unter Zufügung zuerst von Natronlauge bis zur leicht alkali-

schen Reaktion und dann von Essigsäure bis zur neutralen oder kaum sauren

Reaktion; schUeßlich wird in der oben beschriebenen Weise filtriert.

DelezenneVädt die Duodenaljejnnalschleimhaut während 12—20 Stunden

bei einer 10" nicht übersteigenden Temperatur in O'T—0"5o/oiger Salzsäure

mazerieren, neutralisiert alsdann die Mazeration, bringt sie kurze Zeit zum

Sieden und filtriert sie. Durch Kochen der Dünndarmschleimhaut während

einiger Minuten mit ?>
—4 Teilen physiologischer Kochsalzlösung sowie durch

halbstündiacs Erhitzen auf «0" erhält mau Sekretin enthaltende E.\trakte.M

') W. M. /Ifii/fiss and E. JI. Starling ,
The mechanisni of pancroatic sccrotioii.

.lourn. of l'hysiol. Vol. 28. p. 325— 353 (r.K)2).
— Dieselbe, Die chcniisichr Küi>nliiiati<ui

der Funktionen des Körpers. Ergebn. d. l'hysiol. IJd. 5. S. 664—697 (19U6).
— ('. Delezenne

et E. Fozcrftlci, Action de Toxtrait aqueux d'intestin sur hi s(?oretine: etudes pieliniiiiaires

sur quelques procedes d'extraction de la secretinc. Compt. rend. hel)d. d. seauc. de la Soc.

de Biol. Vol. 56. p. 987—989 (1904). — C. Delezenne, L'activation du suc pancreatiiiue

par les sels et la specilicite du calcium. Iliid. T. 58. p. 1(37(J—1073 (1906).
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Arginase. Dieses Ferment hat ähnliche Lösungsverhältnisse wie das

Erepsin. Indes enthalten gereinigte Erepsinlösungen nicht immer Arginase.

Nuklease. Nach Foä enthält der Darmsaft eine die Nukleinsäuren

in Nukleinbasen und Phosphorsäure spaltendes Ferment, wenn auch nur

in geringer Menge, i)

e) Pankreassaft.

Der aus dem Hauptausführungsgang des Pankreas beim Hunde mit

der nötigen Vorsicht entnommene Saft verdaut die Proteine meistens

nicht; dazu muß er erst durch die Enterokinase des Darmsaftes aktiviert

werden. Ausnahmsweise erhält man indes, selbst unter diesen Bedingungen,

proteolytisch wirksamen Saft. Der proteolytisch un^^irksame Saft scheint

das Trypsin nur als Proferment oder Zymogen zu enthalten
;
ob dies auch

der Fall für die anderen Fermente (Diastase, Lipase) ist, kann als wahr-

scheinlich betrachtet werden, ist aber noch nicht endgültig festgestellt. 2)

Gewinnung von proteolytisch unAvirksamem Pankreassaft.

Zum Gewinnen inaktiven Pankreassaftes \\\yA der seit 24 Stunden nüchtei-ne

Hund einer leichten Narkose mittelst des Alkohol-Äther-Chloroformgemisches
unterworfen. Die Bauchwand wird mittelst eines 1—2 cm links von der

Mittellinie anfangenden, 2 cm unterhalb der letzten Rippe parallel zu

dieser verlaufenden Einschnittes eröffnet. Unter genauer Asepsis wird der

bei der Einmündung des Choledochusganges in das Duodenum sich be-

endigende Nebenausführungsgang der Bauchspeicheldrüse in unmittelbarer

Nähe des Darmes unterbunden. Gleich danach wird der Hauptausführnngs-

gang des Pankreas von den umgebenden Geweben in der Nähe seiner Ein-

mündung in das Duodenum freigelegt, wozu man meistens die darüber liegen-

den Gefäße zwischen 2 Unterbindungen durchschneiden muß. Nun bringt
man 2 Fäden unter den Hauptausführungsgang des Pankreas und unter-

1) C.Foä, Sulla nucleasi del succo intestinale. Arch. di fisiol. T. 4. p. 98— 100(1906).

-) J.P. Pairloif et Schepoirahnkoß'. Gazette cliniqiie de Botkiu (1900).
— C. Delezetine

et A. Froiiin, La secretion physiologique du pancreas ne possede pas d"actiou digestive

propre vis-ä-vis de l'albumine. Compt. rend. hebd. des s6anc. de la Soc. de Biolog. T. 54.

p. 691—693 (1902). — L. Camus et E. GJeif, Secretion pancr^ati(iue active et inactive.

Ibid. T. 54. p. 241—243 (1902).
— Sur la s^crätion pancreatique active. Ibid. T. 54.

p. 895—896 (1902).
— De la secretion d'un suc paucreatique protöolytique sous

rinflueuce des injectious de secrötine. Ibid. T. 54. p. 649—650 (1902).
— W. M. Bayliss

aud E. H. StarUiH/, The proteoh tic activities of the pancreatic juicc. Joiirn. of Physiol.
Vol. 30. p. 61—83 (1903).

—
L/Popielski, Über die Gruudeigeuscbaften des Pankreas-

saftes. Zentralbl. f. Physiol. Bd. 17. S. 65—70 (1903).
— O.Prym, Milz und Pankreas.

Pßiigers Arch. f. d. ges. Physiol. Bd. 104. S. 433—452 (1904) lind Bd. 107. S. 599-620
(1905).

— K. Maijs, Weitere Beiträge zur Kenntnis der Trypsinwirkuug. III. Mitteilung.
Die Wirkung des frischen Hundepankreassaftes. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 49.

S. 188—201 (1906)
— B. P. Bahkin, Einige Grundeigenschafteu der Fermente des Pan-

kreassaftes. Zcntralbl. f. d. ges. Physiol. u.Pathol. d. Stoffwechsels. Bd.l. S. 97-108 (1906).— H. Donath, Über Aktivierung und Reaktivierung des Pankreassteapsins. Ein Beitrag
zur Frage der komplexen Natur der Fermente. Beitr. z. Chem. Physiol. u. Pathol. Bd. 10-

S. 390—410(1907). — J. Wohlr/emufh, Untersuchungen über den Pankreassaft des Men-
schen. 111. Mitteilung. Über das Labferment. Biochem. Zeitschr. Bd. 2. S. 350-356(1907).
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bindet diesen mittelst eines dieser Fäden in unmittel-

barer Nähe des Darmes. Dann macht man eine kleine

Öffnung in den Ilanptausiuhruniis<^ani>', in die man

eine sterilisierte Kanüle einführt und mittelst des zweiten

Fadens darin befestitit.

Dazu empfiehlt es sieh, sich einer MetallkaniUe A
zu bedienen, welche, wie Fiu,*. SO es zeigt, mit einer

Olasröhi-e C (hirch eine Kautschukröhre ß verbunden ist.

Das freie Ende der (ilasröhre wird mit einem nicht zu

festen Wattepfropfen D versehen. Die (ilasröhre (' mit

der daran befestigten Kanüle wird in die durch den

Wattepfropfen F verschlossene Eprouvette E gebracht.

Die Eprouvette und die darin liegende Kanüle werden im

Autoklaven bei 115— l^O*» sterilisiert.

J>ei der Operation hält ein (Jehilfe die Ei)rouvette K

wagrecht und nimmt den sie verschließenden VVuttepfropfen

ab. Mittelst einer steriUsierten Pinzette greift man die

Glasröhre (' vorsichtig an ihrem äußeren Finde an und

zieht sie mit der damit verbundenen Kanüle vorsichtig

aus der Eprouvette heraus. Sobald die Kanüle A im

Hauptausführungsgang des Pankreas befestigt ist, wird

die Bauchwand sorgfältig durch Nähte vereinigt, indem

man durch sie die Kaiitschukröhre B auf solche Weise

führt, daß sie nirgends Druck erleidet, und daß ihr Lumen
überall frei bleibt.

Vor der Eröffnung der Bauchwand wird eine Vena

jugularis freigelegt und darin eine durch eine Kautschuk-

röhre mit graduierter Bürette verbundene Glaskanüle be-

festigt. Kanüle und Bürette enthalten eine Sekretinlösung.

Die Halswunde wird durch Nähte vereinigt. Man kann

auch das Sekretin
,

wie Delezenne es vorschlägt ,
in die

Fußschlagvene einspritzen.

Wenn die Bauchwand wieder verschlossen ist. fängt

man an, die Sekretinlösung intravenös einzuspritzen. Man
kann alle 10— 15 Minuten einige Kubikzentimeter dieser

Flüssigkeit einspritzen, wie Bayllss und StarUng es vor-

schlagen. Dieses Verfahren hat aber den Nachteil, daß, falls

die neue Sekretineinspritzung nach dem völligen Stillstand

der durch die ei'ste Sekretineinspritzung hervorgerufenen vik. «o.

Pankreassaftsekretion gemacht wird, die ersten Teile

(Irm'' ungefähr) des nun abgesonderten Saftes manchmal eine geringe

proteolytische Wirksamkeit aufweisen.')

/

M ir. M. Bayliss and E. H. Starlim/, The raechanism of pancrcatic secrction. .lourri.

of Physiol. Vol. 28. p. 32.)—353 (1902). — L. Camus et E. Gle;/, Do hi sdcrötion d"uu
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Selbst wenn man die Sekretinein spritzungen so aufeinander folgen

läljt, dat') die Saftabsonderang nie aufhört, in welchem Falle der Saft nach

einiger Zeit während des ganzen Versuches inaktiv bleibt, beobachtet man

oft, daß der nach einer neuen Sekretineinspritzung abgesonderte Saft nicht

dieselbe Densität und wahrscheinlich auch nicht dieselbe Zusammensetzung
besitzt als der vor dieser Einspritzung erhaltene.

Um dies zu vermeiden, verfährt man am besten auf folgende Art:

^lan bereitet im voraus eine ganze Reihe von mit Watte lose verschlossenen

sterilisierten Zentrifugierröhren von je mindestens 40—50 cm^ Inhalt. Man
entnimmt den die Glasröhre (' schließenden Wattepfropfen D. ])ringt diese

Glasröhre in eine dieser sterihsierten Zentrifugierröhren und schließt die

Zentrifugierröhre lose mit Watte, so daß die Luft entweichen kann.

Nun läßt man die Sekretinlösung in die Vena jugularis oder femoralis

allmählich eintreten. Sobald der Saft in die Glasröhre C zu fließen an-

fängt, wird der Eintrittshahn der die Sekretinlösung enthaltenden Bürette

so geregelt, daß ein sehr langsamer Zufluß der Sekretinlösung in die

Vene erfolgt. An ihrem oberen Ende ist die Bürette mittelst eines Kaut-

schukpfropfens geschlossen, durch welchen eine Glasröhre bis in den unteren

Teil der Bürette dringt, so daß die in der Bürette enthaltene Flüssigkeit,

wie aus einer J/or/o^/ßschen Flasche, stets unter demsell)en Üruck iu die

\'ene einfließt. Der Zufluß soll so geregelt sein, daß der Eintritt von öO cm^

der Sekretinlösung in den Kreislauf Vo—1 Stunde oder sogar mehr er-

fordert. Auf diese Weise bekommt man stets einen völlig klaren Saft,

dessen Absonderung stundenlang dauern kann ohne wesentliche Verände-

rungen der Densität, des Befraktionsvermögens, der Überflächenspannung,
des osmotischen Druckes und der enzymatischen Wirksamkeit. Die so er-

haltene Saftmenge scheint außerdem für eine und dieselbe Zeitdauer er-

heblicher zu sein als bei der Einspritzung relativ großer Sekretinmengen
in Zwischenräumen, ol)gleich der Sekretinverbrauch im letzteren Falle eher

erheblicher als im ersteren ist. Dieses Verfahren verhindert fast vöUig

irgend welchen Einfluß der intravenösen Einspritzung der Sekretinlösung
auf Atmung und Kreislauf. Von Zeit zu Zeit muß man nachsehen, ob die

Flüssigkeit noch in die Vene fheßt, und nötigenfalls den langsamen Eintritt

der Sekretinlösung durch eine geringe Veränderung des benutzbaren Lumens
des Eintrittshahnes wieder herstellen, i)

Da die ersten Portionen des durch Sekretineinspritzung erhaltenen

Saftes fast immer eine mehr oder minder erhebliche proteolytische Wirk-

samkeit besitzen, so soll man die 10—15 ersten abgesonderten Kubikzenti-

meter des Saftes nicht lienutzen. Nachdem diese erste Saftmenge ausge-

suc paiicreatiquc proteölytique sous rinfluence des iiijectioiis de secretine. Compt. rend.

hebd. des seanc. de la Soc. de Biol. T. 54. p. 649—650 (1902).
— Variations de ractivite

proteölytique du suc paucreatique. Journ. de phvsiol. et de pathol. genör. T. 9. p. 987
bis 998 (1907).

*) E. Zunz
,
A propos du mode d'action de la secrdtiue sur la secretion pau-

cri-atique. Arch. int. de Physiol. T. 8. p. 181—203 (1909).
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schiodon wurde, entnimmt man die Zentrifuüierrölire. in welche die (ila?-

rölire C eindrini^t und ersetzt sie durch eine ;ui(h're sterihsierte Zfutri-

tiigierröhre, in welche man entweder etsvas Toluol oder hesser etwas Kampfer
gehracht hat, und welche durch AVatte lose vei'schlossen ist. Jedesmal,

wenn eine Zentrifui>ierröhre zu ^/^
—

3/^ ihrer Höhe von l'ankreassaft gefüllt

ist, wird sie durch eine neue ersetzt. Die Zentrifugierröhren wei-den mit

Watte verschlossen. Der so erhaltene Saft wird wiihi-end 10— IT) Minuten

zentrifugiert, wonach man gleich die zwei oberen Drittel seines Inhaltes

in einen Toluol oder Kampfer euthaltenden, mit Watte verschlossr*nen,

sterilisierten Kolben giellt, welcher im Eisschrank aufbewahrt wird. Dieser

proteolytisch unwirksame Saft soll möglichst rasch l)enutzt wenh'U , um
seine Eigenschaften völlig zu erhalten und um jede etwaige spontane Akti-

^ierung zu vermeiden.

Um den inaktiven Pankreassaft zu aktivieren, setzt man Darmsaft

oder eine ungefähr O'öVo Natriumkarbonat enthaltende Enterokinaselösung
hinzu. Es besteht sowohl für die Enterokinase als für den inaktiven Pan-

kreassaft eine Aktivitätsschwelle; eine gegei)ene Pankreassaftmenge benutzt

zu ihrer Aktivierung nur eine gegebene Kinasemenge. Die Aktivierung er-

folgt rascher bei iM° als bei 20". Die optimale Knterokinasemenge ist

keineswegs stets dieselbe. Ein Enterokinase- oder Darmsaftüberschub kann

die proteolytische Wirksamkeit des Pankreassaftes vermindern. Nach

Fawlow setzt man zum inaktiven Pankreassaft 5% Darmsaft. Das \'er-

dauungsvermögen des Paukreassaftes und des Darmsaftes zeigt keine von

der Xahrungsart herrührenden konstanten A'eränderungen. Indessen soll

Frouin zufolge je nach der Diät die zur .Vktivieruug des Pankressaftes

nötige Darmsaftmenge mehr oder minder beträchtlich sein. Nach Fleisch-

diät muß man beim Hunde dem inaktiven Pankreassaft V500 bis Viooo seines

\'olumens an Darmsaft zusetzen, nach P)rotdiät alier V20 oder sogar '/,(,.

^lan kann den inaktiven Pankreassaft auch durch Calcium salze akti-

vieren; das Optimum wird dann gewöhnlich beim Zusätze von O^—O."» cm^

einer 2-Normalmolekularlösung eines lösUchen Kalksalzes für 2 cm'' inaktiven

Pankreassaftes erreicht. Aulierdem bewirken manchmal andere Metalle so-

wie einige Aminosäuren auf direkte oder indirekte Weise die Aktivierung

des Pankreassaftes; das Calcium allein scheint aber eine spezifische Wirkung
zu besitzen.^)

') 0. Cohnhcim, Trypsiiiogen und Enterokinase. Arch. des sc. biol. de St. PiHers-

bourg. T. 11. Suppl. p. 112—116 (1904).
— A. Ikisfrc et JI. S/a.9sniio, Sur la questidn

de savoir s"il y a pour le mölange pancreatique actif un Optimum ou un senil. Conipt.

rend. hebd. des seanc. de la Soc. de Biol. T. 55. p. 317- 31 U (1903).
— C Delezrntic,

Activation du snc pancreatique par les sels. Ibid. T. 59. p. 476—478 (190.0). - Sur le

röle des sels dans Tactivation du suc pancreatique, specificite du calcium. Iliid. T. 5*.>.

p. 478—480 (1905). — Aetion des sels de calcium sur le suc pröalablement dialyse.

Ibid. T. 59. p. 523—525 (1905). — L'activation du snc pancreatique par les sels et hi

specificite du calcium. Ibid. T 60. p. 1070-1073 (1906).
— Allxrf Froiiiti, Sur Tactiva-

bilitii des sucs pancreati(|ues de fistules permanentes chez des animanx soumis ä des

r(5gimes differents. Ibid. T. 63. p. 473—474 (1907). — Carlo Foa, Sulla digestione pan-

Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden, in. 14
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Gewinnung eines spontan aktiven Pankreassaftes. Der nach

der intravenösen Einspritzung von Pilokarpin, Wittepepton, Physostigniin

oder Muskarin abgesonderte Pankreassaft wirkt schon von selbst auf

geronnene Proteine. Für Hunde von 5—10 kg spritzt man pro Tier-

kilogranim i/,
— 1 mg Pilokarpinchlorhydrat, Physostigniin oder Muskarin.

4 mg Wittepepton ein. Alle diese Stoffe werden in physiologischer Kochsalz-

lösung gelöst.
1

)

Im Pankreassafte enthaltene Fermente: Der Pankreassaft

enthält eine Diastase, wahrscheinlich eine Invertase, ein fettspaltendes En-

zym, das Trypsin oder Trypsinogen, ein Labferment, ein erepsiniihnliches

Enzym, vielleicht außerdem noch eine Maltase und eine Glutinase so-

me in manchen Fällen eine Laktase. Da die meisten dieser Fermente

bis jetzt nm- durch ihre Wirkung bekannt und keineswegs isoliert sind,

so ist das Bestehen einiger nicht mit voller Sicherheit festgestellt. 2)

Pankreasdiastase. Man kann die Pankreasdiastase aus dem

wässerigen Pankreasauszuge nach dem schon für das Speichelptyalin be-

schriebenen J. Cohnheimschen Verfahren einigermaßen isolieren. Zum

Avässerigen Pankreasauszug wird etwas verdünnte Phosphorsäure und dar-

auf Kalkwasser bis zur neutralen oder schwach alkalischen Reaktion ge-

fügt. Die Diastase wird von dem entstehenden Calciumphosphatnieder-

schlag teilweise mitgerissen. Der Niederschlag wird abfiltriert und mit

Wasser ausgewaschen, wobei sich die Diastase im Wasser löst. Mittelst

creatica ed intestinale delle sostanze proteiche. Arch. di fisiol. Vol. 4. p. 81—97 (1906).
—

H. J. Hamburger et E. Hekma, Sur le suc intestinal de riiomme. Journ. de physiol. et

de patliol. gener. T. 4. p. 805—819 (1902).
— J. Wohhjnnnth, Zur Frage der Aktivierung

des tryptischen Ferments im menschlichen Körper, vorläufige Mitteilung. Biochem.

Zeitschr. Bd. 2. p. 264—270 (1906).
— E. Zunz, Contrihution ä Tetude des proprietes

antiprot^olytiques du särum sanguiu. Bull, de TAcad. roy de medec. de Belgique. 4me särie.

T. 19. p. 729—761 (1905).
— Recherches sur l'activation du suc pancröatique par les

sels. Bull, de la Soc. roy. des Sc. med. et nat. de Bru.xelles. T. 64. p. 28—55 und 98—118
(1906); Ann. de la Soc' roy. des Sc. med. et nat. de Bruxelles. T. 16. fasc. 1. p. 63—273
(1907).

^) E. Wertheimer, Sur les propri^t^s digestives du suc pancreatique des animaux
ä jeun. Compt. rend. hebd. des S(:^anc. de la Soc. de Biol. T. 53. p. 139—141 (1901).

—
L. Camus et E. Gley, Sur la secretion intrapancrt^atique des animaux ä jeun. Ibid. T. 53.

P- 194—196 (1901).
— E. Gley, Sur le mode d'action des substances anticoagulantes du

groupe de la peptone; Action de ces substances sur les s^cretions. Cinquant. de la Soc.

de Biol. Paris 1899. p. 701—713. — L. Camus et E. Gley, Recherches sur l'action antagoniste
de l'atropine et de divers excitauts de la scicretion pancreatique. Arch. des Sc. biolog.
T. 11. Suppl. p. 201—210 (1904).

— Le'on-Jules Lepage, De l'action de quelques alcaloides

sur la secrt^tiou pancr(:^atiqup. These de Lille 1904.

-) W. M. Bayliss and E. H. StarUng, The proteolytic activities of the pancreatic
Juice. Journ. of Physiol. Vol. 30. p. 61—83 (1903).

— H. M. Vernon, The peptone-splitting
ferments of the pancreas and intestine. Ibid. Vol. 30. p.330—369 (1903). — Derselbe, Das
Vorkommen von Erepsin im Pankreas. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 50. S. 440—441 (1906).
H. Bierry et E. F. Terroine, Le suc pancreatique de secr^tine contient il de la maltase V

Compt. rend. hebd. des seauc. de la Soc. d. Biol. T. 58. p. 869-870 (1905).
— Leo PoUnk,

Zur Frage der einheitlichen und spezifischen Natur des Pankreastrypsins. Beitr. z. chem.

Physiol. u. Pathol. Bd. 6. S. 95— 112 (1905).
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Alkohol wird sie aus ihrer wässerigen Lüsiini>' lieiallt. l)ürch iiiehnnaiip^es

Auflösen in Wasser und Fällen mit Alkohol wird die Punkreasdiastase ge-

reinigt. Schließlich wird sie über Schwefelsäure getrocknet.

Man kann auch aus dem Pankreas ein Glyzerinextrakt bereiten,

diesen mit Alkohol fällen und den abfiltrierten Niederschlag mit Wasser

auswaschen, wobei sich das Ferment löst. Aus ihrer wässerigen Lösung
wird dann die Diastase mittelst Alkohol gefällt. Der so erhaltene Nieder-

schlag wird mit Alkohol ausgewaschen und über Schwefelsäure getrocknet.

Pankreassteapsin oder Lipase. Der Pankreassaft spaltet Neu-

tralfette in Fettsäuren und Glyzerin. Andrerseits kann er das Fett

emulgieren.

Bis jetzt liesteht noch kein \'erfahren, um das Pankreassteapsin rein

darzustellen. Nach Connstein soll man bei Verdauungsversuchen mit

Pankreassteapsin sich ausschließlich des Saftes selbst oder der frischen

zerkleinerten Drüse bedienen.

Loevrnhart zermalmt 10 Gewichtsteile der frischen Bauchspeichel-
drüse vom Hunde, Ochsen oder Schweine mit 1 Teil Sand und fiiut zum
so erhaltenen Breie 100 Teile destillierten Wassers. Dieser Auszug wird

durch Leinwand abfiltriert. Pro 100 cni^ des Filtrates setzt man 20 cm^

einer gesättigten Uranacetatlösung. Die so erhaltene Flüssigkeit reagiert

gewöhnlich sauer. Man neutralisiert sie gegen Lackmus durch Zusatz einiger

Tropfen einer gesättigten Lösung von Natriumkarl)onat und Natrium-

phosphat. Dann fügt man 5 ciii^ einer gesättigten Natrinmphosphatlösung
zu je 100 cin^ der Flüssigkeit. Der dabei erzielte Niederschlag wird

zentrifugiert, filtriert und an der Luft auf dem Filter getrocknet, wozu

einige Tage erforderlich sind. Solange als der Niederschlag feucht bleibt,

muß man ihn von Zeit zu Zeit mit Toluol bespritzen, um jede Fäulnis zu

vermeiden. Die erhaltene Trockensubstanz wird in einem Mörser zu einem

Pulver verrieben. Dann wird dieses Pulver mehrere Stunden mit Äther

in einem Soxhleti^chen Extraktionsapparate ausgezogen, wieder zermalmt,

durch ein feines Sieb geschüttet und an der Luft getrocknet. .\uf diese

Weise erhält man ein die Lipase enthaltendes Pulver. Zum (iebrauche

bereitet man eine möglichst homogene Aufschwemmung von 1 (/ dieses

Pulvers in 50 cm^ destilherten Wassers.

Das Panki'eassteapsin ist nicht sehr widerstandsfähig; es wird leicht

durch Säuren zerstört, i)

Trypsin. Es besteht noch kein völlig sicheres Verfahren zur Kein-

darstellung des Trypsins oder seines Zymogens, da man bei allen Methoden

von der Drüse ausgeht und nicht vom Pankreassafte sell)st.

Nach Kühne wird frisches Pankreas mit Glaspulver und absolutem

Alkohol zermalmt. Der bleibende Niederschlag wird mit eiskaltem Wasser

*) Wilhelm Connstein, Über fermentative Fettspaltung. Ergehn. d. Physiol. Bd. 3.

Alit. T. S. l'.)4—232 (1004). — A. S. Locrenharf, Are the animal enzymcs cnnconied in

tho hydrolysis of various esters identicalV Journ. of l»ioh)g. Clicniist. Vol. 2. p. 427
—4(50

(1907).

14*
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behandelt und die so erhaltene wässerige Lösung mit Alkohol gefüllt. Man
wiederholt mehrmals das Auflösen in Wasser und die Alkoholfällung. Der

Niederschlag wird schUetilich mit wasserfreiem Alkohol ausgewaschen und

darauf in Wasser aufgelöst. Zu dieser Lösung fügt man IVoig«" Essig-

säure, filtriert, erwärmt das Filtrat einige Zeit auf 4", filtriert und

alkaliniert die wieder erwärmte Flüssigkeit merklich. Nach Entfernung
durch Filtration des dabei etwa entstehenden Niederschlages wird die

Flüssigkeit bei 40° eingedunstet, um das Tvrosin zur Abscheidung zu

bringen, und nachher der Dialyse unterworfen. Das in Lösung l)efindliche

Trypsin wird durch wiederholte Fällung mittelst Alkohol gereinigt.

Martin Jacohy zerhackt Bauchspeicheldrüsen vom Ilinde und überläßt

sie der Autolyse im Brutschranke während einiger Wochen, wonach vom

ungelösten Rückstande abfiltriert wird. Das Filtrat bleibt noch während

einiger Minuten im Brutschranke. Dann wird es mit Ammonsulfat versetzt,

um eine Salzkonzentration von 65°/o zu erreichen. Nach mehrstündigem
Stehen filtriert man und sättigt das Filtrat mit Ammonsulfat. Der dabei

entstehende Niederschlag wird mit gesättigter Ammousulfatlösung gewaschen,

dialysiert und schlieljlich in P/oiger NaCl-Lösung gelöst.

Mays war auf mehrfache Weise durch verschiedene Aussalzungs-
methoden bestrebt, aus Pankreasextrakten ein eiweißfreies wirksames Trypsin-

präparat herzustellen. Diese Verfahren ergeben aber leider nicht stets

dieselben Ergebnisse. Am meisten empfiehlt Mays die fraktionierte Magne-
siumsulfatfällung, d. h. die vollständige Sättigung des vom bei Halbsättigung
mit Magnesiumsulfat entstandenen Niederschlage abfiltrierten Filtrates,

oder die Sättigung mit Ammonsulfat von vorher bis zur Sättigung mit

Kochsalz versetzten Pankreasextrakten. Man erhält dabei oft nur einen

mehr oder minder großen Teil des Enzyms. Man soll die Aussalzung bei

40" C anstellen. Bei der weiteren Reinigung der so dargestellten Präparate
ist es schwierig, eine Abnahme der Wirksamkeit des Trypsins zu vermeiden.

Schwarzschüd hat nach folgender Vorschrift eine wirksame, keine

Biuretreaktion darbietende Trypsinlösung bereitet: Rinderpankreas werden

zu feinem Brei zerhackt, mit wenig Natriumbikarbonat versetzt und mit

Toluol überschichtet. Dieses Gemenge wird auf der Schüttelmaschine

tüchtig durchgeschüttelt und darauf während 5—6 Tagen der Selbst-

verdauung überlassen. Dann wird kollert und bis zum Erzielen einer

klaren Flüssigkeit filtriert. Letztere wird, um die Proteine zu entfernen,

mit gesättigter Uranylacetatlösung und dann sofort, um die Reaktion

alkalisch zu erhalten, mit Natriumphosphat versetzt. Der das Trypsin
enthaltende voluminöse Niederschlag wird abfiltriert und dann in der Reib-

schale mit 0"2'Yoiger Natriumkarbonatlösung ausgezogen, wobei sämtliches

Ferment in die Lösung übergeht, falls man den Niederschlag mindestens
12 Stunden mit der Karbonatlösung stehen läßt. Schließlich wird filtriert:'ö

das Filtrat enthält das Trypsin. i)

W. Kühne, Über das Trypsin-Enzym des Pankreas! Verl), d. Xaturhist.-.Med.
Ver. zu Heidelberg. N. F. Bd. 1. 8.194—198 (1876).

— Martin Jacobij, Über die
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Nuklease. Ivindspaiikreas oder llundepankroas wird mit Sand und

Kieselgur zerrieben und in der Biichnersdien Presse gepreßt. Der gewonnene
Saft wird mit Ammonsulfat gesättigt, der dadurch entstandene, die Nuklease

enthaltende Niederschlag aht'iltriert und mit Alkohol und Äther ausgewaschen.
Dieser Nukleaseniederschlag löst sich leicht in destilliertem Wasser.

Sowohl der inaktive l'ankreassaft als der durch Euterokinase/.usat/

aktivierte verflüssigen zwar (Abderhalden und Srhitteiiliclni, Foäj die galler-

tige Nukleinsäure, spalten sie aber nicht in Nukleinljasen und I'hosphor-

säure, obgleich die Nukleinsäure unzweifelhaft eine Veränderung erleidet. \)

f) Galle.

1. Einwirkung bei der Verdauung der Fette.

Der Zusatz einer geringen Gallenmenge kann die fettspaltende Wirkung
des Pankreassteapsins erheblich verstärken, was gröbtenteils von den

gallensauren Salzen herrührt.-^) Hingegen wird die Wirkung der Magen- und

Darmlipase durch Gallenzusatz kaum gesteigert. 3) Aulierdcni besitzt die

Galle ein keineswegs unbeträchtUches Lösungsvermögen für ilie Fettsäurm

und die Seifen.*)

chemische Natur des Ricins. Arcb. f. exper. rathol. u. rharmakol. Bd. 46. S. 28—40 (1901).
— Karl Mays, Beiträge zur Kenntnis der Trypsinwirkung. Bd. 38. S. 428— 512 (1903).
— Moritz ScJuvarzschild, Über die AVirkuagsweise des Trypsins. Boitr. z. ehem. TMiysiol.

u. Pathol. Bd. 4. S. 155-170 (1904).

*) Fritz Sachs, Über die Nuklease. Zeitschr. f. pliysiol. Chem. Bd. 46. S. 337—353
(1905). — Emil Abderhalden und Alfred Schittenhehn

,
Der Ab- und Aufbau der

Nukleinsäuren im tierischen Organismus. El)enda. Bd. 47. S. 452—457 (1906). — C. Foa,

Sulla nucleasi del succo intestinale. Arch. di fisiol. \'ol. 4. p. 98—100 (1906).

^) M. Nencki, Über die Spaltung der Säureester der Fettreihe und der aromatischeu

N'erbindungen im Organismus und diu-ch das Pankreas. Arch. f. experim. Pathol. u. Pharm.

Bd. 20. S. 367—384 (1886). — B. K. Bachford, The influence of bile on the fat-splitting

influence of pancreatic Juice. Journ. of Physiol. Vol. 12. p. 72—94 (1891).
— B. Magnus,

Die Wirkung synthetischer Gallensäuren auf die pankreatische Fettspaltung. Zeitschr.

f. physiol. Chem. Bd. 48. S. 376-379 (1906). — O. r. Fürth und J. Schätz, liier den

P^iufluß der (jalle auf die fett- und eiweißspaltendeu Fermente des Pankreas. Beitr. z.

chem. Physiol. u. Pathol. Bd. 9. S. 28—49 (1907).
— A. S. Loevenhart aud ('. G. Souder,

On the effect of bile upon the hydrolysis of esters hy pancreatic juice. The .Tourn. of

biol. Chem. Vol. 2. p. 415—425 (1907). — H. Donath, Über .\ktivierung und Reaktivicrung
des Pankreassteapsins, ein Beitrag zur Frage der komplexen Natur der Fermente. Beitr.

z. chem. Physiol. u. Pathol. Bd. 10. S. 390—410 (1907). — M«'»«> L. Kalahoukojr et

E. F. Terroine, Sur Tactivation des ferments par la lecithine. 1. Action de la lecithine

sur la lipase pancröatique. Compt. rend. hebd. des seanc. de la Soc. de Biolog. T. 63.

p. 372-374 (1907).

^) E. Laqueur, Über das fettspaltende Ferment im Sekret des kleinen Marens.

Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. Bd. 8. S. 281—284 (1906). — H'. BoUhircß'. Die Lipase
des Darmsaftes und ihre Charakteristik. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 50. S. 394—413

(1907).
— Melle L. Kedahoxkof et E. F. Terroine. Sur Tactivation des ferments par la

lecithine. IL Action de la lecithine sur les lipases gastrique et intestinale. Compt. rend.

hebd. des s6anc. de la Soc. de Biol(^g. T. 63. p. 617—619 (1907).

*) E. Pflüger, Fortgesetzte Untersuchungen über die in wasserlöslicher Form sich

vollziehende Resorption der Fette. Arch. i. d. ges. Physiol. Bd. 88. 8.299—338(1902).—
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2. Einwirkung bei Verdauung der Proteine.

Sowohl die Hundegalle als die menschliche Galle enthalten eine geringe

Menge eines Fibrinflocken auflösenden proteolytischen Fermentes, welches

aber geronnenes Eiweiß nicht anzugreifen scheint, i)

Bisweilen verstärkt die Galle etwas die Trj'psinwirkung ;
diese Wirkung

scheint indes sich nur auf schon proteolytisch wirksamen Pankreassaft zu

beziehen, so daß sie wahrscheinlich nicht auf der Anwesenheit einer der

Enterokinase ähnhchen Substanz in der Galle beruht. 2)

3. Gewinnung der Galle.

Um Galle zu gewinnen, kann man eine Fistel der Gallenblase nach

dem Bastreschen Verfahren 3) anlegen oder besser die Einmündung des

Choledochusganges nach außen führen.*)

{/) Kombinierte Yerdauungswirkuugeii.

Es ist oft von Vorteil, bei Verdauungsversuchen über Proteine diese

zuerst während einer nicht zu langen Zeitdauer der peptischen Verdauung
mittelst Magensaftes zu unterwerfen, das Verdauungsgemisch dann mit

Natriumbikarbonat zu neutralisieren und es durch mit Darmsaft aktivierten

Pankreassaft bei leicht alkalischer lleaktion weiter verdauen zu lassen. Da
die Pepsinsaksäure das Eiweißmolekül sicher an ganz anderer Stelle an-

greift als das Trypsin, so werden wahrscheinlich durch die Magensaftver-

dauung dem Trypsin manche Atomgruppierungen des Proteinmoleküles zu-

gänglich gemacht, welche sonst der Einwirkung des Trypsins widerstehen.

Um den tiefsten Abbau der Proteine zu erzielen, scheint es am besten

zu sein, das Verdauungsgemisch nach der Vorverdauung mit Magensaft
zuerst und dann mit aktiviertem Pankreassaft mit Darmextrakt oderErepsin-

lösung zu versetzen.

Zur kombinierten Pepsin-Erepsinverdauung empfiehlt 0. Cohnheim
die peptische Verdauung in einem Dialysierschlauche anzustellen, welcher

sich in einem 0-47oige Salzsäure enthaltenden Gefäße befindet. Nach
24—48 Stunden wird das aus dem Dialysierschlauche entnommene Ver-

dauungsgemisch mittelst Natriumbikarbonat bis zur leicht alkalischen Pteaktion

Derselbe, Über die Bedeutung der Seifen für die Resorption der Fette. Ebenda.
Bd. 88. S. 431-452 (1902).

— Derselbe, Über die Verseifung, welche durch Galle

vermittelt wird und die Bestimmung von Seifen neben Fettsäuren in Gallenmischuns-en.

Ebenda. Bd. 90. S. 1-32 (1902).

^) J. P. Pawloiv, Die Arbeit der Verdauungsdrüseii. Wiesbaden 1 898. — Ä. Tschermak,
Notiz über das Verdauungsvermögen der menschlichen Galle. Zentralbl. d. Physiol. Bd. 16.

S. 329—330 (1902).

") J. F. Pawloiv, loc. cit. — Ä J. Lintirareir, Über die Rolle der Fette beim Über-

gang des Mageninhaltes in den Darm. Inaug.-Dissert. St. Petersburg 1901. Zit. nach
Jahresber. f. Tierchem. Bd. 32. S. 401. — 0. v. Fürth und J. Schütz, loc. cit.

^) A. Dastre, Operation de la fistule biliaire. Arch. de physiol. norm, et pathol.
5me s^rie. T. 2. p. 714—723 (1890).

*) G. G. Bruno, La bile comme agent digestif. Arch. des Soc. biolog. de St. P(5ters-

bourg. T. 7. p. 114—142 (1899).
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versetzt, Kohlensäure durch<j;eleitet , und dann die Krepsinlösunjz- hinzu-

gefügt. Man kann auch das heim Hunde aus einer Duodenalfistci nach

dem TohIer-Cohnheim<:vhen Verfahren cihaltene \'erdauungsgeniisch mit

Natriumbikarbonat bis zur schwach alkalischen IJeaktion versetzen. Kohlen-

säure durchströmen lassen und dann dem \'erdauungsgemenge Kn^psin-

lüsung zusetzen.')

h) Verclauuiiiisferniente pttaiizlicher Iferkunf't: Papiiin.

Unter den Pflanzenfermenten benutzt man oft das im Safte der

Carica papaya enthaltene proteolytische Ferment, welches man Tapain
oder Papayotin nennt.

Um das Papain zu isolieren, fällt man die durch wiederholte Extraktion

des Saftes mit Wasser erhaltene Flüssigkeit mit Alkohol. Der so erzielte

Niederschlag wird in Wasser aufgelöst und entweder durch Dialyse gereinigt

oder besser mit Bleiessig unter Vermeidung eines Überschusses versetzt,

abfiltriert und das Filtrat mit Schwefelwasserstoff behandelt, im \akuum
etwas eingedampft und tropfenweise Alkohol bis zum Anfang der Fällung

des Papains dazu gefügt. Dann wird vom mit den ersten niedergeschlagenen

Papainteilen mitgerissenen Bleisulfid abfiltriert. Das klare Filtrat ei'gibt

nun mit Alkohol einen weißen Papainniederschlag. -)

Meistens bedient man sich Handelspräparaten (Pa])ain und Papayotin).

welche man als 2—ö^/oige filtrierte Lösung in i)hysiologischer Flüssigkeit

oder Wasser l)enutzt.

Bei 40" geht die Verdauung mittelst Papains sehr schwer vor sich

und ist sehr unvollständig, falls man nicht wiederholt frisches Ferment

zusetzt. Die saure Pieaktion scheint am vorteilhaftesten für die verdauende

Wirkung des Papains bei Zimmertemperatur zu sein.

Um eine rasche Verdauung der Proteine durch Papain zu erzielen,

werden die kurze Zeit bei Zimmertemperatur oder im Brutraume gelassenen

Gemische rasch auf 80— 90" C erhitzt; die eigentliche \er(lauung tritt

erst während des Erwärmens auf. Je länger man das Eiweitipapain-

') Otto Cohnheiw, Zur Spaltung des Xahrungsciwoißes im Dannc. Zcitschr. f.

physiol. Chem. Bd. 49. S. 64-71 (1906) und Bd. 51. S. 414—124 (1907).
— Kmil Ahdn--

hfik/en und Bcrthold Oppler, Weiterer Beitrag zur Frage nach der Verwertung von tief

abgebautem Eiweiß im Organismus. Ebenda. Bd. 51. S. 226—240 (1907). — Emil Ahdcr-

lialdcn und Pefer Bona, Weiterer Beitrag zur Frage mich der Verwertung V(Ui tief

abgebautem Eiweiß im Organismus. Ebenda. Bd. 52. S. 507— .'il4 (1907).
— h'nii! Alnler-

halden und Alfred Gigon , Vergleichende Untersuchung über den Abbau des Edestins

durch Pankreassaft allein luid dnrch Mairensaft und Pankreassaft. Ebenda. Bd. 53.

S. 119-125 (1907). — E. 'Aunz, Contribution ä l'ef.ule de la digestion et de la resorptiiui

des proteines dans Testoraac et dans l'intestin grele chez le chien. Mem. cour. et autr.

mem. pvibl. par l'Acad. roy. de m^d. de Belgique. T. 20. fasc. 1. 65 pages (1908).

'-) Ad. Wurtz et E. Bouchuf, 8ur le t'ernuMit digestif du Carica papaya. ("ompt.

riMul. de TAcad. des Sciences. T. 89. p. 425—429 (187^).
- A(l. Wurtz, Snr la papaine,

contribution ä Phistoire des ferments solubles. Ibid. T. 90. p. 1379— 1381 (1880).
— Sur

la papaine, nouvelle contribution ;"i l'histoirc des ferments solubles. Ibid. T 91. p. 787 791

(1880).
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gf^niscli bei Zimmertemperatur oder im Brutraume bei 4° läßt, ehe man

es plötzlich auf 80—90" C bringt, desto geringer ist die dann entstehende

Verdauung. Wird Salzsäure dem Papainproteingemische beim Vermischen

zugefügt, so behält das Papain sein ursprünghches Verdauungsvermögen.

Wird die Salzsäure erst später dem Papainproteingemische zugesetzt, so

hindert sie jede weitere Abnahme des enzymatischen \'ermögens. bringt

es aber nicht zur ursprünglichen Höhe zurück.')

II. Isolierung der Abbauprodukte der Verdauung.

a) Allgemeine Betraelituna^en.

Ehe mau die Isolierung der Verdauungsprodukte vornimmt, muß man

jede weitere enzymatische Wirkung durch Aufkochen des A'erdauungs-

gemenges aufheben.

Oft empfiehlt es sich, die Verdauung im Thermostaten ohne Dialyse

vor sich gehen zu lassen und erst nach der für den Verdauungsprozeß

bestimmten Zeitdauer die Dialyse nach einem der schon beschriebenen

Verfahren zur Trennung der dialysierbaren und der nicht dialysierbaren

Spaltprodukte zu gebrauchen. Das zum Sieden erhitzte Verdauungsprodukt

wird vom unverdauten Reste und den gerinnbaren Substanzen abfiltriert.

Darauf wird das reichlich mit Toluol versetzte Filtrat bei einer beliebigen

Temperatur (zwischen 0° und 40" C) der Dialyse unter täglichem oder bestän-

digem Wechseln des im Dialysator enthaltenen Wassers so lange unter-

worfen, bis eine dem Dialysat entnommene und eingedampfte Probe keinen

Ptückstand oder höchstens Spuren davon hintei'läßt. 2)

h) Isolieruni? der Abbauprodukte der Verdauung der Kohlehydrate.

Zu den Versuchen über \'erdauung der Kohlehydrate bedient man

sich Stärkekleisters, Brotes usw.

1. Nachweis der verschiedenen Abbauprodukte der Kohle-

hydrate in einem Verdauungsgemische.
Es besteht bis jetzt noch kein völlig einwandfreies Verfahren zur

Trennung der verschiedenen, bei der \'erdauung der Kohlehydrate ent-

^) O. Emmerling, Über die Eiweißspaltung durch Papayotiu. Ber. d. Deutsch, ehem.

Ges. Bd. 24. S. 695— (59Ü und 1012 (1902).
— Emil Abderhalden und Yufaka Terunchi,

Vergleichende Untersuchungen über einige proteolytische Fermente pflanzlicher Herkunft.

Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 49. S. 21—25 (1906).
— C. Delezenne, H. Moufon et

E. Pozerski, Sur l'allure anomale de quelques prot^olyses produites par la papaine.

Compt. rend. hebd. des seanc. dela Soc.de Biol. T.60. p. 68—70 (1906). — Sur la digestion

brusque de l'ovalbumine et du serum sanguin par la papaiue. Ibid. T. 60. p. 309—312

(1906). — D. Jonescu, Über eine eigenartige Verdauung des Hühner- und des Serum-

eiweiß durch Papain. Biochem. Zeitschr. Bd. 2. S. 176—187 (1906).
— Fritz Sachs, Über

die Verdauung von rohem Hühnereiweiß durch Papain. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 51.

S. 488—505 (1907).

^) Emil Abderhalden und Be'la Beinbold, Der Abbau des Edestins aus Banm-
wollsamen durch Pankreassaft. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 46. S. 159— 175 (1905).
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stehenden Spaltungsprodukte, liitcr diesen unterscheidet man ilas mit Jod

sich i)iau färbende Amylodextrin. das sich mit Jod rotbi-aun färl)ende Erv-

throdextrin, das sich mit Jod nicht färheiuh^ Achroodextrin . Maltose und

Glukose.

Die Jodreaktion ergibt, selbst bei Anwendung einer sehr verdünnten

Jodjodkalilösung, nicht immer völlig sichere Hi'gebnisse über die Zusammen-

setzung eines verschiedene Dextrine enthaltenden Gemisches, denn die

überwiegende Dextiinai-t kann die Reaktion der anderen verhindern. Falls

viel Amylodextrin und nur wenig Erythrodexti-in im \'erdanungsgemische
vorhanden ist, so erhält man eine blaue Reaktion. Mit der Zunahme der

relativen Erythrodextrinmenge wird die Farbe stets nudir violett. Über-

steigt die Erythrodextrinmenge erheblich die Amylodextrinmenge, so sieht

man nur die rotbraune Farbe des Erythrodextrins.
Man kann die verschiedenen Dextrine durch fraktionierte Fällung

mittelst Ätzbaryt und die Zucker durch Darstellung ihrer ( )sazone charak-

terisieren. Das Verdauungsgemisch wird zum Sieden gebracht, um die Dia-

stase zu zerstören und nachher filtriert, um es von den noch vorhandenen

ungelösten Stärketeilen zu befreien. Dann fügt man allmählich so lange

eine kaltgesättigte wässerige Ätzbarytlösung hinzu, welche unter flüssigem

Paraffin bei Vermeiden jeder dii-ekten Berührung mit der Luft aufbe-

wahrt wird, bis eine mit verdünnter Essigsäure angesäuerte abfiltrierte Probe

der Verdauungsflüssigkeit bei Zusatz der Jodjodkalilösung keine violette

Färbung mehr, sondern eine rotbraune gibt. Nach Abfiltrieren des dann

völhg gefällten Amylodextrins führt man den allmählichen Ätzbarytzusatz

so lange fort, bis eine angesäuerte abfiltrierte Probe der Verdauungsflüssig-

keit keine rote Färbung mehr mit Jod gibt. Nach Abfiltrieren des so er-

zielten Erythrodextrinniederschlages wird Alkohol zum Filtrate gegeben ; ent-

steht alsdann eine Trübuns', so ist Achroodextrin vorhanden. Die Anwesenheit

reduzierender Zucker wird durch die Trouniicr^dw und die 7-r////>/r/sche

Probe erwiesen. Zur Feststellung der anwesenden Zuckerarten muii man einen

Teil der Verdauungsflüssigkeit zur Darstellung ihrer Osazone verwenden.')

2. Quantitative Bestimmung der unzersetzten Stärke, der

gebildeten Dextrine und Zucker in einem Verdauungsgemische.
Zur (luantitativen Bestimmung der in einem gegebenen Augenblicke

der Verdauung der Kohlehydrate bestehenden Menge von Stärke, Dextrinen

und Zucker bedient man sich am besten folgenden \'erfahrens. welches sich

auf die Erfahrungen von London und Pohu-zoua sowie von Slossc und

Lhiihosch stützt: Das gesamte Verdauungsgemisch wird mit \/'i„-Xormal-

natronlauge oder Vio-^oi"'Tial^t-hwefelsäure je nach den rmständen genau

neutralisiert, unter Zusatz von etwas Essigsäure zum Sieden erhitzt und

filtriert. Um die Filtration zu beschleunigen, kann man sie im Brutschrank

l)ei 40« C vornehmen. Man erhält so ein Filtrat a und einen Rückstand l>.

*) J. Morraii, Etiulc cxperimentale de la marchc do la saccharificatimi tlo raniidon.

Ann. de la Soc. roy des Sc. med. et iiat. de Biuxellcs. 'f. 12. Fase. 3. p. 1 — 117 (1V)U3).
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Um im die Spaltungsprodukte der Kohlehydrate enthaltenden Filtrate a die

Dextrinmenge und die Zuckermenge, jede für sich zu ermitteln, muß man

vorerst die Dextrine von den Zuckern trennen. Werden nämlich die Dex-

trine während 10 bis 12 Minuten mit der Fehlingschew Lösung zum Sieden

erhitzt, so können reduzierende Zucker aus den Dextrinen entstehen. Diese

Trennung erfolgt leicht, wenn man die Dextrine im diese sowie die Zucker

enthaltenden Filtrate a durch Zufügung von 20 Volumina Alkohol fällt. Das

Absetzen der Dextrine wird durch Zusatz von 2 g Natriumchlorid wesent-

lich begünstigt. Nach 24stündigem Stehen wird in einen mit einem durch

eine Glasplatte gegen jede Alkoholverdunstung geschützten Trichter ver-

sehenen Kolben filtriert. Das so erhaltene Filtrat c enthält die Zucker, der

Niederschlag d die Dextrine. Man dampft das Filtrat c auf dem Wasser-

bade zur Trockene ein, löst den Rückstand in destilliertem Wasser auf

und bestimmt dann den als Glukose berechneten Zuckergehalt nach einem

der beschriebenen Verfahren von Allihn-Fßüger'^) (Bd. 11, S. 174), Gabriel

Bertrand^) (Bd. II, S. 181) oder nach der Methode von Stanley B.Benc

dict. 3) Der die Dextrine enthaltende Niederschlag d wird mit verdünnter

Salzsäure auf dem Wasserbade am Rückflußkühler erwärmt, wodurch die

Dextrine vollständig in Zucker übergeführt werden ; dieser wird nach den-

selben Verfahren wie im Filtrate e ermittelt. Durch Multiplikation des

so erhaltenen Wertes mit 0"9 erhält man die Dextrinmenge. Der ge-

trocknete Filterrückstand h wird im ÄoccÄie^schen Dampftoj^f bei 8—4 Atmo-

sphären 3—4 Stunden lang erhitzt, wobei sich die Stärke in Dextrine und

diese nachher in Zucker verwandeln ; die Menge der letzteren wird nach dem-

selben Verfahren wie im P'iltrate c und im Niederschlag d festgestellt. Falls

Proteine im Trockenrückstand vorhanden sind, so muß man diese zuerst

entfernen; sonst haftet ein Teil der (ilukose am Eiweiße. Bei der soeben

beschriebenen ^lethode wird der die Fehlinr/i^die Lösung reduzierende Zucker

als Glukose berechnet. Da aber eine mehr oder minder bedeutende Maltose-

menge daneben bestehen kann, und da beide Zuckerarten nicht dasselbe

reduzierende Vermögen besitzen, so wird dadurch ein Irrtum erzeugt,

dessen Größe jedoch meistens nicht sehr wesentlich ist.*)

Isolierung der Dextrine. Zur Isolierung der verschiedenen Dextrine

verfährt man am besten nach der Methode von J. Moreau (ioc. cit.): Zu der

*) E. Pflüger, Eine neue Methode zur quantitativen Bestimmung des Zuckers, als

Fortsetzung meiner Untersuchungen üher die (^)uelle der Muskelkraft. Pflügers Arch. f.

d. ges. Physiol. Bd. 46. 8.635—640(1897). — Derselbe, Vorschriften zur Ausführung
einer quantitativen Glykogenanalyse. Ebenda. Bd. 93. S. 163— 185 (19Ü3).

'"') Gabriel Bertraml
,
Le dosage des Sucres reducteurs. Bull, de la Soc. chim. de

Paris. 3rae Serie. T. 35. p. 1285-1299 (1906).

") Stanley R. Benedict, The detection and estimation of reducing sugars. Jourii.

of biol. Chem. Vol. 3. p. 101— 117 (1907).
) E.S.London und W. W. Poloiczoira, Zum Chemismus der Verdauung im tierischen

Körper. VI. Mitteilung. Eiweiß- und Kohlehydratverdauuug im Magcndarmkanal. Zeit-
schrift f. physiol. Chemie. Bd. 49. S. 328—396 (1906).

— A. Slosse et H. Limbosch, De
1 action du ferment salivaire dans ses rapporcs avec la tempt^rature du milieu. Arch.
int. de physiol. T. 6. p. 365-380 (1908).
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neutralisierten, bei Zusatz von Essifisäure abgekochten, abfiltrierten und

wieder neutralisierten Verdauun^slösunp; setzt man alhiiählich eine jje-

sättigte wässerige Ätzbarytlösung hinzu. Nach jedem Zusatz werden

einige Kubikzentimeter der Flüssigkeit abfiltriert und mit Jodjodkalium
versetzt. ISobald man eine rotbraune Färbimg erhält, filtriert man die

Hauptmasse der Flüssigkeit. Der Niederschlag (/ besteht aus Amylodextrin
und etwas Erythrodextrin : er dient zur Darstellung des Amylodextrins.
Zum Filtrate b wird allmählich von der Ätzbarytliisung weiter zuges(^tzt.

bis eine abfiltrierte Probe sich bei Zufügung der Jodjodkalilösung nicht

mehr rot färbt ; dann trennt man durch Filtration den aus dem gröliten

Teile des Erythrodextrins bestehenden Niederschlag c vom das Achroo-

dextrin und die reduzierenden Zucker enthaltenden Filtrate d. Im letzteren

fällt man durch Alkoholzusatz das Achroodextrin und trennt die.sen Nieder-

schlag c durch Abfiltrieren oder Abgießen vom die reduzierenden Zucker

enthaltenden Filtrate /'.

Die drei Niederschläge a, c und c werden jeder für sich in mittelst

Essigsäure angesäuertem Wasser aufgelöst.

Die Amylodextrinlösung (a) wird mit Ätzbarytlösung so lange versetzt,

bis eine Probe der abfiltrierten Flüssigkeit bei Zusatz der Jodjodkalilösung
rotbraun wird, dann filtriert man den Amylodextrinniederschlag und löst

ihn nachher wieder in angesäuertem Wasser auf. Die Fällungen mit Ätz-

barytlösung und die Auflösungen in Wasser werden mehrmals wiederholt.

Wenn keine Spur mehr von Erythrodextrin sich bei der Jodprobe nach-

weisen läßt, fällt man durch Alkohol das Amylodextrin, um es vom in

Lösung bleibenden Baryumacetate zu trennen.

Zur F'.rythrodextrinlösung (c) setzt man Ätzbarytlösung bis zum Er-

scheinen einer rotbraunen Farbe beim Versetzen einer abfiltrierten Probe

der Flüssigkeit mit Jodjodkalilösung. Dann filtriert man vom amylodextrin-

haltiuen Niederschlage ab. Zum erhaltenen Filtrate füat man Ätzbarvt-

lösung bis zur Abwesenheit jeder roten Färbung bei Jodjodkalizusatz zu

einer abfiltrierten Probe der Flüssigkeit. Der entstandene Niederschlag wird

abfiltriert, in angesäuertem Wasser aufgelöst und die Fällungen mit Ätz-

barytlösung sowie das nachherige Auflösen in Wasser werden mehrmals

wiederholt bis zum durch die Jodprobe angezeigten Verschwinden jeder

Amylodextrinspur sowie zum völligen P^ehlen reduzierender Zucker in

der nach der Fällung des Erythrodextrins bleibenden Flüssigkeit. Dann

fällt man mit Alkohol das Erythrodextrin, um es vom Paryumacetat zu

treimen.

Die Achroodextriidösung (e) wird durch Fällung des Erythrodextrins
mittelst Ätzbarytlösung, Abfiltrieren. Fällung des Achroodextrins mittelst

Alkohol, Auflösen der Niederschläge in angesäuertem Wr.sser und mehi-faches

Wiederholen dieser Gesamtprozedur vom anhaftenden Erythrodextrin sowie

von jeder Spur eines reduzierenden Zuckers befreit. SchlielMich wird das

Achroodextrin aus seiner wässerigen Lösung durch Alkohol iictTillt und

auf diese Weise vom Baryumacetat getrennt.



220 ^- ^^^J^^-

c) Isolierung der Abbauprodukte der A erdauuiig der Fette.

Zur Untersuchung der Fettverdauung- benutzt man meistens das von

M. Hanriot und L. Camus ^) vorgeschlagene Monobutyrin. wovon man eine

V/oige wässerige Lösung frisch bereitet, stearinsaures oder ölsaures

Natron usw. Als natürliche Fette nimmt man Olivenöl. Kuhbutter, Rinder-

fett, Schweinefett usw. Die Neutralfette müssen absolut frei von Fettsäuren

sein. Als Emulsion bedient man sich der Milch oder künstlicher, mit Hilfe

von Gummi arabicum bereiteter Olivenemulsion oder einer Eigelbwasser-

emulsion (o Eigelb auf 100 ciii^ Wasser). Um eine sehr fein verteilte

Emulsion zu bewerksteUigeu ,
ueutrahsiert man das stets freie Fettsäure

enthaltende käufliche Olivenöl oder Rizinusöl mit der eben dazu erforder-

lichen Menge Vio normaler Natronlauge und vermischt gut Lauge und Öl

durch Schütteln. 2)

Feststellung der aus Fettemulsionen abgespaltenen Fettsäuren.

Falls man bei Versuchen in vitro mit Fettemulsionen nur die Menge
der abgespaltenen Fettsäuren ermitteln will, so genügt es nach Beendigung
des Verdauungsprozesses, die Flüssigkcnt mit Vio oder V20 normaler alko-

holischer Natron- oder Kalilauge unter Anwendung von Phenolphtalein l)is

zur Neutralisation zu versetzen. Zur Vermeidung jeder Hydrolyse während

der Titrierung wird vorher 95°/oiger Alkohol zur Fettemulsion gefügt, und

zwar 50 cm^ Alkohol auf 20 cm^ Emulsion. Aulierdem soll man stets Kontroll-

versuche anstellen mit der wirksamen Lipase ohne Zusatz der der ^'er-

dauung unterworfenen Fettemulsion einerseits und mit der ausgekochten

Fermentlösung bei Hinzufügung der der Verdauung unterworfenen Fett-

emulsion andrerseits in demselben Verhältnisse als beim eigentlichen Ver-

suche. Beide Kontrollflüssigkeiten werden in den Thermostat gleichzeitig

mit dem Versuchsgemische gebracht und zu derselben Zeit wie letzteres

titriert. Die dabei etwa verbrauchten Laugenmengen werden von der

zur Neutralisation des eigentUchen Verdauungsgemenges angewandten

abgezogen, ä)

') M. Hanriot et L. Camua, Sur lo dosage de la lipase. Corapt. read, de l'Acad.

des Sciences. T. 124. p. 235—237 (1897). — Compt. rend. hebd. des söaiic. de laSoc.de
Biol. T. 49. p. 124—126 (1897).

^) Arisfidcs Kanitz, Über Pankreassteapsin und über die Reaktionsgeschwindig-
keit der mittelst Enzyme beM-irkten Fettspaltung. Zeitschr. f. pbysiol. Chem. Bd. 46.

S. 482—491 (^1905).

*) Aristides Kanitz, Beiträge zur Titration von hochmolekularen Fettsäuren. Ber.

d. Deutsch, chem. Ges. Bd. 36. S. 400— 404 (1903). —A.S. Loerenharf aud George Pcirce,
The inhibiting effect of sodium fluoride on the action of lipase (second paper). Journ.
of biolog. Chem. Vol. 2. p. 397—413 (1907).

— A. S. Loevenhartmä C. G. Sonder, On
the effect of bile upon the hydrolysis of esters by pancreatic juice. Ibid. Vol. 2. p. 415-425
(1907). — Otto V. Fürth und Julius Schütz, Über den Einfluß der Galle auf die fett-

und eiweißspaltenden Fermente des Pankreas. Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. Bd. 9.

S. 28—49 (1907).
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Gleichzeitige ([uantitative Bestimiiiuiig der Seilen und l'ctt-

sänren in einem Verdanuii^sgemische.

Zur glcieh/eitigcn (luaiititativcn liest iiniiiuiii;' der Seifen niid Fett-

säuren in einer \'erdauungsi'lüssiglveit koclit man diese nach Zusatz (ha*

mehrfa(;hen Alkohohnenge, filtriert, wäscht den Xiedei'schlau mit Alkohol,

verjagt den Alkohol aus dem Filtrate, macht die als Seifen vorhandenen

Fettsäuren durch Salzsäure frei, erhitzt wieder, lälit erkalten, filtriert die

erstarrten Fettsäuren, wäscht sie so lange mit destilliertem Wasser aus,

bis in der Waschflüssigkeit kein Chlor mehr nachweisbar ist. löst sie auf

dem lufttrockenen Filter in Äthei- und bestimmt nach .Mkoholzusatz die

gesamte P'ettsäurenmenge mit Vm tx''''"
V-2i) normaler alkoholischer Xatron-

oder Kalilauge bei Anwendung des l'henolphtaleins als Indikator.')

Untersuchung der Abbauprodukte der \erdauung dei' Fette

nach Levites.

Zur Untersuchunu- der bei der Verdauung der natürlichen Fette ent-
i-'

standenen Pi'odukte erwärmt man die Verdauungsflüssigkeit auf dem Wasser-

bade bis zum Schmelzen des Fettes, bringt sie dann auf Eis bis zum Er-

starren des Fettes, entnimmt die erstarrte feste Fettkruste, wäscht sie

mehrmals mit Wasser aus und löst sie in Äther oder Petroleumäther auf

(Lösung I). Falls man dui'ch blobes Erwärmen und nachfolgendes Erstarren

die Fette nicht aus der Verdauungsflüssigkeit entnehmen kann, wie dies

beim Vorhandensein einer erhebhchen Gallen- oder Schleimmenge ^\vv Fall

ist, so wird der \'erdauungsbrei im Schüttelapparat mit Äther ausgeschüttelt

und somit vom größten Teile des Fettes befreit: die Ätherschicht (Lösung I)

wird von der Wasserschicht getrennt. Letztere oder die nach Wegschaffen
des erstarrten Fettes übrig bleibende Flüssigkeit wird langsam auf dem

Wasserbade bis zur Trockene eingedampft und im Soxhhtschen Kxtrak-

tionsapi)arate mit Äther oder retroleumäther ausgezogen, wodurch man
die ätherische Lösung II ei'hält. Beide Ätherlösungen 1 und II werden vei-

einigt. Nach Verdunsten des Äthers und IMreien der Reste des Lösungs-

mittels durch Fjinleiten von Kohlensäure wird der aus dem Xeutralfette

und den freien Fettsäuren bestehende Rückstand gewogen und danach in

Alkohol aufgelöst. Mit Vio normaler alkoholischer Nat.-on- oder Kalilange

wird nun bei Phenolphtaleinanwesenheit die Sänrezahl bestimmt imd daraus

werden auf (irund dei^ mittleren Molekulargewichts die freien Fettsäuren

in Prozenten ausgedrückt. Der nach der Ätherextraktion im Scrh/cfscUvii

Apparate hinterbliebenc» feste Rückstand wird mit wässerigem Alkohol ver-

rieben, mit einer genau bekannten Salzsäuremenge angesäuert, eingedamiift

und im Soxhlel^diQn Extraktionsa|)parate mit Äther ausgezogen. Die so

erhaltene ätherische Lösung 111 enthält die im \'erdauungsgemische als

*) 0. V. Fürlli und .1 . Schütz, Ein Beitrag zur Motliodik der N'ersucbe iilxT Fett-

resorption aus isolierten Darmschlingen. Hcitr. z. clicni. rhysiol. m. l'ath. Bd. 10 S. 4()2

l)is 479 (1907).
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Seifen vorhandenen Fettsäuren. Man läßt den Äther verdunsten, wägt den

Rückstand und löst ihn nachher in Alkohol auf. In der alkoholischen Lösung-

titriert man die Menge der als Seifen im Verdauungsgemenge liefindlichen

P'ettsäuren mittelst i/jo normaler alkoholischer Natron- oder Kalilauge bei

Phenolphtaleingegenwart. Dieses Verfahren kann nur dann angewandt werden,

wenn keine anderen Stoffe (Proteine, Kohlehydrate) als Fette dem Ver-

dauungsprozesse unterworfen werden.^)

Feststellung des Gesaratfettes.

Um einem Verdaimngsgemenge das Gesamtfett zu entziehen, wird

das Verdauungsgemisch mit vorher ausgeglühtem Sande, Bimssteinpulver
oder Kaolinkörnern nach Salzsäurezusatz in einer Schale auf dem Wasser-

bade getrocknet. Der Trockenrückstand wird in eine Extraktionshülse aus

fettfreiem Papier (von Schleicher tV* Schüll. zu Düren) übertragen. Die

.Schale wird mit Äther wiederholt nachgespült und dieser Äther sogleich

durch einen trockenen Papierfilter oder besser durch einen Asbestfilter in

den die Extraktionshülse enthaltenden Extraktionsapparat gegossen. Nach
der Extraktion des Trockenrückstandes durch Äther im Extraktionsapparate
wird die Ätherlösung abgegossen, verdunstet und getrocknet. Schlieülich

bestimmt man die Menge des Fettrückstandes durch Wägen. Die Äther-

extraktion des Trockenrückstandes des Verdauungsgemisches erfolgt nur

schwer; sie muß wenigstens 50—52 Stunden dauern. P'alls Proteine oder

Zellelemente im Verdauungsgemenge vorhanden sind, so muü man sie

zuerst der Einwirkung der Pepsinsalzsäure unterwerfen.^) Zur Ätherextraktion

bedient man sich mit \'orteil statt des Soxhletsahen Extraktionsapparates
des durch Ä. Slosse und E. Vandewcyer veränderten Neufeid?>c\\^\i Apparates
oder des durch M. Kumagawa und Suto beschriebenen. In beiden Apparaten
bleibt die Extraktionsflüssigkeit stets siedend, so daß die Extraktion ohne

beständige Aufsicht leicht vor sich geht.=^) Bei der soeben beschriebenen

Methode werden die Seifen zerlegt, so daß man nur die freien und als

Seifen verbundenen Fettsäuren zusammen bestimmen kann. Stade zufolge

1) S.Levites, Über die Verdauung der Fette im tierischeu Organismus. Zeitschr.

f. physiol. Chem. Bd. 49. S. 273— 285 (1906).

^) C. DorDteyer, Die quantitative Bestimmung von Fett in tierischen Organen. Voi'-

läufige Mitteilung.' Pflügers Archiv f. d. ges. Physiol. Bd. 61. S. 341—342 (1895). — Der-

selbe, Die quantitative Bestimmung von Fetten. Seifen und Fettsäuren. Ebenda. Bd. 65.

S. 90—108 (1896).
— Jos. Xcrkinff, Neue Beiträge zur Fettbestimmung in tierischen Ge-

weben und Flüssigkeiten. Ebenda. Bd. 73. S. 172— 183 (1898).

") A. Slosse, L'albumine peut eile se transformer en graisse par simple maceration.

Arch. int. de Physiol. T. 1. p. 348—358 (1904). — Recherches experimentales sur la for-

mation de la graisse aux döpens de l'albumine. Ann. de la Soc. roy. des Sc. med. et nat.

de Bruxelles. T. 13. fasc. 2. p. 1—39. — A. Slosse et E.Vandeiveijer, Etüde analytique
de l'alimentation d'un groupe de 33 ouvriers bruxellois. Mem. cour. et autr. möm. publ.

par l'Acad. roy. de med. de Belgique. T. 19. fasc. 8. p. 1—63. — Miineo Knmagaira
und Kenzo Suto, Über die Bestimmung des Fettgehaltes tierischer b'lüssigkeiteu nach

Pflüger-Dormeijer. Beitr. z. chem. Physiol. u. Path. Bd. 4. S. 185—191 (1904).



Verdauung: Metliodcn zur rutorsuchung der Verdauungsprodukte. 22_• >

werden bei der Ätheroxtraktion des auf Kaolin getrockneten ^'('r<lauullus-

gemisches erhebliche Menj^en von Neutralfetten nicht extrahici-t: aulicrdcni

werden die Fettsäuren leichter vollständig extrahiert als die Xeutralfette,

so daß man bei diesem Verfahren leicht eine zu erhebliche l'ro/entzahl als

Spaltungsgrad der Fette erhält. M

Kuinaaawa und Suto haben neuerdings nachgewiesen, dal', bei der

Ätherextraktion von (remischen, welche aulier Fette noch andere Stoffe

enthalten, das Neutralfett keineswegs allein (luantitativ isoliert wird. Die

neue, von diesen Forschern empfohlene Verseifungsmethode, bei welcher die

Menge der hohen Fettsäuren quantitativ bestininit wird, davon das Ge-

wicht der etwaigen unverseifbaren Substanzen (Cholesterin usw.) abge-

zogen und die schlielilich erhaltene Zahl mit 1-045 vervielfältigt wird,

um aus den gefundenen hohen Fettsäuren die Menge des Neutralfettes zu

berechnen, könnte vielleicht gute Dienste bei Ivesorptionsversuchen über

Fettstoffe leisten, gibt aber keine Aufschlüsse über die bei der Verdauung
vor sich gehende Spaltung der Fette. 2)

Wie aus dem Vorhergehenden erhellt, ist es also keineswegs leicht,

die absoluten Mengen der als Neutralfett, als freie Fettsäuren und als

Seifen in einem Verdauungsgemische vorhandenen Fettstoffe genau zu er-

mitteln. Deshalb haben Volhard und Stade das unten beschriebene \'er-

fahren ersonnen.

Verfahren von Volhard-Stade zur Feststellung desiirades

der Fettspaltung durch Lipase. Um den Grad der Spaltung einer

Fettemulsion durch die Lipasen der Verdauungssekrete zu ermitteln, müssen

nach Volhard keineswegs alle im Verdauungsgemische vorhandenen Neutral-

fette und Fettsäui'en (quantitativ der Titration zugänglich gemacht werden,

denn die Fettspaltung erfolgt annähernd prozentual. Demnach genügt es

einen beliebigen Teil des Fettäthers zu titrieren und zu verseifen . um
daraus den rrozentgehalt des Äthers an Fettsäuren festzustellen. l!ei der

Ausschüttelung aliquoter Mengen des Verdauungsgemisches betragen nach

Stade die bei Ermittlung des prozentischen Verhältnisses abgespaltener

Fettsäuren beobachteten Unterschiede bei stets dersellien Schüttelzeit

höchstens V2V0' bei verschiedenen Schüttelzeiten indes bis 2'Vo-

Bei dem Volhard- Stadcschen Verfahren wird eine gewisse Menge
<20—50 cm^) des Verdauungsgemisches in eine Flasche voii ungefähr 150 cin^

Inhalt gebracht, welche niitigenfalls dann durch pjutaut hen in kaltes Wasser

rasch abgekühlt wird. Zur so entnommenen l'robe des \'erdauungsgemisches

fügt man Ib cm^ Äther sowie 2 cm* (bei Versuchen mit der Magenlipase)
oder mehr (bei Versuchen mit Pankreassteapsin) Alkohol, verschließt gut

') W. Stadr, Untersuchungen über das fettspaltendc Ferment des Magens. Beitr.

z. ehem. Physiol. u. Path. Bd. 3. S. 291—321 (1903).

"') M. Kumafiaiva und K. Stito, Ein neues Verfahren zur quantitativen Bestininiung
des Fettes und der unverseifbaren Substanz im tierischen Material nebst der Kritik

einiger gebräuchlichen Methoden. Abhandlung I. Biochem. Zeitsclir. Bd. 8. S. 211 bis

347 (190S).
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und schüttelt während mehrerer Minuten, bis der oben aufsitzende Äther

einen intensiv gelben Farbenton zeigt, wodurch bewiesen wird, daü Neutral-

fett wie Fettsäuren in genügender Menge extrahiert sind. Die Fettspal-

tung hört fast sofort im Augenblicke der Äthereinwirkung auf. so daß

beim Schüttelverfahren die Zerstörung des Fermentes durch Kochen über-

flüssig ist. Der Zusatz von Alkohol zum Äther beschleunigt die Schichtung

und vermeidet die Bildung von Emulsionen. Sobald sich nach Beendigung

des Schütteins der Äther vom Verdauungsgemische getrennt und geklärt

hat, werden 50 cm 3 desselben in ein Kölbchen abgegossen, mit 1'^ cni^

säurefreien Alkohols versetzt und mit wässeriger Vio normaler Natronlauge

auf Phenolphtalein titriert, wodurch man den Gehalt an freien Fettsäuren

(Wert I) bestimmt. Um säurefreien Alkohol zu erzielen, wird der Alkohol

in 5-Literflaschen im durch Dampfzuleitung erhitzten Wasserbade gekocht

und mit Vio normaler Natronlauge gegen Phenolphtalein neutralisiert. Da-

nach werden 10 cm^ normaler Natronlauge dem (lemische zugesetzt und

die Kölbchen 2 Stunden auf kochendem Wasserbade unter dem Rückfluß-

kühler oder 24 Stunden gut verschlossen bei Zimmertemperatur gelassen,

wodurch die noch in dem Gemische enthaltenen Neutralfette völlig ver-

seift werden. Da durch die Verseifung das Glas angegriffen wird, beson-

ders beim Kochen, so empfiehlt es sich, die zur Verseifung dienenden

Kölbchen aus Jenenser Normalglas vor dem wiederholten Gebrauche der

Einwirkung strömenden Dämpfen auszusetzen, bis daß das an ihren Wänden

kondensierende Wasser ohne Alkaligehalt abfließt. Nach der A'erseifung

enthält das (lemisch das gesamte extrahierte Fett in Form von Natron-

seifen und außerdem einen Überschuß an freier Natronlauge. Man fügt

dann 10 on^ normaler Schwefelsäure zur verseiften Flüssigkeit. Ein Teil

dieser Säure wird zur Neutralisierung der überschüssigen Lauge verwandt,

der andere Teil treibt aus den durch die Verseifung gewonnenen Natron-

seifen die Fettsäuren aus, deren Menge (AVert II) man mittelst Vio nor-

maler Natronlauge auf Phenolphtalein titrimetrisch ermittelt. Aus den beiden

I X 100
Titerwerten I und II läßt sich dann nach der Gleichung x = '

.- die

Größe der Fettspaltung in Prozenten bei'echnen.

Da emulgierte Fette (z.
B. Eigelb) auch ohne Fermenteinwirkung in

geringem Grade gespalten werden, so soll man stets bei den Versuchen über Fett-

verdauung eine Kontrollprol)e anstellen, indem man die gekochte Ferment-

lösung (Magensaft, Pankreassaft) anwendet. Das Volhard-StadescheYeYiuhren

eignet sich gut für Eigelb, weniger aber für Milch- oder Sesamölemulsionen.i)

') W.Stade, 1. c. — Adolf Zinsser ,
Über den Umfang der Fettvordauung im

Magen. Beitr. z. ohcm. Pbysiol. u. Pathol. Bd. 7. S. 31—äO (1906). — Allxrt Fromme,
Über das fettspaltende Ferment der Magenschleimhaut. Ebenda. Bd. 7. S. 51—76

(1906).
— Hans Engel, Über das Zeit- und Fermentgesetz des Pankreassteapsins. Eben-

da. Bd. 7. S. 77—83 (1906). — Friedrich Heinsheimer, Experimentelle und klinische

Studien über fermentative Fettspaltung im Magen. Arbeiten aus dem pathologischen
Institut zu Berlin, zur Feier der Vollendung des Institutsueubaues herausgegeben von

Johannes Orth. Berlin 1906. S. 506—522.
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Bestiiiiiiiung' von Seifen neben Fettsäuren in X'erdaiiun«' >-

gemischen nach Pflüger. Pßüger hat naehiiewiesen, dar» ans der

Lösung- einer neutralen Seife durch wiederiiolte Ätlierausschüttelungen ein

großer Teil der vorhandenen Fettsäuicn infolge der dabei vor sich gehenden

Hydrolyse entzogen werden kann. Demnach kann man aus einem Gemenge
von Seifen und Fettsäuren die letzteren durch Ätherausschüttelung keines-

wegs quantitativ genau bestimmen. Um den dabei sich ergebenden
Fehler zu vermeiden, empfiehlt Pjiij(jer folgende Methode, welche auf der

völligen Fällung der Seifen mittelst Kochsalz bei 0" beruht: Das Ver-

dauungsgemisch wird in 2 Hälften verteilt, wovon die eine filtriert

wird, die andere hingegen nicht. In der ersten Hälfte wird die Menge
der in Lösung befindlichen Fettsäuren bestimmt. Die filtrierte Flüssigkeit
wird in 2 gleiche Portionen verteilt. Der erste Teil wird mit Salzsäure

angesäuert und mit Äther ausgeschüttelt. Der Ätheranszug liefert

die Gesamtmenge n der im \'erdauungsi)rodukte in Lösung befindlichen

freien und in Seifen gebundenen Fettsäuren. Der andere Teil wird mit

Na Gl gesättigt, wozu man zu 50 cm »
Flüssigkeit öOO c»?3 gesättigter Xa Cl-

Lösung und log NaCl fügt. Nach lostündigem Stehen auf Eis wird

bei 0" filtriert. Der Niederschlag Avird mit siedendem Alkohol aufgenommen;
in der so erhaltenen alkoholischen Lösung stellt man die Menge h der

ausgesalzenen freien Fettsäuren fest. Nach Abschlub der Titration wird der Al-

kohol aus der neutralen Seifenlösung verjagt, letztere mit Salzsäure angesäuert
und mit Äther ausgeschüttelt. I)ieser Ätherauszug gibt bei der Titrierung die

(xesamtmenge c der durch die Aussalzung ausgeschiedenen freien und gel)un-

denen Fettsäuren, c—h entspricht der Menge d der in den gelösten Seifen ent-

haltenen Fettsäuren, a—(c—h) der Gesamtmenge e der freien gelösten Fett-

säuren. Um den ganzen Betrag der Seifenbildung zu erfahren, wurden in der

zweiten Hälfte des Verdauungsgemisches ohne jede Filtration die Seifen in der

oben beschriebenen Weise ausgesalzen. Der so erzielte Niederschlag wird mit

siedendem Alkohol aufgenommen: durch Titration ermittelt man die Menge /'

der ausgesalzenen freien Fettsäuren des Gesamtverdauungsgemisches. Nach

der Titration wird der Alkohol weggejagt, der Rückstand mit Salzsäure ange-

säuert und mit Äther ausgeschüttelt. Der Ätherauszug gibt hei der Titration

die i\Ienge g der ausgesalzenen freien und gebundenen Fettsäuren der Gesamt-

verdauungsflüssigkeit. ^^"^ entspricht der Gesamtmenge k der in den gelösten

oder ungelösten Seifen enthaltenen Fettsäuren. Zieht man von der Gesamt-

menge der Fettsäuren der Seifen h die Menge d der in den gelösten

Seifen befindUchen Fettsäuren ab, so erfährt man die Menge i der sich

aus der übersättigten Lösung niederschlagenden Seifen.M

*) E. Fflügcr, Über die Bedeutung der Seifen für die Resorption der Fette nebst

oiiiom Beitrag zur Chemie der Seifen. Arch. f. d. ges. Physiol. Bd. 88. S. 431—4ri2 (l'.K)2).

— Derselbe, Über Kalkseifcn als Beweise tregen die in wässeriger Lösung sich voll-

ziehende Rcsurptiou der Fette. Ebenda. Bd. 89. S. 211— 220 (1".KI2).
— Derselbe.

Über die Verseifung, welche durch die Galle vermittelt wird, und die Bestimmung von

Seifen neben Fettsäuren in Gallenmischungen. Ebenda. Bd. 90. S. 1— 32 (lit02).

Abderhalden, Uandbuch der biochernisohoii Arbeitsmethoden. IIT. If)
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(Jlvzerin. Das untersuchte Verdauungsgemisch wird mit Äther so

lange extrahiert, bis der Ätlier Fett übernommen hat. Der fUissige oder

breiige Rückstand wird nach etwaiger vorsichtiger Einengung auf dem

Wasserbade bei nicht zu hoher Temperatur mehrmals mit Alkohol extrahiert.

Die Alkohollösung wird filtriert und das Filtrat in einem Becherglas auf das

Wasserbad gebracht, um den Alkohol zu verjagen. Um Glyzerinverlust

beim Eintrocknen zu vermeiden, wird dabei die Wand des Becherglases

wiederholt mit kleinen ]\Ieiigen Wassers abgespritzt. Nachdem die ganze

Flüssigkeit auf einige Kubikzentimeter eingeengt ist. wird sie mit Wasser

aufgenommen.
Um die Anwesenheit von Glyzerin nachzuweisen, genügt es, die

wässerige Lösung mit Borsäure zu erhitzen, wobei sich aus dem Glyzerin

Akrolein bildet, welches durch den stechenden Geruch und durch die

Fähigkeit seiner Gase mit Silbernitrat getränktes Filtrierpapier zu schwärzen

leicht erkennbar ist.')

Zur (luantitativen Bestimmung des Glyzerins werden 25 cm^ des nach

der Ätherextraktion zurückbleibenden Verdauungsgemisches mit Alkohol auf

100 cm^ Gesamtvolumen gebracht, mehi^mals umgeschüttelt, nach Stehen-

lassen filtriert. Vom Filtrate gießt man SO cm^ in ein Becherglas und

verjagt den Alkohol auf dem Wasserbade unter wiederholtem Abspritzen
der Wand des Becherglases mit wenig Wasser. Wenn nun noch einige

Kubikzentimeter Flüssigkeit im Becherglase vorhanden sind, wird sie mit

Wasser in ein Maßkölbchen von 25 cm^ Inhalt gegossen und destilliertes

Wasser bis zur Marke hinzugefügt. Die Flüssigkeit wird alsdann wieder-

holt mit Petroläther ausgeschüttelt. Von der wässerigen Flüssigkeit ent-

nimmt man 10 cm^, welche nochmals unter Beobachtung der oben an-

gegebenen Kautelen auf dem Wasserbad eingeengt und nachher auf 10 c»/"

mittelst Hinzufügung destillierten Wassers gebracht werden, ^'on dieser

wässerigen Lösung dienen je 5 cm^ zur quantitativen Bestimmung des

Glyzerins nach dem durch Stritar, Hernnann sowie Tangl und Weiser

etwas veränderten (Bd. II, S. 216) schon beschriebenen Jodidverfahren von

Zeisel und FantoJ)

*) A. Wohl und C. Neuberg, Über die Darstellung des Akroleins. Ber. d. Deutsch,

ehem. Ges. Bd. 32. S. 1352—1354 (1899).
— J. Woh7ge7nnth, Über den Sitz der Fermente

im Hühnerei. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 44. 8.540—545(1905). — Derselbe. Über
das Vorkommen von Fermenten im Hühnerei. Festschrift zui' Ehre des 60. Geburtstages
von Ernst Salkowski. Berlin 1904. S. 433—441.

^) S. Zeisel und E. Fanto. Über ein neues Verfahren zur Bestimmung des Glyzerins.
Zeitschr. f. d. landw. Versuchswesen in Österreich. Bd. 5. S. 729 (1902).

— Dieselben.

Bestimmung des Rohglyzerins im Weine mittelst der „Jodidmethode". Zeitschr. f. analyt.
Chem. Bd. 42. S. 549—578 (1903).

— M.J. Stritar, Zur Methoxyl- und Glyzerinbestimmung.
Ebenda. Bd. 42. S. 579—590 (1903).

— August Herrmann, Über die Bestimmung des

Glyzerins im Harn. Beitr. z. chem. Physiol. u. l'athol. Bd. 5. S. 422-431 (1904).
—

Franz Tangl und Stephan Weiser, Über den Glyzeringehalt des Blutes nach Unter-

suchungen mit dem .^eiseZschen Jodidverfahren. P^rtr/fr^ Archiv, f.d. ges. Physiol. Bd. 115.

S. 152—174 (1906).
— Felix Reach, Versuche über die physiologische Veresterung der

Fettsäuren. Zentralbl. f. d. ges. Physiol. u. Pathol. d. Stoffwechsels. N. F. Jg. 1907. Nr. 20.
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d) Isolierung der Alibaiiproduktc der Verdjiiuiiii,' der Proteine.

Zur riitersuchunii' der \'ordauunj^' der l'roteiiio hestelioii mehrere
Verfahren, welche den Grad der Spaltnnj^- und die Meuf^en der verschie-
denen Gruppen von Spaltprodukten zu bestimmen streben.

\erfahren zur Untersuchung der Ai)nahme der Geiniinitiit
der Proteine.

Bei der \ernichtung der (ienuinität der Proteine verschwindet die

Gerinnbarkeit. Um den in einem \'erdauungsgemisch noch genuinen Anteil

der Proteine zu bestimmen, wird dieses der Ilitzekoagulation in schwach

essigsaurer Lösung unter Na Cl-Zusatz unterworfen. Durch Filtration trennt

man die geronnenen Proteine und bestimmt nach Kjddahl den Stickstoff-

gehalt des die geronnenen noch genuinen Proteine enthaltenden Nieder-

schlages sowie des die nicht mehr geriinibaren Proteine und ihre Spaltungs-

produkte enthaltenden Filtrates. \)

Man kann sich auch dazu der im I. Rande (S.686) schon beschriebenen

Enteiweiliungsmethode von il/ic^^rve^is mi&Rona bedienen, bei welcher allei'dings
ein Teil der Proteosen mit den Proteinen bei der Mastixfällung niederge-

schlagen werden. 2) Die Pestimmung des Stickstoffgehaltes des Filtrates

nach Kjeldnhl erlaubt also nur eine Schätzung des heim \'ei-dauungsprozesse

gelüsten Stickstoffes.
=*)

Quantitative Messung proteolytischer Spaltungen mittelst
der Formoltitrierung nach Sörensen. Nach Sörensen muß man eine

proteolytische Spaltung als eine Hydrolyse mit Bildung von Karboxyl- und

Aminogruppen betrachten, so daß eine rationelle Messung der Spaltungs-

größe auf eine (luantitative der durch die studierte Proteolyse gebildeten

Karboxyl- oder Aminogruppen zielen soll. Nach einem die Aminogruppen
in Methylengruppen verwandelnden Formolzusatze kann man titrimetrisch

den Gehalt an Karboxylgruppen vor, nach oder während der Pi'otcolyse

bestimmen. Die so nachgewiesene Zunahme der Karboxlgruppen stellt dann

den Grad der Proteolyse dar und kann durch die entsprechende ^lenge

Vs normaler Barytlösung ausgedrückt werden. Nimmt man nun an, daß für

jede freigewordene Karboxylgruppe eine Aminogruppe entwickelt wird, so

kann man den Grad der Proteolyse in Milligramm Stickstoff ausdrücken,

indem man die verbrauchte Anzahl Kubikzentimeter der V& normalen At/-

barytlösung mit 'l'>^ vervielfacht.

Zu -lO cm^ der untersuchten Verdauungsflüssigkeit werden 10 cm-''

einer frisch bereiteten Phenolphtalein-Formolmischung (öOrws [landelsformol

M C. Oppenheim ff und H.Aroii, Über das N'crliMlteii des gonuiucii ^crunis gcgt'ii

die tryptischo Verdauung. IJoitr. z. ehem. Physiol. u. Pathid. Bd. 4. S. 279— 299 (1904).

^) J'. Bona und L. Michaelis, Beitrag zur Frage nach (Um- kulKuthiion Natur von

Albumosonlösiuigcn. Biochem. Zcitschr. Bd. 3. S. 109—llö ( 1907). — Dieselbon, Über

die Löslichkeitsverhältnisse von Albuniosen und Fermenten mit Hinldiek auf ilire Be-

ziehungen zu Lecithin und Mastix. Ebenda. Bd. 4. S. 11— 20 (1907).
— E. Zitiiz, Contri-

liutiou :i l'etudc des proteoses. Arch. int. de Physiol. T. 5. p. 24;")— 206 (1907).

^) //. Äron uiul /'. Klnupin. Studien über die proteolytischen Knzyme in einigen

pflanzlichen Nahrungsmitteln. Biochem. Zcitschr. Bd. 9. S. 163—184 (1908).

Ifr*
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+ 1 cm^ einer VsVoi&^n Lösung von Phenolphtalein in öO^oi^em Alkohol;

die Mischung wird mittelst Baryt- oder Natronlauge genau neutralisiert)

oder ]5cwj3 einer Thymolphtalein-Formolmischung (25 crn^ Alkohol + 50 cm^

Handelsformol + 5 cm^ einer i/oVooigC'n alkoholischen Thymolphtaleinlösung:
die ^lischung wird genau neutralisiert) gefügt. Dann versetzt man die

Flüssigkeit mit
-/r,

normaler Ätzbarytlösimg unter Umschütteln bis zur Rot-

färbung bei Phenolphtaleinanwendung, bis zur deutlichen blauen Farbe bei

Gebrauch von Thymolphtalein, fügt nachträglich noch einen bekannten Über-

schuß der 1/5 normalen Ätzbarytlösung hinzu und titriert schließlich mit

1/5 normaler Salzsäure zurück. Die Titrierungen erfolgen bis zum Erhalten

derselben Farbe wie in einer Kontrollflüssigkeit, welche 20 oit^ destillierten

Wassers statt der untersuchten Verdauungsflüssigkeit enthält. Die bei der

Titrierung der Kontrolllösung etwa verbrauchte Menge der V5 normalen

Ätzbarytlösung wird von der zum Neutralisieren der \'erdauungsflüssigkeit

nötigen abgezogen. Die den Yerdauungsflüssigkeiten im voraus zugesetzten

Salzsäure- oder Alkalimengen müssen selbstverständlich bei der Berechnung
der Analyse in Betracht gezogen werden.

Falls keine Karbonate oder Phosphate in dem Verdauungsgemische
vorhanden sind, so kann man es ebensogut mittelst Vm normaler Natron-

lauge als mittelst Ätzbaryt titrieren. Die Natronlauge ist der Barythisung
bei der Titrierung von phenylalaninreichen Mischungen vorzuziehen. Bei

der Titrierung gewisser Proteine und ihrer ersten Spaltungsprodukte soll

man die Vio normale Natronlauge statt der 1/5 normalen Ätzbarytlösung

verwenden, um die Ausfällung schwer löslicher Barytverbindungen, besonders

beim Gebrauche von Thymolphtalein, zu umgehen.
Das Prolin = a-Pyrrolidinkarbonsäure braucht bei der Phenolphtalein-

titrierung nur 807o und bei der Thymolphtaleintitrierung nur 92 Vo der

berechneten Barytmenge. Der dadurch bewirkte Fehler ist ohne Bedeutung,
wenn das Proün, wie in den meisten Fällen, nur einen kleinen Bruchteil

der gesamten Aminosäuremenge ausmacht
;

ist es hingegen in reichlicherer

Menge vorhanden, so kann man die Formoltitrierung nicht anwenden.

Bei der Titrierung mit Natronlauge und Phenolphtalein verbraucht

Tyrosin 105-5''/o der berechneten Natronlauge, bei der Thymolphtalein-

titrierung 137"5Vo. Bei Anwesenheit größerer T}T0sinmengen ist demnach
die Methode unbrauchbar. Beim Vorhandensein kleiner Mengen darf mau
die Titrierung nur mit Natronlauge und Phenolphtalein vornehmen. Auch
bei der Formoltitrierung der bei einer gewöhnlichen Proteinspaltung ent-

standenen Mischung von Aminosäuren kann das anwesende T}Tosin einen

Fehler verursachen. Derselbe ist aber gewöhnlich nur klein und geht über-

dies nach Sörensen in entgegengesetzter Pachtung von der der übrigen

Fehlerquellen der Methode. Da Sörensen zufolge freie Phenolgruppen während
der Proteolyse wahrscheinlich nicht gebildet werden, ist dieser Fehler voraus-

sichtlich von ungefähr derselben Bedeutung vor und nach der Proteolyse.
Wie dem auch sei, der Umschlag ist bei Tyrosinanweseuheit weniger scharf

als sonst.
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Die Guanidinsalzp verhalten sich auch uucii Funiiolzusatz als voll-

ständig neutrale Verhindunnen. Wenn in ticin Proteinniolelvül das AriJ:iniii

mit den üloriiien Molekülteilchen nur dnrcli seine Aniino- oder Karlioxyl-

gruppe verknüpft ist, Avährcnd die Guanidingruppe auch im l'roteinmolekül

frei ist, wird d\v Passivität der Guanidingrui)p(' dein Forniol gegenüber
keinen Fehler verursachen. Finch't sich aber im l'roteinmolekül eine (iuanidin-

gruppe mit einer Karboxylgruppe anhydridai-fig verbunden, so vvii'd die

Spaltung einer solchen Bindung sich der Messung bei der Formoltitrierung
entziehen.

Die natürlichen Proteinlösungen haben oft eine mehr oder minder

stark gelbe oder bräunlichgelbe Farbe. Daher ist es zweckmäßig, wenn
auch meistens nicht notwendig, die Kontroilösung durch Zusatz einiger

Tropfen von schwachen Lösungen passender Farbstoffe ähnUch zu färben.

Zu diesem Zwecke eignen sich je nach der Farbe des Verdauungsgeniisches

Lösungen von (>2
// Tropäolin 0. Tropäolin 00 oder Bismarckbraun in 1 l

Wasser, sowie Lösungen von 002
(j
Methvlviolett in 1 / Wasser. In einiger-

maßen stark gefärbten Flüssigkeiten ist die Phenolphtaleintitrierung der

Thvmolphtaleintitrierung vorzuziehen.

Das Sörensen&che Verfahren ist besonders dann anwendbar, wenn die

ersten Spaltungsprodukte der Proteine in weitei-e durch die Wirksamkeit

der proteolytischen Fermente übergeführt werden.

Bei tief dunkelbraun gefärbtem Verdauungsgemische kommt es. wenn

auch nur selten, vor, daß selbst nach der ^'erdünnung mittelst destilliei-t(Mi

Wassers die Formoltitrierung nicht genügend scharf und genau ausgeführt

werden kann. In diesen Fällen muß man durch Fällung in salzsaurer Lösung
mit einigermaßen reichlichen Mengen Silbernitrat die untersuchte Fhissigkeit

entfärben, ehe man die Formoltitrierung ausführt. 20 rm''^ der Verdauungs-

lösung werden in einen Kolben von 50 cm^ Inhalt gegossen und duiTh

Zusatz von Salzsäure oder Natronlauge und destilliertem Wasser auf 20 cw»

Gesamtvolumen und auf die Acidität einer ^/jo normalen Säurelösung

ungefähr gebracht. Danach werden zirka 4 ciii^ einer ungefähi- 2-normalen

Baryumchloridlösung (244 g reines BaCl- -f- HM) pro Liter Lösung) zugesetzt

und darauf unter oft wiederholtem Schütteln tropfenweise zirka 20 on^

einer ungefähr 1/3 normalen Silbernitratlösung (56'7 <7 reines AgNO^ pro

Liter Lösung). Nachdem der gebildete Schaum sich bei kurzem Stehen

gesetzt hat, wird kohlensäurefreies Wasser bis zur Marke zugesetzt und

überdies 4 Tropfen Wasser, deren \'olumen ungefähr dem Volumen des von

20 cin'^ der '/g normalen Silbernitratlösung heri'ührenden Sill)er(hlorids ent-

spricht. Nach gutem Schütteln wird durch ein gewöhnliches Filter (von

11 cm Durchmesser) filtriert, indem man darauf achtet, möglichst viel von

dem Niederschlag auf das Filter zu bringen. Das im Anfang trübe Filtrat

wird vorsichtig auf das Filter zurückgegossen. Mit einer passenden Menge

(15—30 cm^) des schließlich erhaltenen, völlig klaren Filtrates wird dann

eine Formoltitrierung mit Phenolphtalein als Indikator in der oben be-

schriebenen Weise ausgeführt, indem die eventuell im voraus zugesetzten



230 E. Zunz.

Säure-, bzw. Basenmengen mit in Rechnung gezogen werden. Bei dieser

Versuchsanordnung entsteht dadurch ein Fehler, daß bis 2'^lo des Gesamt-

stickstoffes mit dem Silberchlorid gefällt werden. Will man diese Stickstoff-

menge bestimmen, so werden Filter und Niederschlag dreimal mit zirka

Vs normaler Baryumchloridlösung gewaschen, indem man das Filter jedes-

mal völlig leer laufen läßt und darauf vollständig mit der Waschflüssigkeit

füllt. Dabei muß man besonders darauf achten, den obersten Rand des

Filters sorgfältig zu waschen, selbst wenn die Waschwässer ein wenig

getrübt werden, denn der dadurch entstandene Fehler ist weit kleiner als

dei- durch ein unvollständiges Waschen verursachte. Schließlich ^^^rd die

Stickstoffmenge im Filter und Niederschlag zusammen nach Kjeldahl

bestimmt.!)

Bestimmung der in einem Verdauungsgemische vorhandenen

Proteosenmenge. Um die in einem Gemische von Verdauungsprodukten
der Proteine vorhandene Proteosenmenge zu bestimmen, fügen K. Baumann
und A. Bömer zu je 100 cm^ der vorher neutralisierten und vom Neutrali-

sationsniederschlag durch Filtrieren befreiten Flüssigkeit 2 c»^^ einer durch

Vermischen von 1 Volumen konzentrierter Schwefelsäure mit 4 Volumina

destillierten Wassers erhaltenen verdünnten Schwefelsäure. Die so angesäuerte

Lösung wird dann in der Kälte mit feingepulvertem Zinksulfat gesättigt,

so daß sich nach 24stündigem Stehen Zinksulfatkristalle wieder ausscheiden.

Der Niederschlag wird dann auf ein Filter gebracht und mit einer schwach

angesäuerten kaltgesättigten Zinksulfatlösung gewaschen. Bei diesem Ver-

fahren kann man den Albumosenstickstoff unmittelbar nach Kjeldahl

bestimmen.2)

Untersuchung der Stickstoffverteilung zwischen den ver-

schiedenen Gruppen von Proteosen und anderen Spaltprodukten
der Proteine. Um den quantitativen Verlauf der peptischen Eiweißspaltung
bei Verdauungsversuchen in vitro und in vivo zu verfolgen, kann man sich

der Untersuchung der Stickstoffverteilung zwischen den verschiedenen so

entstandenen Produktenfraktionen nach folgendem ^'erfahren bedienen.*)
Die Gesamtverdauungsflüssigkeit bzw. davon in bestimmten Zeit-

punkten entnommene Proben oder der Magen- oder Darminhalt werden
zuerst durch Filtrieren von den etwaigen noch vorhandenen ungelösten

*) S. P. L. Sörensen, Etudes enzymatiques. I. Compt. lend. des trav. du lab. de Carls-

berg. T. 7. fasc. 1. — Derselbe, Enzymstudien, Biochem. Zeitschr. Bd. 7. S. 45— 101

(1907). — S. P. L. Sörensen und //. Jessen-Hansen
,

i)ber die Ausführung der Formol-

titrierung in stark farbigen Flüssigkeiten. Biochem. Zeitschr. Bd. 7. S. 407—420 (1908).

2) K. Bmimann und A. Bömer, t)ber die Fällung der Albumosen durch Zink-
sulfat. Zeitschr. f. Untersuch, d. Nahrungs- u. Genußmittel. Bd. 1. S. 106—126 (1898).

**)
E. Zunz, Über den quantitativen Verlauf der peptischen Eiweißspaltung. Zeitschr.

f. physiol. Chem. Bd. 28. S. 132-173 (1899).
— Derselbe, Contribution ä Tötude de

la digestion peptique et gastrique des substances albuminoides. Ann. de la Soc. roy. de
Scienc. med. et nat. de Bruxelles. T. 11. fasc. 1. p. 1-188 (1902). — Derselbe, Über die

Verdauung und Resorption der Eiweißkörper im Magen und im Anfangsteil des Dünn-
darmes. Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. Bd. 3. S. 339—364 (1902).
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1111(1 geronnenen Proteinen befreit. Falls solche anwesend sind, so werden sie

mit einer ziemlich erheblichen Menge konzentrierter Schwefelsäure versetzt

und bis zur völligen Lösung- stehen gelassen. Durch vorsichtiges Erwärmen
auf dem Wasserbade kann man das Auflösen etwas befördern. I »er Stickstoff-

gelialt (lieser schwefelsauren Lösung der Proteine wii-d nach Kjclduhl fest-

gestellt. >Liii bestiiiimt ebenfalls nach Kjddalil den Stickstoffgehalt eines

genau bekannten Teiles des Filtrates (lOc???^ z. 1'».), dessen Menge man

genau abmißt.')

Dann erhitzt man das eventuell mittelst verdünnter Kssig.säure

leicht angesäuerte Fdtrat (i zum Sieden, um die noch gelösten Proteine zur

(lerinnung zu bringen, filtriert, wäscht mit etwas heißem Wasser das auf

dem Filter geblieliene geronnene Eiweiß, setzt die Waschwässer zum vom

gerinnbaren Stickstoff befreiten Filtrate h und mißt das \'oliimen dieser

Gesamtflüssigkeit h. Nun bestimmt man den Stickstoffgehalt einer \() au^

des Filtrates a entsprechenden Menge des Filtrates h nach Kjcldahl ; der

zwischen den so erhaltenen Stickstoffmengen bestehende Unterschied er-

gibt den als gelöstes aber noch gerinnbares Eiweiß vorhandenen Stickstoff.

Danach neutralisiert man das Filtrat h soi'gfältig durch tropfenweise

Zufügung einer verdünnten Natronlauge oder Natrium karbonatlösung und

filtriert vom aus Acidalbumin bestehenden entstandenen Neutralisations-

niederschlag ab, w^odurch man das Filtrat c erhält, dessen Stickstoffgehalt

nach KjelduJil bestimmt wird. Der T^nterschied zwischen dem Stickstoff-

gehalte der Filtrate h und c ergibt den im Neutralisatiousniederschlag

enthaltenen Stickstoff. ^lanchmal verbleiben indes noch geringe Acidalbumin-

mengen im Filtrate c, welche schon durch eine geringe Menge gesättigter

Zinksulfatlösung gefällt werden und also die in der ersten Proteosenfraktion

gefundene Stickstoffmenge etwas zu hoch ausfallen lassen.

Da die Fällungsgrenzen der einzelnen Proteosenfraktionen an \'er-

dauungslösungeu bestimmt wurden, welche etwa 2"/o gelöste iiii'l verdaute

Proteine enthielten, so muß das P'iltrat c, ehe es der Fraktionierung unter-

worfen wird, je nach P>edarf durch Einengen oder N'erdünnen auf diese

Konzentration gebracht werden. Hierauf säuert man das Filtrat c durch

Zusatz von -2 cm^ verdünnter Schwefelsäure (1 \'olumen konzentrierter

Säure auf 4 Volumina Wasser) auf je 100 aw^ Flüssigkeit an iiiid >t('llt

das Gesamtvolumen der Flüssigkeit fest, um zu ersehen, in welchem \er-

hältiiisse dasselbe zu \0 cni^ des ursprüngHchen Filtrates^/ steht. Nun

fügt man zum Filtrate c das gleiche Volumen einer kaltgesättigten, durch

Zusatz von 2rw» verdünnter Schwefelsäure auf je 100 cw^ angesäuerter

Zinksulfatlösung, wodurch die Protoalbumose (oder die Protoalbumoseni und

*) L. Tohler, Über die Eiweißverdauuug im Magen. Zeitschr. f. pliysiol. Chem.

Bd. 45. S. 185—215 (190ö).
— E. Zitiiz, Contribution ä Tetude de la digestion pastriiiuc

de la viande crue et de bi viande cuite chez le chien. Mem. cour. et autres im-ni. luibl.

par TAcad. roy. de med. de lielgitjue. T. 10. fasc. 3. p. 1—36 (190G). — Nouvelles recberches

sur la digestion de la viande crue et de la viande cuite chez le cliien. Ibid. T. 29. fasc. 7.

p. 1-30 (1907).



232 E. Zuuz.

die Heteroalbumose in Gestalt feiner Flocken gefällt werden, welche sich

ziemlich schnell auf dem Boden des die Flüssigkeit enthaltenden Gefäßes

absetzen. Um absolut klare Filtrate zu erzielen, ist es gut, die Flüssigkeit

einige Tage an einem kühlen Orte stehen zu lassen. Für die folgenden

Proteosenfraktionen ist diese Vorsichtsmaßregel noch mehr erforderlich, da

bei ihnen die Abscheidung eines abfiltrierbaren Niederschlages häufig erst

nach längerem Stehen erfolgt. Das Filtrieren darf erst dann beginnen,

wenn der Niederschlag sich vollständig oder wenigstens zum größten Teil

am Boden des Gefäßes abgesetzt hat. Um dem \'erlust von Hüssig-
keit durch Verdunstung vorzubeugen, empfiehlt es sich, die Filtration an

einem kühlen Orte vorzunehmen. Der Trichter mit dem doppelten oder

dreifachen Filter steht unmittelbar in dem die filtrierende Flüssigkeit auf-

nehmenden Kolben und wird sorgfältig mit einer Glasplatte bedeckt ge-
halten. Wird Talk auf das Filter gebracht, so erhält man schon nach 1-

oder 2tägigem Stehen ein klares Filtrat, selbst wenn der Niederschlag sich

noch keineswegs völlig am Boden des Gefäßes abgesetzt hat. Vom klaren

Filtrate d wird nun so viel Flüssigkeit abgemessen, als \0 cm'^ der Ur-

sprungslösung entspricht, und dann der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt.

Der Unterschied zwischen dem Gesamtstickstoff des Filtrates c und dem

Stickstoffgehalt des Filtrates d ergibt den in der Protoalbumose (oder

Protoalbumosen) und der Heteroalbumose enthaltenen Stickstoff. Bei Unter-

suchung des Mageninhaltes können Spuren von Schleim vorhanden sein,

deren man sich nicht durch Gerinnung entledigen kann. Dieser Schleim

wird mit der ersten Proteosenfraktion niedergerissen. Der dadurch bewirkte

Fehler ist indes, da es sich stets nur um verschwindend geringe Mengen
handelt, nur unbedeutend. Bei den Versuchen mit Hafereiweiß fügt man
zum angesäuerten Filtrate c nur die Vs seines Volumens entsprechende

Menge an gesättigter saurer Zinksulfatlösung, wodurch in 100 cm» des

Gemisches 40 cm^ der Zinksulfatlösung enthalten sind.i)

Zum Filtrat d setzt man die zur FäUung der zweiten Proteosenfraktion

(Deuteroalbumose A) nötige Zinksulfatmenge. Dafür muß man zum Filtrat d

bei der Verdauung von kristallisiertem Serum albumin, von Kasein oder von

Fleisch die Hälfte seines Volumens an gesättigter saurei- Zinksulfatlösung

fügen, wodinch in 100 cm^ des entstandenen Gemisches 66 cm^ 7 der Zink-

sulfatlösung enthalten sind. Für das Hafereiweiß werden zum Filtrate d
die ^/a seines Volumens entsprechende Menge an gesättigter saurer Zink-

sulfatlösung gefügt, wodurch in 100 ctn^ des Gemisches (>6 cm^ 7 der Zink-

sulfatlösung enthalten sind. Wie Banzhaf und Gihson es deutlich nachge-
wiesen haben, darf man in diesen Fällen nicht von ^

3-Zinksulfatsättigung

sprechen.2) Für das kristallisierte Eieralbumin werden zum Filtrate d die

/g seines Volumens entsprechende Menge an gesättigter saurer Zinksulfat-
2

') Ernst Rosenfeld, Über die Eiweißverdauung im Maiieu des Pferdes. luaug.-
Dissert. Leipzig 19Ü8. 54 S.

^) Edwin J. Banzhaf aud Robert Banks Gibson, The fractioual precipitation of

aiititoxic serum. The Journ. of hiolog. Chem. Vol. 3. p. 2ö3—263 (1907).
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lösung- gefügt, wodurch in 100 ctn^ des (iemisches 70 cm'^ der /iiiksulfatlüsuiig
enthalten sind. Für das Pseudüulohuiin, das luiglohuliu und das Serum-

globulin werden zum Filtrat d die 23/27 ihre« ^'olumells entsprechenden
Mengen an gesättigter saurer Zinksulfatlösnng gefügt, wodurch in 100 cm»
des Gemisches 13 cm^ der Zinksulfatlösung enthalten sind. Nach genügen-
dem Stehen und nach vorsichtigem wie oben vorgenommenem P'iltrieren

bestimmt man nach Kjeldahl den Stickstoffgehalt eines 10 cm^ der

Ursprungslösung entsprechenden Teiles des neuen Filtrates e. Der Unter-

schied zwischen dem Stickstoffgehalte des Filtrates d und dem des Fil-

trates e ergibt den Stickstoffgehalt der Deuteroalbumose A.

Dem Filtrate e wird nun die zur Ausscheidung der drittt'U Proteosen-

fraktion (Deuteroalbumose I») genügende Menge gesättigter angesäuerter

Zinksulfatlösnng zugesetzt. Diese Menge ents])richt für das kristallisierte

Serumalbuniin, das Kasein, das Fleisch und das Hafereiweiß den Vs^ l'iii'

das kristallisierte Eieralbumin den ^Vit' f"'" <ias Seroglobulin, das Euglobulin
und das Pseudoglobulin den Vs des ^olunlens des Filtrates c, wodurch \on

100 ctn^ des entstandenen Gemisches resp. 86*7, S.') und 85 c/m» aus Zink-

sulfatlösnng bestehen. Subtrahiert mau den Stickstoffgehalt eines ^'olumens

des nach den oben angeführten Regeln erhaltenen neuen Filtrates /, welches

10 an^ der ursprünglichen Lösung gleichkommt, von dem entsprechenden
\'olumen des Filtrates e, so erhält man den Stickstoffgehalt der Deutero-

albumose B.

Zur Fällung der vierten Proteosenfraktion (Dcutcroali)uniosc (') wird

das Filtrat/ mit reinstem, kristallisiertem, feingepulvertem Zinksulfat ge-

sättigt. Damit sich das Salz vollständig auflöst, wird die gesättigte Flüssig-

keit während 2—3 Stunden einer Temperatur von ca. 40" ausgesetzt und

dann an einem kalten Orte stehen gelassen. Nach vollständiger Sättigung

der Flüssigkeit scheidet sich der Überschuß an Zinksulfat sehr schnell in

Gestalt schöner Kristalle ab. Das Volumen der Lösung muß vor dem Ein-

tragen des Zinksulfates wie auch nach erreichter Sättigung genau festge-

stellt werden. Beide Bestimmungen sind nötig, um bei den Analysen-

berechnungen die geringe, durch Zusatz des Zinksulfates bewirkte Volumeu-

steigerung des Filtrates/ berücksichtigen zu können. Der Unterschied

zwischen dem Stickstoffgehalt des neuen, mit Ziidcsulfat gesättigten Fil-

trates g und demjenigen des Filtrates/ ergibt den stickstoffgehalt der

vierten Proteosenfraktion (Deuteroalbumose C).

Die zunehmende \'erdünnung der auf einander folgenden Filtrate sowie

die fortschreitende, durch Ausfällen der Proteosen bedingte Abnahme an

Stickstoffgehalt macht bei den Stickstoffbestimmungen für die späteren

Filtrate die Verwendung einer entsprechend zunehmenden (bis zu 100 oh»

ansteigenden) Flüssigkeitsmenge erforderlich. Es ist daher nötig, die

Proben der Filtrate e,f\gm\Ah zunächst im ^Vas.serbad auf ein geringes

Volumen einzudampfen und dann erst nach dem Erkalten mit der Kjddahl-
Schwefelsäure zu versetzen. Die Gegenwart größerer Zinksidfatmengen hat

den Nachteil, die Oxvdation etwas zu verlangsamen.
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Ein kleiner Fehler wird anscheinend dadurch einiieführt. daß das

allerdings sehr geringe Volumen der verschiedenen Niederschlage gleich

Null angesetzt mrd. Nun ist aber das Volumen der Niederschlage ,
wenn

man das imbibierte Wasser in Abzug bringt, dem Gesamtvolumen der

Flüssigkeit gegenüber stets ein so geringes, daß der aus seiner Vernach-

lässigung hervorgehende Fehler in der Regel nur einige Tausendstel oder

höchstens einige Hundertstel Prozente erreicht und jedenfalls kleiner ist als

der Fehler, der sich aus den Schwierigkeiten, die Niederschläge völlig aus-

zuwaschen, ergibt.

Als eine ernstlicher ins Auge zu fassende Fehlerciuelle muß hingegen

das oftmalige Abmessen kleiner Flüssigkeitsmengen angesehen werden, da

die Abmessungsfehler bei der Berechnung der Stickstoffwerte eine erheb-

liche Ver\Tielfältigung erfahren. Selbstverständlich ist der so entstandene

Fehler bedeutender für die letzten Filtrate als für die ersten. Wenn man
von einer genügenden Flüssigkeitsmenge ausgeht, kann man den dadurch

bewirkten Irrtum größtenteils vermeiden, indem man das P'iltrat c in

4 Portionen teilt
,

wovon jede der drei ersten i/n ,
die letzte 2/5 ^^^

Filtrates c entsprechen. In der ersten Portion fällt man nur die erste

Proteosenfraktion , in der zweiten die erste und die zweite Fraktion, in

der dritten die drei ersten Proteosenfraktionen ,
in der vierten die Ge-

samtproteosen. Letztere dient außerdem zur nachherigeu Fällung der

Peptone und der anderen durch Phosphorwolfi'amsäure oder Pikrinsäure

fällbaren Verdauungsprodukte.
Falls man den Stickstoffgehalt der verschiedenen Proteosennieder-

schläge selbst statt den Stickstoffgehalt der auf einander folgenden Filtrate

nach Kjeldahl feststeht, so muß man, um die sonst durch das Auswaschen

der Niederschläge verursachte erhebliche Steigerung des Volumens der

Filtrate und die durch die so eingetretenen Volumenänderungen nötig ge-

machten Volumenbestimmungen und Umrechnungen zu vermeiden, die von

dem geronnenen Protein und vom Neutrahsationsniederschlage ai)filtrierte

Flüssigkeit in gleiche Portionen einteilen und den Stickstoffgehalt, der aus

der ersten Proteosenfraktion allein, aus den ersten und zweiten Proteosen-

fraktionen zusammen, aus den 3 ersten Proteosenfraktionen und aus den

Gesamtproteosen bestehenden, durch Absaugen von jeder Flüssigkeitsspur
befreiten Niederschläge nacheinander nach Kjeldahl bestimmen. Auf diese

Weise ermittelt man die Quantität jeder einzelnen Proteosenfraktion durch

Abziehen des Stickstoffgehaltes des vorhergehenden Niederschlages vom

Stickstoffgehalte des betreffenden Niederschlages. Außerdem muß man
noch den Aschegehalt jeder der verschiedenen, völlig trockenen Nieder-

schläge bestimmen und ihn vom Gewichte der betreffenden Trockensub-
stanz abziehen. '

)

') E. S. London und Ä. Th. Sulima, Zum Chemismus der Verdauung im tieri-

schen Körper. IL Mitteihnig. Eiweißverdauung im Magendarmkanal. Zeitsciir. f. phvsiol.
Chem. Bd. 46. S. 209—235 (1905).



\'crdannng: Methoden zur Untersuchung der Verdauiingsprodukte. 2)^5

Das proteosenfreie Filtrat y kann zur Hestimmunf^' der anderen Ver-

dauungsprodnkte direkt tiebraucht werden. Leider lälit sich bis jetzt das

nur die Peptone niederschlagende ausgezeichnete Verfahren von Siegfned
dazu nicht verwenden und mulj man die Peptone entweder (Uirch l'hosphor-

wolfranisäure oder durch Pikrinsäure fidlen.

Durch Phosphorwolfranisäure werden aul'ier den Peptonen noch die

Hofmeistersahen Peptoide sowie gewisse Endprodukte, wie llistidin, Argiiiin

und Lysin abgeschieden. Zur Bestimmung des durch Phosphorwolframsiiure
fällbaren Stickstoffes setzt man zum proteosenfreien Filtrat

;/
die Hälfte

seines Volumens an verdünnter Schwefelsäure (1 Volumen konzentrierte

Schwefelsäure, 4 Volumina Wasser) und dann tropfenweise unter stetigem

Schütteln so lange eine lO^oige wässerige Lösung kristallisierter Mcrck-

scher Phosphorwolfram säure, bis die entstandene Trübung nicht mehr zu-

nimmt. Man muß jeden ("'berschuß an Phosphorwolframsäurelösung tun-

lichst vermeiden, denn manche durch diese Säure gefiUlte stickstoffhaltige

Stoffe
,
wie z. B. die Diaminosäuren

,
lösen sich teilweise wieder in einem

Reagenzüberschusse auf. Wie Pfaundler es gezeigt hat, geben mit Phosphor-
wolframsäure verschiedenen Handelsursprunges bereitete Lösungen nicht

dieselben Ergebnisse. Man läßt die erhaltene trübe Flüssigkeit erst 4 bis

6 Stunden bei einer Temperatur von 40" C und hierauf 1—2 Tage bei

niederer Temperatur stehen, worauf mit üblicher XOrsicht filtriert werden

kann. Das klare Filtrat h ist blaßviolett gefärbt und dai-f sich auf Zusatz

eines Tropfens der Phosphorwolframsäurelösung nicht mehr trüben. Das

Volumen des Filtrates g vor der Zugabe der verdünnten Schwefelsäure und

der Phosphorwolframsäure sowie das ^'olumen des Filtrates h müssen selbst-

verständJich festgestellt werden. Der nach Kjeldahl bestimmte Stickstoff-

gehalt des Filtrates h ergibt den in den dui'ch Phosphorwolframsäure nicht

fällbaren Verdauungsprodukten enthaltenen Stickstoff. Durch .Vbziehen dieser

Stickstoffzahl vom Stickstoffgehalte des Filti'ates </ ei-mittelt man den in

den Peptonen und den anderen dui'ch Phosphorwolframsäure fälll)aren \'er-

dauungsprodukten enthaltenen Stickstoff. Die ( )xy(lation der zu analysieren-

den Flüssigkeiten wird durch die Anwesenheit von Phosphorwolframsäure
ziemlich erschwert. LTm den Stickstoff nach dem KJc/dd/ihdien Verfahren

bei Phosphorwolframsäureanwesenheit zu bestimmen, empfiehlt es sich, von

der Kossehchew Methode Gebrauch zu machen. -Ji^O cm^ des Filtrates h

werden in einen Erlenmeyerkolben von 1 / Inhalt aus (leräteglas (Schott

und Gen., Jena) gebracht, welcher gleichzeitig zur O.xydation und zum

darauf folgenden Destillieren des gebildeten Ammoniaks dient. Zu dieser

Flüssigkeit setzt man 50 cm^ konzentrierter Schwefelsäure. >Lin verdamjjft

vorsichtig auf freier Flamme bis zum anfänglichen Sieden. Nun läßt man
die Flüssigkeit fast völlig erkalten und setzt ein aus 10// Kaliumsulfat und

1 g Kupfersulfat bestehendes feines Pulver sowie öO cm'^ A7t7rf«///-Schwefel-

säure hinzu. Hierauf erwärmt man die Flüssigkeit sehr vorsichtig s(>

lange, bis sie klar geworden ist und bis der auf dem Boden des KolbiMis

bestehende Niederschlag deutlich gelb geworden ist, was anzeigt, daß die
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Oxydation völlig beendet ist. Nach Erkalten des Kolbeninhaltes verdünnt

man ihn mit destilliertem Wasser und reduziert vorsichtig die Wolfram-

säure durch feingepulvertes Zink. Die Destillation und die Titrierung er-

folgen wie gewöhnlich. Bei aller Vorsicht darf man indes den Resultaten

der Stickstoffbestimraung nach Kjeldahl bei Gegenwart großer Phosphor-

wolframsäuremengen keine zu große Bedeutung beimessen.i)

Statt die Peptone im albumosenfreien Filtrat g mit Phosphorwolfram-
säure zu fällen, kann man sie mittelst Pikrinsäure niederschlagen. Dazu

wird auf 10 Teile Filtrat 1 Teil verdünnter Schwefelsäure (1 Volumen

konzentrierter Schwefelsäure, 4 Volumina destillierten Wassers) hinzugefügt

und Pikrinsäure im Überschüsse. Dieses (lemenge ^^ird zur Lösung der

Pikrinsäure eine kurze Zeit bei 40° C gehalten und nach dem Abkühlen

filtriert. Man erzielt sofort ein klares Filtrat h. wenn man die mit Pikrin-

säure versetzte Flüssigkeit auf einen doppelten oder dreifachen. Talk ent-

haltenden Filter gießt. Das Filtrat h wird mit Äther wiederholt kräftig ausge-

schüttelt, um die Pikrinsäure zu entfernen. Dann bestimmt man nach Kjeldahl
den Stickstoffgehalt des P'iltrates h. wodurch man den durch Pikrinsäure nicht

fällbaren Stickstoffteil ermittelt. Durch Abziehen dieser Stickstoffzahl vom

Stickstoffgehalte des Filtrates g stellt man den als Peptone und andere durch

Pikrinsäure in den proteosenfreien Flüssigkeiten vorhandenen Stickstoff fest.

Die Pikrinsäure fällt die Peptone meistens völHg, manchmal jedoch nur teil-

weise, sowie außerdem keine Biuretreaktion gebende Stoffe (wahrscheinlich das

Lysin und vielleicht noch andere Substanzen), aber weder das Arginin noch das

Histidin. Es wird immer im proteosenfreien Filtrat g viel weniger Stickstoff

durch Pikrinsäure niedergeschlagen als durch Phosphorwolframsäure.'-)

Man kann auch zur Fällung der Peptone das proteosenfreie Filtrat g
zuerst mittelst Pikrinsäure und nachher mittelst Phosphorwolframsäure
in der oben beschriebenen Weise versetzen. ^

)

') Fr.Hofmeiffter, Über Bau uud Griippieriiug der Eiweißkörper. Ergebu. d. Pliysiol.

Bd. 1. Abt. I. S. 759—802 (1902).
— G. Gitmlich, LMter die Ausscheiduug des Stielistoffes

im Harn. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 17. S. 10—34 (1892). — W. Hammann, Über die

Verteilung des Stickstoffes im Eiweißmolekül. Ebenda. Bd. 27. S. 95—108 (1899).
—

W. Gulewifsch, Über das Arginin. Ebenda. Bd. 27. 8.178-215(1899). — G.Wetzel, Die

organischen Substanzen der Schalen \on Mytilus und Pinna. Ebenda. Bd. 29. S. 386 bis

410 (1900).
— M. Pfaundler, Über ein Verfahren zur Bestimmung des Amidosäurenstick-

stoffs im Harne. Ebenda. Bd. 30. S. 74—89 (1900).
— Fr. Kutscher, Über die Verwendung

der Phosphorwolframsäure bei quantitativen Bestimmungen der Spaltungsprodukte des

Eiweißes. Ebenda. Bd. 31. S. 215— 226 (1900). — A. Kossei, Über die Bestimmung des

Harnstoffes im Harn (nach Versuchen des Herrn //. Schmied). Verhandl. d. Bcrl. physiol.
Ges. 27. Juli 1894 in Arch. f. Anat. u. Physiol. Physiol. Abt. S. 552—553 ( 1894).

—
K. Baumann und A. Bömer. Über die Fällung der Albumosen durch Zinksulfat. Zeitschr.

f. Unters, d. Nahruugs- u. Genußmittel. Bd. 1.^ S. 106—126 (1898).

^) Felix Beach, Zur Kenntnis der Verdauungs- und Kesoi-ptionsvorgänge im Magen.
Beitr.z. chem. Physiol. u.Path. Bd. 4. S. 139—144 (1903).

— E. Zunz, Nouvelles recherches

sur ladigestion de la viande dansl'estomac et dans la premiere portion de Tintestiu grele chez

le chien. Ann. de la Soc. roy des Sc. möd. et nat. de Bruxelles. T. 12. fasc. 3. p. 8 (19031.

^) Ernst Bosenfeld, loc. cit. — Ernst Lötsch, Zur Kenntnis der Verdauung von

Fleisch im Magen und Dünndarme des Schweines. Inaug.-Diss. Leipzig 1908. 54 S.
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Da der prozcntige Stit-kstoffgehalt der vcrscliiedciR'ii I'rotooson imd

der anderen Abbuiiprodiikte der rrotcinc keineswegs der gleiche für alle

diese Stoffe ist, so ei-giht sieli aus der Feststellung der Stickstoffverteilung

zwischen den verschiedenen Verdauuiigsprodukten nur eine anuähernde

Schätzung der relativen Mengen dieser Stoffe.')

Haslatns \ eriuhron zur Bestimmung des Proteosengehaltes
einer Verdauungslösung. Nach Haslam soll hei dem einfachen Aus-

salzen der Proteosen eine ziemlich beträchtliche Proteosenmenge durch

die Peptone oder andere Körper in Lösung gehalten werden. wiUirend

andrerseits im Proteosenniederschlage andere Stoffe mitgerissen werden.

Um dadurch bewirkte, ihm zufolge sehr erhebliche Irrtümer zu verhüten,

empfiehlt Hasluni zur Bestimmung des Proteosengehaltes einer \'er(lauungs-

lösung folgendes ^'erfahren. Die von den geronnenen und einfach gelösten

Proteinen sowie vom Acidalbumin befreite, genau neutralisierte Verdauungs-

lösung wird durch gepulvertes Natriumsulfat auf dem Wasserbade allmählich

gesättigt. Nach fünfstündigem Stehen im Brutofen l)ei .'»7" C wird filtriei't.

Der vom Filter abgenommene Niederschlag wird in einer Schale mehr-

mals mit gesättigter Natriumsulfatlösung bis 45—55» C umgerührt. Die

erhaltenen Waschwässer werden filtriert. Man muli diese Umrühnmgs-
prozedur so lange fortsetzen, bis der Zusatz des gleichen \'olumens kon-

zentrierter Schwefelsäure zu einer Waschwasserprobe nur eine äulierst

schwache Bräunung hervorruft, wodurch gezeigt wird, dab fast keine

organischen Stoffe mehr in Lösung gehen. Die auf den Filtern, in der

LTmrührungsschale und auf der zum Umrühren benutzten Spatel zurück-

gebliebenen Proteosen werden in Wasser gelöst, durch Natriumsulfatlösung

gefällt und durch mehrmaliges Umrühren mit gesättigter Natriumsulfat-

lösung auf dieselbe Weise behandelt. Die Gesamtproteosen werden dann

in Wasser gelöst, mit gepulvertem Natriumsulfat ausgesalzen und nach

vierstündigem Verbleiben im Brutofen filtriert. Der Proteosenniederschla^-

wird wieder gelöst, ausgesalzen und filtriert. Diese Anssalzungen und

Auflösungen werden so lange fortgeführt, bis der nach jeder Aussalzung

nach Kjddahl bestimmte Stickstoffgehalt des Filtrates keine Änderungen
mehr erfährt, wodurch bewiesen wird, daß die Trennung der Proteosen

von den Peptonen und übrigen \'erdauungspro(lukten vollendet ist. Nun

stellt man nach Kjeldahl den Stickstoffgehalt der in Wasser gelösten

Proteosen fest und fügt zum erhaltenen llesultate die bei dem Reinigungs-

verfahren in Lösung gegangene l'roteosenstickstoffmenge, was den (Jesamt-

gelialt der \'erdauungslösung an lYoteosen ergibt Um die in Lösung

gegangene Proteosenstickstüffmenge zu berechnen, wird der mittlere Stick-

stoffgehalt der letzten nach der Aussalzuug ei-haltenen Filtiate mit dem

Gesamtvolumen der Waschflüssigkeiten und Filtrate vervielfacht. Dieses

') /;. Zioiz, ])t' ];i quantite d'albumoses contcnuc duns restomae du cbien apn'S

ingfstion do viaiidc. Ami. de la Soc roy. des Sc. m^d. et nnt. de Bru.xcllcs. 'I\ 18. Fasel.

[1. 1-10 (l'.)04).
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leider sehr viel Zeit raubende und etwas verwickelte ^'erfahren gibt nach

Haslcuu desto genauere Resultate, je größer der Proteosengehalt der

Verdauungslösung ist. Enthält diese mehr als 60% Proteosen, so soll

der Irrtum 2-5Vo "it'lit übersteigen. Sind hingegen weniger als 20Vo
Proteosen im Verdauungsgemische vorhanden, so erhält man wahrscheinlich

keine sehr genauen Ergebnisse.
^

)

Fällung der Proteosen mittelst Gerbsäure. Man verwendet

vielfach die Gerbsäure als Fällungsmittel der Proteosen. Nach Effront
werden 50 g Gerbsäure in 500 cm^ destilliertem Wasser aufgelöst; zu

dieser Lösung fügt man zuerst 50 cm ^ einer normalen Natronlauge, dann
eine genügende Menge destillierten Wassers, um das Gesamtvolumen der

Flüssigkeit auf 1^ zu bringen, schließlich noch Ih crn^ einer lO^/oigen

Weinsteinsäurelösung. Zu der von den geronnenen und einfach gelösten

Proteinen sowie vom Neutralisationsniederschlag befreiten Flüssigkeit fügt
man einen großen Überschuß dieser Gerbsäure-Weinsteinsäurelösung. Nach

12stündigem Stehen filtriert man durch einen stickstofffreien Filter, wäscht

5—6malmit der Gerbsäure-Weinsteinsäurelösung aus und bestimmt nach^yV/-
dahl den Stickstoffgehalt des Niederschlages. Die von A'^>o«^ vorgeschlagene

Gerbsäure-Weinsteinsäurelösung fällt nun tatsächlich sämtliche Proteosen,

während die echten Peptone zum größten Teile der Fällung entgehen und

nur durch Phosphorwolframsäure niedergeschlagen werden. Sie fällt aber,

außer den Proteosen, auch noch Körper, die keine Biuretreaktion mehr

geben und von denen nur ein Teil durch Phosphorwolframsäure gefällt

wird. Dieses Verfahren ist also nicht zu empfehlen.

Steudel und Kutscher haben die Gerbsäure zui- Beseitigung der

kolloidalen Bestandteile vorgeschlagen. Man fällt die neutralisierte oder

gegen Lackmuspapier ganz schwach alkalisch reagierende Flüssigkeit mit

20''/oi8'er wässeriger Gerbsäurelösung. Fmd Mci/ konnte mittelst dieses

Verfahrens die Proteosen bis auf Spuren fällen, nicht aber die Peptone.

Nach Hedin soll die Anwendung eines Überschusses einer aus 70^
Gerbsäure, bO cni^ Eisessig, 100^ NaCl und die zum Erhalten eines Ge-

samtvolumens von 1 l nötige Menge destillierten Wassers bestehende PTüssig-

keit keineswegs die Peptone und die übrigen Verdauungsprodukte der

Proteine fällen, also nur die Proteosen. Durch Abziehen des nach Kjeldahl
bestimmten Stickstoffgehaltes des nach der Gerbsäurefällung erhaltenen

Filtrates vom Stickstoffgehalte der von den geronnenen und einfach ge-

lösten Proteine sowie vom Acidalbumin befreiten Flüssigkeit ermittelt man
den als Proteosen vorhandenen Stickstoff.

Sörensen fügt zu 20 cm^ der neutralisierten Verdauungslösung zuerst

2 cni^ normaler, durch Essigsäurezusatz Lackmus gegenüber neutrahsierter

Natriumacetatlösung . dann lOcm^ lO^/oiger wässeriger Gerbsäurelösung

*) S. X. Piticus, On the precipitation of proteids with anhydrous sulfatc of sodium.

The Journ. of Physiol. Vol. 37. p. 57—65 (1901).
— H. C. Haslam, The Separation of

Proteids. I. The Journ. of Physiol. Vol. 32. p. 267—298 (1905).

'
I
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und bringt schlk'Ulich durch Wasserzusatz die Flüssij^ikcit ;iul :){) nii'' (ic-

samtvoluinen. Nach tüchtigem Schütteln und nacldierigem Stehen bis zum
nächsten Tage wird filtriert und im Filtrate der Stickstoffgeli.-ilt nach

Kjehldhl festgestellt. ')

Isolierung der Proteosen, /ur Isolieiung dei- verschieden(Mi Pro-

teosen aus den Produkten der ^'erdauung der Proteine kann m;in sich des

7"'icA:schen oder des i/a6/aw?schen Verfahrens bedienen, welclu- bcidf auf

die fi-aktionierte FiUlung mittelst Ammonsulfat und Alkohol beruhen, oder

der auf der Anwendung des Eisenammonalauns fuljendeu J '//ersehen Me-

thode. Nach Pick kann man die Proteosen in 4 (Jru])pen einteilen, wovon

die erstere aus der Protoalbumose und der Heteroalbumosc, die zweite

(Proteosenfraktion A) aus der alkoholfällbaren Thioalbumose und aus der

alkohollöslichen Albumose A". die dritte (Proteosenfraktion P>J aus der

Alimmose B^ der Synalbumose und der Albumose B^"^ und die vierte aus

der Albumose C bestehen. Vielleicht ist sogar die Zahl der Pj'oteosen noch

größer. '-)
Nach Haslam hingegen soll man nur ö Proteosen unterscheiden,

die Heteroalbumose, die in gleichen Teilen Alkohol und Wasser unlöslicJH'n

a-Protoalbumose und -/-Deuteroalbumose, die darin löslichen ß-Protoalbumose
und [i-Deuteroalbumose.

Darstellung der Proteosen nach E. F. Pick. Die entspi-echend

den durch E. P. Pick aufgefundenen Fällungsgrenzen getrennten 4 ver-

schiedenen Proteosenfraktionen werden jede für sich durch Alkoholzusatz

in weitere Fraktionen zerlegt, diese durch wiederholte Fällung mit Alkohol

von bestimmtem Prozentgehalte von den benachbarten Fraktionen mög-
lichst vollkommen getrennt und durch Fällung mit essigsaurem Baryt vom
anhaftenden Ammonsulfat befreit.

Hetero- und Protoalbumose. Die \'erdauungsflüssigkeit wird zu-

erst von den geronnenen oder gelösten Proteinen und vom Neutralisations-

niederschlag befreit. Die so erhaltene neutrale Flüssigkeit wird mit dem

gleichen \'olumen gesättigter Ammonsulfatlösung gefällt. Der entstandene

Niederschlag wird abfiltriert und mit einer aus gleichen Teilen Wasser

und gesättigter Ammonsulfatlösung bestehenden Flüssigkeit gründlich ge-

waschen und nachher in heißem Wasser gelöst, um eine möglichst kon-

zentrierte, wässerige, neutrale Lösung zu erhalten. Diese Flüssigktüt wird

mit dem doppelten Volumen yö'Voig^n Alkohols versetzt. woi-;iuf man sie

^) J.Effront, Über die Bestimmung der \'crdaLuing.sprodukto des l'epsins. 1 hc-

miker-Zeitung. Bd. 23. Nr. 75 (1899).
— H. Stendel und Fr. Kutscher

,
Zur Kenntnis

von Lie6z9,9 Fleischextrakt. Zentralbl. f. Physiol. Bd. 19. S. 504—ÖOS (1902). — Paul

Met/, Zur Kenntnis der Pepsinverdauung. Zeitsclir. f. physiol. Cheni. Bd. 48. S. 81—84

(190(5).
-- S. G. Hediti^ Invcstigations on the proteolytic enzymes of tlie spieen of the

ox. .lourn. of Physiol. Vol. 30. p. 155— 175 (1904).
— S. f. L. Söreiise»

, Euzymstudicn.
Biochem. Zeitschr. Bd. 7. S. 45-101 (1907).

') E. ZuHZ
,

Die fraktionierte Abscheidung der peptischen Vi-rdauungsprudukte
mittelst Zinksulfat. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 27. S. 219—249 (1899); Action des

albumoses secondaires et des peptones sur l'or colloi'dal. Bull, de la Soc. roy. des Sc.

med. et nat. de Bruxelles. T. 64. p. 174-186 (1900).
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in der Kälte bis zum völligen Absetzen der Niederschläge stehen läßt.

Der durch Abgießen von der darüber befindlichen alkoholischen Lösung
befreite Niederschlag dient zur Darstellung der Heteroalbumose. die ab-

gegossene Flüssigkeit zur Darstellung der Protoall)umose.

Heteroalbumose. Der gut abgepreßte Niederschlag wird in lO^oiger

wässeriger Lösung mit verdünnter Schwefelsäure neutralisiert und mit dem

gleichen Volumen gesättigter Ammonsulfatlösung gefällt. Die sich in Gestalt

eines festen Kuchens an der Flüssigkeitsoberfläche abscheidende Heteroalbu-

mose wird abgehoben, sorgfältig auf dem Tonteller von der Flüssigkeit befreit,

gelöst und aus ca. lOo/oigei' neutraler Lösung wie vorher ausgesalzen, ab-

gepreßt, das Ganze nochmals wiederholt. Man versetzt die so gewonnene
Proteose in 10°/oiger wässeriger Lösung mit dem halben ^'olumen 95o/oigen

Alkohols. Der gut abgepreßte Niederschlag wird in heißem Wasser gelöst,

filtriert und wieder mit dem halben Volumen Oo^/oigen Alkohols gefällt.

Diese Prozedur wird ein di'ittes Mal wiederholt, Avorauf der Niederschlag
zuerst mit 32''/oigem, dann mit 9b°/oigem Alkohol und endlich mit Äther ge-

waschen wird und nachher getrocknet. Das Trocknen soll bis zur Gewichts-

konstanz im trockenen Luftstrome bei einer 95^ nicht übersteigenden Tempera-
tur erfolgen : diese Vorsichtsmaßregel mul,') man für alle Proteosen beachten.

Protoalbumose. Aus der abgegossenen alkohohschen Lösung wird

der Alkohol im Vakuum abdestilliert, der Paickstand getrocknet, in Wasser

gelöst und die etwa 10"/oi&e, mit Schwefelsäure neutralisierte Lösung
wiederholt durch das gleiche Volumen gesättigter Ammonsulfatlösung ge-

fällt, abfiltriert und in Wasser aufgelöst. Manchmal entsteht bei vorsich-

tigem Zusätze verdünnter Essigsäure eine Trübung oder die Abscheidung
eines Niederschlages. Dann muß man solange Essigsäure zusetzen, bis

eine Probe der vom entstandenen Niederschlage abfiltrierten Lösung auf

vorsichtigen Säurezusatz keine Trübung mehr gibt. L'm die Ammonsul-

fatreste zu entfernen, wird die Flüssigkeit mit einer gesättigten Lösung essig-

sauren Baryums unter Vermeiden eines Überschusses versetzt. Man filtriert

und setzt zum Filtrate wässerige Ammoniumkarbonatlösung. welche den

in Lösung gebliebenen Baryt fällt. Falls die Filtration der mit essigsaurem

Baryt versetzten Flüssigkeit selbst nach längerem Stehen kein vöUig klares

F'iltrat ergibt, so kann man jedoch die Ammoniumkarbonatlösung dem
Filtrate zusetzen, wodurch dieses stets leicht klai' abfiltrierbar wiixl. Das

Filtrat wird vorsichtig aufgekocht, vom sich eventuell nachträglich noch

ausscheidenden Baryumkarbonat abfiltriert und darauf auf dem Wasserbade

bis zur Sirupdicke eingedampft. Der erhaltene Ptückstand wird in 60Voi«eM
Alkohol aufgelöst, filtriert, durch Hinzufügen eines großen Überschusses

von 95''/oigem Alkohol ausgefällt, abfiltriert, abgepreßt, nochmals aus der

konzentrierten Lösung in (^O^/oigeni Alkohol mit 9r)<'/oigem Alkohol gefällt.

Sclüießlich wird der auf dem Filter mit Alkohol und Äther gewaschene

Niederschlag über Schwefelsäure getrocknet.

Proteosenfraktion A. Das nach Zusatz vom gleichen Volumen ge-

sättigter Ammonsulfatlösung zu der von den geronnenen oder gelösten
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Proteiiu'ii und vom Aci(lal1)uiuin befreiten Flüssij^koit erhaltene Filtrat wiid

mit dem halben Volumen gesättigter Ammonsulfatlösung gefällt. Der so

entstandene Niederschlag wird abfiltriert und mit einer aus zwei N'olumina

gesättigter Ammonsulfatlösung und einem NOlumen destillierten Wassers be-

stehenden Flüssigkeit gewaschen, und daraus eine möglichst konzentrierte

wässerige neutrale Lösung bereitet, zu welcher man dann das (l(>it[)elte

Volumen 9o"/oigen Alkohols fügt. Der Niederschlag dient /nr Darstellung der

Thioalbumose, das Filtrat zur Darstellung der alkohollöslichen Albumose A".
Thioalbumose. Mit dem abfiltrierten Niederschlage wird eine 5- bis

107oin6 wässerige Lösung dargestellt, welche behufs Abscheidung von der

ersten Fällung etwa entgangenen Resten der Heteroalbumose mit dem

gleichen Volumen gesättigter Ammonsulfatlösung gefällt und vom entstan-

denen Niederschlage abfiltriert wird. Zum Filtrate setzt man nun die Hälfte

seines Volumens gesättigter Ammonsulfatlösung, filtriert, löst den Nieder-

schlag in ungefähr derselben Wassermenge wie bei der Ausgangslösung und

wiederholt mehrmals die aufeinander folgenden Operationen, nämlich Zu-

satz eines Volumens gesättigter Ammonsulfatlösung, Abfiltrieren, Zusatz

eines zweiten Volumens gesättigter Ammonsulfatlösung, Filtrieren, Auflösen

in Wasser so lange, bis die Thioalbumose von den anhaftenden Teilen der

Nachbarfraktionen möglichst vollkommen gereinigt ist. Die wässerige Lösung
des auf die beschriebene Weise erhaltenen, die MoUsch^cho Reaktion nicht

mehr gebenden Präparates wird mit essigsaurem Rarvt versetzt. Im Filtrate

fällt man das überschüssige Raryum mit kohlensaurem Amnion, kocht das

barytfreie Filtrat auf, filtriert es eventuell vom sich noch ausscheidenden

Baryumkarbonat, konzentriert es auf dem Wasserbade und fällt die Lösung
mit 95Voi»^ni Alkohole im Überschusse. Der flockige Niederschlag wird

gut abgepreßt, nochmals aus konzentrierter wässeriger Lösung mit Alkohol

gefällt, abfiltriert, mit Alkohol und Äther gewaschen, getrocknet.

Albumose A^. Die nach Fällung der Lösung der Proteosenfraktion A

mit dem doppelten Alkoholvolumen erhaltene alkoholische Lösung wird im

Vakuum zur Trockene eingedampft, der Rückstand in Wasser gelöst und

die etwaigen Reste der Protoalbumose aus der etwa 10%igen Lösung durch

Fällung mit dem gleichen Volumen gesättigter Ammonsulfatlösung bei neu-

traler Reaktion entfernt. Aus dem ammonsulfathaltigen Filtrat wird die

Albumose A^ durch weiteres Zufügen eines halben N'olumens gesättigter

Ammonsulfatlösung ausgefällt. Nach seinem völligen Absetzen wii'd der

Niederschlag nochmals gelöst und mit dem :>
—4fachen A'olumen l».')" eigen

Alkohols gefällt. Der Trockenilickstand des Alkoholfiltrates wird wiederum

von Protoalbumoseresten und von Ik'imengungen, die dem alkohollöslichen

Anteile der Fraktion B angehören ,
durch Aussalzen in dem früheren \>r-

hältnis befreit. Diese Prozedur wird mehrmals wiederholt. Wenn sich aus

dem nunmehr ei-haltenen Produkte durch Zufügen des 2—^fachen Alkohol-

volumens keine alkoholfällbare Substanz mehr entfernen lälit, so wird nach

Verdunsten des Alkoliols der Trockenrückstand mit essigsaurem Baryt und

Ammoniumkarbonat wie bei der Thioalbumose aschefrei gemacht. Die salz-

AbdiTh al den
, Handbuch der bioohemischen Arbeitsmethoden. HI. \(j
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freie Albumose A^ wird endlich aus sehr konzentrierter wässeriger Lösung

durch einen großen AlkohoKiberschuß gefällt, der Niedersclilag abfiltriert,

mit 95VoiGeni Alkohol, absolutem Alkohol und Äther gewaschen, schheßlich

im trockenen Luftstrom einige Tage bei einer 95" C nicht übersteigenden

Temperatur getrocknet.

Proteosenfraktion B. Das nach der Fällung der Proteosenfraktion A

erzielte Filtrat wird dui'ch Eintragung von fein gepulvertem Ammonsulfat

gesättigt. Der abgeschiedene Niederschlag -«Ird abfiltriert, mit gesättigter

Ammonsulfatlösung gewaschen, in Wasser aufgelöst, um eine 5—lOVoige

neutrale Lösung zu erzielen, welche mit zwei Volumina gesättigter Ammon-

sulfatlösung gefällt, vom erhaltenen etwaigen Niederschlage abfiltriert und

mit gepulvertem x\mmonsulfate gesättigt wird. Diese Prozedur wird so

lange wiederholt, bis alle mitgerissenen Reste der anderen Proteosenfrak-

tionen entfernt sind. Die so gereinigte Fraktion B wird in etwa 6— 10°/oiger

wässeriger Lösung mit dem doppelten Volumen 950/oigen Alkohols gefällt:

es entsteht zunächst eine Trübung der alkoholischen Lösung, die sich nach

mehrstündigem Stehen als leichter Niederschlag absetzt (Albumose B^). Das

alkoholische Filtrat wird nunmehr mit einer dem vierfachen ^'olumen der

ursprünglichen Flüssigkeitsmenge entsprechenden iUkoholmenge versetzt, so

daß eine etwa 75—81Voi8'e-^k:ohollösung entsteht, wodurch die Albumose B"
oder Synalbumose fällt. Im alkohoüschen Filtrate ist noch die alkohollös-

liche x\lbumose B^^^ vorhanden.

Albumose Bl Diese Proteose wird durch wiederholtes Auflösen in

Wasser, Fällung mit dem doppelten Volumen 95''/oigen Alkohols und Ab-

filtrieren von der Synalbumose getrennt, wobei sie salzfrei erhalten wird

und nach dem Auswaschen mittelst konzentrierten Alkohols und Äther gleich

getrocknet werden kann.

Synalbumose. Diese Proteose wird in Wasser aufgelöst und durch

wiederholte Alkoholfällung, Auflösen und Abfiltrieren von den mitgerissenen

Resten der Nachbarfraktionen gereinigt. Zur Trennung von Resten der

Proteose B^^^ empfiehlt es sich, 65— TO^oigen Alkohol anzuwenden. Die

durch Alkoholfällung gereinigte S}Tialbumose wird in wässeriger Lösung
durch Fällung mit essigsaurem Baryt in der oben beschriebenen Weise

von anhaftendem Ammonsulfat befreit, aus konzentrierter Lösung mit großem
Alkoholüberschusse ausgefällt, mit konzentriertem Alkohol und Äther aus-

gewaschen, dann getrocknet.

Albumose B™. Das nach AusfäUung der Fraktion B" erhaltene

alkoholische Filtrat wird auf dem Wasserbade zur Trockene eingedampft,
in Wasser gelöst, mit dem sechsfachen \'olumen 95Voigen Alkohols gefällt

und filtriert. Das neue alkohohsche Filtrat ^\ird eingedampft, ^^^ederholt

auf diese Weise gereinigt, dann die wässerige Lösung durch Fällung mit

essigsaurem Baryt in der oben beschriebenen Weise vom anhaftenden

Ammonsulfat befi'eit, aus konzentrierter Lösung mit großem Alkoholüber-

schusse ausgefällt, mit konzentriertem Alkohol und Äther ausgewaschen,
schließlich getrocknet.
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Proteosenfraktion C. Die nach Ausscheidung aller Troteosen dunli

Ammousulfatsättij^ung in neutraler Lösung erhaltene Flüssigkeit wird mit

Yio itii"^^ Volumens an ammonsulfatgesättigter, Vio-^'ormalschwcfclsäui-e

gefällt. Nach mehrtägigem Stehen hat sich die Proteosenfraktion C so fest

am Boden des Gefäües abgesetzt, (lad man die überstehende Lösung betiucm

abgiellon kann. Die Albuniose C wird wieder in Wasser gelöst, die Lösung
mit Ammoniak neutralisiert, behufs Reinigung von der Nachbarfraktion P>

mit Ammonsulfat in der Hitze gesättigt, vom entstandenen Niederschlage

abfiltriert, wie oben mit Säure gefällt. Das erhaltene Produkt wird mchi--

mals einer derartigen Pteinigung unterzogen, bis durch Sabcsättiguug bei

neutraler Reaktion keine Proteosenausscheidung mehr zu erzielen ist. Die

gereinigte Proteose C wird dann vom anhaftenden Salze in üi)licher Weise

befreit und nachher bis zur (lewichtskonstanz im trockenen Luftstrome bei

einer 95" C nicht übersteigenden Temperatur getrocknet. i)

Darstellung der Proteosen nach Haslam. Zu der von (k'ii ge-

ronnenen und gelösten Proteinen sowie vom Acidall)umin befreiten Lösung
der Verdauungsprodukte setzt man das gleiche Alkoholvolumen. Der Nieder-

schlag enthält die Heteroalbumose, die x-Protoalbumose und die x-Deuteroal-

bumose : im Filtrate befinden sich die [i-Protoalbumose und die ß-Deutero-

albumose.

Der mit 50Voigem Alkohol ausgewaschene abfiltrierte Niederschlag wird

in einer der Ursprungslösung entsprechenden Wassermenge aufgeschwemmt,
worin die y.-Protoalbumose und die a-Deuteroalbumose sich auflösen, die

Heteroalbumose aber nicht. Zum von der Heteroalbumose abfiltrierteu

Filtrate setzt man wieder ein Volumen Alkohol, filtriert, wäscht den Nieder-

schlag mit 500/oigem Alkohol und schwemmt ihn in Wasser auf, wobei eine

neue Heteroalbumosemenge unlöslich bleibt. Die Heteroalbumose wii-d mit

heißem Wasser gewaschen und die Waschwässer mit der die y.-Protoal-

bumose und die y.-Deuteroalbumose enthaltenden Flüssigkeit vereinigt. Diese

Alkoholfällung und nachherige Auflösung wird so lange wiederholt, bis der

Zusatz des gleichen A'olumons konzentrierter Schwefelsäure zum Filtrate

stets dieselbe Färbung gibt. Dann löst man die gefällten x-Protoalbumose

und 7.-Deuteroalbumose in Wasser auf, fällt die a-Protoalbumose durch

Zusatz von 1 AVjlumen gesättigter Ammonsulfatlösung zum Filtrate und

die a-Deuteroalbumose durch Sättigung des nach Abfiltrieren dei- a-Proto-

alburaos(^ erhaltenen Filtrates mit gepulvertem Ammonsult'ate. Sowohl die

y.-Protoallunnose als die a-Deuteroall)umose werden durch nacheinander

folgende Aussalzungen und Auflösungen so lange gereinigt, bis der nach

jeder Aussalzung nach KJcldahl bestimmte Stickstoffgelialt des Filtrates

unverändert bleibt.

') E. P. Pick, Ein neues Verfahren zur Trennung von Albumosen und Peptonen.

Zeitschr. f. physiol. Cheni. Bd. 24. S. 246—275 (1897).
— Derselbe, Zur Kenntnis der

peptischen Spaltungsprodukte des Fibrins. I. Teil. Ebenda. Bd. 29 S. 219—287 (1899).
— Derselbe, II. Teil. Die sogenannten Deuteroalbumosen. Beitr. z. ehem. riiysiol. u.

Pathol. Bd. 2. S. 481-513 (^1902).

IG ^l:
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Die nach Fällung der Heteroalbumose, der a-Protoalbumose und der

a-Deuteroalbumose bleibende alkoholische Lösung wird bei 40—500 auf dem

Wasserbade verdampft, um den .\lkohol wegzutreiben und zum Volumen

der Ursprungslösung zu bringen. Dann setzt man zur wässerigen Flüssigkeit

das gleiche Volumen gesättigter Ammonsulfatlösung, wodurch die ß-Protoal-

bumose niedergeschlagen wird. Nach dem Abfiltrieren der ß-Protoalbumose

sättigt man das erhaltene Filtrat mit gepulvertem Ammonsulfate. wodurch

man die ß-Deuteroalbumose fällt. Die Reinigung der ß-Protoall)umose und

der ß-Deuteroalbumose erfolgt auf dieselbe Weise, wie die der a-Protoal-

bumose und der a-Deuteroalbumose.^)

Darstellung der Protoalbumose und der Heteroalbumose
üSiCh Adler. Das neutrahsierte Verdauungsgemisch wird mit der gleichen

Menge gesättigter Ammonsulfatlösung versetzt, der abfiltrierte Niederschlag

zuerst mit einer Mischung gleicher Teile destillierten Wassers und wässe-

riger gesättigter Ammonsulfatlösung, später mit gesättigter Ammon-

sulfatlösung bis zum ^"erschwinden der Biuretreaktion gewaschen. Die

gefällten Protoalbumose und Heteroalbumose werden in Wasser gelöst

und mit Ammonsulfat versetzt, bis die Lösung genau o^/o dieses Salzes

enthält.

Der erhaltenen Lösung wird nun vorsichtig eine mäßig konzentrierte

Auflösung von Eisenammonalaun zugesetzt unter Vermeidung eines Über-

schusses. Nachdem sich der hehgelbe Niederschlag a gut abgesetzt hat, was

bisweilen einige Tage erfordert, ^\'ird er abfiltriert, mit ö^/oiger wässeriger

Ammonsulfatlösung bei 40^ C gewaschen, in Wasser aufgeschwemmt und

mit konzentriertem Ammoniak versetzt. Das Filtrat von dem in der Wärme

gut ausgewaschenen Eisenoxydhydrate Avird mit Schwefelsäure neutralisiert,

wieder genau auf einen Gehalt von ö^/o Ammonsulfat gebracht und aber-

mals mit der Eisenammonalaunlösung gefällt. Dieser Niederschlag wird in

starkem Ammoniak gelöst, vom Eisenoxydhydrat abfiltriert mit vollständig

alkalifreier Barythydratlösung vom Ammonsulfat befreit und nachher durch

Ammonkarbonat der Baryttiberschuß entfernt. Die schließlich so erhaltene

Flüssigkeit wird im Vakuum eingedampft. Der in wenig Wasser und einigen

Tropfen Eisessig aufgenommene Rückstand wird in mehrere Liter al)soluten

Alkohols eingerührt, am nächsten Tage abgesaugt, mit Alkohol und Äther

gewaschen und über Schwefelsäure im Vakuum getrocknet. Das so erzielte

Produkt entspricht der Protoalbumose. Zum völligen Trocknen wird die

Protoalbumose bis zur Gewichtskonstanz im trockenen Luftstrome bei 95" C

getrocknet.

Um den durch den geringen Überschuß des Eisenammonalauns in

Lösung gegangenen Protoalbumoseniederschlag auszufällen und dadurch eine

eventuelle Verunreinigung des Heteroalbumoseniederschlages zu verhüten,

fügt man mit 5% Ammonsulfat versetztes wässeriges Ammoniak zur nach

H- C.HaslaiH, The Separation of protcids. Parti: Jouru. of Physiol. Vol. 32.

p. 267-298 (1905).
— Part II: Ibid. Vol. 36. p. 164-176 (1907).
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Fällung und Abfiltrieren des Protoalbumoseniederschlaucs a bleibenden Fliissif^-

keit />. Die so entstandene /wisehenfällnnu- wird abfiltriert. Das neue Filtrat

wird mit fein^epulverteni Fisenaninionalauii unter tüchtijj^em Kidircn ver-

setzt und nachher dazu konzentriertes Ammoniak liet'iiiit. bis die IJeaktion

der Mischung nur noch schwach sauer ist. Der entstandeue Xiederschlaj;-

wird abfiltriert, mit Öo/giger wässeriger Ammonsulfatlösung bei 40" C ge-
waschen, in Wasser aufgeschwemmt und mit konzentriertem Ammoniak
versetzt. Das Filtrat von dem in der Wärme gut ausgewaschenen Eisen-

oxydhydrat wird mit Schwefelsäure neuti-alisiert, auf einen Gehalt von ")"/„

Ammonsulfat gebracht und wieder mittelst feingepulvertem Kisenammon-
alaun und Zusatz von Ammoniak bis zur schwach sauren lleaktion gefällt.

Der Niederschlag wird im starken Ammoniak gelöst, vom Eisenoxydhydrat
abfiltriert, mit Barythydrat vom Ammonsulfat und mit Ammonkarbonat
vom Barytüberschusse befreit. Die dann erzielte Heteroalbumoselösung wiid

im Vakuum unter 40° C eingedampft. Der Biickstand wird in Wasser und

Eisessig gelöst, in einer groben Menge absoluten Alkohols eiugei-ührt . am
nächsten Tage abgesaugt, mit Alkohol und Äther ausgewaschen und über

Schwefelsäure im Vakuum getrocknet. Die so erhaltene Heteroalbumose
wird schließlich im trockenen Luftstrome bei 1)5" C bis zur Gewichtskonstanz

getrocknet. Um völlig reine Präparate zu erzielen ist es zweckmäbig,
die Heteroalbumose einer drei- bis viermahgen Fällung mittelst Eisen-

ammonalaun zu unterwerfen
,

namentlich wenn größere Quantitäten

zur Verarbeitung gelangen. Dadurch wird aber das Verfahren etwas um-

ständüch.

Deshalb ist es nach Adler für die Darstellung der Heteroalbinnose

vorteihafter, das Eisenammonalaunverfahi-en mit der E. F. /^<>A-schen Me-

thode zu kombinieren. Das von den geronnenen oder gelösten Proteinen

und vom Xeutralisationsniederschlag befreite peptische Verdauungsgemisch
wird mit dem gleichen Volumen gesättigter Ammonsulfatlösung gefällt. Der

entstandene Niederschlag wird abfiltriert, mit einer aus gleichen Teilen

Wasser und gesättigter Ammonsulfatlösung bestehenden Flüssigkeit gründlich

ausgewaschen und nachher in heißem Wasser gelöst, um eine möglichst kon-

zentrierte wässerige neutrale Lösung zu erzielen. Diese Flüssigkeit wird

mit dem doppelten ^olumen 95"/oigen Alkohols versetzt, worauf man sie

in der KiUte bis zum völligen Absetzen des Niederschlages stehen lädt.

Der durch Abgießen von der darüber befindlichen alkoholischen Lösung be-

freite Niederschlag wird in Wasser gelöst und mit Ammonsulfat versetzt,

bis die Lösung genau 57n dieses Salzes enthält. Da die Heteroalbumose-

lösung alsdann noch Protoalbumose enthält, so wird sie nach der oben

beschriebenen Eisenammonalaunmethode wie eine Lösung beider sogenannten

..primären" Proteosen behandelt. Es ist nun sehr wichtig, die FiUlung des

ersten Eisenniederschlages (Protoalbumose) rechtzeitig zu unterbrechen, da

sonst, namentlich bei mehr als öVo Proteosen enthaltenden Flüssigkeiten,

ein Teil des zweiten Niederschlages mit in den ersten geht. Dieses kom-

binierte Verfahren ergibt Adler zufolge eine viel erheblichere Ausbeute als
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die Eisenaramonalaunmethode allein und erlaubt außerdem eine wesentliche

Zeitersparnis.!)

Eigenschaften der Proteosen. Die verschiedenen Proteosen sind

noch keineswegs genügend scharf voneinander getrennt, um durch ihre

physikalischen und chemischen Eigenschaften sicher charakterisiert zu

werden.

Erwähnt sei jedoch, daß die Protoalbumose und die Heteroalbumose

den Farbenumschlag von einer nach Zsigmondy dargestellten hochroten

kolloidalen Lösung in Violett bei Zusatz von einer lOVoig^n Kochsalz-

lösung verhindern, während alle anderen Proteosen hingegen die kolloidale

hochrote Goldlösung ohne jeden Elektrolytzusatz an sich blau färben. Die

Heteroalbumose besitzt diese schützende Eigenschaft in viel höherem Grade

als die Protoalbumose.

Alle Proteosen ergeben die Ti/ndaUsche Erscheinung und scheinen

demnach kolloidaler Natur zu sein.

Die Heteroalbumose und die S>nalbumose bewirken die Flockung
des Mastix ohne Elektrolytzusatz, die anderen Proteosen nicht.

Durch Zusatz von Chondroitinschwefelsäure und Essigsäure nach dem
Ponsschen Verfahren werden alle Proteosen niedergeschlagen. Diese Reaktion

ist viel empfindlicher für die Protoalbumose, die Heteroalbumose und die

Synalbumose (1 für 9000 oder 10.000) als für die anderen Proteosen (1 für

4000 bis 1 für (3000).

Alle Proteosen vermehren die Refraktionszahl des Wassers.

Durch Zusatz einer Innigen ammoniakalischen Clupeinsulfatlösung
werden die Heteroalbumose und die Protoalbumose gefällt, die anderen

Proteosen aber nicht, ^j

Tryptophan. 1. Isolierung nach HojJkins und Cole.

Zum Isolieren des Tryptophans unter den Verdauungsprodukten
der Proteine bedient man sich des Verfahrens von Hopkins und Cole.

Dazu wird folgendes Reagens bereitet: 250 c«?^ konzentrierter Schwefel-

säure werden mit 4750 cni^ destillierten Wassers vermischt. In einem

*) Rudolf Adler, Die Heteroalbumose und Protoalbumose des Fibrins. Ein Bei-

trat zur Kenntnis der primären Produkte des Eiweißabbaues. Inaug.-Diss. Leipzig 1907.
—

Gütige Mitteilung des Herrn Dr. Eiidolf Adler zu Karlsbad.

^) A. Hunter, The reaction witb protaniine as a means of distinguishiug primary
from secondary proteoses. Proc. of the Physiolog. Soc. 22. Febr. 1908 in Journ. of Physiol.

Vol. 37. p. V—VI (1908).
— Ch. Pons, Quantitative Untersuchungen über die Ausscheidung

der Chondroitinschwefelsäure. Beitr. z. ehem. Physiol. u. Pharmakol. Bd. 9. S. 393—400
(1907).

— Sur l'acide sulfochondroitique'et sa presence dans l'urine normale. Ann. de

la Soc. de med. de Gand. T. 86. p. 288-292(1906). — R. Zsigmondii, Die hochrote Gold-

lösung als Reagens auf Kolloide. Zeitschr. f. analyt. Chem. Bd. 40. S. 697—719 (1901).— E. Zunz, De l'emploi de l'or colloidal pour caracteriser les albumoses primaires.
Arch. int. de Physiol. T. 1. p. 427—439 (1904). — Action des albumoses secondaires et

des peptones sur l'or colloidal. Bull, de la Soc. roy. des Sc. med. et nat. de Bruxelles.

T. 64. p. 174—186 (1906).
— Contribution ä Petude des proteoses. Arch. int. de Physiol.

T. 5. p. 245-256 (1907).
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Mörser verrührt mau äOy Qiu'fksilhersulfat mit einem Teile der vcrdüiiiiteu

Scliwefelsäm'e ,
füi>t die so erhaltene Aufsehwemmiiii«;' zum Ilaiipttcil der

verdünnten Siiure und schüttelt die Gesamtfhissi^keit tüchtifi;. Nun wird

eine neue Portion von 60 g des Queeksilbersalzes mit einem Teile der

Säure verrührt, zum Hauptteil gefügt und dieser geschüttelt. Diese Prozedur

Avird bis zum vollständigen Zusätze in Portionen von je 50
</

der 500 //

Mercurisulfat zu der verdünnten Schwefelsäure fortgeführt. Nach einigem

Stehen filtriert man dann das Ixeagens.

Die Lösung der \'erdauungsprüdukte der Proteine wird mit diesem

Pieagens bei Anwesenheit von ungefähr 5Voiger Schwefelsäure versetzt,

wobei nur Cystin und Tryptophan fallen. I^ei langem Stehen wird indes

das Tyrosin auch teilweise niedergeschlagen. Nach 12stündigem oder län-

gerem Stehen wird der erhaltene Niederschlag so lange mit ö^/oiger

Schwefelsäure ausgewaschen, bis die Waschflüssigkeit mit dem ^V///or<srhen

Reagens keine rote Färbung mehr in der Kälte gibt, wodurch nachgewiesen

wird, daß alles etwa mitgerissene Tyrosin wieder gelöst wurde. Danach

wird der Niederschlag in Wasser aufgeschwemmt und bei Zusatz von 2"/oiger

SchAvefelsäure mittelst Schwefelwasserstoffes behandelt. Nach dem völliu-en

Sättigen der Flüssigkeit mit letzterem erwärmt man sie einige Zeit auf

dem Wasserbade und sättigt sie wieder mit Schwefelwasserstoff. Nun fil-

triert man den Niederschlag, schwemmt ihn in Wasser auf und behandelt

ihn wieder mit Schwefelwasserstoff. Diese Prozedur wird 4— ömal wieder-

holt. Die vereinigten Filtrate werden auf dem Wassei'bade vorsichtig er-

wärmt, um den Schwefelwasserstoffüberschuß wegzutreiben. Nach dem Er-

kalten der Flüssigkeit setzt man 5"/o ihres Volumens an Schwefelsäure

hinzu und versetzt sie allmiihlich unter Schütteln mit der Quecksilbersulfat-

lösung bis zum Erscheinen eines geringen beständigen Niederschlages. Nach

V^stündigem Stehen wird rasch abfiltriert. Das Filtrat enthält kein Cystin
mehr oder höchstens Spuren davon. Zu diesem Filtrate setzt man nun

einen Überschuß des (^)uecksilbersulfatreagenzes. um das Tryptophan zu

fällen, wozu jetzt viel weniger Pvcagens nötig ist als bei der Pehandlung
der Gesamtlösung der \'erdauungsprodukte der Proteine. Nach einigem
Stehen filtriert man und wäscht den Niederschlag zuerst mit verdünnter

Schwefelsäure und nachher mit Wasser aus. Das Quecksilber wird durch

Schwefelwasserstoff niedergeschlagen. Das Filti-at wird durch vorsichtige

Hinzufügung heißer Ätzbarytlösung bei Vermeidung je«les Cberschusses von

der Schwefelsäure befreit. Man erwärmt alsdann die Flüssigkeit einige Zeit

auf dem Wasserbade und filtriert sie nachher vom Baryumsulfat ab. /um
Filtrate setzt man ungefähr V2 Volumen !)0"/o'g^'ii Alkohols und dampft
es auf dem Wasserbade ein. Während des Eindampt'ens mul'i man von

Zeit zu Zeit geringe Alkoholmengen zum Filtrate fügen. Das Eindampfen
wird so lange fortgesetzt. l)is nach dem letzten Alkoholzusatze beim Ab-

nehmen vom Wasserbade sich in der Lösung Kri.stalle zeigen. Diese werden

auf der Saugpumpe abfiltriert, mit OOVoigem Alkohol ausgewaschen und dann

in wenig heißem Wasser aufgelöst. Zu dieser Lösung setzt man das gleich»'



248 E. Zunz.

A'oliimen 90"/oigen Alkohols und etwas Tierkohle, erwärmt sie zum Sieden

und filtriert sie noch heiß ab. Das Filtrat wird auf dem Wasserbade unter

Zusatz von Alkohol von Zeit zu Zeit eingedampft bis zum Erscheinen eines

Kristallbreies beim Erkalten. Die so erhaltenen Tryptophankristalle werden

aus Tö^oigem Alkohol mehrmals umkristallisiert. Das nach der Fällung-

des Cystins und des Tryptophans in der Yerdauungsflüssigkeit durch

Mercurisulfat erzielte Filtrat wird mittelst Schwefelwasserstoffes vom Queck-
silber befreit und kann nach Abfiltrieren vom Quecksilbersulfid mit Phos-

phorwolframsäure versetzt werden, um auf Amino- und Diaminosäuren ge-

prüft zu werden. 1)

2. Quantitative Bestimmung des Tryptophans nach Levene
und Rouillier.

Das \'erfahren von Hopkins und Cole erlaubt keine genaue quanti-

tative I'cstimmung des Tryptophans. Beim Zusatz von Bromwasser zu einer

Tryptophanlüsung färbt sich diese purpur. Diese Färbung wächst zuerst in

Intensität mit dem Bromzusatze; sobald sie aber ihr Maximum erreicht

hat, verschwindet sie plötzlich bei Zufügung eines weiteren Tropfens des

Bromwassers. Diese Eigenschaft benutzen Levene und Rouiller folgendc^r-

maßen zur quantitativen Bestimmung des Tryptophans : Die Lösung der

Verdauungspi'odukte der Proteine wird mit ö^oiger Schwefelsäure versetzt.

Dann fügt man so lange von der Hopkins-Coleschen Mercurisulfatlösung

hinzu, bis der Zusatz von 1 Tropfen Bromwasser zur oben schwimmenden

Flüssigkeit keine Purpurreaktion mehr gibt. Nach 24stündigem Stehen wird

filtriert. Der Niederschlag wird in höchstens bis 2^0 Schwefelsäure ent-

haltendem Wasser aufgeschwemmt, durch Schwefelwasserstoff zersetzt, ab-

filtriert. Das Filtrat wird auf dem Wasserbade erwärmt, um den Schwefel-

wasserstoff zu vertreiben und auf ein genau bekanntes Gesamtvolumen

gebracht. 15 cm^ dieser Flüssigkeit werden in einer Eprouvette mit 2 cni^

Amylalkohol versetzt. Unter tüchtigem Schütteln fügt man tropfenweise
Bromwasser hinzu bis zum \'erschwinden der Purpurfärbung des Amyl-
alkoholes. Für verschiedene Proben einer und derselben Tryptophanlösung

beträgt der Unterschied in der dazu nötigen Bromwassermenge höchstens

0"05—0"! cml In einem ali(iuoten Teile des nach dem Vertreiben de^

Schwefelwasserstoffes erhaltenen Filtrates wird durch die Schwefelbestimmung
die in der Tryptophanlösung vorhandene Cystinmenge ermittelt. Man be-

rechnet, wieviel Bromwasser zum Sättigen des Cystins nötig ist und zieht

den so erhaltenen Wert von der bei der Titrierung der cystinhaltigen

Tryptophanlösung verbrauchten Bromwassermenge ab. Auf diese AVeise

erfährt man die Anzahl der Kubikzentimeter Bromwasser, welche nötig ist,

um das Tryptophan zu sättigen. Vor jeder Analyse ist es ratsam, das Brom-

s

»

•) F. Gowlarul Hopkins aud Si/dnei/ W. Coh\ A Contribntion to the Chemistry
of Proteids. Part I. A preliminary study of a hitherto undescribed product of tryptic

digestion. Jourii. of Physiol. Vol. 27. p. 418—428 (1901).
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Wasser mittelst Cystin- und Trvptophanlösungen bekannten (ieliulte.s auf

Cystin und auf Tryptopiian zu titrieren.')

Nachweis des Vorhandenseins basischer Spaltungsprodukte
in einer \'erdauungslösung. Das Verdauungsgemisch wird mit Thospiior-
wolframsäure gefällt, der abgesaugte Niederschlag wird mit Baryt /erlegt,

der Hydi-olyse durch :VA°/o\go Schwefelsäure unterworfen und von neuem
mit riiosphorwolfiamsäure gefällt. Bleibt bei der Spaltung der Broteine oder

ihrer Spaltungsprodukte mittelst des angewandten Fermentes ein Mon-
aminosäuren enthaltendes Bolypeptid übrig, so müssen die Monaminosäuren
im letzten Filtrate vorhanden sein, was man durch die Bestimmung des

Stickstoffes dieser Flüssigkeit nach Kjelddhl ermitteln kann. Wegen der teil-

Aveisen Löslichkeit des Phosphorwolframsäureniederschlages der Hexonbasen
kann indes eine geringe Stickstoffmenge in das letztere Filtrat übertreten.

Avas man berücksichtigen muß. 2)

Bestimmung des Ammoniaks. Das bei der Verdauung der Pro-

teine frei gewordene Ammoniak wird nach dem \'erfahren von M. Nenrki

und .]. ZnJi'ski^) durch Destillation im Vakuum mit Magnesia bei einer

40° nicht übersteigenden Temperatur ermittelt. Von der erhaltenen Zahl

muß man sowohl das in dem untersuchten Protein vorgebildete Ammoniak
als auch die sich während derselben Zeitdauer in einer nur aus dem Ver-

dauuugssafte bestehenden Kontrollflüssigkeit gebildete Ammoniakmenge ab-

ziehen.*) Man kann sich auch des Schittenhelmschen'') oder des Folw-

schen'5) Verfahrens bedienen.

Plasteine und Koagulosen. Proteine werden mit künstlichem

oder natürlichem, nach dem Fdirlouschen Verfahren erhaltenen Magensafte
1—3 Tage der Verdauung unterworfen. Dann wird das vom gerinnbaren
Eiweiße und vom Neutralisationsniederschlage in üblicherweise befreite, einen

starken Proteosengehalt aufweisende Verdauungsgemisch konzentriert, mit

Salzsäure bis zu O'öVo ungefähr angesäuert und mit natürlichem, nach

Fawlows Methode gewonnenem Magensäfte oder mit einer Lablösung ver-

M F. Ä. Levene amd C. A. Rouillier, Oii tho (inantitativc estimation of tryptophaii

in proteiu cleavage products. .Jonrn. of biolog. Cbem. Vol. 2. p. 4SI—484 (1U07).

-) O. Cohnhcim, Zur Spaltung des Nahrungseiweißes im Da'-me. Zeitschr. f. physiol.

Chemie. Bd. 49. S. 64—71 (190(5) und Bd.51. S. 414—424 (1907). — C. Foa, SuU' erepsina

<lel succo euterico e sulla scomparsa di alcuni fermenti intestinali in un ..ansa del

Vella" da lungo tempo isolata. Arch. di fisiol. Vol. 5. p. 2()—33 (1907).

'*) M. Xf'iick-i und J. ZaJeski, Über die Bestimmung des Ammoniaks in tierischen

Flüssigkeitou und Geweben. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 33. S. 193—209 (1901).

•*)
S. Dzicrzgoicski nnd S. Sohiski»

,
Über die Ammoniakabspaltung liei der Ein-

wirkung von Trypsin und Pepsin auf Eiweißkörper. Zeitschr. f. Piiysiol. Bd. 15. S. 249

bis 254 (1901).
— E. Zunz, Sur la digestion pepti(iue des substances albuminoides. .\nn.

de la Soc. roy. d. Sc. m^d. et nat. de Bruxelles. T. 11. Fase. 3. p. 1—26 (1902).

•') Ä. Schittenhehn
,
Zur Methode der Ammouiakbcstimmung. Zeitschr. f. physiol.

Chem. Bd. 39. S. 73-80 (1903).

*) 0. Folin, Eine neue Methode zur Bestimmung des Ammoniaks im Harne und

anderen tierischen Flüssigkeiten. Zeitsclir. f. physiol. Chemie. Bd. 37. S. 101 — 176 (1902).
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setzt. Dieses Gemisch wird im Brutschränke bei 40" C 24 Stunden oder

länger gehissen. Nach dieser Zeit hat sich ein gallertiger Plasteinnieder-

schlag gebildet. Dieser wird abfiltriert, bis zum Verschwinden der Biuret-

reaktion mit kaltem und heißem Wasser gewaschen, durch dreimahges
Auflösen in Alkah und xlusfällung mit Essigsäure oder Salzsäure gereinigt,

endlich mit kaltem und heißem Wasser, Alkohol und Äther gewaschen.
Die Plasteinbildung erfolgt nur in den alle Fickschen Proteosen-

fraktionen enthaltenden Lösungen der Verdauungsprodukte der Proteine.

Wird die Mischung von Proteosen und Magensaft statt i)ei 40° C
nur bei gewöhnlicher Temperatur sich selbst überlassen, so erscheint

meistens nach 1.5—24 Stunden noch keine sichtbare Veränderung m der

Flüssigkeit oder höchstens eine leichte Opaleszenz. Es hat sich jedoch

schon Plastein gebildet, aber es besteht in einer löslichen Form; erst nach

einer ziemlich langen Zeitdauer erscheint bei gewöhnlicher Temperatur
der Plasteinniederschlag. \)

Läßt man eine o—ö^/oige Papayotinlösung unter Chloroformzusatz

auf eine von dem beim Sieden gerinnbaren Eiweiße und vom Xeutralisations-

niederschlage befreite Lösung der Verdauungsprodukte der Proteine bei

40" C einwirken, so bilden sich nach einiger Zeit gallertige oder sehr

voluminöse flockige Niederschläge, welche den Plasteiuen sehr ähneln oder

damit identisch zu sein scheinen und welche Kurnjeff als Koagulosen
bezeichnet. -)

Lawrow hingegen nennt Koagulosen die bei der Pepsinverdauung
entstehenden Plasteine. Diesem Forscher zufolge entstehen bei mehr oder

minder lange dauernder peptischer Verdauung der Proteine koagulosogene
Produkte vom Proteosen- und vom Polypeptidtypus, aus welchen sich Koapro-
dukte bilden, welche man in mindestens 2 verschiedenen Typen verteilen

kann: die Gruppe der Koaproteosen und die der Koapeptide. Manche

*) W. X. ükunew, Über die Rolle des Labfermentes bei den Assimilationsprozessen
des Organismus. Inaug.-Dissert. St. Petersburg 1895. — I). Lawroir, Über den Cbemismus
der peptischen und tryptischen Verdauung des P^iweißes. Inaug.-Dissert. St. Petersburg 1897.
— Derselbe, Über die Wirkung des Pepsins respektive Labferments auf konzentrierte

Lösungen der Produkte der peptischen Verdauung der Eiweißkörper (Reaktion von
A. Danüetvski) Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 51. S. 1—32 (1907).

— W. W. Sawjaloir,
Zur Theorie der Eiweißverdauung. P/^/V^rers Archiv, f. d. ges. Physiol. Bd. 85. S. 171—225
(1901).

— Derselbe, Über die lösliche Modifikation des Plasteins. Zentralbl. d. Physiol.
Bd. 16. S. 623—627 (1903). — Derselbe. Über das Plastein. Zeitschr. f. physiol. Chem.
Bd. 54. S. 119—150 (1907). — ^faria Laicroir und S. Salaskin, Über die Niederschlags-

bilduug in Albumosenlösungen durch Labwirkung des Magenfermentes. Zeitschr. f.

physiol. Chemie. Bd. 3(>. S. 276—291 (1902).
— L. Rosenfeld.VWx die hydrolytischen

Spaltungsprodukte des Kaseoplasteins. Beitr. z. chem. Physiol. u.Pathol. Bd. 9. S. 215 bis

231 (1907).

^) T). Kurajef, Über die koagulierende Wirkung des Papayotins auf Pepton-
lösungen. Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. Bd. 1. 8.121—135(1902). — Derselbe, Zur
Kenntnis der durch Papayotin und Lab erzeugten Niederschläge (Koagulosen und Plasteine).
Ebenda. Bd. 2. S. 411—424 (1902).

— Derselbe. Über da^ Plastein aus kristallisiertem

Ovalbumin und über das Verhalten der Plasteinalbumosen zur Magen- und Dünndarm-
schleimhaut des Hundes. p]benda Bd. 4. S. 476—485 (1904).



Verdauung: Methoden zur Untersuchung der Verdauungsproduktc. 251

dieser koagulosogenen Produkte werden leicht aus ilircii Lösuiif^^en mit

den Proteosen bei der fraktionierten Ausfällung von Lösungen der Ver-

dauungsprodukte mitgerissen. ')

Physikalisch-chemische Verfahren zur Untersuchung des
Abbaues der Proteine. Man hat auf verschiedene Weisen versucht, die

(inantitativen Vorgänge bei der Verdauung der Proteine auf physikalisch-
chemischem Wege zu verfolgen. Solche ^'erfahren können aber nur bei

Spaltungen von äußerst einfachen Verbindungen zuverlässige Resultate

ergeben.

Die Messung der Änderung des optischen Drehungsvermögens der

Lösung eines bestimmten optisch-aktiven Polypeptides bei Fermentzusatz

erlaubt den Abbau von Stufe zu Stufe zu verfolgen, ^j Dies ist auch der

Fall für die Messung der elektrischen Leitfähigkeit nach Zusatz passender

Mengen Xatriumhydroxyd bei der Erepsinspaltung des (ilycyl-glycins oder

bei irgend einer enzymatischen Wirkung auf ein ähnliches einfaches

Abbauprodukt der Proteine.
3)

Diese Verfahren eignen sich besonders zum
Studium der Wirkung der Abdct-haldenschen peptolytischen Fermente.*)

Bei der eigentlichen Verdauung der Proteine (und dies gilt auch für

die Kohlehydrate) messen aber alle physikalisch-chemischen Methoden das

Resultat der verschiedenartigsten nebeneinander einhergehenden, sich in

ihrem Ergebnis manchmal kreuzenden chemischen \'orgänge. Mit Oppcn-
he'mier und Aron, Eider sowie Sörensen mul) man anerkennen, dali es

gewöhnlich ganz willkürlich ist, die gemessene Änderung irgend einer

physikahschen Eigenschaft als den Umfang der Spaltung proportional

^) D. Lawroir, Zur Kenntnis der Koagulosen. Zeitschr. f. phvsiol. Chemie. Bd. 53.

S. 1-7 (1907); Bd. 5a. 8.342—362 (1908); Bd. 69. S. 520-532 (1909).

'^) E. Alderhalden und A. H. Koclker, Die Verwendung optisch-aktiver Polypeptide
zur Prüfung der Wirksamkeit proteolytischer Fermente. Zoitsrhr. f. phvsiol. (hem. Bd. 53.

S. 294—310 (1907).
— Derselhe, Weiterer Beitrag zur Kenntnis des Verlaufes der

fermentativen Polypeptidspaltung unter verschiedenen Bedingungen. Ehenda. Bd. 55.

S. 363— 389 (1908). — Derselbe, Weiterer Beitrag zur Kenntnis des Verlaufes der

fermentativen Polypeptidspaltung. (V.Mitteilung.) Ebenda. Bd. 50. 8.416—426(1908).
— E. AhdeHialden und L. Michaelis, Der Verlauf der fermentativen l'olypeptidspaltung.
Kbenda. Bd. 52. S. 326—337 (1907).

— E. Abderhalden und A. Gigon, Weiterer Beitrag
zur Kenntnis des Verlaufes der fermentativen Polypeptidspaltung. Ebenda. Bd. 53.

8. 294—310 (1907).

') Hans Euler, Fermentative Spaltung von Dipeptiden. Zeitschi-, f. phvsiol. Chem.
Bd. 51. S. 213-225 (1907).

*) Emil Abderhaldr» und Florcntin Mcdi(/ricca>ii< , Cber das Vorkommen von

peptolytischen P>rmenten im Mageninhalte und ihr Nachweis. Zeitschr. f. phvsiol. t'hem.

Bd. 57. 8.316—324 (1908).
— E. Abderhalden luid Dainmhahn, Über den Gehalt unge-

keimter und gekeimter Samen verschiedener Pflanzenarten an pe])tolytischen FernuMiton.

Ebenda. Bd. 57. 8.332—338 (1908). — E. Abderhalden und C.Jirahni, Zur Kenntnis

des Verlaufes der fermentativen Polypeptidspaltung. VI. Mitteilung. Ebenda. Bd. 57.

8.342-347(1908). — E. Abderhalden und H. Prinf/sheini, Studien iiber die Spezifi-

zität der proteolytischen Fermente bei verschiedenen Pilzen. Ebenda. Bd. 59. 8. 249— 250

(1909). — E. Abderhalden, G. i'aeinnierer und L. l'inciissohn , Zur Kenntnis des Ver-

laufes der fermentativen Polvpeptidspaltung. \'1I. Mitteilung. Elienda. Bd. 59. S. 292 bis

319 (1909).
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anzusehen, und daß dies sogar höchst unwahrscheinlich ist, denn sowohl

das verschwindende Ausgangsmaterial als fast alle auftretenden Spalt-

produkte beeinflussen diese Eigenschaften. M

Diese Kritik scheint mir ebenso das Klug&che A'erfahren der spektro-

photometrischen Messung der Zunahme der Biuretreaktion, selbst bei der

fraktionierten Fällung der verschiedenen Gruppen der Yerdauungsprodukte

der Proteine, zu treffen, als die Messung der optischen Drehung, die

Prüfung der elektrischen Leitfähigkeit oder die Veränderung des Brechungs-

vermögens. -)

Sprlggs hat nachgewiesen, daß die Viskosität einer Lösung von

gerinnbarem Eiweiß während der Pepsinverdauung abnimmt. l)is der größte

Teil der gerinnbaren Proteine in ungerinnbare umgewandelt ist. Da Proben

derselben Eiweißlösung, mit verschiedenen Pepsinmengen behandelt, zur

Zeit der gleichen Viskosität dieselben Prozente gerinnbares und ungerinn-

bares Protein enthalten, kann man mittelst für jedes Protein eigens dazu

experimentell festgestellten Kurven während der ^'erdauung des betreffenden

Proteins den Gehalt an gerinnbarem und ungerinnbarem Eiweiß visko-

simetrisch feststellen. Bei der trvptischen Verdauung nimmt auch die

^'iskosität ab; diese Abnahme läuft nach BaijHss mit der Zunahme der

elektrischen Leitfähigkeit keineswegs parallel. In konzentrierten Lösungen

der Spaltungsprodukte der Proteine bewirken alle proteolytischen Enzyme

Herzog zufolge eine Zunahme der Viskosität. Demnach scheint die visko-

simetrische Methode bei der Untersuchung der Spaltung der Proteine nur

unter den von Spriggs festgestellten Bedingungen Dienste leisten zu

können. ^)

^) C. Opjjenheimer uiul If. Aro», Über das Verhalten des genuinen Serums gegen

die tryptische Verdauung. Beitr. z. ehem. Physiol. u. Pathol. Bd. 4. S. 279—299 (1904). —
S. P.'l. Sörense», Enzymstudien. Biochem. Zeitschr. Bd. 2. S. 45— 101 (1907).

-') F. Khiff, Untersuchuugeu über Pepsiuverdauuug. Pßügers Xxoh. f. d. ges. Physiol.

Bd. 60. 8.43—70 (1895).
— Derselbe, Beiträge zur Pepsinverdauung. Ebenda. Bd. 65.

S. 330— 342 (1897).
— E. Schütz, Eine Methode zur Bestimmung der relativen Pepsin-

mengen. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 9. S. 577—590 (1887). — Ä. Gürler, Wie beeinflußt

die Verdauung das Ürehungsvermögen einer Eiweißlösung V Festschr. d. ph}-sik.-med.

Ges. z. Würzburg 1899. — M. Oker-Blom, Die elektrische Leitfähigkeit und die Gefrier-

punktserniedrigung als Indikatoren der Eiweißspaltung. Skand. Arch. f. Physiol. Bd. 13.

S. 359—374 (1902).
— Victor Henri et Larynier des Barcels, Loi de l'actiou de la

trypsine sur la gölatine. Compt. rend. hebd. des s^anc. de la Soc. de Biol. T.55. p. 563—565,
787—789 et 866—868 (1903). — W. M. Bayliss, The kinctics of tryptic action. Arch.

des Sei. biolog. de St. Petersbourg. T. 11. Suppl. p. 261—291 (1904).
— Researches on the

nature of euzyme aetion. I. On the causes of the rise in eleetrical conduetivity under

the action of trypsin. Journ. of Physiol. Vol. 36. p. 221—252 (1908). — F. Obermayer und

E. P. Pick, tl1)er Veränderungen des Brechungsvermögens von Glykosiden und Eiweiß-

körpern durch Fermente, Säuren und Bakterien. Beitr. z. ehem. Physiol. u. Pathol. Bd. 7.

S. 331-380 (1906).

^) E. I. Spriggs, Eine neue Methode zur Bestimmung der Pepsinwirkung. Zeitschr.

f. physiol. Chem. Bd. 35. S. 465—494 (1902).
— B. O. Herzog, Über proteolytische Enzyme.

Ebenda. Bd. 39. S. 304—312 (1903).
— W. M. Bayliss, loc. cit.
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e) Isolierun;^ der Abbjuipiodnkte der Yerdauuni; d<'r Niikleoprotcid»'.

Dir aus ciucni Eiweißanteil iiiul einer Niikloinsiiiirc hestelieiideii Nuklco-

proteide werden sowohl durch Pepsin als durch Trvpsin in die dei- proteolyti-

schen Einwirkung' dieser pjizyme unterworfenen Eiweiße und in Xuklein

gespalten. Letzteres wird dann wieder in Eiweilj und Nukleinsäure «gespalten.

Schlielilich wii-d die Nukleinsäure durch die Nukleaso in ihre einzelnen

Bestandteile zerlegt: Phosphorsäure, Nuklein- oder Pnrinhasen. Pyriniidin-

hasen usw.

Die rntersuchun»' dei' die Spaltungsprodukte dvv Nukleoproteide ent-

haltenden Verdauungsgeniische erfolgt nach den in den Alischnitten über

den Ai)bau der Nukleinsäuren und die Isolierung der Abbauprodukte der

Proteine schon beschriebenen Verfahren.

Falls Proteine im Verdauungsgemische vorhanden sind, so werden sie

zuerst durch vorsichtiges Erwärmen bei Essigsäurezusatz oder durch Aus-

fällung mit Alkohol in der Kälte niedergeschlagen.

Im proteinfreien Filtrate wird dann die unzersetzte Nukleinsäui'e

gefällt. Ein Teil der Nukleinsäure scheidet sich schon bei der Neutralisation

der Verdauungsflüssigkeit und nachherigem vorsichtigen Eindaniiifen ab.

Im neutralisierten klaren Filtrate wird die noch vorhandene Nukleinsäure

durch verdünnte Schwefelsäure, durch Alkohol unter Zugabe von Natriuni-

acetat, durch Zusatz von gelöstem Kupfersulfat oder durch eine ö^/oige

wässerige Lösung von Mercuriacetat bei genau neutraler Reaktion gefällt.

Um die durch Mercuriacetat gefällte, mit S])uren von Proteosen oder

vielleicht auch von Hexonbasen verunreinigte Nukleinsäure in reinerem

Zustande zu erhalten, wird dieser Niederschlag abfiltriert und auf dem

Filter mit etwas Wasser, dem etwas Mercuriacetat zugesetzt ist, gründlich

ausgewaschen. Dann wird der Niederschlag in Wasser aufgeschwemmt, das

C^uecksillier durch Schwefelwasserstoff abgeschieden, vom Schwefehiuecksilber

abfiltriert, auf dem Wasserbade eingeengt, schlielolich in al)solutes Alkohol-

äthergemisch gegossen, wobei eine feinflockige Fällung entsteht. Solange

der x\lkoholätlier noch wasserhaltig ist, geht immer ein Teil der Fidliing

wieder in Lösung, den man indes durch Einengen der Alkoholätherflüssig-

keit und erneutes Eingielöen derselben in absoluten Alkoholäther zurück-

gewinnen kann.

Wird die derartig mit Quecksilberacetat vorbehandelte. niikleinsäure-

freie Verdauungslösung neutralisiert, so kann man darin die Proteo.sen und

die anderen Spaltungsprodukte des Proteinenanteiles des Nnkleoproteides

nach den früher beschriebenen Verfahren nachweisen und isolieren.')

In der von der uiizersetzten Nukleinsäure befreiten Flüssigkeit kann

man die abgespaltene Phosphorsäure durch Eindampfen und Veraschen mit

Soda und Salpeter oder durch Versetzen mit Magnesiamischung und Be-

handlung des entstandenen Niederschlages von plios|)horsaurer Ammoniak-

*) /'. Umber, Über die fermentativo Spaltung der Nukleoproteide im Stoftwoclisol.

Zeitsclir. f. klin. Med. Bd. 43. S. 282—303 (19U1).
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magnesia in üblicher Weise und Wägen der Phosphorsäure als pyro-

phosphorsaure Magnesia nachweisen. i)

Nach Beseitigen der etwa noch vorhandenen Nukleinsäure mittelst

Schwefelsäure kann man das Filtrat mit Bleiacetat fällen, wieder filtrieren,

das neue Filtrat mit Schwefelsäure vom Blei befreien, filtrieren, das nun

erhaltene Filtrat durch Abdampfen vom Schwefelwasserstoffüberschuß be-

freien. Dann fällt man die Nukleinbasen mittelst Silbernitrat und einem

Ammoniaküberschusse. 2)

Im durch Schwefelsäure von der nicht gespaltenen Nukleinsäure

befreiten Filtrate kann man auch die Purinbasen direkt mit der Queck-

silbersulfatlösung von Kossei und Patten fällen, welche man durch Erhitzen

von 500 cw3 15 volumprozentiger Schwefelsäure und Auflösen von 75 g

Quecksilberoxyd in der heißen Flüssigkeit bereitet. Der entstandene Nieder-

schlag wird abgesaugt, in Wasser aufgeschwemmt und unter Zusatz von

etwas Salzsäure mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Dann wird filtriert und

das Filtrat durch Durchleiten von Luft vom Schwefelwasserstoff befreit.

Danach wird es mit ammoniakalischer Silberlösung gefällt. Der Silbernieder-

schlag wird abfiltriert, gut ausgewaschen, in Wasser aufgeschwemmt und

unter Zusatz von Salzsäure in der Wärme zersetzt. Das Chlorsilber wird

abfiltriert, durch das Filtrat noch einige Schwefelwasserstoffblasen geleitet

und dann wieder filtriert. Das letzte Filtrat wird eingedampft, wodurch

sich die salzsauren Purinbasen kristallinisch ausscheiden. Die ausgeschiedenen
Kristalle werden mit Alkohol und Äther getrocknet und durch die von

Burian angegebene und von Pauly veränderte Diazoreaktion als Purinbasen

charakterisiert. Zum Anstellen dieser Reaktion wird folgendes Reagens
frisch dargestellt: 'lg feingepulverter Sulfanilsäure werden mit o e;;«^ Wasser
und 2 cm'^ konzentrierter Salzsäure zu einem Brei geschüttelt und in kleinen

Portionen innerhalb einer Minute mit einer Lösung von 1 g frischem

KaUumnitrat in 1—2 on^ Wasser versetzt, wobei nach jedem Zusatz mit

kaltem Wasser gekühlt wird. Die Sulfanilsäure geht größtenteils rasch in

Lösung und an ihre Stelle tritt bald ein dichter, weißer, kristallinischer

Niederschlag von Diazobenzolsulfosäure, welcher nach einigen ^Minuten ab-

gesaugt und mit wenig Wasser ausgewaschen wird. Die zu prüfende Lösung
der Kristalle der Nukleinbasen wird bis zum Überschusse mit Sodalösung
versetzt und dann mit 3—5 cm^ der Buricm-Paulyschen Diazobenzosulfo-

säurelösung. Nach Verlauf von längstens einigen Minuten, meistens aber

sofort, entsteht eine gelbe bis rote Farbe. 3)

*) T. Äraki, t)ber euzymatische Zersetzimg der Nukleinsäure. Zeitschr. f. physiol.
Chem. Bd. 38. S. 84—97 (1903).

— M. Nakayama, fJber das Erepsiu. Ebenda. Bd. 41.

S. 347—362 ( 1904).

=) C. Foa, Sulla uucleasi del succo intestinale. Arch. di fisiol. Vol. 4. p. 98—100 (1906).

") A. Kossei und A. J. Patten, 'Lux Analyse der Hexonbasen. Zeitschr. f. phj-siol.

Chem. Bd. 38. S. 39—45 (1903).
— H. Pauli/, Über die Konstitution des Histidins.

Ebenda. Bd. 42. S. 508-518 (1904).
— F. Sachs, Über die Nuklease. Ebenda. Bd. 46.

S. 337—353 (1905).
— P. Burian, Diazoarainoverbiudungen der Imidazole und der Purin -

Substanzen. Ber. d. Deutsch, chem. Gesellsch. Bd. 37. S. 696—707 (1904).

I
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^f)")

Wird die übrig i>('bliel)(Mie Nukleinsäure durch Alkohol uutor Zusatz

von Natriumacetat gefällt, so versetzt man das durch Al)(laui|)tVu auf dcui

Wasserbade vom Alkohol befreite Filtrat mittelst ammouiakalischer Silber-

lösung- und Kupfersulfat-Bisulfit. um die Purinbasen zu isolieren. Wird die

unzersetzte Xukh'insäure als Ku])fersalz gefällt, so wird im Filtrate mit-

telst der Kupfersulfat-Disulfitincthode auf freie Purinbasen gefahndet.')

f) Isolieruui^- der Abbauprodukte der Verdauuui; der Phosphatitle.

Unter dem Einflüsse des Pankreassteapsins. der Darm- und der

Magenlipase werden die als wässerige iMnulsioneu benutzten Phosjjhatide

gespalten. Am besten bekannt ist der Abbau des Lezithins. Es wird in

Glyzerinphosphorsäure, freie Fettsäuren und Cholin zerlegt. Nach Slowtzoff
scheinen die Abspaltungen des Cholins und der Fettsäuren unabhängig
voneinander zu erfolgen. Stassano und Billon zufolge wird durch mittelst

Enterokinase aktivierten Pankreassaftos kein Cholin aus frisch bereiteten

Lezithinen abgespalten. Nach Bergell wird durch Darmsaft Lezithin leicht

und schnell unter Choliubildung gespalten.

Zur Bestimmung der abgespaltenen Fettsäuren werden diese am
Ende des Versuches mit Vio oder Y20 normaler Kalilauge und Phenol-

phtalein als Indikator titriert. Durch 2 besondere Kontrollkölbchen muß
man die Pieaktion des Gemisches von Lezithinemulsion und Fermentlosung
vor der enzymatischen Einwirkung feststellen, im ersten ohne Vorbehand-

lung, im zweiten nach Erwärmen und Zusatz von l)r)"/oigem säurefreien

Alkohol. In 4 anderen Kontrollkölbchen wird die Lezithinemulsion zur

vorher aufgekochten Fermentlösung zugesetzt. Von diesen 4 Kontroll-

kölbchen werden 2 sofort titriert, und zwar wieder das eine ohne jegliclu'

^'orbehandlung , das andere nach Zusatz von 20''/oigeni Alkohol und Er-

Avärmen. Die 2 letzten Kontrollkölbchen mit erwärmter Fermentlösung
bleiben ebensolange im Thermostaten, ^ie die Hauptversuchskölbchen und

werden gleichzeitig mit diesen titriert, und zwar wiederum das eine ohne

Vorbehandlung, das andere nach Zusatz von Oö^/oiseni Alkohol und Er-

wärmen. Auf diese Weise ermittelt man die tatsächliche Abspaltung von

Fettsäuren aus dem zum Versuche angewandten Lezithin.

Man kann auch nach dem Volhard-Stadcs(i\\Q\\ \erfahren die Menge
der durch Fermeutwirkung frei gewordenen Säuren sowie die Menge der

noch im unzersetzten Lezithin vorhandenen Säuren feststellen und aus

den beiden so ermittelten Zahlen die prozentige Abspaltung der Fettsäuren

bei der Lezithinverdauung in Prozenten der Fettsäuren des Lezithins

berechnen.

Zur L'ntersuchung auf unverändertes Lezithin wird das Verdauungs-

produkt mit starkem Alkohol versetzt und der Niederschlag abfiltriert.

Filtrat und Niederschlag werden bei 50—60" eingetrocknet. Die liück-

') E. Abderhalden und A. Schittenhehn, Der Ab- und Aufl)au der Nukleinsäuren

im tierischen Organismus. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 47. S. 452—457 (1906).
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stände werden vereinigt, im Soxhletschen Apparate mit wasserfreiem Äther

ausgezogen und dann mit 95Voi8eni Alkohol ausgekocht. Äther- und
Alkoholextrakt werden bei 50" zur Trockene gebracht und mit Aceton be-

handelt, wodurch in den Aceton die Fettsäuren sowie die etwa vorhan-

denen Fette und Alkaliphosphate treten, während die Hauptmasse des

Lezithins als Rückstand bleibt. Dieser wird abfiltriert und in Äther ge-
bracht. In der so erzielten Lösung kann man mittelst Phosphorsäure-
und Stickstoffbestimmung die Anwesenheit des Lezithins nachweisen.

Dieses Verfahren erlaubt aber keineswegs, das unzersetzte Lezithin quan-
titativ zu erhalten, denn nach Kumngawa und Siito wird das Lezithin

aus dem Ätherextrakte durch Aceton nicht quantitativ gefällt.

Lim Choün und Glyzerinphosphorsäure nachzuweisen . wird die fer-

menthaltige Lezithinemulsiou bei 40—50° auf dem "Wasserbade einge-
trocknet und der Rückstand mit salzsäurehaltigem Aceton ausgezogen.
Die xlcetonlösung wird abfiltriert, neutralisiert, bei 40'> zur Trockene ge-

bracht, der Rückstand in AYasser gelöst, abfiltriert und mit Krauts Jod-

wismutkaliumreagens gefällt. Nach 10— 12stündigem Stehen wird der

Niederschlag auf dem Filter gesammelt, mit Silberoxyd zersetzt, mit

Alkohol ausgezogen, das Cholin daraus mit alkoholischem Platinchlorid ge-
fäUt. Das Filtrat der Fällung mit Krauts Reagens wird eingedampft, an-

gesäuert, mit Alkohol ausgezogen und im Alkoholextrakt der von der

Glyzerinphosphorsäure stammende Phosphor bestimmt. '
)

') Peter Bergeil ,
Über die Spaltung des Lezithins durch den bei vollständigem

Darmverschluß abgesonderten Darmsaft. Zentralbl. f. allg. Pathol. u. pathol. Anat. Bd. 12.

S. (533—634 (1901).
— H. Stassano et Billon, La lecithine n'est pas dedoublee par le

suc pancröatique meme kinase. Compt. rend. hebd. des söanc. de la Soc. de Biologie.
T. 15. p. 482—483 (1903).

— La lecithine pure ingeree se retrouve iualteree dans la lymphe
provenant des chyliferes. Ibid. T. 15. p. 924—926 (1903).

— C. Schumoff-Simanowski und
X. Sieber, Das Verhalten des Lezithins zu fettspaltenden Fermenten. Zeitschr. f. physiol.
Chem. Bd. 49. S. 50—63 (1906).

— B. Slowtzoff, Über die Resorption des Lezithins aus
dem Darmkanal. Beitr. z. chem. Physiol. und Pathol. Bd. 7. 8.508—513 (1906). —
Faul Mayer, Über die Spaltung der lipoiden Substanzen durch Lipase und über die

optischen Antipoden des natürlichen Lezithins. Biochem. Zeitschr. Bd. 1. S. 39—52

(1906).
— Über Lezithinzucker sowie über das physikalisch-chemische Verhalten des

Zuckers im Blut. Ebenda. Bd. 1. S. 81-107 (1906). '— M. Kumagawa und K. Suto, Ein
neues Verfahren zur quantitativen Bestimmung des Fettes und der uuverseifbaren Sub-
stanz im tierischen Material nebst der Kritik einiger gebrauchlichen Methoden. I. Ab-

handlung. Ebenda. Bd. 8. S. 211—347 (1908).



i\ Methoden zur Untersuch iinii,- des Speichels nnd
des Inhaltes des \ erdannngsschlanches nnd der

Fäzes der Pflanzenfresser.

Von A. Scheuuert, Dresden.

1. Untersuchung des Speichels.

A. Gewinnung.

Wie besonders die Untersuchungen Paivlows gezeigt haben, ist die

Zusammensetzung des Speichels von den verschiedensten Einflüssen psychi-

scher und mechanischer Art abhängig; man wird daher bei der Gewinnung
von Speichel zu Untersuchungszwecken je nach den Umständen, unter denen

sie erfolgt, verschieden zusammengesetzte Sekrete erhalten. Über die Ge-

winnung lassen sich daher nur ganz allgemeine Angaben machen.
Das Sekret bestimmter Speichcldriiseii wird bei Tieren durcb Anlegen von Fisteln

an die Ausführungsgäuge (vgl. Bd. III, S. 96) gewonnen. Gemischten Mnndspeicliel gewinnt
man nach Anlage einer Ösophagnsfistel derart, daß man das Tier auf irgend eine durch

die Versuchszwecke bedingte Weise zur Speiclielsckrction veranlaßt und den ans der

Fistelöffnung austretenden abgescliluckten Speichel auffängt. Durch Vorzeigen von

Nahrung kann so psychischer Speichel, durch Einbringen harter Gegenstände in das

Maul Gleitspeichel usw. gewonnen werden. Auch durch Injektion speicheltreibender

Mittel (Pilokarpin) oder elektrische Reizung kann Speichelsekretion hervorgerufen werden.

Gemischten menschlichen Speichel gewinnt man durch Kauen auf Wattebauschen oder

Schwämmchen und Entleeren des im Miuido sich ansammelnden Speichels oder Aus-

drücken der Schwämmchen'). ferner durch Ausführen von Kau und Saugbeweguugen
bei geschlossenem Munde-), schließlich auch durcii elektrische Reizung mit einem gal-

vanischen Strom von Oo— 1 Milliampere, wobei die Elektrode des Kohlenpols in die

linke Hand genommen und mit dem Draiitende des Zinkpols die Zunge bestrichen wird. ')

Menschliches Parotissekret erhält man leicht durcli Einführung einer Kanüle

von entsprechendem Lumen in die (bei Selbstvcrsuchcn mit Hilfe eines Spiegels) leicht

auffindbare Mündung eines Parotidenganges.

1) G. Sticker, Ein einfaches Verfahren, größere Mengen von .Mundspeichel zu ge-

winnen. Münchner Med. Wochenschr. Jg. 1897. S. 227—228.

'-) Jairci», Zur klinischen Pathologie des Speichels. Wiener Med. Presse. Jg. 1892.

S. 5G8.

") H. Dicminger, Beitr. zur Kenntnis des menschlichen Mnndspeichels etc. Diss.

Würzburg. ig. 1898'. S. 42.

Abderhalden. Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 17
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B. Allgemeine Eigenschaften.

Die Reaktion des frisch sezei-nierten physiologischen Speichels ist stets

alkalisch.

Über das Verhalten verschiedener Indikatoren gegen Speichel sowie seine Reak-

tion bei Krankheiten vgl. bei Dicminger und Fleckseder. ')

Der Speichel ist stets durch feste Partikelchen getrübt, die sich bei der mikro-

skopischen Untersuchung als Speisereste, abgestoßene Mund- und Zungenepithelien.

Detritus etc. erweisen. Ferner enthält er sogenannte Speichelkörperchen (Leukozyten?),

kernhaltige, ein gekörntes Protoplasma besitzende Zellen mit amöboider Bewegung. Eine

Trennung des Speichels von diesen Bestandteilen kann durch Sedimentierung oder durch

Filtration (Wattebausch) erzielt werden. Der sich beim längeren Stehen des Speichels

an der Luft abscheidende, eine Trübung hervorrufende Niederschlag besteht aus CaCOg,
^\elches aus dem Ca(HC03)2 des Speichels durch Kohlensäureabgabe entsteht.

Über die Bestimmung des spezifischen Gewichtes '), der elektrischen Leitfähig-

keit, der Gefrierpunktserniedrigung, der Viskosität des Speichels vgl. die betreffen-

den Kapitel dieses Werkes und die zitierten Originalarbeiten.
^-

')

C. Organische Verbindungen.

1. rroteinsubstanzen.

a) Muzin. Das Speicheliniizin wird durch Ansäuern des Speichels mit

Essigsäure, in der es unlöshch ist, ausgefällt. Beim starken Schütteln oder

Umrühren der Fhissigkeit ballt es sich als faseriges Gerinnsel zusammen.

Man kann es leicht von der Fhissigkeit durch Herausheben oder Abfiltrieren

((juantitative Methode bei Anwendung gewogener Filter) trennen und mit

ilim zur weiteren Reinigung und Untersuchung nach Bd. II, S. 409 verfahren.

Zur Identifizierung genügt es, durch dreistündiges Kochen in lO^/oiger HCl

am Bückflulikühler den Aminozucker aus ihm abzuspalten und diesen nach

Fähung der Eiweißstoffe durch Phosphorwolfram säure durch eine Reduk-

tionsprobe nachzuweisen.

Zur Darstellung des Muzins verwendet man zweckmäßig Extrakte der

(iL mandibularis (submaxillaris). (Vgl. Bd. II. S. 410.)

h) Eiweiß. Das neben Muzin im Speichel enthaltene native Eiweiß

ist seiner Natur nach wenig bekannt und läßt sich nach Entfernung des

Muzins darin mit den bekannten Reaktionen nachweisen und durch Koagu-
lation entfernen.

2. Enzyme. Die im Speichel anwesenden Enzyme, Diastase (Ptyabn)

undMaltase, werden nach Bd. III, S. 16 nachgewiesen und untersucht. Die

Speicheldiastase verwandelt Stärke in Dextrine und Maltose, wobei als

Zwischenprodukte die durch ihr Verhalten gegen J charakterisierten Dex-

tringemische, Erythrodextrin, Achroodextrin, auftreten. Die Maltase spaltet

M R. Fleckseder, Der gemischte Speichel des Menschen, sein normales Verhalten

und seine Veränderungen in Krankheiten. Zeitschr. f. Heilkunde. Bd. 27. Abt. f. innere

Med. S. 231-296 (1906).

-) F. N. Schulz, Speicheldrüsen und Speichel. ()j)penheiniers Handh. ü.Biochem.
Bd. 3. 1. S. 27.

') (i. Japelli, Über die phvsiko-chemischen Bedingungen der Speichelabsonderung.
Zeitschr. f. Biol. Bd. 48. S. 398-431 (1906); Bd. 51. S. 42-78. 127-176 (1908).
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das Disaccharid Maltose in 2 Moleküle (ilukose. Die Untersuchiiiig- des

Speichels auf Oxydasen erfolgt nach P>d. III, S. 48ff. Lit. findet sich bei

Schulz, 1. c.

3. Nachweis anderer organischer Verl)indu ngen. Besonders im Speicliel
Kranker ist noch eine Anzahl anderer organischer N'erbindungen aufgefunden worden,
z. B. Harnstoff, Harnsäure. Aceton, Traubenzuci^er, Leucin. Über den Nachweis dieser

Körper vgl. die betreffenden Kapitel dieses Werkes, über ihr Vorkommen berichten

Dieuiinger und Fleckseder u. a.

Die von lioi^cnhach^) beschriebenen Farbenreaktioneu dürften auf seinem Eiweiß-

gehalt beruhen und nach den Untersuchungen von Rosenthal-) zu urteilen, keine Be-

deutung für die Speicheluntersuchung besitzen.

D. Anorganische Verbindungen.

Zur rntersuchung auf gelöste anorganische \'erbindungen wird es in

den meisten Füllen nötig sein, die P^iweilikörper des Speichels vorher zu

entfernen. Zum Nachweis und zur Bestimmung der ('()., und des Ammoniaks
bedarf es dessen nicht. Zur Enteiweißung säuert man, sofern nicht be-

sondere Methoden (vgl. unten) erforderlich sind, mit Essigsäure an, filtriert

das ausgeschiedene Muzin ab und entfernt das Eiweiß im Filtrat durch

Koagulation. Es kommen in Frage:
Kationen: K, Na, Ca, Mg, NH^.
Anionen: Cl^ PO,'", COa". In Spuren CNS', SO,", NO,'.

Einer genaueren Besprechung bedürfen nur einige wenige Bestimmungs-

methoden, deren Ausführung zum Teil von dem bei der quantitativen und

([ualitativen chemischen Analyse üblichen Verfahren abweicht.

I. Salze der Bhodanwasserstoffsäure.

a) Qualitativer Nachweis. Vorsichtiges Einengen des Speichels
auf die Hälfte oder ein Drittel seines Volumens leistet häufig gute Dienste.

1. Nachweis als Ferrirhodanid. Die blutrote Farbe des Ferri-

rhodanids dient auch zum Nachweis des lUiodanalkali im Speichel. Man

fügt zu dem mit HCl angesäuerten Speichel einige Tropfen einer lO'VoinP"

Ferrichloridlösung. Bei Gegenwart von Rhodanalkali tritt die durch Ferri-

rhodanid hervorgerufene blutrote Farbe auf (in Äther löslich).

Eine praktische Modifikation dieser Reaktion stammt von Gscheidlen^),

der Filtrierpapier mit salzsäurehaltiger Ferrichloridlösung tränkte, trocknete

und als Reagenzpapier verwendete. Ein Tropfen rhodanalkalihaltigen Speichels

auf solches Papier gebracht ruft darauf einen roti-n Fleck hervor.

'2. Eine noch größere Empfindlichkeit ist der Reaktion von Solerd*)

eigen. Jodsäure wird durch rhodanlialtigen Speichel reduziert und dabei

') 0. liosenbach, Über einige Farbenreaktionen des Mundspeichels. Zentralbl. f.

klin. Med. Bd. 12. S. 145—148 (1891).

-) ./. Roscnthal, Über Farbenreaktionen des Mundspeichels. Berl. klin.Wochenschr.

.Tg. 1892. S.3Ö3.

•') li. Gscheidlen, Rhodannachweis. Malijs Jahresber. Bd. 4. S. 91 (1874).

*) L. Solera, Über eine eigentümliche Reaktion des Speichels. Mali/s Jahreslter.

Bd. 7. S. 256 (1877).

17*
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Jod frei, welches durch Stärkekleister (Blaufärbung) nachgewiesen werden

kann. Die Anwendung eines mit Jodsäure- und Stärkekleisterlösung ge-

tränkten Reagenzpapieres ist auch hier zu empfehlen.
3. Geringere praktische Bedeutung als die sub 1 und 2 genannten haben die Reak-

tionen von Pollacci^) und Colasanti^) gewonnen. Pollacci hat die Eigenschaft der

Rhodanide, mit geringen Mengen Mercurosalzeu Mercurialkalirhodanid und metallisches

(Quecksilber zu geben ,
zum Rhodaunachweis im Speichel verwendet. In ein Schillchen

bringt mau etwas Calomel und gibt 10—12 Tropfen Speichel hinzu. Bei Anwesenheit

von Rhodanalkali tritt Duukelfärbung unter Abscheidung von metallischem Hg ein.

Colasanti hat mehrere Reaktionen angegeben, von denen die eine auf dem Auftreten

einer smaragdgrünen Färbung beim Versetzen rhodanhaltigen Speichels mit verdünnter

Kupfersulfatlösung, die andere auf der Reduktion von Goldchloridlösungen 1 : 1000 durch

verdünnte Sulfocyauatlösiuigen beim Erwärmen in alkalischer Lösung (Zusatz von ge-

sättigter Na, COg-Lösuug) beruht. In letzterem Falle tritt violette P'ärbung der Lösung
durch kolloidales Gold ein.

h) Quantitative Bestimmung.
1. Nach I. Munk. 3) Der zur Untersuchung bestimmte Speichel wird

filtriert, zur Trockne gedampft und der Trockenriickstand mehrmals mit

Alkohol ausgezogen. Auf diese Weise erreicht man eine vollständige Trennung
der Eiweißsubstanzen von Rhodansalzen, da außer diesen nur noch Chloride

in das alkoholische Extrakt übergehen. Der Trockenrückstand des Alkohol-

extraktes wird mit Wasser aufgenommen, mit HNOg angesäuert und durch

Silbernitrat, Chloride und Rhodanide vollständig ausgefällt. Der Xiederschlag
wird auf einem Filter gesammelt und im W^assertrockenschrank getrocknet.

Der Niederschlag wird dann im Silbertiegel mit Soda und Salpeter ge-

schmolzen, wobei der Schwefel des Rhodanids zu Schwefelsäure oxydiert
wird. Die Schmelze wird in Wasser und verdünnter Salzsäure aufgelöst,

klar filtriert und in dieser Lösung die Fällung der Schwefelsäure mit

BaCl.2 vorgenommen. Mtmk empfiehlt zur Entfernung überschüssiger Sal-

petersäure die Schmelze mehrmals mit HCl auf dem Wasserbade einzu-

dampfen und dann erst mit 11,0 aufzunehmen und mit BaCl, zu fällen.

Der Ba SO^-Niederschlag mrd zur quantitativen Wägung gebracht. Da 1 Teil

BaSO^ 0-253 Teüen HCNS, 0-416 Teilen Rhodankalium, 0-348 Teilen Rhodan-

natrium entspricht, läßt sich der Rhodanalkaügehalt des Speichels leicht

berechnen. Die Methode gibt recht genaue Werte, wie mehrfache Nach-

prüfungen z. B. von Krüger ergeben haben.*)
2. S. Lang^) hat eine Methode vorgeschlagen, die sieh zu gleichzeitiger Bestim-

mung der Chloride und Rhodanide eignet. Der enteiweißte und filtrierte Speichel wird

in zwei gleiche Portionen geteilt und in einer Portion mit n AgNOg-Lösung nach Volhard

titrimetrisch die Gesamtmenge der Chloride und Rhodanide ermittelt. Die andere Por-

tion wird unter Zusatz von chlorfreiem Salpeter in einer Platinschale verascht und in

^) E. Pollacci, Nachweis der Rhodanwasserstoffsäure im Speichel. Ann. cliim.

anal. appl. Bd. 9. S. 162. Zit. nach Mali/s Jahresber. Bd. 34. S. 425 (1904).

-) G. Colasanti, Zit. nach Mah/s Jahresber. Bd. 19. S. 72—74 (1889).

=*) J.Munk, Phys.-chem. Mitteilungen. Virchows Arch. Bd. 69. S. 350—369 (1877).

^) F. Krüger, tlber den Schwefelcyansäuregehalt beim Menschen. Zeitschr. f. Bi(d.

Bd. 37. S. 6—24 "(1898).

^) S.Lang, Über die Umwandlung des Acetonitrils und seiner Homologen im

Tierkörper. Arch. f. exper. Path. u. Pliarm. Bd. 34. S. 253 (1894).
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(Un- mit Wasser aufgcnommonon Schmelze der Chhjrgohalt ermittelt. I»urch Berechnung
läßt sich der (ielialt an Thioc) ansäure leicht ermitteln.

:-i. Spektrophotoinetrische Bestimmunjj;-. Sehr schnell und mit

grol.^er Genauigkeit läßt sich der lihodangehalt des Speichels mit Hilfe des

Spektrophotometers bestimmen. Tezner^), der mit dem /////«ersehen In-

strument arbeitete, hat folgendes Verfahren erprobt:

Nach entsprechender \'erdiinnung des Speichels mit Wasser (das

Spektrophotometer hat für Ilhodanidlösungen von 0*0015—0"0025Vo Salz-

gehalt die größte Empfindüchkeitj fügt man zu 1 cm^ des verdünnten

Speichels H Tropfen verdünnter Eisenchloridlösung, schüttelt um und fil-

triert durch ein kleines Filter. Das Filtrat wird in den Absorptionstrog

gefüllt und der Extinktionskoeffizient bestimmt (Doppelbestimmnng mit je

10 Ablesungen ). Näheres vgl. Spektrophotometrie Bd. I, S. 6;U. Da der Extink-

tionskoeffizient £ = — log cos-
cp
und das Absorptionsverhältnis A für Ferri-

rliodanid nach Tezners Bestimmungen O'OOo beträgt, läßt sich die Konzen-

tration c der Lösung gemäß der Formel c = A.s oder c = — log cos^ o O'OO.'i

berechnen, wobei o der abgelesene Winkel ist. Die Methode läßt sich außer-

ordentlich rasch und mit sehr geringer Speichelmenge (1 cm^) ausführen

(Fehlergrenze ± O'OOlömc/). Über Anwendung des Glanschen Spektrophoto-
meters zur Rhodanbestimmung vgl. Wrohlewski. 2)

4. Die kolorimetrische Bestimmung ist mehrfach angewandt worden, gibt

aber Resultate, die an Genauigkeit bedeutend hinter denen der geschilderten Methoden

zurückstehen. Das alte Verfahren von Oehl ist neuerdings von Fleckseder^) in

folgender Weise ausgeführt worden. Benötigt dazu werden zwei gleiche, genau in

Kul)ikzentimeter geteilte Eprouvetten. In die eine werden 0"5—2cm^ klaren Speichels

(Sedimentieren oder Filtrieren), in die andere die gleiche Menge einer O'P/oo Bhodan-

kaliumlösuug gebracht und zu beiden ein gleiches Volumen einer lO^/oigen Eisenchlorid-

lösung, die etwas HCl enthält, gegeben. Durch Umschütteln wird Vermischung und

gleichmäßige Färbung der Flüssigkeiten erzielt. Die Lösung, welche eine tiefere rote

Farbe zeigt, wird dann mit soviel Wasser verdünnt, bis ihre Farbe mit der der anderen

unverdünnten übereinstimmt. Der Rhodangehalt des Speichels läßt sich durch einfache

Berechnung ermitteln. Eine kolorimetrische Bestimmung kann natürlich auch unter

Anwendung eines der üblichen Kolorimeter ausgeführt werden.

Ausführlicheres über Rhodanbestimmung findet sich bei Villaiu.*)

II. Chloride.

Zur quantitativen Bestimmung der Chloride empfiehlt sich das oben

angegebene Verfahren von Lang oder die Methode \o\i Munk. (Lit. sub Ih)

1 und 2.)

') E. Tezner, Variations phys. de la composition de la salive. Arch. internat. de

Phys. T. 2. p. 153-191 (1905).

-) A. Wrohlctvski
, Anwendung des Glan%c\\Gv\ Spektrophotometers auf die Tier-

chemie. Quantitative Bestimmung der Rhodansalze im Speichel. Krakau. Akad. d. Wiss.

Bd. 96. S. 389 (1896).

'•') U. Fleckfteder
,
Der gemischte Speichel des Menschen, sein normales Verhalten

und seine Veränderungen in Krankheiten. Zeitschr. f. Heilk. Bd. 27. Abt. f. innere Med.

S. 231-296 (190(5).

*) K. Villain, Über das Vorkommen und den Nachweis des Ilhodans im Menschen-
und Tierkörper und seine toxikologische und pliarniakologisciie Bedeutung. Diss. Krei-

Inu-ff 1903.



252 A. Scheunert.

5—10 cms Speichel werden mit etwas chloiireiem Salpeter zur Trockne

iiedanipft und dann vorsichtig unter langsamer Steigerung der Hitze ver-

kohlt und schließlich über freier Flamme rasch geglüht. Die weiße Schmelze

wird unter Zusatz von etwas Salpetersäure in Wasser gelöst. In dieser

Lösung werden mit AgNOg die Chloride gefällt und in der üblichen Weise

zur Wägung gebracht.

III. Nitrite. Zum Nachweis der Nitrite im Speichel Ivöiinen verschiedene Reak-

tioneu verwendet werden, die in der qualitativen chemischen Analyse zu gleichem
Zwecke dienen. In ganz frischem Speichel fallen sie häufig negativ aus.

a) Mit H„ SO^ angesäuerter Speichel gibt mit Jodzinkstärkekleisterlösinig Blau-

färbung infolge Auftretens blauer Jodstärke durch in Freiheit gesetztes Jod. Die Jod-

zinkstärkekleisterlösung wird so hergestellt, daß zunächst lg Stärke mit etwas destil-

liertem Wasser verrieben wird. Diese Aufschwemmung gibt man in ein Becherglas,

fügt eine Lösung von 5 g Zinkchlorid in 25 c»i^ H^ hinzu und kocht bis zur Lösung
der Stärke; das Produkt wird dann mit 250cm* 11,0 undü'ö// Ziukjodid versetzt, ge-

mischt und kann dann zur Reaktion verwendet werden.

h) Mit Schwefelsäure angesäuerter Speichel gibt mit schwefelsaurer m-Phenylen-

diaminlösung bei Anwesenheit von Nitriten Gelb- bis Braunfärbung (Bismarckbraun).
Zur Herstellung der Lösung werden 5 // m-Phenylendiamin mit Schwefelsäure bis zur

schwach sauren Reaktion versetzt und auf ] l aufgefüllt. Die Lösung soll farblos sein.

c) a-Naphtylamin-Sulfanilsäurelösung gibt mit nitrithaltigem Speichel, auf 80"

erwärmt, deutliche Rosafärbung. Zur Bereitung des Reagens wird 1 . 05 g Sulfauilsäure

in 150 cm^ einer SO^/oigen Essigsäure gelöst; 2. Ol // a-Naphtylamin puriss. mit 20 cm^

Wasser gekocht. Es bleibt hierbei ein blauvioletter Rückstand ungelöst, von dem die

überstehende klare Flüssigkeit abgegossen und mit Lösung 1 vermischt wird. Die Auf-

bewahrung soll in Fläschchen mit paraffinierten Stopfen erfolgen. Die Reaktion ist

äußerst empfindlich.

IV. Ammoniak. Der Nachweis freien Ammoniaks gelingt mit iYe.96;/frschem Rea-

gens. Quantitativ kann der Gehalt an Ammonium durch Destillation mit MgO und

Auffangen des übergehenden NH, in einer Säure von bekanntem Titer bestimmt
werden. Auch das Schlösingsch.e Verfahren eignet sich zur Ammoniakbestiramung im

Speichel.

V. Gase des Speichels. Über Methoden der Gewinnung der Speichelgase

(Oj, N^, CO,) vgl. Külz [Parotidensekret] '), Pflüger [Submaxillarsekret] -).

Speichelsteiue und Zahnstein.

Die in den Ausführungsgängen der Speicheldrüsen (Gl. parotis, mandibularis [sub-

maxillaris], subungualis) oder seltener in den Drüsen selbst krankhafterweise einge-

lagerten Konkremente haben im allgemeinen eine ähnliche qualitative Zusammensetzung
und bestehen aus organischen und anorganischen Bestandteilen. Über die organischen
Bestandteile ist wenig bekannt, sie sind unter dem Mikroskop zum Teil als Leiber ver-

schiedener Bakterienarten oder als Epithelien, Speichelkörperchen u. dgl. zu erkennen.

Die anorganischen Bestandteile sind außer Wasser hauptsächlich Phosphate und Kar-

bonate des Ca und Mg, von denen stets die Ca-Salze, und zwar meist die Phosphate,
seltener die Karbonate in überwiegender Menge vorhanden sind. Neben diesen finden

sich noch geringe Mengen löslicher Salze
;
Rhodanide finden sich nicht.

') B. Kiilz, Über den Gasgehalt menschlicher Sekrete. Zeitschr. f. Biol. Bd. 23.

S. 320—328 (1887).

-) E. Pflüger, Die Gase des Speichels. Pflügers Mq\i\\. Bd. 1. S. 686—690 (1868).
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Der sogeuaiintc ZaUusttnu'l l)esitzt eine ganz analoiri' /usaniniciisetziiiii: und

besteht in der Plauptsache aus Calciumphosphat oder Calciumkarljonat.

Zur Untersuchung wird durch Ausziehen der zcrivh'inertcn Konkremente mit

Wasser eine Trennung der wasserlöslichen von den wasserunlöslichen Uestandteilcn he-

wirkt. Die Lösung kann der ([ualitativeu chemischen Analyse unterworfen werden.

Die unlöslichen Bestandteile lassen sich durch Behandlung mit verdünnter Salz-

säure, wobei CO., unter Aufbrausen entweicht, in Losung l)ringen. Nach dem Abfiltrieren

von ungelösten (organischen) Bestandteilen sind dann in der Lösung die Proben auf

Ca, Mg, PO^"' vorzunehmen.

Bei der quantitativen Aiuilyse ist mit abgewogenen Mengen, die vom Ergebnis der

qualitativen \'orproben und der Menge des vorhandenen Materials abhängen, analog zu ver-

fahren und bei der Abscheidung der einzelnen \'eiliindungcn zur Wagung und bei der Be-

stimmung der CO, die Methodik der q\iantitaiiven Mineralanalyse anzuwenden. Ver-

gleiche Aschenanalysc Bd. L <^)uantitativ konneu ferner ermittelt werden : Wassergehalt.

Asche, Menge der in IIjO löslichen und unlöslichen Bestandteile, N-(iehalt der orga-

nischen Substanzen (Kjcldahl).

2. Untersuchung des Darminhaltes und der Fäzes der

Pflanzenfresser.

Der Inhalt des Vordauuiii^sti-aktus der l'tlanzenfresser^) oder mit lie-

mischter Nahrung- iiefütterter Omni- und Karnivoren stellt eine mehr oder

weniger dünnbreiige Masse dar, deren Konsistenz wesentlicii von der Menge
der in ihr enthaltenen Holzfaserteile abhängig- ist. und deren Wassergehalt

je nach dem Abschnitte des \'erdauungsschlauclies . dem sie entstammt,

variiert.

Im Magen vom Pferd und Schwein finden sich 60—707o^ iw Dünndarm und

Caekum 90—987o Wasser, im Kolon nimmt der Wassergehalt allmählich ab. im Rektum

beträgt er 75—857o- ^^"^ Inhalt der Vormägen (mit Ausnahme des Psalters) und des

Drüsenmagens der Wiederkäuer ist stets sehr wasserreich und enthält 80— 'Jü*'„ Il._,
O.

Der Wassergehalt des Kotes entspricht im allgemeinen dem des Rektums. Pferd (70 bis

807o)) ^"i<^l ist nur beim Rinde oft von dünnbreiiger Beschaffenheit.

I. Analytische Bestimmungen in frischen Magen-Darminhalten und
Fäzes der Pflanzenfresser.

In frischen Inhalten und Fäzes können von aualy tischen Bestimmun-

gen nur die der Trockensubstanz, der stickstoffhaltigen Körper und gewisser

anorganischer Bestandteile ausgeführt werden . da zum Gelingen anderer

Bestimmungen, z. B. der der Stärke, dei' llohfaser etc. die Zerkleinerung dei- zu

analysierenden Substanzen unbedingt erforderlich ist. diese aber mit feuchtem

Material nicht vorgenommen werden kann. In allen solchen l'üHen hat der

analytischen Bestimmung eine Eintrocknung des rntersuchungsm;iterials

vorherzugehen. Ferner kann in fVischeni Material eine (piantitative Trennung
der gelösten von den ungelösten Bestandteilen vorgenommen werden. Hieran

*) C. Wittmann, Untersuchungen über Zahnstein und dessen chemische Zu-

sammensetzung bei unseren Ilaussäugetieren. Diss. Leipzig 1908.

-) Über die Methodik, die sich in vielen Fällen dem (lange dtu- Futtermittel-

analyse anschließt, vgl. auch J. Koni;/, Die I'ntersuchung landwirtschaftlich und ge-

werblich wichtiger Stoffe. Berlin. Paul Parey.
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kann sich die Analyse der gelösten Bestandteile (Trockensubstanz, Asche.

Stickstoff, lösliche Kohlehydrate etc.) anschließen.

Bei allen Analysen frischen Materials ist die Probeentnahme von

größter Bedeutung, ein sicheres Ergebnis kann nur durch mehrere Kon-

trollanalvsen erhalten werden.

1. Trockensubstanz.

Von Magen-Darminhalten empfiehlt es sich
, 10—20 g abzuwägen.

Diese werden zunächst auf dem Wasserbade von der Hauptmenge des

Wassers befreit und dann im Trockenschrank bei 100—lOö» bis zur Ge-

wichtskonstanz getrocknet.

Zur Bestimmung des Trockensubstanzgehaltes im Kot schheßt man
sich dem bei der Futtermittelanalyse geübten Brauche an : etwa 5 g Kot

Averden bei 100" bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, was meist nach

3—5 Stunden erreicht ist.

Fehler entstehen bei den Gärungs- und Fäulnisprodukte enthaltenden

Darminhalten und den Fäzes dadurch, daß sich außer dem Wasser auch

noch andere Substanzen verflüchtigen (Fettsäuren, aromatische Körper.
Ammoniak etc.). SoU dies vermieden w^erden, so muß bei mögüchst nie-

driger Temperatur über wasserentziehenden Mitteln getrocknet werden. Der

Ersatz der Luft durch ein indifferentes Gas, H.,, CH^, Ng etc., ist in solchen

Fällen zu empfehlen.

2. Bestimmunsf stickstoffhaltii^er Bestandteile.

a) Gesamtstickstoff. Zur N-Bestimmung bedient man sich der

Methode nach Kjeldahl (vgl. Bd. I, S. 340). Es müssen hierbei stets mehr
als 2 Kontrollanalysen ausgeführt werden, zu denen je nach dem Wasser-

gehalt 2— 10 g der feuchten Substanz verwendet werden sollen.

h) Bestimmung des Eiweißes und Nichteiweißes im Kot der

Pflanzenfresser. Bei der Bestimmung der Ausnutzung von Futtermitteln

ist es üblich, den Stickstoff der Futtermittel auf ..Rohprotein" umzurechnen

und das im Kote auf gleiche Weise berechnete Eiweiß als unverdaut davon

abzuziehen. Die Differenz ergibt die Menge des verdauten aufgesaugten
Eiweißes. Daß diese Bestimmungsart keine exakte ist, liegt auf der Hand;
denn weder der N-Gehalt des Futters noch der des Kotes vermag die darin

enthaltenen Eiweißmengen genau wiederzugeben, da darin außerdem auch

nichteiweißartige N-haltige Verbindungen in sehr variablen Mengen ent-

halten sind.

Stutzer hat eine Methode ausgearbeitet, die gestattet, in P'uttermitteln

wenigstens annähernd genau die Menge des wirklichen Eiweißes, ..des Kein-

proteins", zu bestimmen, und die darauf beruht, daß Eiweißkörper durch

Kupferhydroxyd niedergeschlagen werden. Die von Barnstein etwas modifi-
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zierte StufzersQho Methode lälit sich nach Zaitschek^) auch sehr gut
für Kot verwenden und wird dann foloendei-inalien ausgefiihit:

1—2 g des Kotes werden in 50 cm '^ Wasser suspendiert, aufgekocht

und mit 'Ih crn^ einer 6VoiS'Pn Kupfersulfatlösung versetzt. I'nter Tini-ühren

gibt man hierzu 20 ciii^ einer 1-25" „igen Natronlauge. Der die KiweiCikörper
enthaltende Niederschlag wird unter. Dekantieren und Auswaschen mit reinem

Wasser auf ein Filter gebracht und kupfersulfatfrei gewaschen. Sein N-(ie-

halt gibt mit 6'2ö multipliziert, den Eiweißgehalt (lieinprotein) der Substanz

an. Die Differenz zwischen Rohprotein und lieinprotein ergibt ..Nichteiweiß".

Über die Bestimmung und Isolierung von Aminosäuren, Ammoniak etc.

vgl. Bd. III, Abschnitt: Stoffwechselendprodukte.

cj Bestimmung der im Kote enthaltenen, aus den Stoff-

wechselprodukten stammenden Stickstoffmengen. Zahlreiche ein-

gehende l'ntersuchungen Stutzers und anderer Autoi'en Iierechtigen zu der

Annahme, dal'i die im Kote der Pflanzenfresser vorhandenen, durch künst-

hchen Magensaft löslichen Stickstoffmengen als Mali des mit dem Kote

ausgeschiedenen Körper-N anzusehen sind. Begründung dieser Anschauung
siehe in den Originalartikeln.

^- - ^'*'
^)

Von Bedeutung für die Ausfüliruug der von Stutzer ausgearbeiteten Methode ist

die Verwendung ganz frischen Kotes, da dieser beim Trocivncn unter gewöhnliclien Be-

dingungen eine etwa 6"
(, betragende Erniedrigung seines Verdaulichkeitskoeffizienteu

erleidet.^) Eintrocknen bei 15—20" ruft nur einen geringen Fehler iiervor, doch ist

ein fehlerfreies Konservierungsverfahreu vorzuziehen
,

das darin besteht , daß man pro
100 r/ Kot 1 cin'-^ Schwefelkohlenstoff zufügt und das Gemisch in luftdicht schließenden

Glasstöpselflaschen aufbewahrt.'')

Zur Ausführung der Bestimmung"*) verfährt man wie folgt:

a) Bereitung des künstlichen Magensaftes. Es empfiehlt sicii hierzu ein

Extrakt von Schweinemagenschleimhaut derart zu bereiten, daß von einer größeren
Anzahl (am besten 6) Mägen die Schleimhäute abpräpariert und gut zerkleinert werden.

Zum Schleimhautbrei werden 15/ Wasser und dazu 300 rw* lOVoigcr HCl gegeben.

Unter öfterem Umschütteln bleibt das Gemisch 24—30 Stunden lang der Extraktion

überlassen. Dann wird das Extrakt erst durch Flanell koliert, dann durch Papier klar

filtriert und sein Gehalt an Salzsäure durch Zugabe der titrimetrisch (Pheiiolphtalein)

leicht zu ermittelnden Menge auf 0'2'' „ gebracht. Zur l)essen'n Konservieruuff enii>fi(»hlt

Stutzer den Zusatz einer möglichst kleinen Chloroformnicnge.

^) A. Zaifscheh
,
Zur Methodik der Bestimmung des Stickstoff- und Eiweißge-

haltes der Fäzes. Pflügers X\x\i. Bd. 98. S. 595-<;22 (1903).

-) A. Stutzer, Einige Beobachtungen über Proteinverdauung. Zeitschr. f. physiol.

Chemie. Bd. 10. S. 153—1(59 (1886).

^) Th. Pfeiffer, Die Bestimmung des Stickstoffs der Stoffwechselprodukte. Zeitschr.

f. physiol. Chemie'. Bd. 10. S. 5G0—576 (1886).

*) A.Stutzer und E.Merres, Untersuchungen über die Wirkung der Enzyme der

Magenschleimhaut und dos Bauchspeichels auf vegetabilische Eiweißstoffe. Biochem.

Zeitschr. Bd. 9. S. 127—162 (1908).

^) A. Stutzer, E. Merres und L. Seidler, Die Untersuchung des Kotes auf Gehalt

an Stickstoff, der in Form von Stoffsvechselprodukten darin entlialten ist. Biochem.

Zeitschr. Bd. 9. S. 310—317 (1908).

*) (". Bee/er, Über den Stickstoffgehalt und die Löslichkeit stickstoffhaltiger Be-

standteile in Pepsinsalzsäure sowohl in frischem wie in präpariertem Ilammolkot.

Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 40. S. 176 181 (1903/04).
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ß) Anstellung der künstlichen Verdauung. Eine etwa 2g Trockensub-

stanz entsprechende Menge Kot \vird mit 250 cm^ des künstlichen Magensaftes über-

gössen und nach dem Erwärmen auf 37" hierzu allmählich soviel HCl gefügt, bis eine

Konzentration von l7o H Gl erreicht ist und dann 12 Stunden stehen gelassen. Danach

wird das Gelöste vom Ungelösten abfiltriert und in letzterem der Stickstoff bestimmt.

Die Differenz zwischen dem N des frischen Kotes und dem ungelöst gebliebenen N

gibt den X-Gehalt der im Kote enthaltenen Stoffwechselprodukte.

3. Untersuchung auf anorganische Bestandteile (Analyse der

Asche).

Der qualitativen und quantitativen Bestimmung anorganischer Ver-

bindungen (Salze etc.) muß erst eine Zerstörung der organischen Sub-

stanzen vorhergehen, die teils auf nassem Wege, teils durch Veraschung

erfolgen kann. Die hierbei üblichen Methoden sind in Bd. I. S. P>T2 ge-

schildert.

4. Trennung- der löslichen von den unlöslichen Bestandteilen und

Analyse der löslichen Bestandteile.

Kommt es darauf an, in quantitativ abgewogenen Mengen die gelösten

von den ungelösten Bestandteilen zu trennen, so kann nur die Filtration durch

gewogene, (quantitative Filter gewählt werden. Von den wasserarmeren In-

halten sind hierzu Quantitäten bis zu 40 ^. von den wasserreichen (Dünndarm,

Caekum) bis zu 90 ^9
zu empfehlen. Bei der Entnahme dieser Portionen ist

die größte Sorgi'alt darauf zu legen, daß mau wirkliche ^littelproben erhält.

Die Filtration findet im Eisschrank, das Auswaschen mit eiskaltem Wasser

statt. Im allgemeinen genügen bei den erwähnten Mengen 400—500 cm^ Wasch-

wasser zum gründlichen Auswaschen. Das auf 500 cm^ aufgefüllte Filtrat

enthält die gelösten Anteile (Kohlehydrate, Eiweißderivate) in solcher Kon-

zentration, daß in 100 resp. 50 cm'^ genaue analytische Bestimmungen aus-

geführt werden können. Die Filtration dauert l)ei den sauren Mageninhalten
von Pferd, Schwein und Hund ca. 12 Stunden, bei schleimiger Beschaffen-

heit und alkalischer Reaktion der Inhalte und bei den Inhalten der vier

Wiederkäuermägen oft bedeutend länger.

Handelt es sich lediglich darum, einen Teil der Inhaltsflüssigkeit

zu gewinnen, so können die Inhalte mit hohem Wassergehalt kollert und
dann filtriert werden. Bei wasserarmem Material (z. B. Mageninhalt von

Pferd und Schwein) bedient man sich mit Vorteil der Presse (Hand-
presse oder hydraulische Presse). Die ausgepreßte Flüssigkeit läßt man
entweder absetzen oder man zentrifugiert sie. In beiden Fällen muß das

stets trübe Produkt durch Schleicher & Schulische Filter Xr. 605 hart

oder extrahart im Eisschrank klar filtriert werden, ^lehrmaliges Gießen

des anfängUch fast immer trüben Filtrates auf dasselbe Filter ist erfor-

derlich.

Soll im Inhalt eines Darmabschnittes die Menge der gelösten Stoffe bestimmt

werden, ohne daß in abgewogenen Mengen, wie soeben geschildert, die Trennung vor-

genommen werden kann, so verfährt man wie folgt: das im gesamten Inhalt enthaltene.
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aus der Tnickcnsubstanzbcstinniiuiig bciccluietc- Wasser sei a. Man gewinnt (hum durch

Auspressen und Filtrieren klare Inlialtsflnssigkeit. Von dieser werden 10 rw/^ gewogen li

und hierin der Wassergehalt ermittelt c. Es muß sich dann verlialten: Wassergehalt
der 10 fw.^ : Trockensubstanz der 10 r;;/^ = Gesanitwnsserireli.'iU : x ; also c:(h— c) = a:x

, a(b— c)
oder X =: .

c

a) Hn tei'Sücli uiii> der i^elüsteii IJestiindte'ik'.

a) Trockensubstanz. Je nach der Konzentration der Flüssiitkeit

werden 20- oO cm^ in ein i^ewogenes. iiläsernes Ahdänipfsciililclicn iiebraclit.

zunächst auf dem Wasserhad, dann im Trockenofen bei 100 lO.')« ge-

trocknet und dann gewogen.

ß) Gelöste Kohlehydrate (Dextrin + Zucker). 200 r;/.'^ der Flüssig-

keit werden im offenen Stehkolben unter Zusatz von 20 r///» 2')" „iger H C'l

H Stunden auf dem siedenden AVasserbade erhitzt. Hiei-durch werden die

höheren Kohlehydrate hydrolysiert und der dabei entstandene Zucker kann

nach einer der üblichen Methoden bestimmt werden (vgl. lld. II. S. Uli ff.

und S. 167 ff.). Es empfiehlt sich stets, im Keaktionsprodnkt die mit

Phosphorwolframsäure fällbaren Substanzen zu fällen und im neutrali-

sierten Filtrat die Zuckerbestimmung vorzunehmen (vgl. unten unter Stärke-

bestimmung, S. 271).

y) Reduzierende Kohlehydrate. Zur Zuckerbestimmung werden

100 cm- des wässerigen Filtrates, bei konzentrierten Lösungen entspivcheml

weniger, mit Salzsäure und Phosphorwolframsäure von den damit fällbaren

Substanzen befreit, das Filtrat genau neutralisiert und auf ein bestimmtes

Volumen gebracht. Es kann dies sowohl durch Auffüllen als auch durch

Eindampfen auf dem Wasserbade geschehen. Die Zuckerbestimmung erfolgt

nach einer der übhchen Methoden.

f)) Stickstoff. Zur Analyse nach KjeldahJ (vgl. Hd. I. S. lUO) ver-

wendet man '^0 cm'^ des wässerigen Filtrates (bei konzentiierter Lösung

entsprechend weniger). Man kann diese zunächst nach Zusatz von etwas

Schwefelsäure im \'erbrennungskolben auf ein kleineres \olumen eindampfen
oder auch direkt mit 25 ^>^^'• konzentrierter ILSO^j und (^)uecksilber ver-

brennen.

s) Über die Ausführung der Untersuchung aiit FiweiHal»-

bauprodukte, Fermente, Salze etc. vgl. die die liitersuchung dieser

Substanzen behandelnden Kapitel dieses Werkes.

h) Untersuchung der ungelösten Bestandteile.

Die auf dem Filter zurückgebliebenen unaelösten Bestandteile können

in ihrer Gesamtheit getrocknet und gewogen werden. Zur .\nalyse werden

sie, wie weiter unten geschildert wird, vorbereitet und verarbeitet.

II. Anderweitige Verarbeitung des frischen Materials.

Sollen Magen-Darminhalte der Pflanzenfresser vdii koagulablen Eiweilikrirpern

befreit werden, so kann, falls die Anwendung der von Rona und Michaelis ausgearbeiteten
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Methoden der Enteiweißung (Mastix, Kaolin) angängig ist, vgl. Bd. I, S. 686, der gesamte

Inhalt nach dieser Methode verarbeitet \verden. Verbietet sich aus irgend einem Grunde

die Anwendung dieser Methoden, so muß vor der Hitzekoagulatiou bei stärkereichem

Material gewarnt werden. Beim Aufkochen tritt eine Verkleisterung der Stärkekörnchen

ein und hierdurch wird selbst bei großer Verdünnung eine Filtration, wenn nicht unmt^glich

gemacht, so doch sehr erschwert. Außerdem kann hierdurch die Menge der bislichen

Kohlehydrate eine Steigerung erfahren und die Bestimmung derselben illusorisch werden.

Es empfiehlt sich daher zunächst, wie oben l)cschrieben, durch Auspressen und Zentri-

fugieren die gelösten Bestandteile zu gewinnen und in diesen dann die Hitzekoagulation,

die übrigens in diesen Fällen besonders schwierig ist, auszuführen.

Über die Isolierung flüchtiger Substanzen (Fäulnis- und Gärungs-
produkte) aus Darminhalteu durch Destillation und Wasserdampfdestillation vgl.

Bd. III, Abschnitt: Stoffwechselendprodukte.

Die Untersuchung auf Fermente ist im Abschnitt: Intermediärer StoffAvechsel,

die auf Verdauungsprodukte S. 122 ff. geschildert.

III. Konservierung des frischen Materials.

Frisches Material mit geringem Wassergehalt kann unter absolutem

Alkohol aufbewahrt werden. Zur Analyse ist dann der Alkohol abzudestilheren

und das Destillat auf stickstoffhaltige Basen (NHg) zu prüfen. Stark wasser-

haltige Substanzen (Kot von Rindern, Darminhalte der Pflanzenfresser)
werden in Glasstöpselflaschen unter Zusatz einiger Kubikzentimeter Chloro-

form aufbewahrt.

Bei der Konservierung ist stets zu berücksichtigen, daß in Darm-
inhalten Yerdauungsfermente enthalten sind, durch deren Wirkung weit-

gehende Veränderungen in der Zusammensetzung der Inhalte hervorgerufen
werden können. Eine längere Aufbewahrung solcher Inhalte, in denen Ver-

dauungsprodukte von Eiweiß oder Kohlehydraten bestimmt werden sollen,

ist, auch wenn sie im Eisschrank erfolgt, deshalb besser zu initerlassen.

Eine Zerstörung dieser Fermente durch Erhitzen ist nicht angängig, da

bei höherer Temperatur eine Verkleisterung der Stärke und Koagulation
von Eiweiß erfolgt und dadurch die weitere Verarbeitung erschwert oder

verhindert wird. Bei niedrigeren Temperaturen, bei denen Fermente in

reinen Lösungen zerstört werden und eine Quellung der Stärke etc. noch

nicht stattfinden würde, werden in solchen, die verschiedensten gelösten

Substanzen, Verdauungsprodukte etc. enthaltenden Lösungen die Fermente
vor der Zerstörung geschützt.

Über Konservierung des Kotes der Pflanzenfresser zur Bestimmung
der in ihm enthaltenen stickstoffhaltigen Stoffwechselprodukte vgl. S. 265 c.

IV. Vorbereitung von Magen-Darminhalten und Fäzes zur Analyse
(Trocknen, Zerkleinern).

Das zu analysierende Material Avird in guter Mittelprobe zunächst

bei niedriger Temperatur (etwa 50—60« ) eingetrocknet und dann auf einer

Handmühle grob geschroten. Das geschrotene Produkt wird hierauf ver-
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mittelst einer der i^ehriiiicliliclicu Futteriiiittchiiühlciii), /. i;. naeli Män-kcr

(Plg-. 81) so fein gemahlen, dalj es ein Dnihtsiel) von ()•")— 1 ///>// Maschen-
weite (letzteres Maß wird vom Verband der landwirtschaftlichen \ersnchs-

stationen -) vorgeschrieben) passiert. Der vom Sieb zurückgehaltene Anteil

wird stets nochmals gemahlen, bis auch er die nötige Feinheit erreicht hat.

Für das gute Gelingen der analytischen Bestimmungen, besonders des Stärke-

gehaltes und der Rohfaser in zellulosereichem Material, ist eine möglichst
feine Zerkleinerung unerläßlich. Das so vorhei'eitete Analysenmaterial wiid

in flachen Gefäßen oder auf Papier in dünner Schicht ausgeljreitet und unter

öfterem Umrühren 1—2 Tage offen stehen gelassen, um es lufttrocken
zu machen. Zur Aufbe-

wahrung füllt man es

dann zweckmäßig in

Pulverflaschen mit ein-

geriebenen Stopfen, als

Aufbewahrungsraum
diene das Temperatur-
und Feuchtigkeits-

schwankungen nicht un-

terworfene Wägezim-
mer. Bei Vernachlässi-

gung dieser Vorsichts-

maßregeln können be-

sonders bei den manch-
mal Feuchtigkeit leicht

annehmenden Darmin-
halten Schwankungen
im Wassergehalt und
damit Beeinträchtigung
der Analysenresultate
eintreten.

Besondere Maßregeln zur Vermeidung von Stickstoffver-
lusten bei der Trocknung von Fäzes und Dickdarminhalten. Kot
und die flüchtige Stickstoffverbindungen enthaltenden Inhalte des Darms
verlieren, wie zahlreiche Untersuchungen gezeigt haben, einen recht er-

Fig. 81.

') Die abgebildete Mühle (mit Motorantrieb) leistet uns seit Jahren bei der

Verarbeitung der Magen- und Darminhalte sowie auch der Futtermittel der Pflanzen-

fresser ausgezeichnete Dienste. Bei schwierig zu zerkleinerndem Material (Heu. Iliicksen.

welches lange dauerndes Mahlen erfordert, ist allerdings eine Nerunreinigung des Mahl-

gutes durch abgeriebene Teilchen der stählernen Mahlsclieiben nicht zu vermeiden.

Ihre Entfernung gelingt mit Hilfe eines starken Elektromagneten ,
ist aber sehr lang-

wierig. Andere geeignete Mühlen sind Bd. I, S. löu.K) abL'ebildot und beschrieben. Kür

die vorliegenden Zwecke eignen sich besonders auch Kugelmühlen.

-) Beschlüsse des Verbandes landwirtschaftlicher \ersuchsstationen. Laudw. Ver-

suchsstat. Bd. 60. S. 383 (1904).
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heblichen Teil ihres Stickstoffes bei der Eintrocknung, wobei es gleich-

gültig- ist. ob diese im Vakuum oder bei gewöhnbchem Druck geschieht, i)

Wenn angängig, sind daher die Stickstoffbestimmungen mit
frischem Material auszuführen. Ist dies nicht möglich, so müssen

besondere \'orsichtsmaßregeln beim Trocknen angewendet werden. Als solche

sind das Eintrocknen nach Zusatz von Schwefelsäure oder Weinsäure zu

nennen. Aber auch hierdurch wird, wie Zaitschek^) gezeigt hat, ein

gewisser N-Verlust, der allerdings sehr gering ist, nicht verhindert. Ferner

werden Verluste fast vermieden, wenn bei Anwendung eines Vakuumapparates
das entweichende Ammoniak oder andere flüchtige Basen durch Säure ab-

sorbiert werden und das entweichende Wasser kondensiert und aufgesammelt
wird. Über Vorbereitung größerer Kotmengen zur Analyse vgl. bei Strigel. ^)

V. Analytische Bestimmungen im getrockneten Material.

1. Stickstoff. Bei der Bestiramuug mich KJeldah i (Bd. I, S. 340) werdeu zweck-

mäßig 1—2 (/ der getrockneten Substanzen verwandt. Über die Stickstoffbestimmung im

Kot vergleiche das Vorhergesagte.

2. Bestimmung der Stärke. Die in Wasser unlösliche Stärke wird

bekanntlich durch geeignete Agenzien (überhitzter Wasserdampf, verdünnte

Säuren, diastatische Enzyme etc.) hydrolytisch gespalten und dabei in lös-

hche Produkte (Dextrine, Zucker) übergeführt. Die analytische Bestimmung
der Stärke beruht hierauf, nur wird bei ihr der Prozeß so geleitet, daß

als alleiniges Endprodukt (ilukose entsteht, deren Menge quantitativ bestimmt

und dann daraus die Stärkenienge berechnet wird. Am meisten ist die

Anwendung der von Märcker und Morgen*) vorgeschlagenen Modifikation

des Aufschließverfahrens zu empfehlen. Nach eigenen \ielfachen Erfahrungen
ist das zweckmäßigste Verfahren folgendes :

2— :> g der feingemahlenen Substanz werden mit 30^—40 cm^ Wasser
in einem Metallbecher gut verrührt und dieser mit dem Deckel bedeckt

zur Verkleisterung seines Inhaltes in ein kochendes Wasserbad (großer

Blechtopf mit Deckel) eine Stunde lang eingestellt. Alsdann läßt man auf

zirka 50° abkühlen, fügt dem Inhalt jedes Bechers 5 cm^ einer 2''/oigen

M Anmerkung. Nach Zaitschck war der N-Verlust, den der Kot beim Trocknen

erlitt, im Durchschnitt:

Säugling 7-19% Hammel 0-42''
„

Mensch, Fleischkost .... 7-19% Pferd ö-gS"«
Mensch, gemischte Kost . . 4-297o Schwein S-SS»,,
Hund . 12-64% Huhn 3-85«/o
Ochse 2-527o Gans 4-69"

,,

Hauptsächlich ist dieser N-Verlust auf das Konto flüchtiger X-Verbindungen
besonders von Ammoniaksalzen zu setzen, doch können nach 0. Kellner (Landwirtsch.
Versuchsstation. Bd. 47. S. 288 : Bd. 50. S. 256) wahrscheinlich auch noch durch Zer-

setzung anderer Verbindungen, z. B. Harnstoff, solche Verluste entstehen.

'-) A. Zaitschek, Zur Methodik der Bestimmung des Stickstoff- und Eiweißge-
haltes der Faeces. Pflügers Archiv. Bd. 98. S. 595—622 (1903).

^) A. Strigel, Allgemeine Methodik der Analyse organischer Stoffe. Oppenheimers
Handbuch der Biochemie. Bd. 1. S. 1 (19Ü8).

*) M. Märcker, Handbuch der Spiritusfabrikation. 4. Aufl. 1886. S. 94.
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Diastasonaiifschwemmuii^- (Diastase Merck piiriss.. midcie l'i-iiiiaratc cnt-

halton hrmfiti' Zucker!) zu und verrührt den Inhalt unter Ahstreichen der

an den (iefiil.hvänden haftenden Teile der angewandten Substanz gut. Man
stellt dann den Metallhecher in das Wasserl)ad zurück iiml iiiili mninielir

die Temperatur eine halbe Stunde lang auf 60—70", uin jjci dieser der

Diastascwirkung günstigen Temperatur eine \'erzuckerung der vei'kleisterten

Stärke zu erzielen. Nach diesei- Zeit verridirt man den Inhalt abermals,

setzt je 5 rm^ einer P/oigen Weinsäurelösung hinzu und erhitzt nunnudir

o Stunden im Autoklaven (Fig. S2}

bei einem Druck von :\ Atmosphä-
ren. Der Zusatz der Weinsäure er-

folgt, um schwach saure Iieaktion

zu erzielen, ist diese nicht vorhan-

den, so wird die gebildete Dextrose

leicht zerstört. Das gleiche ist der

FaU. wenn der Druck im Autoklaven

über ;•> Atmosphären steigt, die

Dauer des Erhitzens hat unter rich-

tigen Verhältnissen keinen Einfluli.

Nach dem Erkalten wird der

Autoklav geöffnet und der Inhalt

der Metallbecher durch Faltenfiltei-

(stärkefrei I)
in Stehkolben filtriert.

Der Filtrierrückstand wird mit

kochendem Wasser nachgewaschen
und unter dem Mikroskop mit Jod-

lösung auf Stärke geprüft. Sind

noch Stärkekörnchen oder größere,

sich blaufärbende Teilchen zugegen,

so ist der Aufschluß unvollständig

und der ganze Prozeß so oft zu wie-

derholen, bis die Reaktion nega-

tiv ausfällt. Bläuung vereinzelter

kleiner Teilchen wird übrigens in

gewissen Fällen stets beobachtet, dem Analysenresultat tut dies nach unseren

Erfahrungen keinen Abbruch. In den meisten Fällen wird somit der drei-

stündige Aufenthalt im Autoklaven genügen. In einzelnen Fällen, z. H. bei

den sehr eiweißreichen Darminhalten des Hundes, habe ich den rrozel'i

3—ömal wiederholen müssen, ehe alle Stärke aufgeschlossen war. Die vei--

einigten Filtrate, die zirka 200 cm ^ betragen sollen, werden dami mit soviel

HCl versetzt, daß eine "J-öVoige Lösung entsteht und werden :'. Stinuh'u

auf dem siedenden Wasserbade erwärmt, um die Inversion zu vollenden.

Zur Zuckerbestimmung entfernt m;in nach I\l/cnher</cr^) die noch in

Fig. 82.

*) Lllenberger unA Jlofmeister, Über die Verdaunngssäfto unddio Verdaiumg desl'tVr-

dos. III. Magenverdauung. Arcli. f. wissenscli. u. prakt. Tierheilk. Bd. 8. S. 395—414 (lSS2l.
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Lösung befindliclien und häufig die Zuckerbestimmuiig stark störenden

Eiweißkörper, Albumosen, Peptone etc. durch Fällen mit Phosphorwolfram-
säure. Die Fällung mit Phospliorwolframsäure ist l:)esonders bei Analysen

eiweißreicher und solcher Substanzen zu empfehlen, die Avie der mit Harn
vermischte Kot der ^^igel reduzierende Körper wie Kreatinin. Harnsäure

und dergleichen enthalten. In allen Fällen ist die Fällung nicht nötig, doch

leistet sie besonders bei späterer Anwendung der titrimetrischen Zucker-

bestimmungsmethoden stets gute Dienste, da durch sie auch Substanzen,

die die Erkennung des Farbenumschlages erschweren, entfernt werden.

Nach dem Abfiltrieren und Auswaschen mit kaltem Wasser wird genau
neutralisiert und dann die Lösung durch weiteres Einengen oder Auffüllung
auf ein bestimmtes Volumen gebracht, dann erfolgt die Zuckerbestimmung.

Die Fällung mit PhosphorAvolframsäure stört die Zuckerbestimmung
nach Alllün (Bd. H. S. 1()7) nicht, wie zuerst Elhnberger, dann rdranszlaj
und Koch, Weiser und Zaitschek^) nachgewiesen haben. Nach unseren

Erfahrungen wird dadurch auch die titrimetrische Methode nach Bang
(Bd. n, S. 170) nicht gestört.

Die gefundene Zuckermenge Avird durch Multiplikation mit 0"9 auf

Stärke umgerechnet.

Falls die analysierte Substanz Pentosane enthält, kann mit der geschilderten
Methode der wahre Stärkegehalt nicht ermittelt werden, da die Pentosane teilweise in

Pentosen gespalten werden. Ist es erforderlich . den hierdurch entstehenden Fehler zu

eliminieren, so wendet man das Verfahren an, welches Weiser und Zaitschek^) ausge-
arbeitet und als brauchbar erwiesen haben.

Die nach dem Aufschluß erhaltene Zuckerlösung wird in zwei gleiche Teile 1 und 2

geteilt, in Teil 1 die Dextrose mittelst einer Kupfermethode bestimmt und in Teil 2

die Pentosen nach Tollens ermittelt (Bd. II, S. 128). Da nach Tollens auch aus

Dextrose bei Destillation mit 12"/o H Gl eine geringe Menge Furfurol entsteht, wird

die im vorliegenden Falle ermittelte Pentosenmeuge zu groß sein. Es muß. um den

wahren Wert zu erhalten, von ihr die Menge Pentose abgezogen werden, die der aus

der vorhandenen Dextrose gebildeten Furfurolmengo entspricht. Reine Dextrose ergibt

Ü"367o Furfurol oder 0'65''/o Pentosen (Tollens, Weiser und Zaitscheh). Mau bringt

dies in Anrechnung, indem man 06o7o der in Teil 1 bestimmten Dextrosenmenge von

der in Teil 2 ermittelten Pentosenmenge abzieht. Die Differenz ergibt die wirkliche

Pentosenmeuge, die von der in 1 l)estimmten Dextrosenmenge abgezogen, den wahren

Dextrosengehalt der Portion 1 ergibt.

Diese Berechnuugsart ist nur zulässig, wenn Pentose und Dextrose das gleiche

Reduktionsvermögen gegenüber Kupfer besitzen. Bei der Hydrolyse der Pentosane ent-

steht stets ein Gemisch von Arabinose und Xylose und es ist, um das Reduktions-

vermögen dieses Pentosengemisches kennen zu lei-nen, zulässig, den Mittelwert des

Reduktionsvermögens beider Zuckerarten zu verwenden. Dieser zeigt aber nach Weiser

und Zaitschek nur ganz geringe Abweichungen von dem für Dextrose ermittelten Werte.

Es ist also praktisch unbedenklich, die Pentosenmeuge direkt als Dextrose zu betrachten

und in der Berechnung als solche zu verwenden. Auch der Fehler, der dadurch entsteht,

daß man liei der Berechnung des aus der Dextrose entstehenden Fnrfurols die gesamte

Menge reduzierender Substanzen als Dextrose ansieht, während doch ein Teil davon

aus Pentosen besteht, ist so geringfügig, daß er praktisch nicht ins Gewicht fällt.

H. Weiser und A. Zaitschek, Beitr. zur ISIethodik der Stärkebestininumg und

zur Kenntnis der Verdaulichkeit der Kohlehydrate. Pßiicjers Archiv. Bd. 93. 8. 98 bis

127 (1902). (Hier auch Lit.)
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Der Pentosangehalt ist vor allem bei Analysen von Pflanzcnfresserkot zu lic-

rücksichtigcn, da hierin nur sehr wenig Stärke, aber sehr viel Pentosane enthalten sind.

Nach Weisier und Zaitschek enthält Öchafkot ohne Berücksiclitignng der Pontosani!

6817oj ™it Berücksichtigung 3187o Stärke. Bei Schweiuekot war das Verhältnis

6-97o:3-21%; bei Ochsenkot 13087o : lOöSVo-

3. Bestimmung- der Pentosane. Zur Bestimmung der Pentosane

bedient man sich der von Tollens und seinen Schülern i'-) ausgearbeiteten

Methode. Diese beruht darauf, daß man das bei der Destillation mit H Cl

aus der Substanz entstehende Furfurol quantitativ bestimmt und hieraus

die Pentosenmenge mit Hilfe eines empirischen Verfahrens berechnet. Da

in den pflanzlichen Stoffen unbekannte Gemische von l*entosanen vorliegen

und die Furfurolbildung aus den daraus bei der Hydrolyse entstehenden

Pentosen keineswegs quantitativ erfolgt, so ist die Bestimmung nur als

eine annähernd genaue zu betrachten.

Die Ausführung der Bestimmung, zu der 2—5 (j lufttrockener Substanz verwendet

werden sollen, schließt sich völlig der für die Bestimmung der Pentosen gültigen Methode

(Destillation mit HCl vom spez. Gew. 1()6 und Bestimnuing des entstandenen Furfurols

als Furfurolphlorogluzid) an, die in Bd. II, S. 128 geschildert ist. Die Umrechnung des

gewogenen Phlorogluzidniederschlages auf Pentosane erfolgt nach der ebenda angege-
benen Tabelle.

Bei Gegenwart von Methylpentosanen wird bei gleicher Behandlung nebenbei

Methylfurfurol gebildet und dieses dann als Methylfurfnrolphlorogluzid gefällt. Infolge
der Beimengung dieses Körpers zum Phlorogluzidniederschlag wird die Bestimmung der

Pentosane unmöglich gemacht. Über die Trennung des Methylfurfurol piilorogluzids vgl.

Bd. n, S. 135, ebenso vgl. daselbst Reaktionen auf Pcutosen und Methylpentosen.

4. Bestimmung der Rohfaser.

Als Rohfaser bezeichnet man den in verdünntem Alkali und Säure

unlöslichen Anteil pflanzlicher Stoffe. Die Rohfaser hat daher eine sehr

variable Zusammensetzung und enthält neben der Zellulose auch noch Lignin-

substanzen, Hemizellidosen, Pentosane etc.

Sämtliche bisher ausgearbeitete Bestimmungsmethoden der Rohfaser

erfüllen die Ansprüche, die der Chemiker an eine exakte analytische Me-

thode stellen soÜ, nicht und sind auch noch sehr weit von einer solchen

entfernt. Es kommt das daher, da(i diese Methoden versuchen, aus einem

sehr komplizierten Substanzgemisch ein einfacheres Substanzgemisch dar-

zustellen. Dies erfordert aber eine Zerstörung gewisser anderer Bestand-

teile des ursprünglichen Gemisches, und um das zu erreichen, müssen stets

so eingreifende Mittel verwendet werden, daß auch die Bestandteile des

Endproduktes stets mehr oder minder angegriffen und zerstört werden.

a) >Feewrfer-Verfahren. Zur Bestimmung der Rohfaser bedient

man sich noch sehr häufig des alten Jfeewt/er-Verfalirens von Henneberg

^) E. Kröhcr, Untersuchungen über die Pentosanbpstimmuntren mittelst der Salz-

säure-Phlorogluzinmethode nebst einigen Anwendungen. J. f. Landwirtsch. Bd. 48. S. S.")?

bis 384 (1900).

") B. Tollens, Über die Bestimmung der Peutosen und Pentosane. Zeitschr. f.

physiol. Chem. Bd. 36. S. 239—243 (1902).

Abderhalden, Hnndbncb der biochemischen Arbeitsmethoden. HI. lö
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und Stohmann.^) A\'egen der vielen Unbequemlichkeiten ,
die diesem Ver-

fahren in seiner ursprünglichen Form anhaften, wird es wohl allgemein

in der von Wattenheni -) vorgeschlagenen Modifikation verwendet.

2—5^ der möglichst fein gemahlenen Substanz werden mit 200 cm ^

l-25"/oiger H2SO4 30 Minuten in einer Porzellanschale gekocht, in der

innen durch einen eingebrannten Streifen die Grenze eines 200 cni^ be-

tragenden Volumens angezeigt ist. Durch Zusatz von kochendem Wasser wird

das Flüssigkeitsvolumen konstant erhalten. Man saugt dann die noch heibe

Flüssigkeit in der Weise ab, daß man einen mit Filtrierpapier und fein-

maschiger KoMei'gaze überspannten Glastrichter, der mit einer Saugpumpe
in Verbindung steht, in die Schale einstellt und die Pumpe wirken läßt.

Durch Xachwaschen mit Wasser wird die H., SOi tunlichst vollständig ent-

fernt, durch Abspritzen des Saugers der Piückstand in die Schale zurück-

gespült und nunmehr mit Wasser auf 200 cm^ aufgefüllt, wieder 30 Minuten

gekocht und abgesaugt. Hiernach wiederholt man das Kochen mit 200 cm»

1-250/oiger KOH und nach abermaligem Absaugen mit 200 em^ H., 0. Man
filtriert dann durch ein gewogenes Filter, wäscht erst mit erwärmtem

Alkohol, dann einem erwärmten Gemisch von Alkohol und Äther und

schbeßhch mit Äther aus. Dann wird bei 105^ getrocknet, gewogen (..asche-

haltige llohfaser"), das Filter verascht und die Asche vom Gewicht der

aschehaltigen Rohfaser abgezogen („aschefreie llohfaser
'').

Man kaun in verhältnismäßig kurzer Zeit bei gleichzeitiger Verarbeitung mehrerer

Portionen eine ziemlich große Anzahl von Rolifaserliestimmungen nach dieser Methode
ausführen. Zeitraubend wird sie nur dadurch, daß liäufig, besonders bei Analysen der

Inhalte des Pflanzenfresserdarmkanals, zahlreiche Kontrollen nötig sind, um überein-

stimmende Resultate zu erhalten. Die Methode besitzt zahlreiche Fehlerquellen, die

man durch peinliches Arbeiten zu umgehen bestrebt sein muß. Beim Kochen in den

offenen Schalen können Teile der Substanz am Rande ankleben und dem weiteren Auf-

schluß entzogen werden. Der Wasserzusatz, das Absaugen durch die Filtriergaze kann zu

Fehlern führen. Ferner können sich unter den gerade herrschenden Bedingungen

gewisse Substanzen der Auflösung durch H„ SO^, KOH entziehen etc., wie dies z. B. für

das Elastin der elastischen Fasern des Fleisches gilt {Mann ^) und bei der Analyse
eiweißreicher Substanzen (Dünudarminhalt von Schwein und Hund) häufig vorkommt.*)

Es ist deshalb manchmal sehr schwer, konstante Resultate zu erzielen. Bei

großen Versuchsreihen, in denen die gefundenen Rohfaserwerte zu Vergleichen dienen

sollen, müssen die Bestimmungen schablonenmäßig und unter ganz gleichartigen Bedin-

gungen von einem Analytiker ausgeführt werden.

Beim Weendcr-\eriahren ist ferner zu beachten, daß die dabei gewonnene Roh-
faser außer Zellulose auch noch andere Stoffe, z. B. Hemizellulosen und besonders

Pentosane, enthält, und daß ein Teil der schwer löslichen Zellwandbestandteile durch die

Behandlung mit KG H in Lösung gebracht werden können. Bei Versuchen, z. B. Aus-

^) W. Henneberg und F. Stahmann
, Beiträge zur Gründung einer rationellen

Fütterung der Wiederkäuer. Braunschweig 18ß4.

^) Wattenbcrq ,
Eine vereinfachte Methode der PF'eeMdfr-Rohfaserbestimmung.

J. f. Landwirtsch. Bd. 28 (1881).

3) Mann, Zur Zellulosebestimmung im Kote. Arch. f. Hyg. Bd. 34 (1899).

*) Über Fehlerquellen der Methode vgl. auch bei H. Lohrinch, Über die Bedeutung
der Zellulose im Haushalte des Menschen. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 47. S. 200 bis

252 (1906).
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nutzungsversuchen , Iioi denen die Pentosaue gesondert bestimmt werden, ist also das
WeewtZer-Verfahren nicht anwendbar.

h) Verfahren nach Iloldefleiss.^) Diese Methode i.st eheiifall.s eine

Modifikation des H m?6/er-\'erfahrens. Man bedient sieh dabei des neben-

steliend abi>ebihleten Apparates (Fig. 88). Die BestinininnLi- wird in einem

birnenförniigen, oben offenen, unten sieh konisch veren^crniU'n (iefäb vor-

genommen, dessen untere (")ffnung durch einen Asbestpfropfen verschlossen

ist. der durch kräftiges Ansaugen einiger Faseni von ausgeglühtem und

zweckentsprechend vorbereitetem Filtrierasbest hergestellt wird ( sie he I{d. I

S. 408).

Zur Analyse bringt man durch die obere Öffnung der auf einer Saug-
flasche aufgesetzten Glasbirne die gewogene Sul)stanz

(;')//). gil»t hierzu

200 cm^ einer kochenden verdünn-

ten Schwefelsäure, die man sich

aus IbOon^ HgO und öOcm^ 5Voii?er

Hg SO4 hergestellt hat und schickt

dann ebenfalls durch diese Öffnung
vermittelst eines bis auf den Boden

reichenden Glasrohres Wasserdampf
aus dem Dampfentwickler durch die

Flüssigkeit. Um Abkühlung und

dadurch Vermehrung des Flüssig-

keitsvolumens in der Birne zu ver-

meiden, umwickelt man dieselbe

mit einem Tuch. Nach halbstün-

digem Durchleiten unterbricht man
die Dampfzuleitung durch Ab-

ziehen des verbindenden Schlauches,
schließt die Saugflasche an eine Luft-

pumpe an und saugt die Flüssigkeit
durch die Asbestlage ab. Man wieder-

holt dann den ganzen Prozeß zweimal mit 200 cw^ Wasser, dann mit

200 ccm einer 1 '250/0 KOH und wiederum zweimal mit Wasser. Hierauf

wäscht man mit Alkohol und Äther, wie eben unter a) geschihlert. aus,

trocknet bei 105° und bringt den trockenen Rückstand samt Asbesti)froi)fen

in eine Platinschale, trocknet nochmals liis zur Gewichtskonstanz und wägt.

Hierauf wird verascht, die Platinschale samt Inhalt geglüht und von neuem

gewogen. Durch Subtraktion des letzten Gewichtes vom zuerst ermittelfen

erhält man das Gewicht der ..aschefreien Bohfaser".

c) Glyzerin-Schw^efelsäureverfahren von Kö)ii(j. Eine weit

sicherere Methode ist das von J. König-) ausgearbeitete Verfahren. Dieses

^) Holdcßciftf!, Eine abgekürzte Methode der Rohfaserbestimmung. Landwirtsrh.

Jahrb. Jg. 1877. Suppl.

*) J.König, Die Zellmembran und ihre Bestandteile in ehem. um! pliysi(d. Hin-

sicht. Landwirtsch. Versuchsstation. Bd. 65. S. 55— 110 (190(5).

18*
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liefert im Gegensatz zum Weender-Xeriahvm pentosanfreie oder wenigstens

sehr pentosanarme Rohfaser, die reicher an kohlenstoffreichem Lignin wie

die Weender-RoMRser ist. Die zur Ausführung des Verfahrens benötigte

Glyzerinschwefelsäure steht man sich her, indem man zu 1 I Glyzerin von

1-23 spez. Gew. 20^ konzentrierte H2SO4, 1-84 spez. Gew., gibt. Es emp-

fiehlt sich, das käufliche Glyzerin stets mit dem Aräometer zu prüfen, da

bei zu hohem spezifischen Gexsicht die Temperatur beim späteren Erhitzen

zu hoch steigt und dann duixh die H2SO4 Akroleinbildung und Verkohlung

bcAnrkt ^^^rd.

Zu 200 cm^ dieser Glyzerinschwefelsäure, die sich in einem Rund-

kolben (zweckmäßig weithalsig) oder in einer Porzellanschale befinden, gibt

man 2—3 g der fein gemahlenen Substanz. Durch Umschütteln oder Um-
rühren verteilt man dieselbe gut und kocht dann nicht zu lebhaft unter Rück-

fluß oder erhitzt im Autoklaven bei 3 Atmosphären 1 Stunde lang (Temperatur
ist in beiden Fällen 135—137"). Nach dem Erkalten verdünnt man mit 300 bis

400 cm 3 Wasser, kocht nochmals auf und filtriert heiß durch einen Gooch-

Tiegel an der Luftpumpe ab. Außer dem von König empfohlenen Platin-

tiegel kann man auch einen gewöhnüchen 6roocÄ-Tiegel aus Porzellan

mit Asbestfüllung verwenden. Tritt nach einiger Zeit Verstopfung ein, so

kann man den Niederschlag mit einem Spatel vorsichtig von der Mitte der

Asbestfläche nach den Seiten schieben. Das Auswaschen erfolgt zunächst

mit etwa 400 cm^ kochendem Wasser, dann mit erwärmtem Alkohol, Alkohol-

äther und schließlich Äther, bis das Filtrat farblos abläuft. Der Gooch-

Tiegel wird dann getrocknet (105^) und gewogen, sein Inhalt im Tiegel

selbst verascht und der Tiegel mit der Asche gewogen. Die Differenz

zwischen beiden Wägungen gibt das Gewicht der aschefi'eien Rohfaser.

Besonders bei rasch filtrierenden Reaktionsgeraischen ist die Könic/sche Methode
sehr rasch und bequem auszuführen. Vor allem liefert sie aber genaue und überein-

stimmende Resultate. Vorbedingungen hierfür sind gute Zerkleinerung, sorgfältige

Bereitung der Glyzerinschwefelsäure und genaues Einhalten der Kochzeit. Die W'irkung
des Glyzerinschwefelsäuregemisches ist so eingreifend, daß nach meinen Erfahrungen bei

erneuter Behandlung von mit dem Verfahren hergestellter Rohfaser eine abermalige,
nicht unbedeutende Substanzverringerung eintritt.

Andere Rohfaserbestimmungsmethoden, über die bei Loht-isch^) und

König^) nachzulesen ist, haben keine allgemeinere Verbreitung gefunden und reichen,

was Leichtigkeit der Ausführung oder Genauigkeit der Resultate anlangt, nicht an die

geschilderten heran. Eine nähere Schilderung solcher Verfahren erübrigt sich also.

5. Zellulosebestimmungen.
Bei den Ausnutzungsversuchen pflanzlicher Nahrungsmittel im tieri-

schen Organismus hat von jeher das Verhalten des wichtigsten Rohfaser-

bestandteiles ..der Zellulose" ein großes Interesse beansprucht. Zellulose

wird im Magen und Dünndarm der Tiere mit einhöhhgem Magen nicht

') H. Lohrisch, Über die Bedeutung der Zellulose im Haushalte des Menschen.
Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 47. S. 2Ü0—252 (1906).

^) J. König, Die Untersuchung landwirtschaftlicher und gewerblich wichtiger
Stoffe. Berlin. Paul Parey.
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verdaut, sondorn erst im Enddarin g-elöst. Beim Wiedorkiiuer iiiidct ihre

Verdaiiuno' aiirterdem in den ^'ol•nläsen statt. Ohi^leieli nun sclion H/nnc-

hcrfj und Sfo/iniann zeiiiten . dal) von den Rolifaserhestandtfilcn in der

Hauptsache die Zellulose der Verdauunti' unt('rli('i>t, so wird doeh dadurch,
daß man die llohfaserverdauun};- als iMaii der Zcllulosevei-dauuny- betrachtet,

eine gewisse Unsicherheit in die Beurteilung der Zelluloseverdauung ge-
bracht.

Man ist deshalb öfters bestrebt gewesen. Methoden der Zcllulosebe-

stiinmung auszuarbeiten. Dem größten Teil dieser Methoden kann eine

praktische Bedeutung nicht zuerkannt werden, da sie entweder zu um-
ständüch oder für (piantitative Zwecke überhaupt ungeeignet sind.

Es beruht dies auf demselben Grunde, der oben bei der Besprechung
der Rohfaserbestimmungsmethode angeführt worden ist. Wir kennen kein

Mittel, Zellulose in irgend einer Form quantitativ abzuscheiden. Stets wird

man die anderen Substanzen, mit denen die Zellulose meist innig ver-

mischt ist, auf irgend eine Weise zerstören müssen, um die Zellulose von

ihnen zu befreien. Da diese Substanzen (Eiweiß, Stärke, Pentosane, Hemi-

zellulosen, Lignin etc.) aber meist ebenfalls gegen die verschiedensten

Agenzien sehr resistent sind, ist man genötigt, zu sehr energisch wirkenden

Mitteln zu greifen. Sei es nun, daß man sich Bromwassers, des Chlor-

gemisches, konzentrierter Kalilauge oder ähnlicher Mittel bedient, man wird

in keinem Falle sicher sein ,
ob einerseits tatsächlich alle anderen Sub-

stanzen zerstört sind und wird andrerseits auch nie wissen, ob nicht doch

Teile der Zellulose ebenfalls zerstört worden sind.

Es seien im Hinblick auf diese Unsicherheit hier imr die Methoden

angeführt, die sich von den anderen wenigstens durch raschere und

bequemere Handhabung auszeichnen. Es sind dies besonders die, die sich

der Anwendung hochkonzentrierter Kalilauge als Lösungsmittel der anderen

Substanzen bedienen. Von der Wiedergabe der Methoden von F. Schnitze,

W. Hoffmeister, H. Müller etc. soll deshalb hier abgesehen werden.')

Die Methode von Lange^) und ihre Modifikationen.

Diese Methode beruht auf einer Angabe Hoppe-Scylers^), nach der

Zellulose selbst durch schmelzendes AlkaU keine erkennbare ^'eränderung

erleidet, sofern die Temperatur 200° nicht übersteigt. Die Ausführung der

Methode ist folgende: Von der fein zerkleinerten Substanz werden 10// in eine

tubulierte, mit Glasstopfen versehene Retorte gi^füllt, ;J0—40// At/kali in

Stangen und 30—40 e»^'' Wasser hinzugefügt. Die Retorte wird mit einem

Glasstopfen verschlossen und in einem Ölbade erhitzt . dessen Temperatur

*) Vgl. liiorühor //. Ln/irisrli, Über die BcdcutmiL'' der Zolliilose im HauslKillc dos

Menschen. Zeitschr. f. phys. Chemie. Bd. 47. S. '200— jJä^ (l'.)UG).

'^)
G. Lange, Zur quantitativen Bestimmung der Zellulose. Zeitschr. f. piiysiol.

Chemie. Bd. 14. S. 283—288 (189U).

") F. Iloppc-Sei/Ier, Über Huminsubstanz, ihre Kntsteiuuig untl iliro Kigcu-

schaften. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 13. S. GÜ— 121 (188'J).
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durch ein Thermometer gemessen wird, welches so tief in das Ölbad ein-

taucht, daß sich seine Quecksilberkugel mit dem Boden der Retorte

in gleicher Tiefe befindet. Die Temperatur wird langsam und vorsichtig,

es tritt starkes Schäumen ein, bis auf ISO" gesteigert und eine Stunde

lang auf dieser Höhe gehalten. Nach dieser Zeit ist der Inhalt der Eetorte

zu einer festen blasigen Masse eingetrocknet. Nach Abkühlen auf ungefähr

80" wird mit heißem Wasser der Retorteninhalt aufgenommen und unter

sorgfältigem Auswaschen in ein Becherglas gebracht, wo man ihn voll-

ständig erkalten läßt. Dann Avird mit verdünnter Schwefelsäure schwach

angesäuert, wobei ein oft reichlicher Niederschlag entsteht, der auch aus-

gefällte Zellulosepartikelchen enthalten soll. Durch schwaches Alkalisieren

mit Natronlauge, welches nunmehr vorgenommen wird, sollen alle anderen

ausgefallenen Substanzen außer Zellulose wieder in Lösung gebracht werden.

Die alkaUsche Flüssigkeit wird hierauf unter Verwendung von Saugpumpe
und Platinkonus oder durch ein gehärtetes Filter (Schleicher iV: Schüll)

quantitativ abfiltriert und mit heißem und kaltem Wasser sorgfältig nachge-

waschen. Hierauf wird der Rückstand vom Filter entfernt, mit Alkohol

digeriert, auf ein gewogenes quantitatives Filter gebracht, mit Alkohol

und Äther nachgewaschen, getrocknet und gewogen (aschehaltige Zellu-

lose). Durch Abzug der Asche ergibt sich hieraus die aschefreie Zellulose.

Die Methode von Lange kann streng genommen als quantitative

Methode nicht bezeichnet werden. Die Voraussetzung, daß hochkonzentrierte

KOH die Zellulose nicht beeinflusse, ist eine irrige, wie schon aus den

Befunden von Bumcke und Woljf'enstein ^\ die Zellulose mit 30^0 ^'a OH
hydrolysierten 2), hervorgeht. Ferner ist die Annahme, daß der beim An-

säuern mit H2SO4 und dem nachfolgenden Alkalisieren verbleibende Rück-

stand aus Zellulose bestünde, nicht haltbar (Councler^), vgl. auch Anmer-

kung 2). Man erhält daher mit dem Langeschen ^'erfahren stets etwas zu

wenig Zellulose, da ein Teil verloren geht. Auch wir beobachteten bei einer

Nachprüfung des Verfahrens, bei dem reine Papierzellulose zur Verwendung

gelangte, eine Verminderung der angewandten ^Menge. Immerhin gibt das

Verfahren bei gleichmäßiger Ausführung gut übereinstimmende Werte und

ist zu Bestimmungen, bei denen es sich um die Erlangung einiger Ver-

gleichswerte handelt, wohl anwendbar.

Zur Anfertigung größerer Analysenserien, die sich bei Ausnützungs-.
Stoffwechsel- und Verdauungsversuchen häufig nötig machen, ist das Ver-

fahren wegen seiner immerhin noch recht umständlichen Handhabung nicht

geeignet. Infolgedessen haben Simon und Lohrisch*) eine Modifikation

^) G. Bnnicke und B. Wolffenstein ,
Über Zellulose. Ber. d. Deutsch, ehem. Ges.

Bd. 32. S. 2493-2507 (1899).

^) Die Autoren hydrolysierten durch ca. achtmaliges, je eiustiiudisres Kochen mit

SO'/oiser Na Gl 65.(7 Papierzellulose vollständig und erliielten als Ausbeute 39,(/ Azidzellu-

lose (löslich in kalter Na OH, ausfällbar durch verdünnte Schwefelsäure).

3) C. Cotmder, Über Zellulosebestimmuugen. Ghem. Ztg. Bd. 24. S. 368—369 (1900).

*) //. Lohrisch, Über die Bedeutung der Zellulose im Hauslialte des Menschen.
Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 47. S. 200—252 (1906).

i
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vorf?eschlaii(Mi , die. ho(|uoin und rasch austuliil)ar. sich hesoiidcrs für

klinische /wecke (iiieiis(;liliche Fäzes) ei<^iieii soll.

2—?}(j Substanz wei'den in ein Jenenser P.echerukis (öOür/yr') i^ebracht

und hierzu 100 r/
KOH in Standen gej^eben. Hierauf gießt man (eventuell

portionsweise) soviel kochendes Wasser, daß eine öO^/oige Lauge entsteht.

Es tritt eine sehr stünnische Keaktion unter starker Erhitzung und .\uf-

kochen ein, bei der eine energische Einwii-kung der Lauge auf die Substanz

zustande kommt. Die meist tiefbraune Lösung erhitzt man noch eine Stunde

auf dem Wasserbad, läßt erkalten und fügt zur Aufhelhüig jjort ionsweise

5 cm3 H0%i8"<^^ HoOg Perhydrol (Merck) hinzu, wobei al)ermals Lrliitzen

und Aufschäumen eintritt. Sollte die Lösung nunmehr noch nicht hellgelb

geworden sein, so führt ein nochmaliges halbstündiges Erwärmen auf dem
Wasserbade zum Ziele. Nach dem Erkalten fügt man das halbe \()lumen

(zirka 70 crn^) Alkohol (9ti<»/o) ^ui' Ausfällung gelöster Zellulose hinzu. Mischt

sich Alkohol und Lauge nicht, so genügt der Zusatz von 90 crn^ Eisessig,

um die Mischung zu veranlassen. Andere Stoffe als Zellulose fallen hierbei

nicht aus, da die Flüssigkeit zu stark alkalisch ist. Auch Stärke fällt, wie

ich mich überzeugt habe, nicht aus. Mau filtriert dann durch ein gehärtetes

Filter (Schleicher & Schüll, Nr. 575) ohne Saugpumpe ab, wäscht mit

heißem Wasser aus und bringt den Niederschlag vom Filter in das Becher-

gias zurück und dauu auf ein gewogenes (luantitatives Filter. Auswaschen

erfolgt erst mit reinem heißeu, dann mit Essigsäure angesäuertem Wasser.

Nach nochmahgem Auswaschen mit heißem Wasser, Alkohol und .'Uher er-

folgt Trocknung, Wägung und Aschebestimmung.
Dieses Verfahren hat gegenüber dem ursprünglichen />a//f/eschen den

großen ^'orteil der be(iuemen Ausführbarkeit, verbindet aber damit den

größeren Nachteil, daß ihm eine neue, und zwar sehr erhebliche Fehler-

quelle in Gestalt des H.^ O.^-i Jebrauchs anhaftet. Wie ebenfalls ßunicke und

Wolfenstein zeigten, gelingt es mit H2O2 leicht, Zellulose in Hydralzdlu-

lose überzuführen, die ihrerseits wieder durch Alkali in Zellulose unil die

erwähnte .\zidzellulose gespalten wird. Auch Matthes und Streifhrn/cr'^)

fanden bei einer Nachprüfung des 7vö;//V/schen Verfahrens der Zellulose-

bestimmung, daß H., 0., in alkalischer (ammouiakalischer) Lösung Zellulose

angreift. Bei Nachprüfung -) des Sinion-Lohrisch^chQn Veiiahrens konnten

wir keine brauchbaren Resultate erlangen, fanden vielmehr, daß die Re-

sultate je nach den gerade herrschenden zufälligen Bedingungen . der je-

weiligen Wirkung des H, 0., , der Dauer des Erwärmens, der Abkühlung
und der Filtration bedeutenden Schwankungen unterwoi-fen sind.

Unterwirft man schon einmal nach Sinion-Ldhrisrh behandelte /elhi-

lose nochmals dem \erfahren, so tritt eine ganz erhebliche, ca. ;'.(»" „ und

mehr betragende \'erminderung ein.») Zur Zellulosebestimmimg in Magen-,

V) H. Matthes und F. Streitbergcr, Vhcv die /iisaininensetzung der Kakao-Roh-

faser. Ber. d. Deutsch, ehem. Ges. Bd.'40. S. 41<.)5-4]l)'.l (1907).

^) Ä. Scheunert und E. Lötsch
, Vermag der Iluml Rolifaser oder Zelhilose zu

verdauen? Bioch. Zeitschr. Bd. 20. S. 10— 21 (1*)09).

^) Scheunert, Grimmir und Lütscli, noch nicht publizierte Mitteilungen.
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Darniinhalten und Fäzes der Pflanzenfresser ist das Verfahren nicht ver-

wendliar, wenngleich es zur Darstellung reiner Zellulose wohl geeignet

sein mag'.

Zu einer für \iele Fälle brauchbaren Modifikation des Langesdnen
Verfahrens gelangt man, wenn man die Anwendung von H2 Og vermeidet

und im übrigen ähnlich wie Simon und Lohrisch verfährt. Diese Modifi-

kation, die uns bei einigen Untersuchungen gute Dienste geleistet hat,

führen wir wie folgt aus:

l—2g Substanz (fein gemahlen) werden in einem Jenenser Becher-

glas mit 100 fm3 Wasser (Laboratoriumstemperatur) verrührt, nach und

nach 100 ^ Stangenkali eingetragen und dieses durch vorsichtiges Schütteln

in Lösung gebracht. Lst diese erfolgt, so stellt man das Gemisch 1 Stunde

auf das siedende Wasserbad. Dann filtriert man heiß durch ein gehärtetes
Filter (Schleicher & SchüU) ab. Der Rückstand wird mit heißem Wasser
so lange gewaschen, bis das Filtrat gegen Lackmus nahezu neutral reagiert.

Dann wird er von dem gehärteten Filter auf ein gewogenes quantitatives

gebracht, hier solange mit heißem Wasser gewaschen, bis das Filtrat neutral

reagiert und dann mit warmem Alkohol, Alkoholäther und schheßhch Äther

sorg-fältig ausgewaschen. Es erfolgt dann Trocknung bis zur Gewichts-

konstanz bei 105" und Wägung. Man erhält nach Abzug des Filtrierge-

wichtes aschehaltige Zellulose. Durch Veraschen des Filters und Wägung
der Asche berechnet man sich durch Subtraktion die aschefreie Zellulose.

Das Verfahren gibt gut übereinstimmende Werte. Absolute Werte

vermag es ebensowenig wie die anderen Methoden zu geben, auch

dürfte bei ihm infolge der milden Behandlung eine relativ unreine Zehn-

lose erhalten werden. Es ist aber zu Vergleichszwecken bei stärkearmen
Älaterial (Heu, Weißkraut, Fäzes) wohl zu verwenden. Bei stärkereichem

Material dürfte eine Vorbehandlung mit Diastase nötig sein. Bei mehr-

mahger Behandlung derselben Zellulose nach dem Verfahren tritt nur eine

Verminderung von 5—T^/o ein.

Es sei betont, daß es sich empfiehlt, sich, ehe man eines der Verfahren

anwendet, stets erst durch kontrollierende Vorversuche zu überzeugen, ob

es auch für den beabsichtigten Zweck brauchbar ist. Vor allem ist auch

auf die etwaige Anwesenheit von Glvkogen im Analvsenmaterial zu achten.

Eine Verwendung zur Analyse von Pflanzenfaserfäzes hat auch das von

Könige) im Anschluß an seine Rohfaserbestimmungsmethode ausgearbeitete
Verfahren zur Trennung der Rohfaser in Zellulose, Lignin und sog.
Cutin erfahren. Das Verfahren ist zeitraubend und kostspiehg und schon

deshalb wenig empfehlenswert. Da dabei ebenfalls Hg Og in alkalischer

(ammoniakahscher) Lösung zur Anwendung kommt, sind gegen dasselbe

Bedenken zu äußern (Matthes und Streitberger 1. c), auf eine nähere An-

gabe der Ausführung sei deshalb verzichtet.

*) J. König, Die Zellmembran und ihre Bestandteile in chemischer und physio-
logischer Hinsicht. Landwirtsch. Versuchsstat. Bd. 65. S. 55—110 (S. 1906).
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6. Fett. Über Nachweis, IJestimnunijr und l ntersuclumg des Fettes vgl. IJd. 11.

S. 200. Dem bei der Futtcrniittelanalyse geübtem Brauche entsprechend wird die Gesamt-
heit der mit Äther extrahierbaren Substanzen als „Rohfett" bezeichnet und bestimmt.

VI. Darmgase.
Die Analyse der Darmgase*), CO.j, N,, H._„ (11^, crlulgt nach ]U\. HI. Abschnitt Gas-

analyse. Besondere Apparate zum Auffangen und zur Analyse solciier Gase finden sich

bei Äd. Schmidt') und N. Zuntz^) beschrieben.

ANHANG.

Untersuchung von Darmkonkrementen.

Die Darmkonkremente *) haben eine überaus verschiedene Zusammensetzung,
so daß sich bestimmte und in allen Fällen ainvciidbare Regeln für ihre Tintcrsuchung
nicht geben lassen. Stets enthalten sie sowohl organische als auch anorganisciie Bestand-

teile, deren Mengenverhältnis sehr wechseln kann. Da in sehr vielen Fällen die Haupt-
menge der organischen Bestandteile aus Resten pflanzlicher Nahrung (Hafersteine der

schottischen Landbevölkerung, Phytokonkremente der Pflanzenfresser) oder aus Haaren.
Wolle u. dgl. (Pilikonkremente, Haar-, Borsten- und Wollbälle des Hundes, des Schweines

und der Wiederkäuer etc.) besteht, gii)t die mikroskopische Untersuchung oft wichtige
Aufschlüsse über Herkunft und Zusammensetzung, z. B. auch bei Kopmlithen. Abgesehen
von diesen mehr als Fremdkörper anzusehenden Bestandteilen kommen in Darmkonkre-
menten auch organische Verbindungen, z. B. Fette und Seifen, vor (Hafersteine, Darm-

grieß, Darmsand), auch Protein, Farbstoffe finden sich darin. Zur Erkennung dieser

Beimengungen sind besondere cheniischo Methoden (Reaktionen auf Fett, Protein: ferner

Untersuchung des Ätherextraktes und Verseifung) anzuwenden.

Unter den anorganischen Bestandteilen nehmen Phosphate, und zwar besonders

häufig Maguesiumammoninmphosphat, die erste Stelle ein. Die Enterolitiien des Pferdes

bestehen bis zu 90% ^us dieser Verbindung. Außerdem kommen noch Phosphate und

Karbonate von Ca und Mg und in sehr geringer Menge lösliche Chloride. Sulfate so-

wie mit der Nahrung aufgenommene unlösliche mineralische Bestandteile, SiOj, AI, 0,
u. dgl., vor. Zur Untersuchung kocht man die zerkleinerte Substanz mit P^ssigsäure aus

und bringt dadurch die Phosphate und Karbonate etc. in Lösung, in der sie dann (juali-

tativ nachgewiesen und quantitativ bestimmt worden können. Der unlösliche Rückstand

besteht iuis organischen Bestandteilen (Mikroskop!) und dem erwähnten Si
0.^ , -^1.^0., etc.

Über Untersuchung der aus den Anfangsdrüsen des Darmes stammenden Konkre-

mente (Gallensteine, Pankreasstcine u.dgl.), die gelegentlich im Darmlumen angetroffen

werden, vgl. an anderer Stelle.

*) Vgl. A. Scheunert
, \'erdauung. W . Oppenheiincrs Ilaiidb. d. Bioch. Bd. ."5. H.

S. 140 (1909).

'^)
Ad. Schmidt

,
Über die Beziehung der Fäzesgärung zur Darmgärung und zu

dem Flatus. Arch. f. klin. Med. Bd. 67. S. 545 (189S).

'*)
N. Ziintz, Über eine Methode zur Aufsammlung und Analyse von Darm- und

Gärungsgasen. Arch. f. (Auat. u.) Physiol. Jg. 1899. S. 579.



Intermediärer Stoffwechsel.

A. Fraktionierung von Organen und Darstellung a on

wirksamen Organextrakten.

Von W, Wiecliowski, Prag.

Die im folgenden zu beschreibenden Methoden beziehen sich nur

auf die Gewinnung fermentativ wirkender (bzw. nicht kochbeständiger)

Organextrakte und auf die Darstellung der Organeiweibkörper. Die als

„Hormone'' (Starling) bezeichneten, für innere Sekrete gehaltenen, wirksamen

Organstoffe sind nicht berücksichtigt; deren Gewinnung (bzw. Trennung
von den Organproteinen) ist infolge ihrer gröberen Stal)ilität, insbesondere

auch Kochbeständigkeit weit leichter als die der Organfermente. Dagegen
können die beschriebenen Methoden gegebenenfalls zum Aufsuchen von

Antikörpern in den Organen oder zur Abtrennung „bindender Gruppen"

Anwendung finden.

Für die Methodik dieses Teiles biologischer Forschung ist noch wenig

geschehen. Mit Ausnahme der Methoden, die durch den unter D beschrie-

benen allgemein verwendbaren Gang ermögbcht sind, bleiben die zahlreichen

angegebenen A'erfahren weit hinter dem zurück, was insbesondere in quan-
titativer Beziehung von der Gewinnung der (Jrganfermente und -proteine

verlangt werden muß. Es gehngt zwar mit den meisten der zu besprechen-
den Methoden zu wirksamen Organextrakten oder zu mehr minder ein-

heitlichen Eiweißstoffen zu gelangen; die Ausbeuten stehen aber nicht nur

meist in keinem Verhältnis zu den in Arbeit genommenen Materialmengen,
sondern man bleibt auch über die Größe der Verluste im Unklaren, da

die Untersuchung der verworfenen Anteile nicht vorgenommen Avurde oder

wegen der Natur des Verfahrens nicht möglich war. Wie gezeigt werden

wird, wurden vielfach Wege beschritten, die zu einer weitgehenden Schä-

digung der Fermente führen, so daß, was schließlich erhalten Avurde, ein

geringer, der Zerstörung entgangener Rest war. Dasselbe gilt von der Dar-

stellung der Organproteine. Auch hierbei wurden oft Extraktionsmittel ver-

wendet, die denaturierend wirken.

Der (jrund für diese Mangelhaftigkeit der Methodik, die sich in der

Geringfügigkeit unserer Kenntnis von der Organzusammensetzung reflek-

I
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tiert, liegt nicht mir in der überaus grolien Labilität des M.-itcrialos, sondern

auch in der Art seiner Kompliziertheit in der emulsionsartigen Hescliaffcn-

heit der Organsubstanz, welche den einfachsten nicht oinLtroifcndcn Frak-

tionierungsversuchen schwere Hindernisse in den Weglegt. Die tVcicn und

fest gebundenen Lipoide, die an Masse die Lipoide meist noch übertreffen-

den Extraktivstoffe im älteren Sinne, zu denen auch die nicht mejir aus-

geschwemmten Produkte der postmortal weitergehenden /elltätigkeit zu-

gezählt werden müssen, erschweren nicht nur die Gewinnung-, sondern es

schädigen gerade die letzteren nachweislich die Wirksamkeit bzw. Ausbeute

der Fermente. Ehe man daran gehen kann, die Organferniente ..rein"

darzustellen, ist es notwendig, deren p]igenschaften , Em|)findlichkeiten.

Konservierungsfähigkeit, \'erhalten gegen alle anzuwendenden Fingi-iffe und

Ileagenzien festzustellen, wie ich es in Gemeinschaft mit H. Wiener'^) für

das urikolytische Ferment getan habe, sie auf Grund der gewonnenen Er-

fahrungen sukzessive von allem wirkungslosen Ballast zu befi-eien und

(piautitativ und ungeschwächt in einer Eiweiß-lipoid-extrakt- und salzarmen

Lösung zunächst zu konzentrieren. Daß hierfür .Methoden unerläßlich sind,

welche jederzeit den Wirkungswert der gewonnenen Fraktion an dem des

Ausgangsmateriales messen lassen, welche stets die Feststellung gestatten,

ob die Trennung vollständig ist. d. h. kein Ferment in dem zu verwerfenden

Anteil mehr enthalten ist, bedarf keiner liegründung. Auch für die Dar-

stellung der Organproteine muß die Forderung aufrecht erhalten werden,

daß die Eiw^eiße vollständig und in unverändertem Zustand abgeschieden

werden. Systematische Studien hierüber sind nach Methode D leicht durch-

zuführen.

Die angeführten Gesichtspunkte mögen als Grundlage für die allge-

meine Beurteilung der zu beschreibenden Methoden dienen. Kritische Be-

merkungen im einzelnen sind jeder Methode beigefügt.

A. Vorbereitung der Organe (Entfernung des Blutes).

Jede Aufteilung der Organe hat mit der Gewinnung eines unverän-

derten und reinen, d. h. einheitlichen Untersuchungsmateriales. der ( >ri:an-

zellen, mit der Trennung derselben von den allen Organen gemeinsamen
Bestandteilen: Blut, Bindesubstanzen, Gefäße, Ausführungsgänge zu beginnen.

Insbesondere sollen die Organe nur unmittelbai' nach <leni Tode des Tieres

und in völlig blutfreiem Zustande in Arbeit genommen weiden.

Die Entfernung des Blutes gelingt befriedigend nur durcii Aussjjülen

der Organe auf dem Wege der Gefäße. Das hie und da geübte .Vuswaschen

der zerschnittenen Organe ist unzulässig. Es führt nicht nui- nicht

zum Ziele, sondern arbeitet naturgemäß auch mit Verlusten an löslichen

Oryanbestandteilen. Zudem lassen sich (bis auf iKk Knochenmark)

') W. Wiechoirski und //. Wiener, Über Kigonscbaften und Darstellung' dos liarn-

säurezerstöreuden Fermentes etc. Beitr. z. ehem. l'hvs. u. Patli. Bd. 9. S. 247 (1907).
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alle Organe durch Ausspülen der Gefäße blutfrei erhalten. Die Ausspülung

geüngt auch bei (lebenswarm) aus dem Schlachthause bezogenen Organen
ohne Schwierigkeit. Laboratoriumstiere wird man am besten durch Ver-

bluten töten. Zweckmäßig geschieht dieses portionsweise aus einer Carotis

mit abwechselnder Infusion warmer Kochsalz-feventuell Ringer- )Lösung
in eine Jugularvene, wobei die natürliche Zirkulation oft solange unter-

halten werden kann, bis die der Carotis entnommene Flüssigkeit nur wenig

gefärbt ist. Künstliche Ventilation und passive Bewegungen der Extremi-

täten sind hierbei von Nutzen. Das endgültige Ausspülen geschieht meist

besser an den in situ belassenen Organen und geht in der Regel leichter

in retrograder Richtung, d. h. per venam vor sich.

Die Leber A^ird am schnellsten blutfrei bei Spülung von der V. cava

desc. aus, welche distal von der Leber abgeklemmt ist, und Eröffnung der

Vena portae. Läßt man diese intakt, klemmt die Cava distal von den Nieren-

venen ab und eröffnet die Bauchaorta, so gelingt es unter einem, die ge-

samten Baucheingeweide : Leber, Darm, Pankreas, Magen, Milz, Nieren und

Nebennieren auszuspülen. Für Magen, Darm, Pankreas ist die Spülung
durch die Pfortader ohnehin der einzig gangbare Weg. Das Gehirn ist

nach Abklemmung der Arteriae vertebrales (beim Hunde am thorakalen Ende

des Halses leicht aufzufinden, beim Kaninchen indirekt durch doppelte Unter-

bindung der leichter zugänglichen Arteriae subclaviae), der Carotis interna

der einen Seite, der Carotis externa und Arter. occipitalis der anderen Seite,

von der Carotis communis dieser Seite kopfwärts von den Arter. thyreoideae

auszuspülen. Auch die Schilddrüse bleibt am besten in ihrem Zusammen-

hange. J\lan klemmt die Carotis kopfwärts von der Art. thyreoidea sup. ab

und bindet die Kanüle herzwärts von der Art. thyreoidea inf. in den Stamm
der Carotis communis ein. Am schwersten werden Milz und Muskeln
blutfrei. Letztere sind wohl nur an Laboratoriumstieren vollständig blutfrei zu

erhalten: nach Ausspülen des ganzen Tieres Einbinden von Kauiüen in

die Aorta odei' V. cava und separate Durchspülung dei- hinteren Extre-

mitäten unter Ausführung passiver Bewegimgen (wobei auch Rektum,
Blase und Genitale gespült werden). Knochenmark und meist auch

Plazenta (die Spülung durch die Nabelstranggefäße entfernt kaum jemals
alles Blut der Insertionsfläche) sind Avohl gar nicht vöUig zu entbluten

;
an

allen anderen Organen gehngt dies jedoch, was unter anderem A'ersuche

an Tieren bewiesen, deren Blut hohe Titer hämolytischer Antikörper
aufwies.

Als Spülflüssigkeit wird gewöhnlich physiologische (O'SöVo) Kochsalz-

lösung verwendet, der unter Umständen O-ö^/o Natriumoxalat. -citrat oder

-fluorid zugesetzt werden kann. Doch bieten im allgemeinen gerinnungs-
hemmende Zusätze keinen Vorteil, da Gewebseiweiße von den Eigenschaften
des Fibrins in den Organen wahrscheinlich nicht vorhanden sind. Ganz in-

different ist übrigens keine der verwendeten Spülflüssigkeiten, auch Ringer-
oder LocÄ;esche Lösung nicht, denn stets bildet sich im Verlaufe der Spülung
Ödem aus, welches mitunter sehr hochgradig wird (nameutUch bei Spülung
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(lui-t'li die Arterie und hohem Druck). Die aufanji;s rasch verhuitciidc Durcli-

sti-ömung wird immer hmg-samer. Steigerung des Druckes heförch'rt nur

die Aushihlung des Ödems und ist auch deshalb nicht zu empichlcn. weil

hierbei die parenchymatösenOrgane oft Risse bekommen, durch die Geweb.s-

flüssigkeit austritt; auch die durch die Gefäße ausströmende Flüssigkeit

enthält dann oft schon Organeiweiß. Derartige \'erluste vermeidet man am
besten durch retrograde Spülung (die. wie gesagt, leiclitei- voiistatten geht)

bei konstantem niedrigen Druck. Ob man durch irgendwelche Maliuahmen
das Ödem völlig vermeiden kann, ist mir nicht bekannt, versuchen könnte man
einen geringen Harnstoff/usatz zur Spülflüssigkeit. Für manche Fälle

ist es sehr zweckmäßig, die Salze der Spülflüssigkeit wieder zu entfernen,

indem man kurze Zeit mit destilliertem Wasser nachspült. Das Ödem wird

hierdurch meist noch deutlicher; die Spülung läßt sich jedoch gut zu Ende
führen. Schnelles Ai'beiten bei niedrigei- Temperatur ist alleuial angezeigt.

Der nächste Akt der Verarbeitung ist bei allen Methoden eine mehr
minder weitgehende Zerkleinerung der Organe. Nur eine Methode macht
hiervon eine Ausnahme, da sie Saft aus unzerkleinerten Organen gewinnt;
sie soll daher zunächst besprochen werden.

B. Die „zelluläre Dialyse" durch Dampf organischer Flüssig-

keiten.

(R. Duhois^), Dastre-).

Die Organe werden in dünne Scheiben zerlegt und diese unter einer

evakuierten Glasglocke über einer Schale dem Dampf von Chloroform, Äther,

Toluol etc. in der Kälte ausgesetzt. Die Dämpfe dieser Flüssigkeiten lösen

sich in den Zellipoiden und verdrängen Wasser aus den Zelleu. welches,

mit Eiweißstoffen, Fermenten, Salzen usw. beladen, exsudiert und in die

Schale tropft. Doch ist das Wesentliche des Vorganges keine bloße „De.s-

hydratatiou" ,
vielmehr werden durch die Einwirkuug der lipoidlöslichen

Stoffe sonst semipermeable Membranen für Inhaltsstoffe passierbar, so daß

eine Art Entmischung stattfindet und alles Wasserlösliche erhalten werden

könnte. Dasselbe wird erzielt durch Eintauchen von Organen in die be-

treffenden Flüssigkeiten. Am Boden des Gefäßes sammelt sich in Tagen

Organsaft an. Eine Hundeleber lieferte in 4 Tagen 70 <w^ Saft. Dieser

wurde gegen Fluornatrium dialysiert, er verwandelte Stärke in .Maltose und

diese in Glukose und zeigte keine glykolytische sowie keine proteolytische

Wirkung gegen Fibrin und gekochtes Eierklar, s)

^)B. Dubais, La dialyse celhxlaire par les vapciirs etc. Compt. rciid. soc. Biol.

T. 53. p. 93 und 126 (1901).
— Die erste Mitteilung hierüber elienda 1884.

-) yl. Dastre, De la dialyse coloroformique etc. Compt. rend. soc. Biolog. T.iili.

p. 34 (1901).

") J. rermilleux, Untersuchungen über einige Fermente der Leber. These de Paris.

1904; zit. nach Malijs Jahrb.
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Es ist nicht untersucht, ob alle Fermente der Organe auf diese Weise

erhalten werden können und welche Eiweißkörper der erhaltene Organsaft

enthält. Ein Nachteil der Prozedur ist ihre lange Dauer, welche die Inter-

ferenz autolytischer Prozesse i) sowie die Spontankoagulation ursprünghch

gelöster Eiweißkörper ermöglicht. (Durch Zusatz geringster Alkalimengen,

O-Or^o/o Soda, zur Spülflüssigkeit wäre beides vielleicht zu vermeiden.) Ein

Vorteil der Älethode ist, daß der Organsaft konzentriert erhalten A\ird.

C. Das Zerkleinern der Organe.

Es sind zwei Typen von Verfahren zu unterscheiden. Solche, welche

nur eine Trennung der einzelnen ZeUen voneinander, eine gleichmäßige

Verteilung des Materials und solche, welche eine Zertrümmerung der Zellen

selbst anstreben.

I. Da es für alle Fälle zweckmäßig ist
,

an einem einheitlichen Aus-

gangsmaterial zu arbeiten, so sollte im allgemeinen einer allfälligen Zer-

trümmerung der Zellen eine vollständige Isolierung derselben von binde-

gewebigen Anteilen , Blutgefäßen, Drüsengängen vorangehen. Bei weichen

Parenchymen (Gehirn, Pankreas, Kaninchenleber; gehngt das leicht durch

Auskneten der intakten Organe auf einem dünnmaschigen Drahtsieb mit

einem sogenannten Passierschwamm aus Holz. Kleine Organe oder Organ-
stücke kann man einfach in der Keibschale zerdrücken. Für zähe Organe,
die das unmittelbar nicht zulassen (insbesondere Muskel, Lunge, Thyreoidea,

Niere, Prostata), kann mit Vorteil ein vorläufiges Zerquetschen zwischen

Walzen angewendet werden. Prinzipiell ist das Zerdrücken den schneidenden

Methoden vorzuziehen, da diese die einzige Möglichkeit jener Trennung —
die Anwendung des Siebes — illusorisch machen, wenn sie exakt die (xewebe

zerschneiden. Grob mit dem Wiegemesser oder der Fleischhackmaschine (be-

liebiger Konstruktion) zerkleinertes Material läßt sich ebenso durch Siebe

pressen oder nach entsprechender Verdünnung durch etwa 1 stündiges Schütteln

auf der Maschine so weit verteilen, daß beim Auspressen der Masse durch

ein grobes Koliertuch (mit der Hand oder einer gewöhnlichen Tinkturen-

oder Fruchtpresse) ein zwar verdünnter, aber im wesentlichen einheitlicher

Zellbrei erhalten wird. Von den schneidenden Apparaten arbeitet die Kossel-

sche Maschine 2) am raschesten und exaktesten. Das durch feste Kohlen-

säure vöUig durchgefrorene Organ wird durch 4 rasch rotierende (1500 Um-

drehungen in der Minute) Fräsemesser in einen feinen Schnee und beim

Auftauen in einen gleichmäßigen Brei verwandelt (Fig. 84 u. 85). Jscovesco^)

1) Nach E. Chiari (Arch. exper. Path. u. Pharm. Bd. 60. S.256 [1909]) beschleunigt
die Gegenwart flüchtiger lipoidlöslicher Stoffe die Autolyse und hebt deren Latenzzeit auf.

-) A. Kossei, Beschreibung einiger Apparate. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 33.

S.5 (1901).

^) H. Iscovesco, De la presence de la catalase etc. Compt. rend. soc. Biol. T. 60.

p. 224 (1906).
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l)edient sich'eines nicht näher beschriehouen Apparates, welcher inistunde ist,

eine ganze Hnndelelier in wenigen Miiiiilcii in ein ..[)iinr pi'esque injec-
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table" zu verwandeln. Anch einige andere derartige Ai)|)arat<v welche

außerdem steriles Arbeiten gestatten, sind angegeben.
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n. Die Zertrümmerung der Zellen, die dem Gesagten zufolge

zweckmäßig erst an ,.gesiebtem" Material vorgenommen wird, geschieht

meist nach dem Vorgange von Buchner-Hahn ^) durch Verreiben mit Sand,

Kieselgur ,
Glas oder Quarzpulver in der Reibschale

,
was am besten

maschinell geschieht. Rowland^) hat hierzu einen eigenen Apparat ange-

geben. Die Menge der Zusätze ist so zu bemessen, daß eine nur zäh be-

wegliche Masse entsteht, da bei geringeren Zusätzen in dem dünnflüssigen

Magma viele Zellen der Zertrümmerung entgehen. Das Reiben ist solange

fortzusetzen, bis die mikroskopische Untersuchung gefärbter Ausstriche die

völlige Erzielung des gewünschten Effektes erweist. Den Nachteil dieses

Verfahrens (es ist für die Gewinnung von Preßsäften ausgearbeitet), daß

die gemachten Zusätze von unlöslichen Organfraktionen nicht getrennt

werden können und daß die Kieselgur durch Adsorption Fermente und

Eiweißkörper zurückhält^*), vermeidet die ursprünglich für bakteriologische

Zwecke angegebene Methode von Macfadyen ^),
Avelche das durch flüssige

Luft dauernd tief gefroren gehaltene Material maschinoll in der Reibschale

ohne Zusatz pulvert. Diese Methode wurde mit sehr gutem Erfolge
—

soweit mir bekannt — nur einmal für Plazenta angewendet') Die Möglich-
keit der Zertrümmerung gefrorener Zellen in der Reil)schale ist nur durch

das bei sehr tiefen Temperaturen eintretende auffällige Sprödewerden jeder
Substanz gegeben. Im kleinen (bei geringen Substanzmengen) wird man
dasselbe erreichen können, wenn man die Reibschale gut mit einem Ge-

misch von fester Kohlensäure und Aceton kühlt und sich eines Pistills mit

hölzernem Handgriff bedient, wenigstens sollen auch auf diese Weise Bak-

terien die zur Zertrümmerung -nötige Sprödigkeit erlangen.

Ehe die Extraktion und Fraktionierung des zerkleinerten Materiales

beschrieben wird, soll eine allgemein für alle Organe anwendbare Methode

beschrieben werden, welche den eingangs gestellten Forderungen in jeder

Einzelheit zu entsprechen gestattet, bzw. aus der Notwendigkeit, jene zu

erfüllen, hervorgegangen ist.

*) E. Buchner, Alkoholische Gärung ohne Hefezellen. B. B. Bd. 30. S. 117

(1897). — E. Buchner und Rapp, ebenda. Bd. 39. S. 1110, 2668; Bd. 31. S. 209, 1084,

1090, 1531.

^) S. Rowland, A method of obtaiuing iutracellular juices. Journ. of phvsiol. Vol. 27.

p.53 (1901).

^) S. G. Hedin, A case of specific adsorption of enzymes. Biochem. Journ. Vol. 2.

p. 81 (1907).

*) L. Lecrentier, Emploi de la presse de Buchner pour la pr^paration des tissus.

Arch. intern, de phys. T. 5. p. 328 (1907).

^) Ä. Macfadyen, Upon the immunising effect of the intracellular contents of the

typhoid bacillus as obtained by the disintegration of the orgauism at the temperatur of

liquid air. Proceed. roy. soc. Vol. 71. p. 351 (1903).
— A. Macfadi/en und S. Bowland,

Über die intrazellularen To.xine etc. Zentralbl. f. Bakt. Bd. 38 (190-4).

^) P. Rergell und W. Liepmann, Über die in der Plazenta enthaltenen Fermente.
Münchener med. Wochenschr. Bd. 52. S. 2211 (1905).
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D. Allgemeine Methode zur chemischen und biologischen Unter-

suchung überlebender Organe (W. Wiechowski').

Die Methode ist 1. c. in etwas anderer Weise beschriehen. Hier sind

zum erstenmal weitere Erfahruni2:en und Verbesserunj^en verwertet, wie sie

sich beim Arbeiten naeh derselben im j)harmakolo{^is('Ju'n Institute dor

deutschen Universität in Prag ergeben haben, wie überhaupt auch andere

(bisher unveröffentlichte) Einzelheiten der in diesem Kapitel besprochenen

Gegenstände Ergebnisse des genannten Laboratoriums sind.

Die Methode beruht auf der Beobachtung, daß vorsichtiges und rasches

Trocknen der Organe durch Luft weder Eiweibkörper noch Fermente (auch

nicht die Lipoide) in irgend einer Weise verändert, vielmehr sie für längere
Zeit in dem Zustande konserviert, in dem sie sich zur Zeit des Todes des

Tieres befunden haben. Ferner hat sich gezeigt, dal» sich die getrockneten

Organe gleichfalls ohne die geringste Schädigung mit flüchtigen Lösungs-
mitteln extrahieren lassen, was nicht nur eine sonst unmögliche Fi-ak-

tionieruug ermöglicht, sondern auch die weitere Verarbeitung des Materials

auf Eiweiß und Fermente sehr wesentlich erleichtert. Gestalt und Färbbar-

keit der Organzellen ändern sich durch diese Prozeduren nicht, wohl ist

aber mit der Möglichkeit zu rechnen, daß die Beständigkeit der einzelnen

Zelle auch durch das Trocknen allein vermindert wird. Nachweisbar ist das

für Erythrozyten, welche nach dem Trocknen ihren Farbstoff vollständig

an isotonische Lösungen abgeben; hier wirkt also das Trocknen in älm-

hcher Weise aufschließend wie das Gefrieren (siehe weiter unten) oder der

Zusatz geringer Mengen Alkohol. Die getrockneten und extrahierten Zellen

lassen sich mit Leichtigkeit in einer Kugelmühle oder unter Zuhilfenahme

von organischen Flüssigkeiten in der unten beschriebenen Farbenreibmüiile

oder sonst wie vollständig zertrümmern. So erhält man ein haltbares, genau
meßbares und, was das Wichtigste ist, unverändertes Ausgangsmatei-ial:

Eiweiß und Fermente frei von Lipoiden und Extrakt in Form weißer bis

hellgraubrauner Pulver. Außerdem läßt sich auch der Lipoidextrakt un-

verändert (unerhitzt) gewinnen und zu entsprechenden Studien über die

Bedeutung der Zellipoide als „bindende Gruppen" oder Antikörjjer iienutzen.

1. Das Trocknen bewerkstelHge ich jetzt nicht mehr wie 1. c. an-

gegeben in einem großen Thermostaten bei ca. 37" (was bis 4 Stunden in

Anspruch genommen hat), sondern bei Zimmertemperatur durch einen kräf-

tigen Luftstrom. Nachdem Versuche mit einem Flügelexhaustor gezeigt

haben, daß hierdurch die Trocknung auf 20—30 Minuten bei Zimmei-tem-

peratur herabgedrückt werden kann, wurde uns der in Fig. SO, S7
skizzierte

Trockenapparat von der Firma Janka in Prag gebaut und hat sich bei

zahlreichen Versuchen in jeder Ptichtung l)ewährt. Diese Art des Trocknens

hat gegenüber der früher geübten niclit nur den Vorteil der Schneihgkeit.

') W. Wiechowski, Eiue Methode zur chemischen luul hioh\Lrischon Untci-suchuiitr

üherlebender Organe. Beitr. z. ehem. Phys. ii. Path. Bd. 9. S. 232 (1907).

Abdeihaldon, Handbuch der biochemischun Arbeitsmothodt-n. III. \\)
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Die beliebig niedrig zu wählende Temperatur verhindert absolut jede Ver-

änderung, was nicht für alle Zwecke bei der früheren Methode, die höhere

Temperaturen verwendete, völhg gewährleistet war. Insbesondere werden

die den Eiweißkörpern und Fermenten gegenüber scheinbar labileren Lipoide

völlig konserviert, wofür der Geruch des Produktes zu sprechen scheint. Die

bei niedriger Temperatur getrockneten Organe haben durchaus den spezifi-

schen Geruch der frischen bewahrt, während bei höherer Temperatur ge-

trocknete keinen frischen, sondern mehr an Backwaren erinnernden, gele-

gentlich sogar ranzigen Geruch aufweisen und behalten. Allerdings verändert

sich der frische Geruch der kalt getrockneten Organe, wenn sie an der

Luft liegen, nach einiger Zeit auch; schließt man an das Trocknen jedoch

sofort die Toluolextraktion (siehe weiter unten) an ,
so läßt sich dies fast

völlig vermeiden, die getrockneten und extrahierten Organe behalten längere

Zeit den spezifischen Geruch der frischen, der jeden Geübten sofort die

Tierart erkennen läßt. Das Wesentliche des Trocknungsprozesses, die Ur-

sache, warum er so schnell vor sich geht und die Grundbedingung für

befriedigende Resultate ist: dünnste Schicht, d. h. dem Luftstrome größte

Fläche darbieten. Je dünner die Schicht, desto rascher kommt man zum

Ziele, desto besser wird konser\äert. Dickere Schichten überziehen sich

rasch mit trockenen Ki'usten, welche die Trocknung darunter liegender Teile

verzögern. Die Forderung geringer Schichtdicke ist natürlich nur an mög-
lichst fein verteiltem Material zu erfüllen.

Da es aus mehreren Gründen unzweckmäßig ist, die Salze der Spül-

flüssigkeit beim Trocknen bis zur Sättigung zu konzentrieren, spüle ich

prinzipiell nach dem Blutfreispülen mit O'HöVoiger Kochsalzlösung diese

\\ieder mit destilliertem Wasser aus. Die hierauf grob zerkleinerten ( )rgane

werden durch feine Messingdrahtsiebe passiert (siehe B). Der erhaltene,

ganz gleichmäßig feine Zellbrei wird unter Verwendung eines elastischen,

bajonettförmigen Malerspatels dünnst auf Glasplatten ausgestrichen. Für

größere Organe braucht man daher viel Flächenraum, z. B. für die Leber

eines zirka 25 kg schweren Hundes Ib—2-0 m^. Am gleichmäßigsten wird

die Verteilung, wenn man die dünnflüssige Masse über die schräg gestellten

Platten fheßen läßt, den Strom mit dem Spatel so reguMerend. daß er die

ganze Breite der Platte einnimmt, und schheßlich die senki-echt gehaltenen

kurze Zeit abtropfen läßt. Die hierzu nötige Konsistenz des Zellbreies kann

man unbeschadet der Trocknungsdauer eventuell durch Hinzufügen von

destilUertem Wasser herstellen. Die so beschickten Platten kommen in die

einzelnen Fächer des folgenden xlpparates (Fig. 86 und 87). Ein in seinen

Dimensionen beüebig zu wählender parallelepipedischer Metallkasten, dessen

Grundfläche mit der Plattengröße übereinstimmt, ist derart in ganz

niedrige Fächer geteilt, daß die diese trennenden horizontalen Blechwände

abwechselnd an der hinteren und vorderen Vertikalwand luftdicht abschheßen,

während sie an den entsprechend entgegengesetzten Stellen dieser Wände
bis auf mehrere Zentimeter frei endigen. Der hinten in das oberste Fach

durch einen elektrisch angetriebenen Zentrifugalventilator geleitete Luft-
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Strom von 80—40 m» pro Minute ist daher gezwungen, im Zickzackwege
alle Fächer zu passieren und die daselbst gelegenen l'latten zu bestreichen;

er tritt schlieljlich aus dem untersten Fache durch eine die ganze Breite

und Höhe desselben ein-

nehmende Öffnung der vor-

deren Kastenwand aus.

Um die einstreichende Luft

von Staub zu befreien,

wurden in das oberste

Fach . unmittelbar unter

den Lufteinfall , entspre-

chend große Schalen, die

teilweise mit konzentrier-

ter Schwefelsäure gefüllt

sind, in eine Reihe ge-

stellt und vor diese außer-

dem eine mit Vaseline be-

strichene Glasplatte gelegt.

Dieses Verfahren ist, wie

die Erfahrung lehrte, besser

als die Anbringung eines

Wattefilters ,
das

,
wenn

genügend dicht, die Inten-

sität des Luftstromes stark

herabsetzt. Alle Verbindun-

gen ,
insbesondere die

Kastentüre
,

müssen gut

gedichtet sein, da sonst

viel nutzbarer Luftstrom

verloren geht. Zweckmäßig
könnte man das unterste

Kastenfach als heizbares

Wasserbad einrichten, um
größere Flüssigkeitsmen-

gen bei niedriger Tem-

peratur abzudampfen, in

ähnhcher Weise ^^^e es

Fatist getan hat. Faiist^)

gibt an, daß die Tempe-
ratur einer Flüssigkeit, die Fig. se.

sich auf dem siedenden

Wasserbade befindet, infolge Überleitens eines so kräftigen Luftstromes nicht

i-

er

^) E. S. Faust, Über das Fäulnisgit't Sepsin. Arch. f. exp. Path. u. Pharm.

S. 248 (1904).

19*

Bd. 51.
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Über 270 ansteigt. 1) Die Verdunstungsknlte macht sich auch beim Trocknen

der Organe angenehm bemerkbar. Hatte z.B. die einströmende Laboratoriums-

luft eine Temperatur von 20», so wurde die der feuchten Platten mit 12

bis 15° gemessen. Die Temperatur des Luftstromes scheint keinen wesent-

lichen Einfluß auf die

Trocknungsdauer zu

haben. Bei einer Tem-

peratur von 450 (aus

dem Blechmantel des

geheizten Laboratori-

um sofens entnommenj
konnte keine nennens-

werte Verkürzung der

Trocknungsdauer beob-

achtet werden. Ich glaube

daher, daß man auch

stark gekühlte Luft be-

nutzen kann und würde

die AufsteUung des

Apparates in einem

Kellerlokale mit dauernd

niedriger Temperatur

empfehlen. Sind die

Platten dünn gestrichen

gewesen , so ist der

Kasteninhalt in 15 bis

35 Minuten völlig trocken

und dadurch konser-

viert. Blutserum trock-

net nur dann länger als

etwa 45 Minuten, wenn

es nicht in dünner, son-

dern in dicker Schichte

(in Schalen) eingebracht
wurde. Die trockenen

Platten werden mittelst

eines breiten und festen

Anstreicherspatels ohne

Schwierigkeit abge-
kratzt und das Material

inForm kleiner trockener

Schuppen vom Gerüche

der frischen Organe erhalten. Nach einem 24stündigen Aufenthalte im Ex-

Fig. 87.

*) Laboratorien, welcbe einen Favstschen Apparat besitzen
,
können naturgemäß

denselben auch zum Organtrockuen in der Kälte benutzen.



Intermediärer Stoffwechsel : Fraktioiiiening von Organen etc. 20H

sikkator kann es in gut scliließondon
,
am besten völlifi- Ln-füllten (ilas-

biu'hsen auch im Laboratorium ohne Scliaden liin.üere Zeit aufbewahrt werden.

Besser ist es jedoch, das so konservierte Material sofort der Extraktion der

Lii)oide zu unterwerfen.

II. Die Extraktion habe ich früher (1. c.) unter einem mit der

Zerkleinerunii' der Zellen durch Vermählen der getrockneten ( )ri2:ane mit

Toluol in einer Farbenreibmühle (siehe unten). Abnntschen des Toluols und

öfteres Wiederholen dieses Vorganges an den auf der Nutsche zurück-

bh'ibenden Massen vorgenommen. Eine automatische Extraktion des ge-

mahlenen Gutes w^ar wegen der Dichtigkeit desselben, die nur die \'akuum-

filtration zuließ, nicht mögUch. Der Wunsch
,

beide Akte zu trennen, d. h.

wohl extrahierte, aber unzertrümmerte Zellen zur Untersuchung zu l)ekommen

und die Bequemlichkeit und Vollständigkeit einer automatischen Extraktion

nicht zu entbehren, führten dazu, neuerdings das getrocknete Material vor

der Zertrümmerung der Zellen mit Toluol zu extrahieren, da sich gezeigt

hatte, daß das Toluol auch auf nicht ganz fein zermahlenen Organen wirkt.

Die gebräuchUchen Extraktionsapparate für Extraktion festei- Massen, als

deren Vorbild der Soxhietsche gelten kann, waren deshalb nicht zu ver-

wenden, weil bei ihnen das Extraktionsgefäß über dem erhitzten Kolben

angebracht, mitsamt seinem Inhalt bis nahe an den Siedepunkt der Ex-

traktion sflüssigkeit dauernd erhitzt wird (bei Toluol gegen 100"), die Ex-

traktion aber kalt vorgenommen werden muß, will man Eiweißkörper und

Fermente nicht schwer schädigen. Ich habe daher den in Fig. 88 wieder-

gegebenen Extraktionsapparat konstruiert 1), dessen Wesen darin besteht, daß

das Extraktionsgefäß weit aus dem Bereiche der siedenden Extraktions-

flüssigkeit gerückt und diu'ch ein aus zwei Kühlern bestehendes Kühlsystera
von ihr getrennt ist. Der Apparat ist infolge des Ersatzes jedes Korkver-

schlusses durch Quecksilbersicherheitsverschlüsse absolut dicht zu erhalten

und sehr leicht zu handhaben. Das zweischenkelige Extraktionsgefäß ist

durch zwei Glocken (Zu- und Ablaufglocke) mit zwei entsprechenden, aber

verkehrten Glocken des Kühlsystems beweglich in Verbindung gesetzt. Am
unteren Ende, wo das schmale Ablaufrohr aufsteigt, befindet sich ein Hahn-

auslaß. Diese beiden Öffnungen werden durch einen Wattebausch ver-

schlossen, das (lefäß etw^a bis zur Hälfte mit der Extraktionsflüssigkeit

gefüUt und hierauf das zu extrahierende Material eingefüllt. Das gefüllte

Gefäß wird nun derart an die Kühlanlage angesetzt, daß zunächst beide

Zulaufglocken von unten nach oben völlig ineinander geschoben werden;

dann wird das (icfäß um seine Längsachse soweit gedreht und nach rechts

geneigt, daß die beiden Ablaufglocken übereinander zu stehen kommen (Zu-

und Ablaufglocke der Kühlanlage sind in der Vertikalen 1 ww voneinander

entfernt), worauf das Extraktionsgefäß soweit gesenkt wird, daß nun auch

die Ablaufglocken ineinander geschoben erscheinen und hier durch ilas in der

Ablaufglocke der Kühlung befindliche Quecksilber der Verschluli hergestellt ist.

') Hergestellt von den vereinigten Fabriken für Lahoratoriumsbedarf in Berlin.
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In dieser Stellung wird das Gefäß durch eine Klemme fixiert. Hierauf

wird in die Zulaufglocke des Extraktionsgefäßes Quecksilber gegossen bis

Verschluß hergestellt ist. Der Kochkolben wird nach Beschickung mit Flüssig-

Fig. 88.

keit und etwas Bimsstein zur Vermeidung des Siedeverzuges durch Ein-

schieben seiner Verschlußglocke in die der Kühlanlage von unten an diese

angesetzt und
'

ohne Klemmenfixierung auf ein mit Asbestpapier belegtes
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Drahtnetz o-estellt. Das hierauf zum Versehlull in die Kolhenjzlocke eini^'e-

füllte Quecksilber wird, um seiue Verdam[)fun<»- zu verhindern, mit einer

geringen Menge Glyzerin bedeckt, i) Das Kiihlsystem hat die Form eines

Dreiecks: es besteht aus einem oberen zum P^xtraktionsgefäl.) absteigenden,
dem Zulaufkühlci-. und aus einem untci-en zum Kolben absteigenden, dem
Ablaufkühler, deren Seelenrohre sich am Extraktionsgefäß im spitzen Winkel

treffen, wo sie die beiden Verschlußglocken tragen, an den entgegenge-
setzten Enden aber durch das senkrechte Dampfleitungsi'ohr miteinander ver-

bunden sind. Das Kühlwasser läuft aus dem ol)eren in den unteren Kühler.

Die Seelenrohre sind so weit gewählt, daß Kondensflüssigkeit sie nicht

verschließen kann. Außerdem ist aber das Dampfleitungsrohr in seiner

ganzen Ausdehnung weiter im Lumen als die Seele des Ablaufkidilers, hierdurch

wird erreicht, daß der Hauptstrom des Dampfes durch das senkrecht auf-

steigende Leitungsrohr seinen Weg in den Zulaufkühler nimmt und nur

ein geringerer Nebenstrom in das Ablaufrohr eintritt, wo er nach wenigen
Zentimetern Wegstrecke durch die Külilung kondensiert wird. Autierdem

verhindert das den Ablaufkühler verschließende angefüllte Extraktionsgefiiß

die Ausbreitung des Dampfes durch den Ablaufkühler. Versuche haben

aber gezeigt, daß ohne Ablaufkühlung der heiße Dampf, das ganze Ablauf-

rohr anfüllend, das Extraktionsgefäß trotz dessen Entfernung vom Feuer

stark erwärmt, außerdem aber nur eine kurze Strecke im senkrechten

Dampfleitungsrohr aufsteigt, so daß, bei dem hohen Siedepunkt des Toluols

wenigstens, die Anlage einfach wie eine Kückflußkühlung wii-kte und kein

Destillat in das Extraktionsgefäß gelangte. Der Ablaufkühler verhindert das

im Zusammenhange mit der geringeren Weite des Alilaufrohres und dessen

Abschluß durch das Extraktionsgefäß: der Dampf entweicht durch das senk-

rechte Leitungsrohr, ^^^rd im Zulaufkühler kondensiert, die Flüssigkeit tr()i)ft

auf das Extraktionsmaterial, passiert dieses und gelangt durch die Seele des

Ablaufkülilers in den Kochkolben zurück. Da das umgebogene Ende des

Ablaufrohres des Extraktionsgefäßes nur wenig niedriger liegt als dessen

obere Öffnung, so bleibt das Gefäß dauernd gefüllt; die Extraktion ei-folgt

kontinuierlich und nicht intermittierend. (In verschiedenen \ersuchen hat

sich die intermittierende Extraktion, die unschwer eingerichtet werden

konnte, nicht bewährt.) Das Extraktionsgefäß darf naturgemäß nur soweit

mit Extraktionsmaterial gefüllt werden, daß die Flüssigkeit dieses dauernd

vollständig bedecken kann. Das ganze System steht nur an der (ilocke de^i.

Zulaufkühlers mit der Außenluft durch ein kurzes wagrechtes Kohr in \er-

bindung, wo ein Natronkalk- bzw. Chlorcalciumröhrchen vorgeschaltet werden

kann. Nur völhg wasserfreie Flüssigkeiten dürfen als Extraktionsflüssig-

keiten verwendet werden. (Toluol-) ist mit raCl, zu trocknen, Aceton

1) Dabei bleibt der innere Quecksilberspiegel unbedeckt, liier sammelt sich aber

bald Kondensflüssigkeit an, so daß auch hier kein Hg verdampfen kann. Hier darf

kein Glyzerin vorhanden sein, v?eil es die Extraktionsflüssigkeit verunreinigen würde.

'-) Klares, jedoch wasserhaltiges Toluol destilliert trübe, da sich hierbei das ^Va^ser

abscheidet. Das zu extrahierende Organ nimmt das Wasser begierig auf, wodurch die

Massen schmierig werden.
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gleichzeitig mit Calciumchlorid und Kaliumkarbonat.) Nachdem die Extrak-

tion etwa 24 Stunden im Gange war, ist sie für gewöhnlich beendet. Über

den Fortgang belehrt nur anfangs das Aussehen der ablaufenden Plüssig-

keit, die bald farblos wird, später die Prüfung kleiner Flüssigkeitsproben

auf Rückstandsfreiheit, die man, ohne die Extraktion zu unterbrechen,

beim Hahnauslaß des Extraktors jederzeit entnehmen kann. Will man nach

beendeter Toluolextraktion noch eine solche mit absolutem Alkohol oder

Aceton anschließen, so braucht man nur die Flüssigkeit im Kochkolben

zu wechseln, dessen Glocke niedriger als der Hals ist, so daß man gleich-

zeitig das Verschlußquecksilber und den Kolbeninhalt in zwei getrennte

Gefäße (etwa ein in einer Schale stehendes Becherglas) entleeren kann.

Soll nicht weiter extrahiert werden, so wird das Extraktionsgefäß durch

den Hahnauslaß grob entleert, in der dem Einsetzen entsprechenden Weise

abgenommen, das Verschluß-Hg der Zulaufglocke ausgeschüttet und schließlich

das Gefäß beim Hahnauslaß mittelst Stopfens mit einem Absaugkolben ver-

bunden. Das umgebogene Ende des Ablaufrohres wird mit einem kleinen

Korkstöpsel geschlossen und nun scharf abgesaugt, bis das j\Iaterial völlig

trocken ist. Dann stülpt man über das abgenommene Extraktionsgefäß eine

passende Glasbüchse und entleert durch Stürzen die gesamte extrahierte

Masse. Hat man dafür gesorgt, die Masse vor der Extraktion mit einem

Wattebausch zu bedecken, so dient dieser beim Absaugen und Trocknen

als Filter; das durch das Toluol sterilisierte Ogan läßt sich dann nach

Entfernung des Wattebausches auch steril aufbewahren, was unter Um-
ständen bei der weiteren Verarbeitung antiseptische Zusätze vermeiden

ließe. In entsprechend langen Extraktionsgefäßen lassen sich, wofern man
auf das Extrakt keinen Wert legt, bequem mehrere Organe gleiclizeitig

extrahieren, indem man diese in eventuell gekürzte Schleicher-Schulische

Extraktionshülsen füllt, die letzteren ineinander steckt und das ganze System
in den halb gefüllten Extraktor versenkt. Als Extraktionsflüssigkeiten ver-

wendet man am besten aromatische Kohlenwasserstoffe (Benzol, Toluol,

Xylol). Die ahphatischen Kohlenwasserstoffe sowie Äther, Tetrachlorkohlen-

stoff, Chloroform, Schwefelkohlenstoff sind nicht so zweckmäßig. Es macht
den Eindruck, als ob die aromatischen Extraktionsmittel viel mehr einzu-

dringen vermöchten. Mit Toluol nehmen die getrockneten Organe eine tief

dunlde, transparente Färbung an, mit Petroläthei', Äther etc. eine hellgraue

opake, was \ielleicht nicht lediglich auf dem verschiedenen Lichtbrechungs-

vermögen beruhen mag. Gelegentlich könnte man als Extraktionsmittel auch

andere aromatische Körper wie Aniün oder ätherische Öle (Terpentinöl)

benutzen, die ebenfalls, wie uns Versuche gelehrt haben, die trockenen

Organe nicht schädigen. Nach der Extraktion mit solchen mit Wasser nicht

mischbaren Flüssigkeiten geben die Organe an mit Wasser mischbare, organi-
sche Lösungsmitteln noch gefärbte Extrakte ab. Am besten eignet sich für

diese Extraktion das Aceton oder auch Alkohol, die bei Vermeidunü' von

Wasserspuren (Verschalten eines CaCU-Eohres), Avie die Versuche gezeigt

haben, weder die Eiweißkörper koagulieren, noch die Fermente irgendwie
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beeinträchtigen. Sclilielilich verbleiben aber doch noch gefärbte Hegleitstoffe

der Organeiweiße zurück, welche zum Teil wenig^stens wasserlöslich und

dialysabel sind, so daß nach der Dialyse (siehe weiter unten) fast ungefärbte
Extrakte erhalten werden. Kommt es darauf an, die Extrakte durch Hitze

unverändert, nativ zu gewinnen, so geht man in der eingangs erwähnten

Weise vor (Mahlen mit der betreffenden Flüssigkeit in der Farbfumühle

und Abnutschen) und gewinnt die gelösten Stoffe nicht durch Abdampfen,
sondern Wegblasen des Lösungsmittels in dem beschriebenen Trocken-

apparat. So kann man
auch die nativen Or-

ganlipoide zur Unter-

suchung bekommen.

III. Das Zerklei-

nern der Zellen läßt

sich, falls diese trocken

und entfettet
, infolge-

dessen spröde sind, auch

ohne besondere Apparate
in der Reibschale leicht

ausführen. Mit Vorteil

lassen sich natürlich

hierzu die verschiedenen

Typen von Kugelmühlen
mit Porzellautrommel f^
(Büchse) verwenden. M^
Kecht gut lassen sich

die trockenen Zellen,

insbesondere wenn sie

entfettet sind . unter

Zuhilfenahme von Toluol

in einer Farbenreib-

mühle zerreiben. Die

Konstruktion des auch

Fig. 89.

für

stanzen in Flüssigkeiten

andere Zwecke, zum Vernuihlen fester Sub-

^ut verwendbaren Apparates ist folgende M

(Fig. 89): Die abnehmbare Scheibe Ä wird durch deu Hebel C und die

Achse D mittelst der Flügelschraube e nach oben gegen den gleichfalls

abnehmbaren, duiTh drei Flügelschrauben {a) auf einem (Jestell fl\)

fixierten Konus oder Zylinder (B) gedrückt. Die Beridirungsflächen sind

etwa 21)1111 breite schräge Schliffe (ss), gegen die sowohl am Konus als

an der Scheibe kleine lUnnen führen. Die Iiichtung der Zylinderrinueu und

Scheibenrinneu kreuzen sich, indem die ersteren in der Drehrichtung

*) Diese Mühlen sind in jedem Farbwarengeschäft erhältlich. Dieselbe Konstruktion

haben die Salbenmühlen der Apotheker. Auch werden derartige Mühlen mit Ilartporzellan-

roibflächen von deu meisten Werkstätten für Laboratoriumsbedarf ireliofort.



298 W. Wiechowski.

der Scheibe schräg absteigen, während die letzteren in entgegengesetzter

Richtung verlaufen. Die Scheibe A balanciert auf der durch Zahnradüber-

tragimg drehbaren Achse ("D), welche, durch den horizontalen Mitnehmer (/

an den an der unteren Fläche der Scheibe angebrachten Stiften (h) an-

greifend, die Scheibe im Sinne des Uhrzeigers in Rotation versetzt. Die

an dem aus weichem Eisenguß hergesteUten, recht roh gearbeiteten Fabrikate

befindliche Kurbel für Handbetrieb wurde durch eine mit Schwungrad (R)

verbundene Schnurscheibe (Seh) ersetzt, welche die Verwendung eines Motors

gestattet. Um außerdem (siehe weiter unten) auch in wässerigen Flüssig-

keiten mahlen zu können, ohne von Rostbildung gestört zu werden, wurde

Scheibe und Zyhnder vernickelt. Durch die Flügelschraube des Hebels (e)

lassen sich die schleifenden Flächen von Scheibe und Zyhnder so weit

nähern, daß zwischen beiden eine in den Zyhnder gegossene, selbst sehr

leicht beweghche Flüssigkeit (Äther, Toluol) nicht heraussickert; erst beim

Drehen der Scheibe wird durch die Rotation Flüssigkeit in den kapiUaren

Raum, den die schleifenden Flächen bilden, gesogen und erscheint als

feuchter Streifen auf dem äußeren zyhndrischeu Mantel der Scheibe fm).

Von hier wird die Flüssigkeit durch eine auf dem Scheibenmantel schleifende

Feder (/) aufgenommen, rinnt an dieser herunter und tropft in ein unter-

gestelltes Gefäß. Trotz mannigfaltiger, verbesserungsfähiger Fehler arbeitet

der Apparat zufriedenstellend. Er wird derart in Gang gesetzt, daß man
in den Zylinder Toluol gießt und die Scheibe so weit hebt, daß dieses eben

nicht mehr heraussickert, hierauf setzt man den Motor in Gang und beob-

achtet die AbflußgescliAvindigkeit des Toluols. Dieses soU nicht im Strahl,

sondern in mäßig rascher Tropfenfolge von der schleifenden Feder fließen,

was durch Verstellen der Flügelschraube c auch bei laufender Älaschine

leicht zu erzielen ist. Hierauf erst bringt man das getrocknete Organ

portionsweise in den Zyhnder, indem man darauf achtet, daß die Mischung
im Zylinder nicht zu dickflüssig werde; tritt dieses ein, so hat man suk-

zessive kleine Mengen Toluol nachzugießen , bis aUes vermählen ist und

reines Toluol abläuft. Die so erhaltenen Suspensionen oder Emulsionen sind

bei genauem Arbeiten so fein, daß sie selbst nach 24stündigeni Stehen nur

wenig Bodensatz absetzen und, wie bereits erwähnt, nur langsam (wenn auch

mit gleichmäßiger Geschwindigkeit) unter Anwendung einer Saugpumpe
filtrieren. Verreibt man angetrocknete Tropfen solcher Emulsionen mit

Wasser auf dem Objektivträger und färbt nach dem Trocknen und Fixieren

mit Methylenblau, so findet man in gelungenen Fällen überhaupt keine
intakten Zellkerne, sondern nur eine gleichmäßig gefärbte, von feinsten

Chromatinsphttern durchsetzte Fläche. Es ist zu bemerken, daß dieses

Resultat nur mit getrocknetem Material zu erzielen ist. Frische Zellen

schlüpfen durch jenen kapiUaren Raum, ohne zerdrückt zu werden, ins-

besondere auch Erythrocyten. Frische Hefe und Stärkekörner werden nur
zum geringen Teile zermahlen. Sind aber die Zellen spröde (durch das

Trocknen) und bedingt die Mahlflüssigkeit keine Erweichung, so geht die

Zerkleinerung gut vonstatten; daher werden auch entfettete Zellen sicherer
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zermahleu als nicht extrahierte, wenn auch hierhei das .Mahlen mangels
eines Schmiermittels meist grölJere Kraft in Anspruch nimmt.

So werden schließlich die überlebenden Organe unverändert je nach

Wunsch: lipoidhaltig oder frei, mit intakten oder zei-trümmerten Zellen

als ^Yägbares, lingere Zeit haltbares Ausgangsmaterial erhalten, welches sich

zu allen folgenden Fraktionierungen eignet. Der (juantitative Vergleich

heterologer wie homologer Organe des gleichen oder verschiedener Individiu-n

derselben und verschiedenen Art in Bezug auf Kiweil.l, Ferment und Lipoid-

bestand, ist ermöglicht. Desgleichen die Gewinnung unlöslicher Organ-
fraktionen. Die Aufteilung durch Filtration ist infolge der Entfettung

quantitativ und rasch durchführbar. Vorbereitet zur weiteren Verarbeitung
wird dieses Material am besten durch Vermählen abgewogener Mengen
mit Wasser in der Farbenmühle, wodurch feine und genügend stabile

Suspensionen erzielt werden, um becjnem mit Pipetti'n verteilt werden zu

können oder die Benutzung aliquoter Filtratsteile zu gestatten. Die Vei-

arbeituug solcher Aufschwemmungen und Filtrate auf Fermente und Eiweili-

körper siehe unter F. und G.

E. Die Herstellung von Alkohol-(Aceton-)Material.

Das Bestreben, für Fermentversuche ein konserviertes und wägbares

Ausgaugsmaterial zu haben, verbunden mit dem Wunsche, die koagulablen

Eiweißkörper für die folgenden Extraktionen unlöslich zu machen, ohne die

Fermente zu schädigen, hat zu dieser Methode geführt, die wohl nur in

ganz bestimmten Fällen ohne Nachteil angewendet werden kann. .Maligebend

für sie war die durchaus nicht für alle Fälle zutreffende Annahme, daß

die Organfermente durch Alkoholeinwirkung auf frische, d. h. stark wasser-

haltige Organe keine Schädigung erfahren. Im Gegenteile, die meisten

Fermente werden partiell oder völlig durch längere Einwirkung starken

Alkohols (in eiweißfällenden Konzentrationen) zerstört (siehe weiter unter

G. und H.), außerdem kommt eine Art Fixierung der Fermente an die koa-

gulablen Eiweißkörper zustande, so daß die Löslichkeit der Fermente oft

ganz verloren geht. Dagegen wirkt der Alkohol bei Wasserai)wesenheit

nicht koagulierend auf Eiweiß und nicht fermentschädigend.

BatteUi^) hält Iscovesco-) entgegen, daß beim r>ehandeln mit .Mkohol

oder Aceton und nachfolgendem Trocknen die frischen < )rgane den größten

Teil ihrer katalytischen Fähigkeit oder der Löslichkeit der Katalase ein-

büßen. (Im Gegensatze zur Alkoholfällung von gelösten Fraktionen siehe

unter G.)

Die zerkleinerten Organe (meist Sand-Kieselgur. ai)er auch einfach

gehacktes Material) werden bis zur deutlichen Koagulation der Eiweiß-

') M. F. BatteUi, La presence tlo la catalaso dans los ti?sus aniniaux. Cninjit. rcnd.

soc. biolog. T. 59. p. 300 (1905).

'')
M. H. Iscocesco, De la presence de la catalase dans los differents organes. Conipt.

rend. soc. biolog. T. 58. p. 1054 (1905).
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körper mit dem mehrfachen Vohiraeu Alkohol oder Aceton vermischt. Nach

meist 2 Stunden, jedenfalls aber nicht länger als 24 Stunden wird abfiltriert

oder abgesaugt, mit Äther nachgewaschen, auf Filtrierpapier getrocknet
und gepulvert. Zu lange Einwirkung des Alkohols ist in allen Fällen schädlich.

Salkowski^) fand die Aldehvdase nach o Tagen Alkoholeinwirkung zerstört,

nicht aber nach 24 Stunden Einwirkung. Das glykogenspaltende Ferment

blieb erhalten 2), ebenso das oxydative^), sowie peptische, tryptische imd

diastatische Fähigkeiten von Organen.*) Croftan^) will so auch das ..uriko-

lytische" Ferment konserviert haben, wiewohl durch Wiechowski und

Wiener'^) gezeigt war. daß es bei Wassergegenwart gegen Alkohol in fäll-

baren Konzentrationen sehr empfindlich ist.

Ob die an Alkoholmaterial beobachteten Fermentleistungen quantitativ

denen der verwendeten Mengen frischer Organe entsprechen oder nur einen

Rest des urspriingUchen Funktionsausmaßes darstellen, ist systematisch
nicht imtersucht. Nach zahlreichen Literaturangaben ist, \de gesagt, das

letztere anzunehmen. A. Jaquef) fand den Na Cl-extrakt von Alkoholma-

terial bedeutend geringer oxydativ wirkend als den Kochsalzauszug der

frischen Gewebe. — Diese für alle methodischen Versuche grundlegende Frage
ist nur durch vergleichende Ermittlung jener kleinsten Materialmengen
zu entscheiden, welche gerade noch ein bestimmtes Ausmaß an Leistung

aufweisen, v,'\e dies von Wiechowski und Wiener^) für die Harnsäureoxydase

geschehen ist. (Restlose Oxydation von 0-14 U als Na-Salz in 4 Stunden

bei 40'' unter Schütteln mit Luft.)

F. Weitere Verarbeitung der zerkleinerten Organe.

Preßsäfte und Extrakte.

L Preßsäfte. Im engeren Sinne sind als solche nur Säfte zu bezeichnen,

die nicht unter Anwendung vonVerdünnungs- od^r Lösungsmitteln hergestellt

werden
;

sie stellen den flüssigen Anteil der Organe dar und sollen klar,

insbesondere zellfrei sein. Das nach derselben Methode vorzunehmende

Auspressen von irgendwie mit Lösungsmitteln behandelten Organen liefert

*) E. Salkoirski, Zur Kenntnis des Oxydationsfermentes der Gewebe. Virchows
Arch. Bd. 147. S. 1 (1897).

-) B. Schöndorß und C. Vietoroir. Über den Einfluß des Alkohols auf liydro-

lysierende Enzyme. Fflüfiers Arch. Bd. 116. S. 495 (1907).

*) ./. Pohl, Zur Kenntnis des oxvdativen Fermente.*. Arch. f. experim. Fathol. u.

Pharm. Bd. 38. S. 65 (1897).

*) ./. Souttar M'Kendrick, Proc. rov. Soc. Edinb. Vol. 23. p. 68 (1900): zitiert nach

Malus .Jahrb. T. Bd. 31. S. 873 (1901).

'') Croftan, Pflügers Arch. Bd. 121. S. 377 (1908).

®) W. Wiechoivski und H. Wiener, 1. c.

') A. Jaqnef , Über die Bediniiungen der Oxydationsvorgängc in den Geweben.
Arch. f. experim. Pathol. u. Pharm. Bd. 29. S. 386 (1892).

®) W. Wiechowski und H. Wiener, 1. c.
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Extrakte. Auch die oben erwälinteii Collatiiieii luiltcn mit den ei^'-entliclien

Preüsäftcn nichts zu tun. Gewöhnlich werchui Prellsäfte so hei-ge.^telit. (hd.i

nach völlii^eni Zerreiben der frischen Oryane (Zellen) mit Sand. (Has. VAm^-

stein oder Quarzpulver unier Zusatz von Kieselgur, nach dem N'orbiide der

Zymasegewinnung durch Büchner-Flahn^) eine steife, teigartige Masse ge-
mischt wird, die in einem doppelten PreUtuche mit einer hydrauHschen
Presse bei hohem Druck (bis 500 Atm.) frei ausgepreßt wird. Die Pressung
muß oft mehrere Stunden andauern, um genügend Saft zu liefern. I)er ab-

fließende Saft ist nur wenig trüb. Die Zusiitze wirken als Filter. Außer

der klassischen Buchnerpresse sind zahlreiche andere Pressen und Filter-

pressen mit geschlossenem Preßraum (Zylinder) angegeben, die ebenfalls

mittelst hydraulischen Druckes oder aber mit Differenzialhebeln i)et rieben

werden. Eine solche Presse mit verbesserter Alllaufvorrichtung hat Wol/f'-

Eisner^) angegeben. Ein neuartiges Prinzij) benutzt die Organsaftpresse von

H. H. Met/er.'^) Der l^reßraum wird von mehreren übereinander gelegten

Piingen gebildet, deren jeder an der unteren Fläche feine Rinnen führt.

Durch diese tritt der Saft sofort aus. ohne das gesamte Preßgut durch-

dringen zu müssen und sammelt sich in, von den lUngen gedeckten, Zirkular-

kanälen an der Peripherie, ehe er endgültig die Presse verläßt. Durch ent-

sprechende Wahl der Piingzahl läßt sich das \'oIumen des Zylinders

bequem der Masse des Preßgutes anpassen. Man kann auch zwischen die

Ringe Filtrierpapier legen, wodurch der Apparat als Filterpresse wirkt. —
Die vöUig klare Säfte liefernden Filterpressen sind überhaupt vorzuziehen.

Für manche Zwecke {Fürths Muskelplasma*) z. K) reichte schon das

Auspressen mit einer gewöhnlichen Tinkturenpresse mit Schraubenantrieb,

der nur geringe Drucke zuläßt, aus.

Die Methode der Preßsäfte hat den Vorteil, ganz konzentrierten ( )rgan-

saft zu liefern, gibt aber weder für Piiweiljkörper noch für Fermente (|uanti-

tative Resultate. Der Zusatz von Kieselgur sollte womöglich vermieden werden,

da diese, wie bereits erwähnt, Eiweiß und Fei-mente, ja sogar Salze adsorbiert

zurückhält. Diese Erfahrung wurde schon von Buclnicr-Halin hei derZymase-

darstellung gemacht. — Der Eiweißbestand der Preßsäfte ist bis auf den

des Muskelsaftes nicht eingehend studiert, er dürfte sich bis auf den Konzen-

trationsunterschied mit demjenigen des Organfiltrates { Pohls ..Organplasma",

siehe unten) decken. Wurden die Zellen vorher zerriei)en, so gehen wohl

auch solche Fermente in den Saft ein, die dem einfachen Filtrat oder Saft

fehlen. Doch scheint eine derartige P'ermentgewiiniung mir wenig Ausbeute

zu liefern, da die meisten Erfahrungen dafür sprechen, daß nicht nnmittel-

') E. Büchner, 1. c.

'') A. Wolff-Eisner, Die Eudotoxinlehre. Verli. d. pliysinl. Ges. zu Berlin. Ardi. f.

Physiol. Suppl. S. 430 (1906).

^) H. Mofcr, Zwei neue Laboratoriumsapparate. Arcli. f. oxp. l'atliol. ii. l'liarm.

Bd. 47. S. 430 (.1902).

*) 0. V. Fürth, Über die Eiweißkörper des Muskelplasnias. .\rcli. f. exp. Patliol.

u. Pharm. Bd. 36. S. 231 (1895).
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bar lösliche Orgaiifermente auch aus den zertrümmerten Zellen erst durch

ein entsprechendes Lösungs- oder Aufschließungsverfahren in guter Ausbeute

zu gewinnen sind (offenbar erst nach Lösung ihrer wahrscheinlich adsorp-

tiven Bindung an unlösliche Organfraktionen).

Vielfach sind in der Literatur unter Preßsäften auch im obigen

Sinne durch Pressen hergestellte Extrakte gemeint.

Preßsäfte von Lymphdrüsen, Milz. Leber enthielten ein mit Alkohol

fällbares, H2 O2 spaltendes Cytoglobulin.i) Stoklasas^) glykolytisches Ferment

wurde mit Alkohol und Äther aus Preßsäften gewonnen. Feinschmidt, der

StoJclasa bestätigt, arbeitete mit der Buchnerpresse. ^) Hedin und Rouland *)

fanden in dem mit einer Filterpresse aus zerkleinerter Milz (siehe oben ihren

Zerkleinerungsapparat) gewonnenen Saft proteolytische Enzyme, die später
a- und ß-Lienase genannt wurden. F. Sachs ^) fand nach dem Buchtierschen

Verfahren im Organsaft Nuklease
;

L. Brunton und J.K. Rhodes^) im

Muskelsaft glykolytische Fähigkeiten. Fürths Muskelplasma ist bereits

erwähnt.

n. Extrakte. Zur Darstellung derselben kann jedes nach einer der

in den vorigen Abschnitten beschriebenen Methoden gewonnenes Material

verwendet werden : Organbrei. Kollaturen. mit Flüssigkeit angeriebene Pulver.

Alkohol-Acetonmaterial. Die Extraktion erfolgt durch Digestion mit indiffe-

renten Lösungsmitteln oder durch AufSchließung, sie ergibt außer den

flüssigen Zellbestandteilen die in den betreffenden Flüssigkeiten löslichen.

Die Abtrennung des Gelösten vom Ungelösten erfolgt durch Filtration oder

Zentrifugieren. Beide Trennungsverfahren können mit Pressen (siehe oben)
kombiniert werden. Im allgemeinen ist die Extraktion mit dem ungelösten
Rückstand bis zm* Erschöpfung an der löslichen Fraktion zu wieder-

holen. Für die Filtration sind die verschiedenen Papiersorten sehr ungleich

geeignet; oft wird auch durch aufgeschlemmten Papierbrei filtriert. Im

allgemeinen geht die Filtration nur sehr langsam vonstatten und stockt

oft ganz, so daß Waschen auf dem Filter unmöglich ist. Nach D. her-

V W. Demme, Ein neuer eiweißliefernder Bestandteil des Protoplasmas. Ing.-Diss.

Dorpat 1890. Zentralbl. f. med. Wiss. S. 483 (1891); zit. nach Mahjs Jahrb. T. Bd. 21.

S. 3 (1891).

-) J. Stoklasa und F. Czerny, Beiträge zur Kenntnis der aus der Zelle höher

organisierter Tiere isolierten Gärung erzeugenden Enzyme. B. B. Bd. 36. S. 4058 (1903)
und Zentralbl. f. Physiol. Bd. 17. S. 465 (1903).

®) J. Feinschmidt, Über das zuckerzerstörende Ferment in den Organen. Beitr. z.

ehem. Physiol. u. Pathol. Bd. 4. S. 511 (1903) und Fortschr. d. Med. Bd. 21. S. 729 (1903).

*) S. G. Hcdin und S. Rowland, On the presence of proteolytic enzymes in the

Organs and tissues of the body. Proc. phys. soc. Journ. of phys. Vol. 26. p. 48 (1901).
Weiters: Über ein proteolytisches Ferment in der Milz. Zeitschr. f. physiol. Chemie.
Bd. 32. S. 341 (1901) und Untersuchungen über das Vorkommen von proteolytischen
Enzymen im Tierkörper. Ebenda. S. 531 und S. G. Hedin, Investigations on the proteolytic
enzymes of the spieen of the ox. Journ. of phys. Vol. 30. p. 155 (1905).

') F. Sachs, Über die Nuklease. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 46. S. 337 (1905).

') T. Lander Brunton und J. H. Rhod.es
,
Über ein glykolytisches Enzym in den

Muskeln. Zentralbl. f. Physiol. Bd. 12. S. 353 (1899).
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gestelltes lipoidfreies Material läßt sich da.uegen i^iit filtrieren und waschen.

Kieselgur bzw. Porzellanfiltration ist nicht anwc^ndhar. dagcgon kann man
Watte oder Filzfilter versuchen. Indem die Extraktion die Organe in lö.s-

liche und unlösliche Anteile zerlegt, stellt sie gleichzeitig einen weiteren

Schritt in der Organfraktionierung dar. die durch die f^ntfernung der

Lipoide und Extraktivstoffe nach Methode D. begonnen werden konnte.

Wünschenswert wäre es aber auch für manche Zwecke, diese Fraktionie-

rung so durchzuführen, daß zunächst die Zellkerne vom Pi-otoplasmateil

getrennt werden. Dies scheint, wie mich Versuche gelehi-t haben, durch

physiologische Salzlösung einigermaßen möglich zu sein. Auf dem Filter

oder der Zentrifuge kann man z. B. Leberzellen eiweißfrei waschen . ohne

die Form und Färbbarkeit der Kerne zu schädigen. Das Zentrifugat ist

opaleszent, das J'iltrat klar. Außer diesen nicht filtrablen, im Zentiifugat
enthaltenen Anteilen müssen noch unlösliche Bestandteile im Protoplasma
vorhanden sein, denn die so erhaltenen gut färbbaren Kerne sind noch

in eine diffus gefärbte, fetzige Masse eingelagert.

1. Indifferente Extraktion.

Für dieselbe kommt nur Material mit intakten Zellen in Betracht.

Um die aufschließende Wirkung der Autolyse zu verhindern, ist die

Extraktion in der Kälte eventuell durch Schütteln und nur durch kurze Zeit

(bis 24 Stunden) fortzuführen. Als indifferente Lösungsmittel wurden meist

Wasser und Kochsalzlösungen niedriger, bis P/ßiger Konzentration, sowie

Glyzerin verwendet. Für Fermente käme auch Alkohol in lietracht. Doch

können auch andere Lösungen versucht werden (etwa Zucker oder Na-Acetat);

es sind in dieser Eichtung noch zahlreiche Varianten möglich, (iewöhnlich

wird die doppelte Gewichtsmenge des frischen oder die 10—öOfache des

nach D. getrockneten Materials an Lösungsmittel verwendet.

a) Kochsalzlösung bzw^ Wasser. Das klare Filtrat (Pohls Orgau-

plasma) enthält als charakteristischen Bestandteil den von Fohl entdeckten,

bei 370 koagulierenden Eiweißkörper neben anderen Proteinen. ») Als solche

w^urden in den betreffenden Extrakten Albumin aus Muskeln -) und anderen

Organen, Nukleoproteid und Nukleohiston aus Thymus^'
*'^'

") gefunden, auch

1) .7. Pohl, über Organeiweiß. Beitr. z. ehem. Physiol. u. Tiithol. Bd. 7. S. 381

(1905); hier auch ältere Literatur über Organeiweiß.

^) W. Krau-tschenko, Die Menge des Nukleinkomplexes in Globulinen und Stro-

minen verschiedener Organe. Inaug.-Diss. Petersburg 1904. Zit. nach Mah/s Jahrb. T.

S. 39 (1904).

**)
J. Bang, Chemische Untersuchungen der lymphatischen Organe. Beitr. z. clieni.

Physiol. u. Pathol. Bd. 4. S. 105, 331, 362 (1904).

•) U.Cociti, Über das Nukleoproteid der Placenta. Lo Spcrimontalc. V(d.55. p.5()3

(1901).

*) W.Huiskamp, Über die Eiweißkörper der Thymusdrüse. Zeitschr. f. physiol.

Chemie. Bd. 32. S. 145 (1901).
— A. Ostwald, Die Eiweißkörper der Schilddrüse. Zeitschr.

f. physiol. Chemie. Bd. 27. S. 14 (1899).

^) W. Jones, Über die Selbstverdauung von Nukleoproteiden. Zeitschr. f. physiol.

Chemie. Bd. 42. S. 35 (1904).
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das als Niikleoproteid erkannte „Gewebsfibrinogen" Wooldriges^) geht in das

Wasserextrakt über.

Von Fennenten wurden in dieser Fraktion gefunden: das Erepsin

der DarmSchleimhaut. 2) Die y.- und fi-Protease der Milz
'), Katalase*)

aus verschiedenen Organen ; Trypsin und amylolytisches Ferment des

Pankreas 5), die Salizylaldehydase verschiedenster Organe ö''-^); das gly-

kolytische Enzym, die ..oxydierenden Nukleoproteide", soi^ie die Purin-

oxydase verschiedener Organe (Spitzer'^), das .. Philothion" C?)!«), das auto-

lytische Enzym "), dieses jedoch, wie uns Versuche lehrten, nur zum geringen

Teil, ebenso nur teilweise die Arginase. i^)

Dagegen wurden in frischen Extrakten nicht gefunden: die Harnsäure-

oxydase^") und die Laktase der Darmschleirahaut i*), letztere dagegen in

Mazeration sfil traten (siehe weiter unten).

Die Extrakte sind insofern nicht haltbar, als sie auch bei Zimmer-

temperatur, antiseptisch bewahrt, nach einiger Zeit jenen leicht koagulablen

Eiweißkörper ausflocken lassen. Durch diese besonders in der Wärme
rasch eintretende Koagulation können auch Fermente niedergeschlagen
werden.

ß) Glyzerin. Diese Extraktionsmethode stammt von Wittich, der

zur Fermentgewinnung die Glyzerinextrakte mit Alkohol fällte. Gewöhn-

^) A. E. Wrifjht, On Wooldriges Methoil of producing immunity against anthrax liv

the injection of Solutions of tissue fibrinogen. Brit. Med. Journ. p. 12 (1891).

^)
0. Cohnheim, Die Umwandluug des Eiweißes durch die Darmwand. Zeitschr. f.

physiol. Chemie. Bd. 33. S. 451 (1901).

») S. G. Iledin und S. liowhmd.

*) J. E. Aheloiis, Sur la preseuce dans Torganisme animal d'un ferment soluble

döcomposant l'eau oxygönee. Compt. rend. soc. biolog. T. 51. p. 328 Q899).

^) N. Krawkoiv. Eine allgemeine Methode zur Darstellung unorganisierter Fermente
in reinen Vv'asseraufgüssen. Journ. d. russ. physiol.-chem. Ges. I. S. 387—392 (1887).

—
Refer. in B. B. Bd. 20. S. 735 (1887).

^) E. Salkowski
,

Über die Oxydatiousfermente der Gewebe. Zeutralbl. d. med.
Wissenscb. Nr. 52 (1894).

"')
M. Jacohy, Über die Oxydationsfermente der Leber. Virchoivs Archiv. Bd. 157.

S. 235 (1899).

*) Ä. Jaquet, 1. c.

^) W. Spitzer, Die zuckerzerstörende Kraft des Blutes und der Gewebe. Berliner

klin. Wochenschr. S. 949 (1894); dasselbe, Pflügers Archiv. Bd. 60. S. 303 (1895); Die

Bedeutung gewisser Nukleoproteide für die oxydative Leistung der Zelle. Ebenda. Bd. 67.

S. 615 (1897); Die Überführung von Xukleiubasen in Harnsäure durch die Sauerstoff

übertragende Wirkung von Gewebsauszügeu. Ebenda. Bd. 76. S. 192 (1899).

^"j E. Pozzi-Escot
,
Über das Philothion etc. Bulletin de la soc. chim. de Paris.

T. 29. p. 1232 (1903); zit. nach Mahjs Jahrb. T. Bd. 33 (1904).

") W.Jones, Über die Selbstverdauung von Nukleoproteiden. Zeitschr. f. physiol.
Chemie. Bd. 42. S. 35 (1904).

^^) A. Kossei VLnAH.D. Dakin, Über die Arginase. Zeitschr. f. ph.vsiol. Chemie. Bd. 41.

S.321 (1904).

**) W. Wicchowski und H. Wiener, 1. c.

'^) H. Bicrrtj und Gmo-Salazar
, Untersuchungen über die Tierlaktase. Comptes

rend. T. 139. p. 381 (1904); zit. nach Mal)js Jahrb. f. Bd. 34. S. 941 (1905).
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lieh wird konzentriertes 30" Glyzerin mit dem Orj^anmaterial i^'emischt,

nach verschieden langer Einwirkunj^- j^^ewinnt man das Extrakt durch

Wasserverdünnimg und Filtration oder besser ohne Verdiinnung durch

Auspressen. Verwendet wurde diese Methode zur Bereitung von Testikel-

extrakt ,
zur Extraktion von glykolytischem Muskelenzym ») , doch war

hier der Erfolg geringer als bei der Wasserextraktion. — Erepsin wurde
extrahiert 2) ; desgleichen Katalase.») Aus Alkoholmaterial wurden Ex-

trakte mit peptischen, tryptischen und diastatischeii P'.igenschaften ge-

wonnen.*) Nicht in das Glyzerinextrakt gingen über die Ilarnsiiure-

oxydase '^)
und das oxydative Ferment Jcujuets.^)

y) Äthylalkohol. Die LösUchkeit mancher Fermente in verdünntem
Alkohol''

*^)
kann gelegentlich zu deren Extraktion versucht werden. So

wurde nach Fällung von Leber und Nierenmazerationen mit Alkohol die

esterspaltende und Glykogen sowie Laktose hydrolysierende Potenz vollstän-

dig im Filtrat erhalten.

2. Extraktion durch Aufschließung (Entmischung) der Organ-
zellen. -

Die Extraktion geschieht hier nach oder gleichzeitig mit einer Zer-

störung des Bestandes der einzelnen Zelle, wodurch bezweckt wird, sonst

unlöshche Fermente oder Organproteine zu erhalten. Man erhält nach

Vollendung der indifferenten Extraktion neue Anteile in Lösung. Für der-

artige Versuche
,

die Zellen zu lösen
,
könnte die reiche Erfahrung , die

man beim Studium der Hämolyse gemacht hat, Anwendung finden. Doch
ist im Gegensatz zur Hämolyse über die Auflösung von Organzellen kaum

systematisch gearbeitet worden. Man kann die benutzten AufschlieUungs-

methoden in solche mechanisch-physikalischer Natur unrl solche chemischer

Natur einteilen.

a) Mechanisch-physikalische Aufschließungsmethoden (CJefrieren, Zer-

trümmern, Dialyse, Entmischung durch Alkohol, Auskochen).

a) Gefrieren und wieder Auftauen. Das Verfahren ist zur Auf-

schließung von Erythrozyten seit langem benutzt. Buchmr wandte es zur

*) T. Länder Brunton, On a probable gl} colytic fcrmeut in Musclo on raw meat

and the treatment of diabetes. Zeitschr. f. Biologie. Bd. 34. S. 487 (IHS)Ü).

-) Elsa Rauhitschek, Erfahrungen über Erepsin. Zeitscbr. f. exper. Pathol. u-Thcr.

Bd. 4. S. 657 (1907).

') E. Lepinois, Sur les ferments solubles döcomposaut Teaii oxyg6n^e. Comptes
rend. soc. biolog. T. 51. p. 401 (1899).

*) J. Souttar WKendrick, 1. c.

*) W. Wiechowski und //. Wiener, 1. c.

^) Abelous et Biernb, Mecanisme des oxydations organiques. Archiv de physiol.

Nr. 2 (1895).

') A. J. A. Lambert, Contribution ä l'ötude de Taction biologiciue du rein et du

foie vis-ä-vis de certains composös chimiques et mödicaments. These de Lille 1903.

E. Görard, 53 pages.

*) M. A. Dastre, Solubilitö relative des ferments solubles dans lalcool. Comptes
rend. soc. biolog. T. 47. p. 414 (1895); dort auch ältere Literatur.

Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 20
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Darstellung von Leukozytenstoffen an. In der Organanalyse ist es nur

selten benutzt worden, weshalb kaum Erfahrungen darüber zu referieren

sind. Laboratoriumsbeobachtungen haben uns gezeigt, daß die Harnsäure-

oxydase hierdurch nicht in Lösung gebracht wird. Das, am besten, zerkleinerte

Organ wird in einem metallenen (emailherten) Gefäß einer Kältemischung

ausgesetzt und 1—2 Stunden gefroren erhalten. Sehr gut wirkt feste Kohlen-

säure, die in Holzkistchen oder einen Filzbecher gebracht wird. Man läßt

langsam bei Zimmertemperatur auftauen und stellt hierauf Preßsäfte oder

indifferente Extrakte her. Auf Erythrozyten wirkt das Trocknen in analoger

Weise ein.

h) Die Zertrümmerung der Zellen mit nachträglicher indifferenter

Extraktion ist auch hierher zu rechnen. Sie erfolgt durch Zerreiben der

spröde gemachten (tiefgefrorenen oder getrockneten und entfetteten)

Zellen ohne Zusatz, oder der nativen Zellen mittelst verschiedener Zusätze

(Glas, Bimsstein etc.). Über diese Aufschließungsart ist bereits in Abschnitt C
und D berichtet. Aus mit Glas zerriebener Plazenta ging in 0"9%^aCl-
Lösung ein essigsäurefällbares Nukleoproteid über.M Die Harnsäureoxydase
war nur aus zertrümmerten Zellen extrahierbar. 2)

c) Die Dialyse gegen destilliertes Wasser. Sie bewirkt insoferne

eine Entmischung der Zellen, als die Kerne ihre Struktur und Färbbarkeit

verheren. Trennt man nach mehrtägiger Dialyse durch Zentrifugieren das

Gelöste vom Ungelösten, so erhält man eine weiße opaleszente, nicht hitze-

koagulable Flüssigkeit, die nur durch Mineralsäuren (nicht durch Essig-

säure) ausgeflockt wird. Nach wochenlangem Stehen scheidet sich ein

großer Teil des EiAveißes spontan flockig aus. Der Zentrifugierrückstand

gibt an konzentrierter Kochsalzlösung noch reichlich Eiweiß ab und löst

sich glatt in starker Essigsäure, welche Lösung bei der Dialyse völhg
wieder ausflockt. Manche Fermente sind nach der Dialyse infolge des

Mangels an Elektrolyt oder anderer aktivierender Stoffe (Gallensab^e 3) un-

wirksam, lassen sich aber durch die entsprechenden Zusätze wieder akti-

vieren. Manche Fermente passieren übrigens manche Dialysiermembranen.
Zur Dialyse sind sehr verschiedene Materialien angegeben worden. Die

meist gebrauchten Pergamentpapierschläuche haben viele Nachteile. Für

kleine Flüssigkeitsmengen (8
—10 cm^) sind die sogenannten Schilfschläuche

(v. Phragmites communis) mit großem Vorteil angewendet worden.*) Ich

benutze als Dialysatoren sogenannte Fischblasenkondome, die angeblich
aus dem Bünddarm von Schafen hergestellt werden. Sie sind ein aus-

gezeichnetes Material, welches wegen seiner Dünnheit und unten ge-

*) H. Cociti, 1. c.

^) W. Wiechowski und H. Wiener, 1. c.

^) Ä. S. Loevenharf, On the so called Cofermeut of Lipasc. Journ. of biolog.
Chemist. Vol. 2. p. 391 (1907).

*) P.Philipson, Über die Verwendbarkeit der Schilfscliliiurhe zur Dialyse. IJeitr.

z. ehem. Physiol. u. Pathol. Bd. 1. S. 80 (1902).
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sclilossenen Form sehr rasch diahsicrcii liillt. Uio rriifiiii^- auf I)i(lifi;ik('it

erfordert einen kleinen Kunstj^riff, weil das Material so dünn ist, daü beim

Anfüllen mit Wasser infolj^e des starken Druckes nach einif^er Zeit auch

aus dichten Schläuchen an einzelnen dünneren Stellen Wasser heraus zu

sickern beginnt. IJei dieser gewöhnlichen Art der Prüfung findet man nur

selten ein brauchbares Stück. Da die Schläuche aber währeml der Dialyse
keinen Druck auszidialton haben, nehme ich die Prüfung so vor, dali die

in Wasser eintauchenden Schläuche mit Lackmuslösung gefüllt werden und

längere Zeit sich selbst überlassen bleiben. An wirklich undichten Stellen

tritt der kolloide P'arbstoff heraus und die Färbung der Aul.ienflüssigkeit

zeigt die Unbrauclibarkeit des Stückes an. Auf diese Weise geprüft, zeigen
sich unter den besseren Sorten die meisten Stücke brauchbai-. Der Jlauni-

Fig. 90.

Inhalt der Schläuche beträgt bis -iOO cnt^. Um mit möglichst wenig Flüssig-

keit auszukommen, den Fortgang der Dialyse bequem beurteilen zu können

und auch die Verarbeitung der Dialysationsflüssigkeit zu erleichtern, werden

die (rlaszylinder , in welchen die Schliuiche bis auf den Boden tauchen,

so eng gewählt, daß diese eben Platz haben, ohne die Wände zu beridiren;

hierdurch wird die Außenflüssigkeit auf etwa
'/.,

des \'olumens des Schlauch-

inhaltes reduziert und ihr Wechsel erfolgt auch bei laniisamem Zuflüsse

relativ rasch. Der Abfluß wird durch eine dreimal U-formig gebogene

Ivöhre, die bis an den Boden des Zylinders reicht, so geregelt, daß immer

genau soviel Flüssigkeit vom P>oden des Zylinders abläuft, als oben zu-

'fließt (vgl. Fig. 90). Das freie Fnde des Abflußrohres läßt sich durch An-

setzen von Schlauchstücken beliebig verlängern, so daß das Flüssigkeits-

niveau im Zylinder reguliert werden kann. Die (ieschwindigkeit des Zuflusses

•20*
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richtet sich nach der Schnelligkeit der Diffusion, im Anfange läßt man

schneller fließen, bis eine Reaktion im Dialysat (z. B. die Chlorreaktion)

nicht mehr positiv ausfällt. Im allgemeinen braucht der Zufluß, der durch

eine kleine Schraubenklemme geregelt wird, nicht rascher zu erfolgen als

etwa 2 / in 24 Stunden. Bei diesem Vorgehen wird halbgesättigte Ammon-

sulfatlösung in 24 Stunden sulfatfi^ei, Menschenharn chlorfrei.

d) Entmischung durch Zusatz geringer, nicht eiweißfällen-

der Mengen Äthylalkohol zu indifferenten Extraktionsmitteln. In

geringen Konzentrationsgraden koaguliert Äthylalkohol die Eiweißkörper

nicht und schädigt auch die meisten Fermente nicht (z. B. blieb die Harn-

säureoxydase bei O'öVo wirksam i), gleichwohl ist er befähigt, durch Lösung
wasserunlöslicher Stoffe eine Entmischung von Organsuspensionen zu be-

wirken, analog seiner hämolysierenden Wirkung. Analog kann Äiher u. a.

wirken.

e) Aufschließen durch Auskochen der Organe. Zum Teil zur

Entfernung koagulabler Eiweißkörper, aber auch'zwecks Abtrennung solcher

aus größeren, unlöshchen Proteinekomplexen werden die zerkleinerten Organe
bei nativer oder alkalischer Reaktion mit Wasser ausgekocht. In den

filtrierten Dekokten hat man namentlich die Nukleoproteide durch Säure-

fällung abgeschieden. Die Ausbeuten scheinen aber sehr gering zu sein,

0-3—0'4''/o des A dsgangsmateriales. Das Dekokt des Milzsaftes lieferte

mit Essigsäure ein Nukleoproteid^). desgleichen das Pankreas 3) und die

Leber*) u. a.

ß) Chemische AufSchließungsmethoden (proteolytische Enzyme, Salz-

lösungen, Alkalien, Säuren). Eine Bemerkung über die Fäulnis siehe Ab-

schnitt H, S. 317, Fußnote 9.

a) Mazerationen und länger dauernde Autolyse. Das Ma-

terial wird durch kürzere oder längere Zeit unter antiseptischem Zusatz

bei Bruttemperatur gehalten. Die hierbei nach wenigen Stunden ein-

setzende, durch H'-Ionen geförderte, durch OH'-Ionen gehemmte und

die Salzkonzentration beeinflußte
'^) Autolyse zerstört zunächst die Zellen

(die Kerne zerfallen) und hydrolysiert schließlich auch die Eiweißkörper.
Das Verfahren kann daher nur zur Gewinnung von Fermenten oder

bindenden Gruppen dienen. Zu erwähnen ist aber, daß manche Fermente

durch das autolytische wie andere proteolytische Fermente zerstört werden.

*) W. Wiechowski und H. Wiener, 1. c.

*) F. Bottazzi, Glialbuminoidi della milza. Ann. di chim. e d. farm. Vol. 22.

p. 488 (1896).

*) 0. Hammarsten
,

Till Kännedomen om Xukleoproteideriim. Upsala Läkarefö-

renings förhandl. Bd. 22 (1893).

*) J. Wohlgemuth, Über das Nukleoproteid der Leber. Zeitschr. f. physiol. Chemie.
Bd. 37. S. 475 (1903).

^) H. M. Vernon, The rate of tissue disiutegration aud its relation to the cheniical

Constitution of Protoplasma. Zeitschr. f. allg. Phys. Bd. 6. S. 393 (1908).
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Das Filtrat nach 24stündif^er Autolyse von Leber und Niere des Pferdes

und Hundes verseifte Ester, hydrolysierte Laktose und (ilykogen, die ge-
samte Potenz g'mii; in das Filtrat der Alkoliolf;illun<>'), die Aldciiydase
wird durch Autolyse nicht zerstört 2), frische Extrakte von Darmschleira-

haut enthielten keine Laktase, dagegen war das Filtrat von iMstiin-

digen Mazerationen bei :J7" wirksam. 3'
*) Oxydatives und nitratreduzie-

rendes P^erment der Haut widerstand einer 8t;igigen Autolyse.'^) Wiilirend

die Befunde für das oxydative Ferment allgemein bestätigt werden, wird

nach anderen Autoren das nitratreduzierende'') durch proteolytische Fer-

mente zerstört. Das glykoly tische Enzym Stok/asas'^ wurde durch proteo-

lytische Organfermente vernichtet, ebenso die Harnsäureoxydase.")

b) Papain. Die Anwendung dieses Fermentes zum Aufschließen von

Organzellen stammt von Dastre und Floresco.^) Die Auflösung des Organes

erfolgt nur langsam. Die Wirkung geht bei neutraler, besser schwach alka-

Hscher Reaktion, vor sich. Ob die Autolyse konkurriert, ist nicht unter-

sucht. Papainverdaute Milz Ueferte mit Alkohol wirksame Niederschläge

(Lipase, Laktase, Diastase^), die Piückstände einer solchen Verdauung
von Milz und Fibrin lösten sich teilweise in SVoigem Kahsalpeter. Die

Lösung bläute Guajaktinktur.i") Die Harnsäureoxydase wurde zerstört.^)

c) Trypsin. Es erwies sich zur Isolierung der Harnsäureoxydase
nicht geeignet, da es dieselbe zerstörte.

d) Pepsin. Die Pepsinverdauung wurde nur zur (Gewinnung bzw.

Abspaltung der Organnukleine aus den Nukleoproteiden verwendet
Die Verdauung muß lange Zeit fortgesetzt werden, am besten unter zeit-

weisem Ersatz des Gelösten durch neues Verdauungsgemisch (0'2°/o HCl,

O'öo/o Pepsin) oder Hundemagensaft (durch Scheinfütterung erhalten). Die

unverdauten Rückstände sind die Nukleine.

*) Ä. J. Ä. Lambert, 1. c.

") M. Jacohji, Über die fermeiitativc Eiweißspaltunir und Animoniakliiidunij in der

Leber. Zeitschr. f. phjsiol. Chemie. Bd. 30. S. 149 (1900).

^) H. Bierrtf und Gmo Salazer, 1. c.

*) H. Bierri/ et G. Schf'iJ/'er, Dialyse et filtration stir sac de Tollodion de la lactase

et de l'emulsine animales. Compt. rend. soc. biolog. T. 62. p. 723 '1907).

^) M. Ch. Schmitt, Existence de ferments oxydants et rddiicteurs daus la peau.
Leurs rapports avec la formation des pigments. Compt. reud. soc. biolog. T. 56. p. 678

(1904).

^) E. Ähelous et E. Gerard, Sur la pr^sence, dans I'orgauisme animal, d'un fermeiit

soluble rdduisant les nitrates. Compt. rend. T. 129. p. 5G, 1G4, 1023 und T. 180. p. 42Ü

(1900).

') .7. Stoklasa und F. Cerni), 1. c.

^) W. Wiechowski und H. Wiener, 1. c.

') Dasfre et Eloresco, Methode de la digestion papainique etc. Compt. reud. soc.

biolog. T. 50. p. 20 (1898).

**') J. E. Abelotis et G. Biarnes, Sur l'existence chez les mammiferes de globuliues

possedant les propri6t6s des ferments solubles oxydants. Compt. rend. soc. biolog. T. 49.

p. 576 (1897).



310 W. Wiechowski.

e) Salzlösungen. Starke Salzlösungen bringen, wie man sich unter

dem Mikroskop überzeugen kann, die Zellkerne zum Zerfall. Die Wirkung
nähert sich der durch Laugen gesetzten, wie die konzentrierter Salz-

lösungen auf lebendes Gewebe. Die neutralen Salze der Alkali- und Erd-

alkalimetaüe verhalten sich den (Jrganen gegenüber in starker Lösung
entweder lösend oder fällend, manche vielleicht auch indifferent, manche

(z. B. Kochsalz) gleichzeitig lösend und fällend. Systematisch sind diese

Verhältnisse nicht studiert. Einiges nur ist bekannt : lOVoige und stär-

kere Kochsalzlösung wirkt lösend, während Fraktionen vom Globulin-

charakter durch Sättigen mit NaCl ausgeflockt werden können. Ammon-
chlorid wirkt sehr stark lösend, Ammonsulfat schon bei relativ niedrigen

Konzentrationen fällend. Xa-Acetat löst oder ist indifferent, KaUumacetat

fällt. Natriumsulfat scheint indifferent zu sein. Kaliumnitrat wirkt lösend,

ebenso Magnesiumsulfat, welch letzteres aber auch Globuline fällt. Die

fällenden Salze sind im nächsten Abschnitt behandelt. Von den lösen-

den wurden meist starke Kochsalzlösungen (5—^10—B0%), starke Ka-

Nitrat- oder Magnesium sulfatlösung (5—lO^o), sehr oft auch 10—20%ige
Ammonchloridlösung benutzt. Die Wirkung des Ammonchlorids entspricht

A^^e auch die des zu derartigen Zwecken noch nicht verwendeten Harnstoffes

einer Albuminatbildung {Sjnro, Ramsden'^). Die AufSchließung durch die

Salze bedingt es, daß mit indifferenten Lösungen erschöpfte Organe, ins-

besondere an konzentriertere Kochsalz- und Ammonchloridlösungen noch

Eiweiß abgeben. Es bleibt zu untersuchen, ob die so erhaltenen Proteine

unveränderte Zellbestandteile darstellen.

Aus Kalbshirn wurde mit 4'yo Ammonchlorid säurefällbares Nukleo-

proteid extrahiert. ^i Slowzoiv extrahierte aus Leber mit Wasser Albumine,

dann mit 10Vo Kochsalz und 8Vo Ammonchlorid Globuhne. 3) Der mit

lö^/o Ammonchlorid aus Muskel hergestellte Extrakt gab bei der Dialyse

eine gelatinöse Masse.*) 5%ige Kochsalzlösung extrahierte aus Organen das

säurefällbare „Gewebsfibrinogen'\^) Das mit 10— 20°/'o Ammonchlorid her-

gestellte Muskelextrakt läßt beim Eingießen in Wasser Myosin ausfallen."^)

Halihurton'^ ) extrahierte mit o^/o Magnesium sulfuricum, Globulin und ..Xukleo-

albumin" aus Niere und Leber. Er verrieb auch die frischen Organe mit

*) K. Spiro, Über die Beeinflussung der Eiweißkoagulation durch N-haltige Sub-

stanzen. Zeitscbr. f. physiol. Chem. Bd. 30. S. 182 (1900).
— Bamsden, Some nevv pro-

perties of urin. Journ.'of physiol. Vol. 28. p. 23—26 (1902).

^) P. A. Lerene, On tbe nucleoproteid of the brain (Cerebronucleoproteid). Arch.

of Neurolog. and Psychopath. Vol. 2. p. 3 (1899).

^) B. Sloirzoir, Über die Bindung des Arseniks durch das Lebergewebe bei chro-

nischer Arsenvergiftung. Wratsch. 1900, Nr. 44; zit. n. MaJijs Jhrh. Bd. 30. S. 433(1901).

••)
W.Kühne und B. H. Chittenden, Myosin und Myosinosen. Zeitscbr. f. Biologie.

Bd. 25. S. 358 (1889).

*) A. E. Wrujht, 1. c.

") Danüewskjf, Über das Myosin. Zeitscbr. f. physiol. Chem. Bd. 5. S. 158.

') W. D. Halliburfon
,
The proteids of kidney and liver cells. Arch. de physiol.

T. 13. p. 806 (1893) und Über den chemischen Charakter des Nukleoalbumins. Ebenda,

p. 11— 13.
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dem gleichen Gewicht Kochsalz (Mii- oder Na-Sulfat), das hieichirch erzielte

schleimige (lemisch wurde in ^Vasser gegossen, es erfolgt Fiillimg, die

sich zum 'Jeil niederschlügt, zum Teil an der Oherfliiche schwimmt. Zur

Gewinnung des Muskelstromas wurden Muskeln mit 10- 20° „ Ammon-
chlorid erschöpft. M Nachdem Wasser aus Fleisch 12'7'o gelöst hatte, luaclite

10"/o NaCl noch weitere (j" „ Kiwcili in Lösung.-) SfU'!'-) fand im Koch-

salz-( 1 Vo^xtrakt nur einen kleinen Teil der löslichen Muskeleiwcilie. lO",o

Ammonsulfat löste mehr, lOVo Salmiak am meisten. — Die Harnsäure-

oxydase und das autolytische Ferment werden durch starke Salzlösungen

gehemmt.

f) Alkalien. Sie extrahieren noch mehr als konzentrierte Salzlösungen

und werden meist nach Erschöpfung des ^Materials mit diesem angewen-

det. Stärkere Laugen lösen insbesondere bei Salzabwesenheit die Organe

überhaupt völlig auf. Die Lösung erfolgt natürlich unter Denaturicrun^r.

Selbst die schwächsten Konzentrationen bewirken Alkalialbuniinatliihhmg

(so Dialyse gegen OOoo/o Soda, wie uns Versuche gezeigt haben). Durch

solche schwache Konzentrationen lassen sich insbesondere durch Dialyse .sonst

unlösliche Fermente ohne Schädigung in Lösung bringen (z. B. die Harnsäure-

oxydase*). Stärkere iVlkalikonzentrationen, insbesondere von Laugen, zer-

stören hingegen die meisten Fermente: die Katalase &) wird durch .Mkali

gehemmt, ebenso das autolytische Enzym und die Sahzylaldehydase''). die

Harnsäureoxydase.* )

Zur Darstellung der Nukleinsäuren wurden die frischen (iewebe mit

5Vo Na OH oder 8% NH3 1—2 Stunden ausgezogen.'') Aus Muskeln wurde

mit schwach alkalischem Wasser essigsäurefällbares Nukleoproteid extrahiert.**)

Nach Wasserextraktion ging aus Nierengewebe in Q-ö— P/o Na OH ein

„Nukleoalbumin^^ in Lösung.
— Nachdem mit Kochsalzlösung und Essig-

säure extrahiert worden war, wurden aus Muskel und anderen Organen

mit 0-oVo Na OH „Stromine" ausgezogen"), desgleichen aus mit 2OO/0 Na Gl

erschöpften Muskeln mit 0-1— 0-2''/o NaOH.'") \'on Muskeleiweii; ging nach

vorläufiger Behandlung mit Wasser, Kochsalzlösung und Salzsäure noch

^)J.F. r. Ilolmf/reeu, Stiulicr ofvcr muskclstromats uatur och (iiiantitativa bcstani-

mande jemte narliiiiigaiide fiägor. l'psala, Läkaroforniiigs förliandlingar. Bd. 28 (18i)3).

-) H. S. Grindlei/, Die N-lialtigcn Hcstamitcilc des Flcisrn.'s. Joiini. Aiiicr. chom.

Soc. Vol. 26. p. 1086 (1904); Chom. Zcntrail)!. IJd. 2. S. 1335 (IDO-l).

^) /'. ScuJ
,
Über die Meiigeiiveihältiiisse der Maskelei\veißl«irper luiter physiolo-

gischeu und pathologischen Bedingungen. Beiträge /.. rhysiol. und Pathol. Bd. 9. S. 1 (lil07).

*) W. Wiechou'ski und //. Wiener, 1. c.

^) E. Lepinois, 1. c.

*) M. Jacob]!, 1- c.

') P. Ä. Levene, Über die Darstellung von Nukleinsäuren. .Tourii. .\nu'r. ehem. Soc.

Vol. 22. p. 329 (1902); Chem. Zentralbl. Bd. 2. S. 380 G'J02).

^) r*. Pcckellutring, Über das Vorhandeuseia eines Nukleoproteids in den Muskeln.

Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 22. S. 245.

'')
W. Krawfftchenko, 1. c.

*") J. F. V. llolmgrccn, 1. c.
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2-88Vo Eiweißkörper in alkalische Lösung, i) 0'27o Na OH löste aus mit

NH^ Cl extrahierter Gehirnrinde „Neurostromin".^)

g) Säuren. Verwendet wurden zur Extraktion von Eiweißkörpern und

Fermenten meist schwache Essig- oder Salzsäure. Starke Mineralsäuren

fällen (auch bei Salzabwesenheit), Essigsäure dagegen, auch starke, fällt

nur bei Salzanwesenheit, in salzfreien Lösungen schlägt sie nichts nieder,

im Gegenteil, sie löst unter diesen Bedingungen. Der Rückstand nach der

Wasserdialyse ist glatt löslich in Essigsäure, ebenso das gesamte Organ
nach Dialyse gegen O'OöVo Karbonat. '') Über die Fällungen der Organ-
extrakte mit Essigsäure siehe das nächste Kapitel.

Die meisten Fermente werden durch Säuren, auch schwache, gehemmt
oder zerstört: die Katalase 3), die Harnsäureoxydase*) und Salizylaldehydase ^).

Die Arginase ^) war nur unvollständig durch verdünnte Essigsäure extrahierbar.

Nach Extraktion von Muskeln mit Salzlösung wurden mit 0*5—O-Tö^/o Essig-
säure „Globuline''»' 9) und mit 0-15Vo HCl noch 2-30/0 Eiweiß extrahiert. i»)

So gelingt es schließlich, die Organe sukzessive auch unter Vermeidung
ganz starker Laugen bis auf geringe, als Stromine (bzw. Neurokeratin)
bezeichnete Reste, unter denen sich wohl auch Teile der Bindesubstanzen,
Gefäße und Ausführungsgänge befinden mögen, in Lösung zu bringen.
Wie aus den mitgeteilten Erfahrungen aber hervoi-geht, fehlt es noch

an systematischen Untersuchungen, welche Bedeutung die verschiedenen

Extraktionsmethoden haben, d. h. welche Anteile der Organe in die einzelnen

Lösungsmittel übergehen. Ferner ergibt sich die große Labilität der Organ-
eiweiße sowie der Fermente, welche es eigentlich erfordert, nur die im
vorstehenden als völlig unschuldig befundenen Mittel zu verwenden. Daß
hierbei ein Mittel oft nicht für Fermente und Eiweiß gleichzeitig geeignet

ist, zeigt das Verhalten der Organe gegen 0-05% Sodalösung; die Ei-

weißkörper werden denaturiert, die Harnsäureoxydase dagegen voll er-

halten und gelöst

G. Fraktionierung der Extrakte, Preßsäfte oder Kollaturen.

Die Fraktionierung bezweckt die möglichste Isolierung der Fermente
von den Eiweißkörpern und die Trennung dieser voneinander, sie wurde

1) H. S. Grindley, 1. c.

^) A. N. Schkarin, Über den Gehalt der Gehiruriude an verschiedenen Eiweiß-

körpern etc. Ing.-Diss. St. Petersburg 1902 (russisch). Zitiert nach Malys Jahrb. Bd. 32.

S. 529 (1903).

*) W. Wiechowski, 1. c.

*) E. Lepinois, 1. c.

*) W. Wiechowski und H. Wiener, 1. c.

") M. Jacohy, 1. c.

') A. Kossei und H. D. Dakin, 1. c.

®) W. Krawtschenko, 1. c.

^) M. 1/jin, Die organisierten Eiweißkörper der Muskelfaser. lug.-Diss. Petersburg
1900. (Bei Danilewski/) (russisch). Zitiert nach MaJi/s Jahrb. Bd. 30. S. 471 (1901).

»») H. S. Grindley, 1. c.
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iibonviegciKl durch Erzeufinng von Niederscliläf^en versucht (Sal/fiilluii^',

Dialyse), dann durch Koajiulation der Eiweiükörper mit Alkohol, durch

Abverdauen derselben und durch Adsorption, wo/u ncu('i(liuf,^s auch die

Kolloidfällung gezählt werden muß.

1. ISalzfällung. a) Ammonsulfat. OrgvJmeister'^) teilte indifferente

Organfiltrate durch Ammonsulfat in H Fraktionen, deren Mengenverhältnis

er in der Norm und bei Entzündung bestimmte. Aus 'J'hyreoideaextrakt

wurde durch Ilalbsättigung Thyreoglobulin, durch darauffolgende (ianz-

sättigung ein Nukleoproteid erhalten. 2) Alle Fermente werden gefällt. Das

autolytische Ferment fällt bei Sättigung^), dieAldehydase bei«/io-SJi^tigung»),

die Fermente des Nukleinstoffwcchsels bei 2/3-Sättigung*), die Nuklease bei

Sättigung^), auch die Arginase"), die „Antikatalase" ') und die Harn-

säureoxydase werden durch Ammonsulfat gefällt, letztere aber meist gleich-

zeitig zerstört.^)
— Durch Wasserdialyse lassen sich die Fällungen nicht

immer vöUig in Lösung bringen. Krau-k-ow^) hat die Ammonsulfatfällung

in Wasseraufgüssen zu einer allgemeinen Methode der Organierment-

darstellung verwendet (siehe unter 'Q Alkohol).

ß) Calciumchlorid (gewöhnlich in 10%iger Lösung) fällt aus Wa.s.ser-

extrakten der Thymus Nukleohistoni"), aus Zentrifugaten nach Sodadialyse

die Harnsäureoxydase.") Letzterer Niederschlag löst sich in Soda.

Y) Kaliumacetat (in Wasser zu gleichen Teilen) fällt einfache Wasser-

extrakte (Plasmen) in gleichem Volumen noch nicht, OOr)7oigc' Soda dialy-

sierte und zentrifugierte oder filtrierte Organextrakte oft schon bei Zusatz

von V20— V25 Volumen; Fällungen bis V2
—

Vio Volumen enthalten die Ilarn-

säureoxydase.") Die Fällungen sind durch O'Oöo/oige Sodadialyse völlig in

Lösung zu bringen.

S)Uranylacetat (allgemeine Methode zum Nachweise intrazellulärer

Fermente von Jacohy^''-)-Rosell.'^^) ,,Die Organe werden mit der Fleischhack-

1) G. Orgelmeister, Änderung des Eiweißbestandes der Niere durch Entzündung.

Zeitschr. f. experim. Pathol. u. Therap. Bd. 3. S. 219 (1906).

-) W. Hiäskamp, 1. c. — A. Ostwald, 1. c.

') M. Jacohy, 1. c.

^) Ä. Scliitteuhehn, tJber die Fermente des Nukleinstoffwpclisels. Zeitschr. f. physiol.

Chem. Bd. 43. S. 228 (1904/5).

5)
F. Sachs, 1. c.

^) A. Kossei und //. D. Dahin, 1. c.

') F. Battelli et L. Stern, L'anticatalase dans les differents tissus animau.v et

la philocatalase et l'anticatahise dans les tissus animaux. Compt. reud. soc. Biolog.

T. 58. p. 235 et 758 (1905).

*) W. Wiechoirski und //. Wiener, 1. c.

') N. Kraickoiv, 1. c.

") J. Bang, 1. c.

»') W. Wiechoirski und //. Wiener, 1. c.

") M. Jacobij, Über das Ahlehyde oxydierende Ferment der Leber und Nel)eiinicre.

Zeitschr. f. physiol. Cliemie. Bd. 30. S. 135 (1900).

") M. Rosell, Über Nachweis und N'erbreitung intrazellularer Fermente. In.-Diss.

Straßburg 1901, Jos. Singer. 25 S.
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maschine zerkleinert, mit Quarzsand verrieben, mit ca. \ ^ ihres Volumens

Wasser angesetzt und reichlich zwei Stunden auf der Schüttelmaschine ge-

schüttelt, dann die Masse kollert. Man erhält eine trübe Flüssigkeit, welche,

ohne filtriert zu werden, mit einer gesättigten Lösung von Uranylacetat

versetzt wird. Während des Zusatzes wird sie durch Zufügen einer Mischung
von Natriumkarbonat und Natriumphosphat alkaUsch gehalten. Das Natrium-

phosphat dient dazu, die schließüch resultierende Fermentlösung frei von

Uranylacetat zu gewinnen ;
das Karbonat verstärkt dessen geringen Alka-

leszenzgrad und läßt dadurch den Zusatz zu großer Flüssigkeitsmengen
vermeiden. Man fügt so lange Uranylacetat hinzu, bis sich grobe Flocken

bilden, welche in kürzester Zeit sich al)zusetzen beginnen, dekantiert und

filtriert. Der Rückstand bleibt, nachdem er mit 0"27niser Sodalösung fein

verrieben ist, mindestens 12 Stunden stehen, worauf er filtriert wird. So

gewinnt man eine klare, eiweißarme Flüssigkeit, in welcher die Fermente

in wirksamer Form enthalten sind. Wünscht man reinere Präparate, so

kann man Fällen und Ausziehen wiederholen. Zweckmäßigerweise setzt man
behufs Konser\ierung erst jetzt Toluol hinzu, da dessen Anwesenheit sonst

den Verlauf der einzelnen Operationen zu sehr verlangsamt. Schnelligkeit

des Arbeitens ist nämUch wegen der auch bei Zusatz antiseptischer Mittel

drohenden Fäulnis zu empfehlen. Ferner wird die Fermentausbeute desto

geringer, je später die Enzyme aus dem Uranylniederschlage ausgezogen

werden, wie schon Jacohy in seiner Arbeit betont." AufSchließung des Ma-
terials durch mehrtägige Digestion mit Toluolwasser bei 40" ergab keine

besseren Resultate. Mit dieser Methode wurden folgende Resultate erhalten.

Jacohy^) gewann Aldehydase aus Leber und Nebenniere. Glässner'^ stellte

die Profermente der Magenschleimhaut dar. Schittenhelm^) gewann (aller-

dings nicht in allen Versuchen) urikolytisch 'wirksame Fermentlösungen.
Rosdl stellt seine Ergebnisse in der folgenden Tabelle zusammen. Diastase,

Invertase. Guajakoxydase, Lab und Steapsin konnte er nie mit Sicherheit

nachweisen. Am geeignetsten er^\ies sich die Methode zum Nachweise der

Aldehydase. der proteolytischen Fermente und der Katalase. Nach den Er-

fahrungen Jacobys und Glässners gehngt es mit der Uranylacetatmethode.
die Fermente eiweißfrei darzustellen.

„Mit Ausnahme der vom Pferde hergenommenen Muskeln stammten

alle Organe vom Rind." (Ob die Organe blutfrei gespült waren, ist nicht

angegeben.)

t) Säuren, siehe oben Säuren als Extraktionsmittel. Dem dort Gesagten
ist nur hinzuzufügen, daß 0-20/oige Essigsäure in 0-8%i8er Kochsalzlösung
die homologen Kochsalzextrakte sämtlicher Organe fäUt (Pohl). Diese Fällung

*) M. Jacohy, tJber das Aldehjde oxydierende Ferment der Leber und Nebennieren.

Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 30. S. 135 (1900).

') K. Glässner, Über die Vorstufen der Masenfermente. Beitr. z. ehem. Phvsiol.

u. Pathol. Bd. 1. S. 1 (1902).

^) A. Schittenhelm
,

Über das urikolvtische Ferment. Zeitschr. f. physiol. Chemie.
Bd. 45. S. 161.
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Aldehydase
ladophunol'

oxydaso

WaBüiTHtoff-

supernxyd-
forment

, TryptiBche*
FonnoDt

PeptiHchoi
Furmeut

Pankreas

Speicheldriiso

Lymphdrüse
Milz . . .

Knochen . .

'Iliyraus . .

Milchdrüse .

Muskel . .

Lunge . . .

Gehirn . .

Nebenniere

Hoden . .

Miere . . .

+
+
+

+

-4-

+
+
+
4-

+
4-

+
+
4-

+
+
+
+
+
+

+
4-

+
+

+
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stellte Fermentlösungen allgemein dar durch Alkoholfällung des Glyzerin-

extraktes und Ausziehen der getrockneten Fällung mit Wasser.^) Kraickow 2)

fällt Wasseraufgüsse mit Ammoniumsulfat, bringt die Fällung für 1 bis

IV2 Tage unter absolutem Alkohol, trocknet bei oO" und extrahiert mit

Wasser. Die Extrakte enthielten kein Eiweiß, verzuckerten Stärke; in der-

selben Weise wurde Nuklease gewonnen.^) Aus Hundepanki-eas ließ sich

so Trypsin gewinnen. Aus Papain verdauter Milz wurden mit Alkohol fer-

mentativ wirksame Niederschläge erzielt.*) Aus Preßsäften von Lymph-
drüsen, Leber, MiL? wurde durch Alkohol Katalase gefällt.^) Stoklasas

glykolytisches Ferment wird aus den Preßsäften mit Alkohol und Äther

gefällt."^) Die Ai'ginase wird ebenfalls durch Alkohol gefällt.^) Battelli

und Stcrn^''^^) fällten Leberkollatui'en mit 2 Volumen Alkohol, der Nieder-

schlag wurde mit 3 Volumen Wasser geschüttelt und filtriert
,

das Filtrat

wieder gefällt. Die Fällung, abgepreßt und getrocknet, zeigt mächtige Kata-

lasemrkung. Zur Kritik der Alkoholanwendung vgl. auch das bei der Her-

stellung von Alkoholmaterial Gesagte (S. 299).

>])
Adsorbentien. Fermente, aber auch Eiweißkörper werden durch

mannigfache Stoffe adsorbiert und können dadurch aus Lösungen abgeschieden
werden. Diese Stoffe haben meist Kolloidcharakter und es ist wahrscheinlich,

gemacht"), daß das Wesentliche hierbei ein zwischen entgegengesetzt ge-

ladenen Kolloiden stattfindender Vorgang ist, soweit es sich nicht um
mechanische Adsorption handelt. Zur Isoherung elektropositiver Fermente

wären daher die Eiweißkörper gleichfalls durch ein elektropositives Kolloid,

welches jene nicht fällen dürfte, auszuflocken. Die Kolloidfällung als Ent-

eiweißungsmittel v^'urde \on Michaelis und Hona^^) studiert und eingeführt;
für die Darstellung wirksamer (!)rganextrakte wurde sie noch nicht ver-

') V. Wittich, Über eine neue Methode zur Darstellung künstlicher Verdauungs-

flüssigkeiten. Pflügers Archiv. Bd. 2. S. 193 (1869).

^) N. Krawkow, 1. c.

») F. Sachs, 1. c.

*) A. J. Ä. Lambert, 1. c.

^) W. Demme, 1. c.

*) J. Stoklasa und F. Czerny, 1. c.

') J. Feinschmidt, 1. c.

^) A. Kossei und H.D.Dakin, 1. c.

*•)
F. Battelli et L. Stern, Preparation de la catalase animale. Compt. rend. soc. biol.

T. 57. p. 374 (1904).

^«) J. E. Abelons, 1. c.

") L. Michaelis, Elektrische Überführung von Fermenten. Biochem. Zeitschr. Bd. 16.

S. 81 (1909); vgl. auch L. Michaelis und P. Bona, Untersuchungen über Adsorption. Bio-

chemische Zeitschr. Bd. 15. 8.196(1908). — L. McÄae/zV, Die Adsorptiousaffinitäten des

Hefe-invertius. Ebenda. Bd. 7. S. 488 (1908).

^^) L. Michaelis und P. Bona, Eine Methode zur Entfernung von Kolloiden aus
ihren Lösungen, insbesondere zur Enteiweißung von Blutserum. Biochem. Zeitschr. Bd. 2.

S. 219 (1907).
— Dieselben, Beitrag zur Frage nach der kolloidalen Natur von Albu-

moselösuugen. Ebenda. Bd. 3. S. 108 (1908) und Untersuchungen über den Blutzucker.
Ebenda. Bd. 7. S. 329 (1908).
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wendet. Dagegen wurde von Brücke^) bereits die Hcohaclitiiii-j /.iir (.c-

winnimg wirksamer Lösungen benutzt, daß Fermente hiui Hg durch Erzeugung
indifferenter Niederschläge (Kalk, Magnesia, Cholesterin) uiit ..niedergerissen"
werden. Von anderen ist zu nennen: Tierkohle adsorbierte aus den ver-

schiedensten wässerigen Organe.xtrakten die Kiweilistoffe. ohne die Katalase
zu adsorbieren. 2) Kieselgur adsorbiert P^iweiß, aber hielt auch die llai-n-

säureoxydase zurück.») Auch die Fixierung gelöster Fermente an Fibrin-

flocken ist hier anzuführen. 4) Fibrin fixierte aus Lösungen Pepsin Trvpsin,
Diastase, glykolytisches Enzym u. a., die Fermente wurden dann wieder an

Wasser, weniger gut an Glyzerin abgegeben.

^) Dialyse gegen destilliertes Wasser. Ähnlicli wie durch Wasser-

dialyse das Euglobulin des Serums in eine feste Phase übei-geht, lassen sich

aus Organextrakten auf diese Weise Eiweißkörper abscheiden. Wie sich im
einzelnen die verschiedenen Extrakte verhalten, ist nur zum Teil bekannt

und auch über Fermentgewinnung auf diesem Wege ist wenig berichtet.

Daß der Salmiakextrakt der Muskeln beim Dialysieren gelatinös wird, ist

bereits erwähnt 5), ebenso daß die mit Salmiak in Lö.sung«), oder Koch-
salz in Substanz') verriebenen Muskeln bzw. andere Organe beim Eingießen
in Wasser flockige Abscheidungen geben. Unveröffentlichte Versuche haben

mir auch gezeigt, daß die nach Wasserextraktion durch konzentrierte Koch-

salzlösung gelösten Organeiweißkörper bei der Dialyse so gut wie vollständig

ausflocken. Fitrate von Darmschleimhautmazeration ließen bei der Dialyse
unter Druck einen voluminösen Niederschlag fallen, die klare Flüssigkeit
enthielt die Laktase, s)

H. Konservierung des Materiales während der Arbeit.

(Antiseptika, Reaktion, Temperatur, schädigende Stoffe.)

Die übergroße Labilität der Organe und deren Extrakte erfordert

während der Arbeit und zur Erhaltung etwa gewonnener Produkte die

dauernde Einhaltung von Maßnahmen, welche die bakterielle ^) und ..spontane"

Zersetzung des Materiales verhindern und die Fernhaltung oder Entfernung

») Brücke, Vorlesung über Physiol. BJ. 1. 8.44(1874). Vtrl. auch Malij, Pßilgcrs

Arch. Bd. 9. S. 592 (1874).

^) J. E. Abelous, 1. c.

') W. Wiechoicski und //. Wiener, 1. c.

*) Stanislav de Szumowski, Über die Fixierung von Enzymen durch das Fibrin.

Arch. de Physiol. T. 30. p. 160 (1898); zit. nach Malys Jahrb. Bd. 29. S. 724 (1899).

^) W. Kühne und R. IL Chittenden, 1. c.

^) Danileivskii, 1. c.

') W. D. Hailiburton, 1. c.

*) //. Hierry et G. Schäffer, 1. c.

^) Neuestens teilt Salkoivski (Zeitscbr. f. physiol. Chem. Bd. (il. S. 124 (1909])

mit, daß das Hefe-lnvertia der Fäulnis v()llig widersteht. Das Verlialten der Orgaufor-

mente bei der Fäulnis ist nicht untersucht ; sollten sie sich dem Invertin analog ver-

halten, so wäre hierdurch ein Weg zu ihrer Trennung von den Organproteinen gewiesen.
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aller als schädlich erkannter Stoffe. Auüerdem gilt es aber immer zu verhin-

dern, daß eine Fermentleistung- durch Bakterientätigkeit vergetäuscht werde.

1. Antiseptika. Steriles Arbeiten mit den einen vorzüglichen Nähr-

boden, namentlich für Saprophyten. darstellenden Organen, dürfte nur in

Ausnahmefällen, namentlich aber nur mit geringen Substanzmengen möglich
sein (siehe hierzu die S. 296 gemachte Bemerkung). Man kann daher sagen,

daß Untersuchungen, denen die vorstehend behandelten Methoden dienen,

erst durch die Entdeckung des Chloroformwassers als unschädlichen Ver-

hinderungsmittels der Fäulnis der ( )rgane durch Salkowski
i) ermöglicht

wurden, wie denn tatsächlich Fermentstudien an Organen in ausgedehnterem
Maße erst seit daher datieren. Außer dem Chloroform, welches bis zur

Sättigung den Extraktions- oder Verdünnungsmitteln zuzusetzen ist, werden

namentlich noch Toluol zu mehreren Prozenten, Natriumfluorid zu 0"2—40/0

und Thymol zu etwa O'l% verwendet. Wässerige ThymoUösungen bis etwa O'lVo
lassen sich am bequemsten so herstellen, daß nach Zusatz der berechneten

Menge einer bO^l^^^cn chloroformigen Lösung in halbvollen Flaschen eine Zeit-

lang heftig geschüttelt und dann eventuell aufgefüllt wird. Im Lichte werden

die Lösungen allmählich gelblich und trübe, doch findet bei derartiger

Herstellung keine Abscheidung von Thymol statt. Neuestens wird eine

:>Voige Lösung von Jodoform in Aceton empfohlen, die unschädlich und

sehr antiseptisch sein soll. 2) In Bezug auf sichere Sterilisation ist das

Toluol oder Thymol wohl am wirksamsten. Chloroform und Natriumfluorid

hindern bei niedrigen Konzentrationen und längeren Versuchen die Fäulnis

nicht immer. Es ist daher zweckmäliig; vom Chloroform einen Überschuß

(d. h. mehr als gelöst wurde) zuzufügen. Das Fluorid wird jetzt nicht mehr
so ausgedehnt verwendet, es wirkt nur in 2—4'>/oiger Konzentration

sicher. In Bezug auf die Unschädlichkeit Fermenten und Eiw^eißkörpern

gegenüber verhalten sich diese antiseptischen Zusätze und die verschiedenen

Fermente nicht gleichartig. P/o Fluornatriumlösung beeinflußte etwas die

Autolyse^*), Chloroform hemmte in großem Überschuß die Salizylalde-

hydase^'f»), Fluornatrium zerstörte die Katalase") und hemmt die Lipase^),

das Thymol und Pluornatrium erwies sich als nicht ganz gleichgültig für

die Harnsäureoxydase.8) Das glykolytische Enzym ist für alle Antiseptika

') E. Salkowski, tU)er Fermentprozesse in den Geweben. Arch. f. Physiol. (DiiBois-

Reymond). S. 554 (1890). (Verli. d. physiol. Ges. z. Berlin.)

^) A. J. J. Vandevelde, t)ber die Anwendung antiseptischer Mittel bei Untersuchung
über Enzyme. Biochem. Zeitschr. Bd. 3. S. 315 (1907).

^) C. Biondi
, Beiträge zur Lehre der fermentativen Prozesse in den Organen.

Virchoivs Arch. Bd. 144. S. 373 (1896).

*) M. Jacob}!, 1. c.

^) //. Schirieninff ,
über fermentative Prozesse in den Organen. Virchoivs Arch.

Bd. 136. S. 444 (1894)'.

«) F. Battelli et L. Stern, 1. c.

''} A. S. Loevenhart und G.Peirce, Der Hemmuugswert des Fluornatriums auf

die Wirkung der Lipasc. Journ. of biolog. ehem. Bd. 2. S. 397 (1907); Ghem. Zcntralbl.

Bd. 1. S. 1209 (1907).

^) W. Wiechowski und H. Wiener, 1. c.
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empfindlich.') Toliiol honiint die Zyinaso nicht. ) .Vuricnh'iii ist zu liciiicrkcn.

daü Chlorofoi'ni eiweilifällend (und damit iViinontriillcnd) wirken kann nnd

daß die wasserunlöslichen Antisei)tika, insbesondere das Tohiol, durch ihre

Kmuliilerung' in dem lii)()i(llialtiüen Material Filtrationen iintiemein erschweren,

ja i>anz verhindern können, ein Nachteil, der In-im .Nilicilm mit enffeftcteni

Material wei;f;illt (siehe oben S. 2S*)).

Toluol und Chloroform sind immer durch Schütteln ^i'iindlicli mit dem
Material zu mischen. Bei der Dialyse verhindert reichlich innen und außer-

halb des Schlauches aufiieschüttetes Toluol jeuliche Zersetzun^^

'2. Die Reaktion. Für die meisten Organfermente ist neutrale oder

schwach alkalische (O'Oo—0"1% Soda) Reaktion notwendii;-. Durch Säuren

selbst in schwächster Konzentration werden alle Fermente bis auf das

autolytische, für welches eine geringe Il-Ionenkonzentration optimal ist,

zerstört. Höhere Alkali-, insbesondere Laugenkonzentrationen zerstören

ebenfalls alle Organfermente in kurzer Zeit. Säuren fällen übrigens die

indifferenten Org-auextrakte. I)ie Spontankoagulation derselben kann durch

wenig Alkali gehindert werden, doch wirkt dieses wieder leicht all)uminat-

bildend (siehe oben S. 311).

;1 Temperatur. Höhere Temperaturen über 50" zerstören die Organ-

fermente; alle Schädlichkeiten, insbesondere auch die baktei'ielle Zersetzung

und die Antiseptika wirken bei I>ruttemi)eratur schneller: indifferente Or-

o-anextrakte koagulieren, die Koauula reißen Fermente niecU-r. \'iele Fer-

mente sind gegen das bei Bruttemi)eratur wirkende autolytische Ferment

nicht widerstandsfähig. Die Aufbewahrung des Materiales hat also stets

in der Kälte im Eiskasten, eventuell in gefrorenem Zustande im .\pparat

..Frigo" zu erfolgen.

4. Schädigende Stoffe.

aj In den Organen gelegene. Insbesondere das allenthalben vor-

handene autolytische Ferment ist befähigt, nicht nur die Organeiweilie,

sondern auch viele Organfermente zu zerstören (siehe oben Autolyse, S. .".OS <M.

Aber es können auch kochbeständige, alkohol- und wasserlösliche, nicht näher

untersuchte Organbestandteile (Extraktivstoffe) manche Fermente, z. W. die

Harnsäureoxydase ,
hemmen und zerstören. s) Das Blutserum liemmt die

Autolyse.
—'

Der Einfluß der Autolyse kann durch Alkalizusatz lUO.') bis

0-p Soda) aufgehoben werden. Die hemmenden Extraktivstoffe können

nach Methode I) oder durch Dialyse beseitigt werden.

b) Von außen eingebrachte Stoffe. Hierzu sind auch die bakterielle

Infektion und die zu ihrer Verhütung angewendeten Antiseptika zu rechnen.

Die Auswahl der letzteren hat daher für jede Fermentleistung lu'sonders

zu geschehen. Ijis hat sich das Toluol für alle Zwecke als das indifferen-

teste ergeben. Für Eiweißkörper sind alle bis auf das Chloroform gleich-

') ./. Feinschmidt, 1. c.

-) E. Buchner, 1. c.

*) W. Wicchowski uiul //. Wieuer, 1. c.
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gültig'.
— Außerdem sind viele zur Fraktionierung der Extrakte benutzten

Stoffe Schädlinge von Fermenten und Organeiweiß : Salze, Alkalien, Säuren,

Alkohol, Harnstoff. Hierüber ist das bei der Fraktionierung Gesagte

(S. 312 ff.) nachzusehen.

Im Anschluß hieran sei noch erwähnt, daß nicht nur höhere Kon-

zentrationen sonst indifferenter Salze manche Fermentfunktion zu hemmen
imstande sind, sondern daß andrerseits auch absolute Elektrolytfreiheit

die Tätigkeit von Fermenten beeinträchtigen kann. Die Dialyse kann so,

allerdings reparabel, Fermentleistungen beeinträchtigen, es können aber

durch Dialyse auch Fermentaktivatoren spezifischer Natur verloren gehen

(siehe Gallensalze für die Lipase ^).

Da sich die Organfermente gegenüber den besprochenen schädigenden
Einflüssen durchaus nicht gleichmäßig verhalten, sollte es als Regel gelten,

in quantitativen Versuchen jedes Ferment zunächst auf seine Empfindlich-
keiten und insbesondere die beabsichtigten Zusätze auf ihre Indifferenz

zu prüfen. Derartige Versuche sind allemal mit jenen minimalen Material-

mengen anzustellen, welche eben noch ein bestimmtes Ausmaß von Leistung

aufweisen, weil nur auf diese Weise geringgradige Schädigungen entdeckt

werden können. Hierzu sind die obenerwähnten Organkollaturen, verdünntes

gesiebtes Material, welche sich beide bequem mit Pipetten messen lassen,

insbesondere aber die haltbaren und wägbaren nach ,,D" erhaltenen Organ-
pulver geeignet.

— Die übrigen Bedingungen solcher Fermentversuche
sind optimal zu wählen, also insbesondere die Temperatur und bei Oxydasen
die Durchlüftung. Die Art der letzteren ist durchaus nicht gleichgültig : in

gleichen Zeiten zersetzten z. B. gleiche Mengen Harnsäureoxydase abstei-

gende Mengen Harnsäure: beim Schütteln mit Luft, beim Durchleiten von

Luft, beim bloßen Stehen. Die innigste Mischung mit Luft wird jedenfalls
durch dauerndes Schütteln in halbvollen Flaschen erzielt. Auch für andere

nicht oxydative Fermente kann das Schütteln von Vorteil sein, w^enn das Fer-

ment z.B. in einer unlöslichen, rasch sedimentierenden Organfraktion enthalten

ist. Bedeutet der Luftsauerstoff für ein Ferment eine Hemmung, dann
kann man mit Wasserstoff, Kohlensäure oder im Vakuum schütteln.

^) A. S. Loevenhart, 1. c.



B. Die künstliclie Durcliblutung resp. l)urc]isi)iilung

von Organen.

Von Franz 3Iüner, I^eiiin.

Bidder, Alexander Schmidt und Ludwig verdanken wir die ersten

Kenntnisse über die Durchströmung frisch ausgeschnittener Tierorgane.
In den letzten Jahrzehnten ist die Technik der Durchspülungen in ganz
außerordenthchem Maße vervoUkomninet worden '

) und hat in der Wieder-

belebung des menschlichen Herzens und dem Studium der in der über-

lebenden Leber sich vollziehenden Synthesen ihre größten Triumphe gefeiei't.

Vorbereitung des Tieres.

Handelt es sich um Organe von Kaltblütern, so hat man nur dafür

zu sorgen, daß die Tiere zuvor möglichst külil gehalten werden und das

betreffende Organ nach Tötung des Tieres nicht allzu lange undurchstnimt

bleibt. Es kommt aber auf ö oder 10 Minuten dabei nicht an. Erheb-

lich größere Vorsicht muß man beim Warmblüter anwenden. Man tötet

bei Verwendung des Organs zum Studium biochemischer Fragen die Tiere

in Äthernarkose durch Verbluten aus beiden Karotiden und Femoralarterien,

bei Verblendung des Organs zur Prüfung der Vasomotorentätigkeit oder

ähnUchem am besten ohne Narkotikum durch Schlag oder schnelles Zer-

stören des verlängerten Marks mittelst eines scharf zugespitzten, 0-r> mm
starken eisernen Stichels (einer Schusterahle), den man im Atlantn-Okzii)i-

talgelenk einstößt, entblutet darauf möglichst schnell (Durchschneiden di's

Halses) und defibriniert das Blut durch Schlagen vermittelst Glasstabs oder

Schütteln mit Glasperlen in Glas- oder Porzellangefäßen. Berührung mit

Metall ist möglichst zu vermeiden. Während ein Assistent dies alles be-

sorgt, operiert man das gewünschte Organ so, daß es, wenn angängig, im

Körper des toten Tieres verbleibt und während der Operation so viel als

möglich vor Abkühlung geschützt ist. Nur bei Verwendung des Lnnpcndorß'-

schen Herzapparates (siehe später) oder ähnlicher Anordnungen, bei denen

*) Eine große Anzahl der veruffentlicbteu Apparate, größtenteils Motlifikationen

clor im folgenden ausführlich beschriebenen, siehe bei Skutul: (Mior Durchströmiings-

apparate. Pfliigers Archiv. Bd. 12.3. S. 249 (1908).

Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden, m. 21
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das Organ an der Arterienkanüle frei hängt, wird es ganz aus dem Körper
entfernt. Man bindet nach Abldemmung des Blutgefäßes zum Organ hin

eine Kanüle in die Hauptarterie und eine zweite in die wichtigste ab-

führende Vene, während alle anderen Gefäße sorgfältig unterbunden werden.

Das ist oft z. B. bei den Hinterschenkeln relativ einfach, oft aber auch z. B.

bei der Niere oder Leber des Kaninchens oder der Katze recht schwierig.

Man muß sich je nach dem anatomischen Bau, der ja bei den Venen sehr

wechselt, überlegen, an welcher Stelle man die abführende Kanüle am

richtigsten einbindet (s. Operationstechnik).

Im allgemeinen soll man, me gesagt, so schnell als möglich nach

Aufhören der Zirkulation mit der Durchspülung beginnen, da die Gefahr

der Gerinnselbildung bei längerem Liegen erhöht wird, ferner manche

Organe, wie das Herz, nach starker Abkühlung nur schwer wieder funk-

tionsfähig werden, andere, wie die Extremitäten und die Lunge, nach länger

dauernder Pause bei der Durchspülung allzu schnell ödematös werden.

Die Kanüle soll nicht zu eng sein, da sie sich sonst leicht ver-

stopft. Sie darf aber auch nicht mit großer Gewalt in die Gefäße einge-

drückt werden, da diese sich dann kurz dahinter stark verengern und

doch nur wenig Flüssigkeit hindurchlassen. Kurz vor Vereinigung der

Arterienkanüle mit dem Blutzuführungsrohr des Apparates entfernt man
die in der Kanüle oder der Arterie steckenden Gerinnsel durch Einführen

einer weichen Federpose oder eines nicht zu dünnen Fadens, an denen bei

mehrfachem Herumdrehen das Gerinnsel anhaftet und herausgezogen wird.

Beim Herzen entfernt man nach Langendorffs Vorschlag die in den Höhlen

steckenden Gerinnsel durch vorsichtiges Kneten in warmer Ringerlösung
und Ausspritzen mit erwärmter Bingerlösung. Trotzdem muß noch der Ein-

tritt von auch kleinsten Gerinnseln oder Luftblasen in die Gefäßbahn

verhindert werden. Man läßt die Lösung kurz vor Eintritt in die Arterie

des Organs ein kurzes Bohr (etwas weiter als die anderen Leitungen) mit

locker gestopfter Glaswolle, einen ,. Gerinnselfänger", passieren, in dem sich

kleine Fäserchen immer ansammeln, selbst wenn das defibrinierte Blut

vor dem Einfüllen mehrfach durch Gaze oder Glaswolle filtriert war. Es
müssen außerdem die noch in dem Organ befindUchen Gerinnselreste zum

Beginn der Durchspülung ausgespült werden. Mau hat daher die ersten

Portionen der austretenden Flüssigkeit gesondert aufzufangen, neu zu de-

fibrinieren und nochmals durch Gaze oder GlaswoUe zu filtrieren, bevor man
sie wieder einlaufen läßt.

Operationstechnik.

Leber.

Man führt am entbluteten Tier einen vom Kehlkopf bis zum Becken

reichenden Schnitt in der Mittellinie des Körpers, trennt die Haut des Brust-

korbes nach beiden Seiten ab, so daß das Brustbein freiliegt und eröffnet den

Brustraum durch Entfernen des Brustbeins. Dabei Averden die Rippen von unten
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nach oben fortschreitend recht weit seitlich an der Knorpol-Knochcni^ronzc, das

SchUisselbein am Sterno-Claviculai-gelcnk jeweils unter Aufheben des Brust-

beins und Schonung der darunter liegenden Teile, besonders der halswärts

und zu den vorderen Extremitäten verlaufenden Venen ohne Dlutung durch-

trennt. Man eröffnet den IJauchrauni, zieht unter Verlagerung der Därme
nach links die Leber nach oben und unterbindet die Ai-t. liej)atica. die

Gallengäuge doppelt, durchschneidet zwischen den Ligaturen, führt in die

V. portae möglichst nahe zur Leber eine weite Kanüle, eventuell unter Ab-

klemmung der Vene zur Leber hin mit einerweichen, durch Gummi armierten

Klemme mit langen Branchen (Darmklemme der Chirurgen). Die oft kurz

vor Eintritt in die Leber einmündenden Seitenäste sind doppelt unterbunden

zu durchtrennen. Zur ünterl)indung muß ein \Yeicher, nicht schneidender

Wollfaden benutzt werden. Dann unterbindet man die V. cava inferior dicht

unter der Leber (nach Durchtrennung des zui' Niere führenden straffen

Bandes) und bindet vom Brustraum aus obei'halb des Zwerchfells eine

weite Kanüle in die V. Cava ein. Man durchtrennt nach Anlegung von

Massenligaturen alle zur Leber führenden Bänder, durchschneidet, wenn
das Organ aus dem Körper entfernt werden soll, das Zwerchfell an seinen

seitlichen Ansatzstellen und bringt Leber mit Zwerchfell in die Wärme-
kammer des Apparats.

Niere.

Nach Eröffnung der Bauchhöhle und nach Seitwärtsschlagen der

Därme führt man, am besten nach Abklemmen zur Niere hin, die Kanüle

in den Stamm der Aorta thoracica nahe zur Abzweigung der Nierenarterien.

Man hat die kurz vor Eintritt in die Niere teils vom Stamm der Aorta.

teils von der Art. reuahs selbst abgehenden Äste (Art. spermatica, Nieren-

kapselarterien, Art. suprarenalis) sorgfältig zu unterbinden. Die ^'enenkanüle

führt man in die V. cava, gleichfalls unter genauer Beachtung der V. sper-

matica, suprarenalis u. a. m. ein. Bisweilen empfiehlt es sich . eine lange,

dünne Kanüle in den Ureteren bis ins Nierenbecken hinein vorzuschieben.

Die Nieren bleiben in ihrer Kapsel. Das Vordertier und die Beine werden

entfernt.

Lunge.

Man führt eine Kanüle in die Trachea, eröffnet den Thorax beider-

seits ganz seithch, entfernt die Kippen möglichst ausgiebig, bindet die

rechte Lunge durch eine ISlassenligatur an der Wurzel ab, legt eine feste

Ligatur, die nicht schneidet, um die Mitte der \entrikel nach vorheriger

Entfernung des Perikards und schnürt die Ligatur fest zu. Als AusflulJ-

kanüle dient ein recht weites Rohr an der äußersten Spitze des linken lierz-

ohres. Der Einschnitt muß sehr klein sein, da der Biß leicht weiterreißt

und die Kanüle dann nicht mehr zu befestigen ist. Als Zuflußbahn dient

eine in die Art. pulmonahs eingeführte Kanüle: Man legt die Arterie neben

der Aorta eine kleine Strecke weit frei und geht mit dem Kaniilenfaden

zwischen Aorta und Pulmonalis an einer leicht durchgängigen Stelle

21*
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mittelst durchlochten . stumpfen Finders durch. Dann schneidet man an

und bindet ein. Um Blutverluste zu vermeiden, bindet man die A. anonyma,

Carotis sinistra und Aorta am Arcus ab.

Sollen die Kanülen direkt in den Lungengefäßen liegen und die

beiden Lungen durchspült werden, so führt man die eine Röhre vom linken

Ventrikel aus durch das Ostium atrioventriculare in den linken Yorhof,

die zweite wie oben in den Sinus arteriosus der Pulmonalarterie und ent-

fernt die anderen Teile.

Darm.

Nach Eröffnung der Bauchhöhle unterbindet man den Darm unter-

halb des Panki'easkopfes etwa an der Grenze vom Duodenum und Jejunum
sowie an der Ileocökalklappe (etwa 1 m langes Stück beim großen Hund).

Man sucht von der Aorta aus die Art. mesenterica superior und von der

V. portae aus die V. mesenterica superior, bindet Kanülen ein und entfernt,

eventuell nach vorheriger Unterbindung und Durchschneidung. die anderen

Darmteile, die stören.

Will man den Darm außerhalb des Körpers durchströmen, so sind

die Mesenterien zwischen Ligaturen zu durchtrennen und endlich an der

Radix mesenterii zu durchschneiden.

Bein.

Man entfernt nach Eröffnung der Bauchhöhle den ganzen Darm nebst

Magen, indem zuerst ganz tief im Becken unter vorsichtiger Schonung der

Venen im Becken das Rektum unterbunden und durchtrennt wird, dann

die V. und Art. mesenterica inferior, die Mesenterien und oberen Gefäße,

der Magen an der Kardia kurz unterhalb des Zwerchfells. Anfangend vom

Rektum, entfernt man dann Darm, Magen mit Milz. Kurz oberhalb der

Teilungsstelle der Art. iliaca bindet man die zuführende Kanüle , die ab-

führende möglichst weit herzwärts in den Stamm der V. cava ein, und

unterbindet die seitlichen Äste sorgiältigst. Dann wird oberhalb der Nieren

die Bauchwand mit Ausnahme der äußeren Haut schichtweise unter Unter-

bindung der größeren Gefäße bis auf die Wirbelkörper durchtrennt, die

letzten Rippen durchschnitten und unterhalb der Nieren zwischen Haut und

Rückenmuskeln ein fester Bindfaden zweimal hindurchgeführt. Er wird an

seinen P^nden mit Holzknebeln armiert und mit aller Kraft von beiden

Seiten um die Wirbelsäule herum zugezogen und fest verknotet. Dann
kneift man mit einer großen Knochenzange die Wirbel oberhalb der

Ligatur durch, entfernt so das Vordertier und stopft den Wirbelkanal fest

mit Watte aus. Trotzdem wird man im Anfang der Durchspülung noch

Verluste aus den Schnitten der Bauchwand haben, da die zu den Bauch-

muskeln führenden Venen oft tief unten von der V. femoralis ausgehen.
Man muß dann neu unterbinden. Oft blutet es auch im Becken aus den

Hämorrhoidalgefäßen, die durch Massenligaturen um die Harnblase herum

gefaßt und unterbunden werden.
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Herz.

Nach der Verblutuni;' und Erlöschen (U'r Atonibowc^uni'cn (Mitfcrnt

man das Brustl)ein (siehe vorher) nnd die llijjpcn weit nadi dn- Seite liiii.

öffnet das Perikard nnd fiihi't in die Aorta eine weite Kanüle ein. die

dicht oherhall) der iSemilunarklappen enden mnl.i. Man hebt das Herz an

der Kanüle hoch nnd scbneidet es von den Lnn^en ab. fidlt in einer Schale

mit erwärmter llingerlösnnii' die Kanüle, witscht die (lerinn.sel ans dem
Stamm der Aorta aus nnd entfernt durch leichtes Kneten, ohne Luftblasen

zuzulassen, die Gerinnsel aus dem Herzen, verbindet darauf Inftfrei mit

dem Apparat.
Uterus.

Die Gebärmutter von Katzen, Hunden, Meerschweinchen oder Kaninchen

wird verwendet. Sie ist sehr empfindlich gegen Temperaturschwankungen,
so daß schnell operiert werden mulj.i) Nach Eröffnnng der Bauchhöhle

entfernt man Uterus, Vagina und alle Ligamente, an der neben der Wii-bel-

säule gelegenen Spitze des Horns beginnend. Soll die ganze X'agina benntzt

werden, so mul't beiderseitige rubiotoniie vorgenommen und der Teil nach

vorn geklappt werden. Man soll möglichst die Mnsknlatnr gar nicht, nnr

die Liüaniente berühren.^b'

Zusammensetzung der Durchspülungsflüssigkeit

Während man früher glaubte, nnr mit lilut die Funktionen der

Organe des Warmblüters extra corpus wiederbeleben zu können, weil; man

heute, daß nicht bloß die Organe des Kaltblüters, sondern auch die höher-

stehender Tiere durch geeignete Lösungen Avieder belebt und in ihrer Funk-

tion eine Zeitlang erhalten wei'den.

Beim Froschherzen sind besonders eingehende Untersuchungen dar-

ülter angesteUt worden, welche künstliche Lösung sich am meisten eignet,

wenn nicht mit dem doppelten Volumen O'TYoiger Kochsalzösung verdünntes

Säugetierbhit vorhanden ist. Es hat sich herau.sgestellt . dal» die Lösung

folgende Zusammensetzung haben soll-):

0-6 o/ü >'aCl

o-o:iVo K<^1

0-02Vo CaCl2

0-02"/o NaHCOg
0-1 Vo Traubenzucker (Locke).

Bei lange dauernden Durchspülungeii muß darauf geachtet werden,

dab das zur Verwendung kommende destillierte Wasser, das meist aus

*) E. Kehrer, Der überlebeude l teriis als Testobjekt. Arch. f. cxp. Pathol. ii. Piiarm.

Bd. 58. S. 306(1908). —Derselbe, Physiologische und pliariiKikologisidie Untcrsnchuiiiren

au den üborleboudeu und lebenden Genitalien. Arch. f. üyuäkoloirie. IM. 81. S. KJOd'.lOH).

-) Historische Darstellung der Fraire siehe bei: L(in(ie.nilor[l', Krijelinissc der

Physiologie von .Uher-Spiro. 1. Jg. II. Teil. S. 302 (1902) und IV. Jg. 8.750(1905).
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Kupferblasen destilliert wird, zuletzt kurz vor dem Gebrauch noch einmal

aus sehr gut i?ereinigten Glasgefäßen destilliert wird und nur mit Glas in

Berührung kommt. Es darf vor dem Gebrauch nicht lange in Glasgefäßen,

die ja Alkali abgeben, stehen, sondern wird zweckmäßig in Kübeln von innen

glasiertem Ton ohne NaHCOa und Traubenzucker aufbewahrt. Diese werden

erst kurz vor dem Gebrauch hinzugefügt. Sauerstoffdurchleitung durch die

Binger-Lockesche Lösung erhöht den Effekt aui.'i erordentlich, ebenso der

Zusatz von Ol^o Traubenzucker. Eine Zeitlang nahm man an, daß die

Durchspülungsflüssigkeit beim Froschherz die gleiche Viskosität wie Blut

haben solle und empfahl Zusatz von 2''/o Gummi arabicum. Es hat sich

aber gezeigt, daß es nicht die Viskosität, sondern der Gehalt an Ca" und

K' ist, der beim Gummizusatz mrkt. Wichtig ist, wenn man nicht reine

Salzlösung, sondern Blut vermischt mit dieser verwendet, daß die Blut-

körperchen sich nicht gelöst haben. Denn beim Lösen der Erythrocyten
treten Kaliumionen aus, und diese sind starke Herzgifte. Durch Zusatz

von Calcium hebt man diesen Effekt bis zu einem gewissen Grade auf.

Beim Warmblüter verwendet mau am besten das defibrinierte Blut

desselben Tieres oder derselben Tierart zum mindesten, vermischt mit

1—o Teilen O'QVoiger NaCl-Lösung. Blut anderer Tierart wirkt auf die

Gefäße oft giftig; sie ziehen sich zusammen und machen eine Durchblu-

tung unmöglich. Doch gibt selbst defibriniertes Blut bei manchen Organen,
wie der Niere, oft schlechte Resultate, vielleicht weil beim Schlagen immer
eine gewisse Zahl von Blutkörperchen zerstört wird und Blutfarbstoff, so-

wie Kalium-Ionen in Lösung gehen. Man macht die im artfremden Serum

vorhandenen gefäßverengenden Substanzen (Vasokonstriktine) durch Er-

wärmen auf 56*' unschädlich. ^) Meist darf man das Blut vom gleichen Tier

oder der gleichen Tierart mit der gleichen Menge Rinc/erscher Lösung
ohne Schaden verdünnen; im Gegenteil geht die Durchspülung dann noch

etwas leichter, weil beim unverdünnten Blut oft Verlegung der feinsten

Kapillaren eintritt.

Hat man bei der Entnahme aus dem Kih'per das Organ sehr sorg-

fältig auspräpariert und alle Nebenwege unterbunden, so wird man bei

nicht zu hohem Druck Verluste an Durchspülungsflüssigkeit leicht vermeiden

können, wenigstens zu xViifang des Versuches. Nach einiger Zeit, und zwar

bei den verschiedenen Tierarten verschieden schnell (besonders schnell

beim Kaninchen, später bei der Katze und beim Hund), werden die Gefäße

auch bei Verwendung von unverdünntem Blut durchlässig, allerdings

schneller beim verdünnten oder bei reiner Salzlösung. Dann bleibt nichts übrig.

') Battelli [Battelli, Recherches sur les vasocoustrictiiies des serums saiiguins.

Jourii. physiol. path. gen. P.625 et 651 [1905]) zeigte, wie infolgedessen Meerschweinchcn-

organe durch Blut oder Serum vom Rind, Hammel, Hund oder Kaninchen nicht durch-

strömt werden können, während Pferdeserum wenig schädlich ist. Andrerseits sah

ich (Dti Bois-Eeiimond, Brodle und Franz Müller, Einfluß der Viskosität auf die Blnt-

strömung. Arch. Anat. u. Phys. Suppl.-Bd. S. 54 [1907]). daß Pferdeserum für Blutgefäße
des Hundes außerordentlich giftig ist.
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als die Flüssigkeit in einer untergestellten Schale aufznsaiimicln. liei der

Lunge tritt dui'cli verdünntes Blut schnell, durch defibriniertes unver-

dünntes aber auch nach 1—2 Stunden ÖcUün ein. Auch für die Kxtremi-

täten sowie die Niere darf nicht zu stark mit Äiw^erlüsung verdünntes

P>lut benutzt werden, da sonst allzu schnell ödem und Versagen des

Stromes erfolgt. Diese Durchlässigkeit tritt schneller auf, wenn die Ar-

teriahsierung nicht ausreichend ist.

Die Untersuchungen von Langendorff' und seinen Schülern sowie

von Locke haben gezeigt, daß folgende Zusammensetzung für die Organe
von Warmblütern, insbesondere das Herz, am geeignetsten ist:

0-8Vn NaCl oder: 0-9«/o NaCl

0-01«/o CaCl, 0-024Vo CaCl.,

0-0075Vo KCl 0-042«/o KCl
0-01 o/o NaHCOa 0-01—O-Oao/o NaHCüa, eventuell

mit O'P/o Traubenzucker.

Manche Autoren empfehlen, der Eingerschen Lösung Blutserum im

Verhältnis 2 : 100 hinzuzufügen.

Prinzip der Durchspülungsapparate.

Man wünscht ein System zu konstruieren, in dem bei Verbrauch von

möglichst wenig Spülflüssigkeit eine der normalen Blutstromgeschwindig-
keit möglichst entsprechende Zirkulation ohne Verlust bei gut regulier-

barem Druck ohne Unterbrechung fortdauernd stattfindet. Um Flüssigkeit

zu sparen, müssen daher die \>rbindungsrühren so kurz wie möglich sein,

und die als Druckgefäß dienende, in einer gewissen Höhe angebrachte
Flasche mit konstantem Niveau (Mariottesche Flasche als Blutreservoir)

respektive die den Druck liefernde mit komprimiertem Sauerstoff gefüllte

Bombe leicht zu handhabende Hähne besitzen. Wenn man länger damn-nde

Durchspülungen ausführt sowie beim Intakterhalten des Herzens und der

Gefäße des Warmblüters, soll die Berührung der Durchspülungsfüissigkeit.

besonders des Blutes, ]nit Kautschuk, Metallteilen oder Korkstopfen ver-

mieden werden und nur ausgekochte (jummistopfen, Glas oder Porzellan zui'

Anwendung kommen. Die Verbindungsstücke schließen Glas an (ilas.

Der bei niederer Temperatur langsamer, ])ei ^'J" sehr merklich

eintretende Sauerstoffverbrauch im Organ (besonders stark in muskulösen

Organen und der Niere) muß durch reichliche Arterialisierung- der aus-

fließenden Lösung ausgeglichen werden. Bei Salzlösungen, in deniMi sich

nur wenig Sauerstoff, zumal bei :»T^ löst, ist das nur in sehr beschränktem

Maße durchführbar. Melleicht beruht gerade darin der Vorzug, den

Blutzusatz zur liingerlösung vor reiner Salzlösung besitzt, daß dei- Blut-

farbstoff so viel mehr Sauerstoff locker zu binden vermag. Der Sauerstoff

muß bei geschlossenem System, in dem die venöse Flüssigkeit zum Anfangs-

punkt zurückfließt und wieder verwendet wird, eine möglichst hohe Schicht

passieren, also von unten einströmen. Dabei schäumt das I'.iut stark auf.
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Der Blutkolben muß infolgedessen ziemlich erhebliche Dimensionen besitzen

und mit einem Sicherheitsgefäß, einer oder zwei Vorlagen zum Auffangen

des Schaumes verbunden sein, wenn man nicht die Arterialisierung außer-

halb des Apparates durch Schütteln vornimmt. Man empfiehlt auch, Kims-

steinstückchen auf die Blutoberfläche zu bringen, um das Schäumen zu

verhindern; das gelingt aber bei starkem

Sauerstoffstrom nur in geringem Maße.

Besondere Vorsicht ist darauf zu ver-

wenden, daß keine Luftblasen in die Arterien

gelangen. Man bringt daher hinter dem Ge-

rinnselfänger direkt vor der Arterie einen

Luftfänger an in Gestalt eines Seitenrohres

mit Erweiterung, das senkrecht nach oben

steht und durch das die angesammelte Luft

leicht nach außen herausgepreßt wird. Sehr

zweckmäßig sind Arterienkanülen, wie Brodle

sie verwendet, von der folgenden Form (Fig. 91):

Bei 1 tritt die Flüssigkeit ein, 2 ist der Seitenauslaß mit Gummi-
schlauch und Quetschhahn zum Luftansammeln und -Ablassen. .-; eine birn-

förmige Erweiterung, 4

'"'WMM die eigentliche Kanüle

mit abgeschrägter, ge-

rundeter. Spitze. Will

man die AVirkung von

Giften studieren, so sind

diese in die arterielle

5 Bahn km-z vor Eintritt

in die Arterie zu inji-

zieren, damit man die

Giftkonzentration und

den Moment des Ein-

tretens in das Organ

genügend scharf beur-

teilen kann, etwa bei 2

in der Kanüle (Fig. 91).

Meist wird es sich

empfehlen, das Organ
in einem Wärmekasten

bei konstanter Tempe-
ratur zu halten. Auf

jeden Fall ist aber Sorge

zu tragen, daß die Durchspülungsflüssigkeit beim Eintritt in das Organ
konstante Temperatur besitzt, die sich auch bei starkem ^Vechsel der

Stromgeschwindigkeit um nicht mehr als einige Zehntelgrade (beim Herzen

nur 0"P) ändert. Man erzielt das dadurch, daß man vor der Arterie ein

Fig. 92.
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Schlang-enrohr in eiiiciu ^Vassorha(l von konstanter IViiijjcratur einschaltet

und die Temperatur duich ein Thermometer direkt vor Kintritt des Blutes

in die Arterie kontrolliert, und zwar so, dal) die Thermonn^terkujrei auch

wirklich vom Strom umspült wird fsielu' Lanifmdorjfs Anscidiirikanülc aus

Metall, Fig. 1)2).

Endlich hat sich herausgestellt, daß Diirchspüliingen sehr viel hesser

bei rhythmischem Kinlauf als bei kontinuierlichem Strom vonstatten

gehen. Daher verwendet man nur noch in bestimmten Füllen die ur-

sprüngliche, einfachste Einrichtung, bei der das Blut aus einer hoch über

dem Organ hängenden il/ano/'^eschen Flasche dauernd zut'liel'it, sondern

schaltet in das System Drucksaugpumpen in verschiedenster Foiin ein (siehe

die Spezialapparate). Man muli bei der Druckregulierung darauf halten, daß

der Druck zu Beginn des Versuches nicht gar zu hoch ist, da sonst leicht

sofort vollkommener Verschluß der arteriellen Bahn eititritt. Es empfiehlt

sich, für das Froschherz den Druck l)is etwa lö cm Wasser, für das

Säugetierherz' bis etwa 30 wi»^ Hg, bei der Lei)er bis 35—40 ww? Hg (Blut-

strom etwa 80cm=* pro Minute), bei der Niere, dem Darm, der Milz

bis 40—60 mm Hg, bei den Extremitäten bis 80— 120 wm Hg allmählich

ansteigen zu lassen und so zu erhalten.

Die einzelnen Apparate.

1. Froschherzapparate.
'

)

n) Nach Willkmis-DreserJ) Besonders für pharmakologische /wecke

ist im Schmiedebergschen Institut von WilliaiHS ein einfacher Apparat zur

Durchspülung des aus dem Körper entfernten Froschherzens mit Blut oder

Piinaerlösung konstruiert worden. Er besteht aus zwei je etwa 20 cm^

fassenden Glasgefäßen, die etwa 20cm über dem Herzen stehen, unten

eng zulaufen und jederseits zu einem ^^entil führen.

Die Ventile (Fig. 93) bestehen aus einem weiteren, sich unten verengen-

den Bohr, in dem ein etwas engeres, sich stark verjüngendes und am

Ende geschlossenes Rohr durch Schliff wasserdicht feststeckt. Dieses innere

Rohr hat einen Schütz, den man mit (Toldschlägerhaut (Schafmesenteriuni,

Fischblase) locker verschließt. Der Darm wird ober- und unterhali) des

Schlitzes durch Ligaturen befestigt, lii «h'U neueren Apparaten sind die

Ventile durch Glaskugeln gebildet. Sie werden so geschaltet, daß sie auf

der einen Seite nur nach dem Herzen hin, auf der anderen nur vom Herzen

weg den Durchgang der Flüssigkeit gestatten. Sie stehen beide unten durch

ein Y-förmiges Metallrohr, an dem die in die Aorta einzuführende, etwas

') Näheres siehe hei Langendorß, Ergebnisse der Physiologie von As/ier-Spiro.

I. 2. Ahtlg. S. 275(1 '.H)2).

^) Williams, Über die Ursachen der Bliitdrucksteigt'rnng bei iler Digitalinwir-

kung. Arch. f. exp. Tath. u. Pharm. Bd. 13. S. 11 (1877).
— l'crhs, Beitrage zur Kenntnis

der Wirkung des Sülanins. Ebenda. Bd. 26. S. 95 (1S90).
-

I>rrser, Über Herzarbeit

und Herzgifte. Ebenda. Bd. 24. S. 228 (1888V
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gebogene Metallkanüle sitzt, in Verbindung. Das gerade Stück des Y-rohi-es

ist doppelläufig. Vor Beginn des Versuches füllt man den ganzen Apparat
luftfrei mit Rinc/erscheY Lösung und hat das Y-rohi', an dem später die

Kanüle befestigt wird, durch einen Gummischlauch mit Klemme verschlossen.

Dann präpariert man am Frosch das Herz heraus, führt, ohne das Herz aus

dem Körper zu entfernen, in den Bogen der Aorta die mit Kochsalzlösung

Fig. 93.

luftfrei gefüllte Kanüle ein, deren zwei seitliche Ansätze zur besseren Hand-

habung und zur Befestigung der Kanülenfäden dienen, damit das Herz Avährend

des Versuches nicht abgleitet, unterbindet die anderen großen Gefäßstämme,
schneidet das Herz los und verbindet mit dem Metallrohr. Die Flüssigkeit
strömt nun von der einen Seite durch das eine ^'entil nach abwärts in

das Herz hinein und wird durch den Schlag der Herzkammer nach der

anderen Richtung hin in die Höhe gedrückt, um den Druck an einem seit-

lich angesetzten Manometer anzuzeigen oder durch eine nicht allzu hoch
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über dem Herzen (10 nn etwa über dem Zuflulircservoirj aiif^^ebrachte Aus-

laufspitze auszutropfen.

h) Der Jakobjsche Apparat^) (Fig. 94):

In die linke Holilvene wird — unter Unterbindung- der anderen zum
Herzen führenden Venen — eine Glaskanüle einficfülirt. Ebenso wird in

die linke Aorta eine feine (üaskanüle einj^ebunden und diese bis in «Icu

Bulbus arteiiosus vorj2;eschoben; die andere Aorta wird unterijundcn. Die

beiden Kanülen sind gefüllt; sie werden unter \ ermeidung von Luftblasen

auf die auf einem Kork fixierten, mit kurzen (iummischlauclien versehenen

Röhrchen, die der Zu- bzw. Ableitung der Nährlösung dienen, aufgesteckt.

a führt mittelst Gummischlauches zu einem der beiden die Nährlösung, bzw.

Fig. 9-t.

die (riftlösung enthaltenden Reservoire li {Mariotte^^chv Flaschen i. In die

Leitung sind drei Hähne eingeschaltet (s. Fig. 94). Das wegführende l{ohr

wird mit einem T-Rohr verbunden. Es führt auf der einen Seite zu einem

kleinen Hg-Manometer, auf dessen frei endendem Zufhilischenkel ein stcin;-

rohr S aufgesetzt ist. Auf der anderen Seite ist das T-Rnhr mit einer

geraden Glasröhre 14^ verbunden, in die ein das Lumen gerade ;iustulleinler

Glasstab eingeschoben ist, so daß nur ein feiner zylindrischer K;ii)illarsitalt

übrig bleibt. Ein am Ende dieser IJöhre um den hervorragenden (ilasstab

geschlungener feuchter Wollfaden gestattet der durch den Spalt austirten-

den Flüssigkeit gleichmäbig abzutropfen. Kohr IT ist horizontal. einiLM^

') Nach N. Heinz, ILmdh. oxpcr. Pathol. JiMia lUO.'). Hd. 1. Teil II. S. 83(). Dort

auch tronaiio Bcschreilmng des Apparates von <>. i'ruiik, der für liiuchomisohe Frajren

wohl niclit in Betracht kommt.
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Millimeter höher als das Niveau der Nährflüssigkeit in i?, angebracht und

der Nullpunkt des Manometers genau auf die gleiche Höhe eingestellt. Bei

dieser Art der Versuchsanordnung fließt die vom Herzen ausgeworfene

Flüssigkeit durch die Kapillare. Wird nun der Widerstand des Kapillar-

spaltes durch Einschieben des Glasstabes allmählich gesteigert, indem die

Länge des Spaltes vergrößert ^\1rd, so erreicht man bald einen Punkt, bei

welchem nur ein Teil der Flüssigkeit ausfließt, während der andere, zum

Manometer strömend, die Steigrohre zu füllen beginnt und damit das Herz

zAvingt, gegen einen sich allmähhch steigernden Druck zu arbeiten. Dieser

kann mit Hilfe des Hg-Manometers Q auf dem Kymographion, neben einer

Zeitmarkierung' Z, registriert werden. Es lassen sich ferner durch ent-

sprechende Verengerung des Hahnes /> auch die einzelnen Pulsschwan-

kuugen zur Darstellung bringen.

Liegt das Flüssigkeitsniveau in E auch nur 10—"i^mm über der

Atrioventrikulargrenze des Herzens, so beginnt das Herz kräftig zu ar-

beiten. Man wählt die Druckhöhe je nach der Weite der in die Vene ein-

gebundenen Kanüle so, daß die Füllung des Vorhofes möglichst genau wie

im Tiere selbst verläuft, so daß jedesmal in der Zeit der Diastole sich der

Vorhof eben füllt, ohne daß eine Dehnung seiner AVand eintritt. Man wähle

die in die Vene einzubindende Kanüle so Aveit wie möglich; je weiter die

Kanüle, desto geringer kann der Druck sein.

Ließ Jacohj (bei einer Zuflußhöhe von 10—20 mm H2O) das isolierte

Herz arbeiten, so trieb der Ventrikel die Flüssigkeit in der Steigröhre auf

50—60 cm, ja bis auf m cm Wasserhöhe, während gleichzeitig aus dem

Widerstandsrohre die Flüssigkeit in gleichmäßigem Tropfenfall abfloß.

Durch Ausziehen des Glasstabes konnte nach einigem Probieren derjenige

Punkt gefunden werden, bei welchem der Widerstand des Kapillarspaltes

offenbar gerade dem des Gefäßsystems im Tiere entsprach, so daß trotz

beständigen Abfließens der vom Herzen ausgeworfenen Flüssigkeit der

Druck sich auf der im Blutdruckversuch am Frosch gefundenen Höhe

hielt. Indem das Herz gegen diesen Druck anarbeitete, warf es mit jeder

Systole zwei bis drei Tropfen, mit 10 Pulsen also l'O—Vbg aus, was bei

einer Hubhöhe von 50 cm Vl^K ) einer Arbeitsleistung von 50—Ibgcm entspricht.

Um die aus dem Widerstandsrohr abfließende Flüssigkeitsmenge

messen bzw. die Werte graphisch registrieren zu können, stellte Jacob]

folgende Einrichtung her:

Die vom Wollfaden bei W abfließende Flüssigkeit wird in ein kleines

Gefäß einfließen gelassen, welches in einen schwanenhalsförmigen Siphon

ausläuft. Sobald es sich bis zur Höhe des Hebers gefüllt hat, wird es durch

diesen plötzlich entleert. Das Gefäß ist am Ende eines Hebels befestigt

und durch ein versteUbares Gegengewicht nahezu äquilibriert. Gleichzeitig

wird dieser Hebel durch einen Gummifaden g getragen, so daß er, wenn

das Gefäß leer ist, etwas über die horizontale Lage gehoben wird, bei

Füllung des Gefäßes aber nach einiger Zeit unter Dehnung des Gummi-
fadens mit der Platinspitze p die mit einer kleinen Platinplatte belegte
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Stütze in hori/ontuler La^e berührt. Diese Stütze einerseits und der liebe!

andrerseits sind in einen Stromkreis eingeschaltet. Füllt sich das Meüjireiart,

so wird in dem Moment des Niedersinkens des Hebels der Kontakt zwischen

der Platinspitze p und dem riatinplättchen der Stütze p;eschlossen. um in

dem Moment, wo die durch den lieber bewirkte Kntleerunfr des (ietalies

eintritt, unter Anfschnellen des Hebels wieder unterbrochen zu werden.

Ein in den lileichen Stromkreis einiicschalteter kk'inei' Markiermairnet M
registriert den Schlui) und die Offnuni;- des Stromes über der IMutdruck-

und Zeitkurve auf dem Kvmographion. so daß hierdurch auch die Men^^e

der in der Zeiteinheit abiieflossenen FUissiiikcit in jedem Aujienblick {^enau

neben dem Blutdruck und der Pulszahl bestimmt werden kann.

2. Apparate für das Säugetierherz.

a) Der Langendorj'f^iiXx^ Apparat.

m

-=£>

Fig. 95.

Das Blut befindet sich bei diesem Apparat in einem System von

zwei Flaschen A und ^' (Fig. 95), die durch eine Zuleitung mit eingeschaltetem
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Kontaktmanometer B mit einer großen Druckflasche in Verbindung stehen.

Die Druckflasche von etwa 17 l steht oben (Fig. 96) mit der Wasserleitung in

Verbindung und hat unten einen Auslaß. Das Manometer B (Fig. 95) be-

sitzt an seinem freien Schenkel einen Metallaufsatz h, der durch i mit

einer Stromquelle, durch den steifen Platindraht m mit der Quecksilber-

fläche in Verbindung steht. Der Draht k führt zu einer Ivlemmschraube

und steht gleichfalls mit dem Platindraht m in Verbindung. Ein Doppel-

weghahn (/ gestattet durch Hahn d oder d' die Verbindung mit einem der

beiden Blutreservoire (A und A'), deren jedes einen BluteinfüUungstrichter

(a und a') mit Halm ( c und c') mit Doppelbohrung trägt. Die eine Hahn-

bohrung ist gerade, die andere knieförmig, so daß ^ oder J^ entweder

mit dem Trichter oder der äußeren Luft verbunden oder gegen beide ab-

Fig. 96.

geschlossen sind. Man kann die eine der beiden Flaschen füllen, während

die andere zur Speisung des Herzens benutzt wird, ohne daß beim

Wechseln eine merkliche Druckschwankung entsteht. Auf die Einfülltrichter

setzt man mit Sieben versehene Trichter (b und b'), die die Gerinnsel

des einzufüllenden Blutes zurückhalten. Die Leitung o führt zu der ,.An-

schlußkanüle". Diese (Fig. 97) besteht aus einem vierschenkeligen Rohr a,

in dessen Mitte ein Thermometer d hineinragt. Oben ist es durch einen

aufgeschraubten Metallstöpsel / verschlossen, der zur Entfernung von Luft-

blasen dient, unten durch einen metallenen Ansatz e, in dem vermittelst

durchbohrten Kautschukstopfens die Aortenkanüle s steckt. Der ^letall-

ansatz e ist mit einem Gewinde versehen, auf das eine Mutter paßt (in

Fig. 97 ist sie aufgeschraubt, in Fig. 92 nur von außen sichtbar). Ist die

Mutter losgeschraubt, so steckt man die Herzkanüle in den Kautschuk-
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Stöpsel hinein. Schraubt mau dann die Mutter auf, so drückt diese den

Stöpsel stärker in die Höhhiuf»- hinein und prelit ihn so fest um das

Ghisrohr, dalJ es dadurch alisolut dicht in der Ansclihillkanüle festsitzt.

In Fig. 97 ist auch das Herz selbst ohne das es beherbergende (iefiU»,

nebst dem an seiner Spitze mittelst des Iliikchens
(j befestigten Fadens

dargestellt. Der Faden läuft um die UoUe li zur Aufnahmekapsel ü).

Die Rolle ist zugleich mit dem ganzen iVufnahmeappai-at auf einem vier-

seitig-prismatischen Stahlstab (n) angebracht, der durch eiiuin Fortsatz o

Fig. 97.

an dem schweren Stativ p verstellbar befestigt ist. Die Rolle kann so rin-

gestellt werden, daß der Faden jedesmal genau senkrecht an der Doppel-

membrankapsel i angreift Auf der Aluminiumscheil)e, die der vorderen

Membran der Kapsel aufgeleimt ist, befinden sich außer einer Vorrichtung

zur Befestigung des Fadens (q) drei dünne, aus Aluminium verfertigte

Streben/^, l, l)\ an ihnen sind drei Gummifäden befestigt, die liickwärts

zu dem die Kapsel tragenden Metallring r ziehen. Durch Verschiebung

dieses hinteren Ansatzes der drei Fäden wird ein variabler elastischer
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Zug ausgeübt, der zu starke Anfangsspannungen der beiden Membranen
verhindert. Die elastischen Fäden wirken also wie eine Feder, die sich der

Hervonvölbung der Kapselraembranen widersetzt. Es ist leicht einzusehen,

daß dadurch die Exkursionsfähigkeit der letzteren beträchtüch gestei-

gert wird.

Die Aufnahmekapsel (deren hintere Membran in der Abbildung 97 nicht

sichtbar ist) ist auf dem Stahlprisma nn grob verstellbar und läßt sich

durch die Vorrichtung Ä-, die der Feinstellung des Mikroskops nachgebildet

ist, auch mikrometrisch einstellen; durch ein die ^likrometervorrichtung

Fig. 98.

durchsetzendes x\bzugsrohr steht sie mit dem zur Schreibkapsel ziehenden

Schlauche m in Verbindung.
Alle Flaschen, Leitungen usw. sitzen in einem Wärmekasten mit

Thermoregulator (Fig. 96), der zwei Abteilungen enthält (vgl. Fig. 98). Die

hintere, mit Wasser gefüllte ist für die Blutflaschen A und Ä^ nebst

Schlauchverbindungen, ein kleiner vorderer Luftraum für die Anschlußkanüle
nebst Herz. Die vordere Kammer wird vorne durch einen dicken Glas-

schieber abgeschlossen und besitzt unten eine Öffnung, durch die der Faden
von g zu der Rolle h führt und außerdem das Blut aus dem Herzen in eine

darunterstehende Schale abtropft.
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Der Apparat von Lant/oidorff' hat sich so hewiihi-t, dali es nicht mehr
nötii»" erscheint, einen ähnlichen von Xctrell-Marfin zu beschreihen. Einen

etwas einfacheren Apparat '). auch für andere ( )ri;ane, zeigt Fig. !)8.i) Die

Temperatur und der Druck sind in ihm für längere Zeit nicht so kon-

stant zu erhalten (± 3°). Will man vergiftetes Blut dem Organ zuführen

und den Zeitpunkt genau kennen, in den es ins Organ gelangt, so kann

man kurz vor der Arterienkanüle einen Zweiweghahn mit (juerbohrung

einschalten, der von außen durch

einen langen Hebel reguUert
wird. Man läßt so den toten

Raum sich schnell durch Ver-

bindung mit der Außenluft mit

dem Giftblut füllen und schaltet

schnell um. Die Hahnumschal-

tung erfordert nur wenige Se-

kunden. -)

b) Der^roc/iescheHerz-

apparat. 3)

Um die Temperatur noch

sicherer innerhalb Ol—0*2**

durch viele Stunden konstaut zu

erhalten und den Zuflulä der

Lockelösung so gleichmäßig als

möglich zu machen, um außerdem

geringe Flüssigkeitsmengen zu

benutzen, so daß Änderungen der

Zusammensetzung oder Giftbei-

mischungen sich sehr schnell be-

merkbar machen, ist der fol-

gende, sehr kompendiöse, nur

aus Jenaer Glas bestehende

Apparat konstruiert worden

(Fig. 99).

Die Kammer Ä sitzt durch

Schliff D fest im oben offenen

Wassermantel C. Oben bei E
steckt in A, durch ein Stück

Schlauch befestigt. Rohr B.

Dieses ist bei E leicht beweglich mit Hilfe des U-förmigen Halters 'F
aus kompaktem Glas (siehe auch Fig. 100). Unten sitzt an ß die Anschluß-

') Gottlieb und Magnus, Digitalis und Herzarbeit. Arch. f. expcr. Path. Bd. nl.

S. 38 (1904).

^) J. Wohlgemuth, Zur Methodik der Herzdurchblutunp. Zentralbl. f l'lnsiol.

Bd. 21. Nr. 25 (1907).

') T. G. Brodle und W. C. CuUis^ An apparatus for the perfusion of thc isol:ited

Mammalian beart. Journ. of Physiol. Vol. 37. p. 337 (1908).

Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. HI. 22

Fig. 99. Fi(f. 100.
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kanüle T für das Herz mit seitlicher Öffnung V zur Entfernung von

Luftblasen. B wird oben mittelst Schliff verschlossen durch eine Glas-

kappe W, in die zwei Röhren, R und S, einmünden. Sie führen zu zwei

Mariotte?>QhQ\i Flaschen. Der lange Teil von B wird fast ganz durch das

Thermometer L erfüllt, so daß die Lösung nur in dünner Schicht an ihm

vorbeigleiten kann und sehr schnell die Temperatur des Wassers- in C
annimmt. Das Wasser in C wird auf konstantem Niveau durch Rohr H
und Auslauf N gehalten. Es passiert von der Wasserleitung aus eine Metall-

heizspirale. Im Auslaufrohr H sitzt ein Thermometer.

Zum Gebrauch bringt man C auf 37^, füllt die inneren Teile mit

Salzlösung, befestigt dann das Herz an der Aortenkanüle und diese

(nach Entfernung der Gerinnsel durch Auswaschen der Herzhöhlen) an B^

dessen untere Öffnung dabei bis über D nach unten vorgeschoben ist.

Dann zieht man B hoch (wie in der Fig. 99) und schließt die Kammer A
durch eine unten durchbohrte Glaskappe X bei D ab. Sie wird durch zwei

über Glashäkcheu gelegte Gummibänder festgehalten. Durch die Öffnung

tropft die ausfhei.iende Lösung ab, eventuell unter Registrierung der Tropfen-

zahl, und geht die Verbindung von dem in der Herzspitze befestigten

Haken zum Schreiber.

Der Apparat gibt außerordentlich feine Temperaturregulierung und

dürfte auch für ^^ersuche am Muskel, Uterus u. ähnl. von Nutzen sein.

3. Apparate zur künstlichen Durchblutung anderer Organe als

des Herzens.

Die von Ludicig ausgedachte Anordnung, wie sie zuerst von Cyon
benutzt wurde, ist im Laufe der Jahre zuerst im Ludnigi^chen, später auch

im Schnncdebergscheji Laboratorium nach den verschiedensten Richtungen
verbessert und modifiziert worden, so daß gute Druckregulierung, Gewähr
für Konstanz der Temperatur sowie die Möglichkeit ,

daß das durchgeflossene
Blut immer wieder zu dem Blutreservoir zurückströmt, erreicht sind. So

genügt oft für biochemische Fragestellungen folgende Anordnung i):

Das Blut fließt abwechselnd aus einem von zwei Scheidetrichtern

durch eine auf 40" gehaltene Wärmeschlange in das Organ. Die Trichter

werden von oben aus durch Verbindung mit der Druckleitung eines Münkc-
schen Wasserstrahlgebläses unter Druck gesetzt. Die Druckleitung passiert
vor Eintritt in die Blutreservoire ein Quecksilber-Maximumventil. Ein Mano-
meter zeigt den Druck an. Das venöse Blut fließt durch einen Trichter in

eine Flasche ab, aus der es durch den Saughahn einer Wasserstrahlpumpe

abgesaugt^^wird.
Die überschüssige Saugluft arteriahsiert das Blut unter

Schäumen, der Schaum wird in einer Vorlegeflasche gesammelt. Allerdings

werden bei dieser Anordnung größere Blutmengen (ca. IV2O gebraucht.

^) Vgl.: Embden und Gläßner, Über den Ort der Ätherschwefelsäurebüdung.

Hofmeisters Beiträge. I. S. 313 (1Ü02).
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r. Frey und Gruher'^) haben zur hossoron Arterialisioruui«- als in dor iilteron

Anordnuut;' eine sogenannte künstliche Lnnj^e. d.h. einen (;ias/.\ linder, in

dem das lUut in dünner Schicht an einem lnnenzylin(k'r lifrahläuft und
mit Sauerstoff gesättigt Avird, hinzugefügt.

a) Apparat von Jacohj.

In Anlehnung an diese Einrichtung konstruierte dann Jacohj seinen

L)urchl)lutungsapparat, der wohl für viele Zwecke das X'oilkomnienste dar-

stellt, was wir zurzeit besitzen^ wenn man auch nicht leugnen kann, daß
die verwendete Blutmenge immer noch ziemlich erhebhch ist c^Oi) cm%
daß man bei Hunden das lUut also verdünnen muß und dadurch die

Möglichkeit der Ausdehnung der \'ersuche über mehr als etwa 4 Stunden

aufgibt (Ödembildung!), selbst wenn man die Tiere nach dem Verbluten

eventuell mit hirudinhaltiger Kochsalzlösung ausspült, daß ferner die ganze

Anordnung große Kosten, sehr erhebliche Einübung sowie gute Assistenz

verlangt. Jacohj hat seine ursprüngUche Anordnung verbessert und in dieser

Form soll der Apparat jetzt nach dem Original ziemlich wortgetreu be-

schrieben 2) werden (Fig. 101):
Der Apparat besteht aus zwei Hälften, von denen die eine den lUut-

strom in dem zu durchströmenden Organ unterhält, die andere den kleinen

Ki-eislauf nachahmt, in den das r)lut durch eine künsthch geatmete natür-

liche Lunge geleitet wird.

Jede Hälfte des Apparates kann, wie man aus der Zeichnung

Fig. 101 sieht, einen in sich abgeschlossenen Kreislauf darstellen, lieitlen

Kreisen gemeinsam ist der doppelläufige Doppelhahn //, wie ihn Fig. 101 a

und h im horizontalen Querschnitt zeigt. Der Hahn ist aus Messing her-

gestellt. Er besteht aus einem würfelförmigen Mantel, der je zwei zu-

führende und zwei abführende Röhren trägt, welche in einer horizontalen,

durch die Achse des Hahnes gehenden Ebene liegen. In diesem Mantel

bewegt sich der Kern des Hahnes, der zwei Dohrungspaare besitzt. Das

eine Bohrungspaar durchsetzt den Kern derart, daß die beiden Bohrungen
miteinander parallellaufend bei Einstellung ihrer Öffnungen auf diejenigen

des Mantels die geradlinig gegenüberliegenden liöhren des Mantels mit-

einander verbinden und dementsprechend das durch das rechte Zuleitungs-

rohr tretende Blut zur rechtseitigen, das durch das linke Zuleitungsrohr

eintretende zur linkseitigen Abflußröhre führen, so daß beide Ströme also

parallel gerichtet den Hahn passieren, wie die Fig. 101« veranschaulicht.

Bei dieser Stellung des Hahnes bildet das Kohrsystem jeder Hälfte

des Apparates einen in sich abgeschlossenen Kreis. In einer mit der

Ebene der eben beschriebenen Bohrungen des Hahukauals einen rechten

') V. Frey und Gruber, Untersuchungen über den Stoffwechsel isolierter Organe.

Du Bois' Archiv, S. 519 (1885) und c. /•>(//. Versuche über den Stoffwechsel des

Muskels. S. 533 (1885).

^) C. Jacohj, Ein Beitrag zur Technik der künstlichen Durchblutung üborlebeu-

der Organe. Arch. f. exper. Path. Bd. 36. S. 33Ü (1895).

22*
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b =
gekreuzte

-
Stellung.

Winkel bildenden Ebene befinden sich zwei weitere Bohrungen, welche in

einem leichten Bogen aneinander vorbeigehend sich derart überkreuzen,
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dali bei Einstellung- ihrer vier ÖffniniLicn auf die des Mantels dureh Dre-

hung- des Hahnes um 90" das Ulut dvs rcehtcn Zuflulii-ohrcs nach dem
Unken Abtlutirohr, das des linken Zuflußrohres aber zum i-cchtcn Abilull-

rohre geleitet wird, sieh also bei dieser Stellung die Ströme im Ilahnkerne

kreuzen, wie die Fig. 101 b veranschaulicht.

Bei der letzteren Stellung des Hahnes werden die beiden Hälften

des Apparates demnach in der auf Fig. 101 angedeuteten Weise miteinander

so verbunden, daß das lUut in einem großen Ki'eise sowohl die Lunge als

das Organ passiert.

Entsprechend den beiden Her/en im Organismus des Warmblüter.s,

welche den großen und kleinen Kreislauf mit Ulut versorgen, haben

wir auch in dem Apparate (vgl. Fig. 101) zwei mit den stromrichtenden

Ventilen h^, K, b-i, b^ versehene] Herzpumpen a^ und o.,, welche abwechselnd

von der Wippe A zusammengepreßt werden; die Wippe wiid mittelst einer

mit einem Motor verlumdenen Exzenterscheibe Z auf- und niederbewegt.
Es entspricht a-^ dem linken, a, dem rechten Herzen (venös schwarz,

arteriell hell). Die Herzpumpeu saugen das Ulut durch die Ventile /a, und

63 an, um dasselbe durch die Wntile b^ und h^ den in einem Gefäß mit

W^asser von etwa 40° befindlichen Wärmespiralen B^ und B^ zuzutreiben.

Am Ende dieser Spiralen l)efinden sich die IJlasenfänger d^ und (/,, welche

in dem Blut befindliche Luftblasen zurückhalten und zu entfernen erlauben.

Der von der Luft völhg befreite Blutstrom, dessen Druck und Temperatur
an den Manometern )h^ und m^ und den Thermometei-n U und

t^, abge-

lesen werden kann, tritt nun linker Hand in das zu durchströmende ( )rgan.

rechter Hand in die Lunge, beide Teile befinden sich in den Uezipienten

E^ und Eo, in einer auf Körpertemperatur erhaltenen, mit Wasserdampf

gesättigten Atmosphäre auf entsprechenden tellerförmigen Unterlagen, in

welchen sich das Blut bei eventuell eintretender Blutung der ( )rgane

sammelt, so daß es wieder in die Zirkulation zurückgebracht werden

kann. Aus den Venen der Organe tritt das Blut beiderseits in die Meß-

gefäße Dl und Do, Zylinder mit unterem weiten Hahn und Kugelansatz,

bei dem Ober- und Unterteil noch eine seitliche N'eibindung haben, so

daß auch nach Verschluß des Hahnes keine Druckänderiing bei Füllung

des Zylinders eintritt.

Diese INIeßgefäße können durch die alsbald eingehender zu schildernde

,.Zirkulationswag-e'' ersetzt werden, welche die sie durchströmende Bliit-

menge unter völhgem Abschluß der Luft fortlaufend genau zu registrieren

erlaubt. Aus den Meßapparaten wird das Blut durch die den Nulldruck

in den Venen konstant erhaltenden Ventile /, und /., ') wieder von den

Herzen o,
'

und «., abgesaugt. In jedem Sti-omkreis ist je eine Neben-

schließung eingeschaltet, welche von den Luftfängern (/, und d.^ abzweigend

und vor den Ventilen l^ und /g mündend, durch (")ffnen oder Schließen

') Vgl.: C. Jacob}, Über das Funktionsvennögen der künstlich durchbluteten

Niere. Arch. f. exp. Path. 11. Pharm. Bd. 29. S. 27 (1891).
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der Klemme 3 und 4 erlaubt, den Überschuß des durch die Ventile b^

und b^ den Organen zugetriebenen Blutes unter Umgehung der Organe
zu dem entsprechenden Herzen durch die Ventile b.. und ^3 wieder zurückzu-

führen und so eine Stauung des Blutes vor und in den Organen zu

verhüten. In diese Nebenschließungen, und zwar unmittelbar hinter den

Luftfängern, sind zwei elastische Gummiballons C, und C, mit nicht allzu

dicker Wand eingeschaltet. Dieselben haben in zusammengefallenem Zu-

stande einen Durchmesser von 4—5 cm und sind mit einem Fadennetz

überspannt, welches sie bei übermäßiger Steigerung des Blutdruckes vor

einer Zerreißung schützt. O Diese Ballons dienen in dem sonst zum

größten Teile aus Glasröhren bestehenden starren Rohrsysteme als elastische

Teile, entsprechend der elastischen Wand des natürlichen Arteriensystems,

gleichzeitig dienen sie aber auch als Pieservoire, welche ein zu plötzliches

Ansteigen und Abfallen des Druckes in den Arterien der Organe verhüten.

Die zwischen den eigenthchen Luftfängern und diesen Ballons angelegten

Klemmen 1 und 2 ermöghchen die elastische Wirkung des Ballons zu

regulieren und durch Öffnen und Schließen nach Beheben einen härtereu

oder weicheren I*uls mit gröloerer oder kleinerer Druckschwankung herzu-

stellen. Da man auch die bei der einzelnen Kompression von den Herz-

ballons ausgeworfenen Blutmengen durch das Verschieben der Ballons

«1 und «2 unter der Herzwippe und ebenso den Blutdruck durch die

Menge des in das System aus dem Reservoir F angesaugten Blutes zu

variieren vermag, so ist man in der Lage, jede behebige Art des Pulses

bei beüebigem Blutdi'uck künstlich zu erzeuaen.^G*

Füllung des Apparates.

Bei der Füllung des Apparates verfährt man in folgender Weise:

Die in den Rezipienten E^ und £"., endenden, das Blut den Organen

später zuführenden und abführenden beiden Schlauchenden werden je

durch ein Glasröhrchen, welches zunächst die Stelle des Organs einnimmt,

miteinander verbunden, darauf werden bei Parallelstellung des Hahnes H
(Fig. 101) die Klemmen 10 und 3— 8, die Hähne an den Meßgefäßen und

Klemmen 11 und 12 geschlossen, die Klemmen 13, 14^ 1, 2, 9, 10, 15 und 17

dagegen geöffnet; unter die Ausflußöffnung bei JJ wird ein Glas für

das dort austretende Blut gestellt. Die nun in Bewegung gesetzte

Wippe A läßt die Ballons a, und a., aus dem Reservoir F das Blut

ansaugen und füllt die beiden Rohrsysteme und die Maßzylinder mit Blut.

Dabei gibt man durch zeitweiliges Öffnen der Klemmen 5 und 6 der

Luft Gelegenheit, aus den Luftfängern und Ballons C^ und C, zu entweichen.

Tritt das Blut bei 15 und 17 wieder aus, so schließt man diese Klemmen
und öffnet gleichzeitig die Klemmen 11 und 12, worauf das Blut zu

zirkuheren beginnt. Jetzt werden die Klemmen 9 und 10 so weit ge-

') Man bringt diese Ballons zweckmäßig so an, daß sie senkrecht hängen, damit

die sich in ihnen ansammelnde Luft durch die Klemme 5 und 6 leicht ontwcicheii und
aus der Zirkulation entfernt werden kann.
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schlössen, daü nur noch ein schwacher Strom liindiirchtritt. woltei der
Druck an den Manometern »i^ und m.^ entsprediend der ;ius dem lleservoir F
anaesauiiten IMutmenj^e steifet. Das in dem oberen Teil der Mali<,^etaße

befindliche Blut lä()t man mm durcli Öffnen der an den Mar»f,'ef;U)en

befindUchen Hähne in die kleinen unteren lleservoire einti-eteii, so (hd)

diese bei späteren Messungen, sofern nicht die Zirkiilatioiiswage ein-

geschaltet werden soll, sich nie ganz entleeren können.

Ist der Druck an den Manometern m^ und m^ auf etwa 60—HO nun

gestiegen, so schließt man 13 und 14 und läßt durch kiu'zes Öffnen der
Klemmen 7 und 8 das Blut in die Manometer eintreten. P>ei entsprechender

Lagerung der Ballons «i und «., und ihrer Ventile gelingt es leicht, alle

noch im Apparat befindliche Luft den Luftfängern f/j und d., zuzuti-eiben,
von wo aus man sie durch die Ballons (', und Cg aus den Klemmen
5 und 6' entweichen läßt. Ist das ganze Ilohrsystem bis auf den in den

Maßgefäßen nötigen Luftraum in der beschriebenen Weise sorgfältig von
Luft befreit, wobei der Druck wieder herabsinkt, so öffnet man zunächst

die Klemme 13 wieder und läßt aus dein Reservoir F noch so viel Blut

ansaugen, bis der Druck am Manometer n/^ 100~1'20 mm beträgt, dann
schließt man dieselbe und läßt durch Öffnen von Klemme 14 den Druck
in der rechten Hälfte des Apparates so weit steigen, daß das >Lanomcter m^
20—30 mm zeigt. Der Apparat, in dessen beiden Teilen das Blut einst-

weilen noch getrennt und unter den angegebenen Druckverhältnissen zir-

kuliert, ist nun zur Aufnahme der Organe bereit.

Beim Einsetzen der Organe beginnt man mit der Lunge, in deren

Arterie, Yene und Trachea vorher je eine Kanüle gut eingebunden ist.

Sie wird in den rechten Kreislauf, dessen Druck, wie erwähnt, nicht über

.HO mm betragen darf, eingeschaltet. Zu diesem Zweck schließt man zunächst

die Klemme 10 und öffnet Klemme 4 so weit, dali das Blut durch die

Nebenschheßung ungestört wieder zirkulieren kann. Das an Stelle iWs

(Jrgans interimistisch eingeschaltete liöhrchen wird sodann entfernt, imd

an die mit Blut gefüllte Arterienkanüle der Lunge der das Blut zuführende

Schlauch unter \'ermeidung von Lufteintritt angesetzt, die Klemme 10

langsam geöffnet, Klemme 4 dahingegen wieder ganz. Klemme 'J aber so

weit geschlossen, daß das Manometer in, einen Druck von '20 mm mit

einer Pulsschwankung von 10 mm Hg zeigt.

Es tritt nun das Blut in die Lunge ein und füllt deren defäße.

Sobald das Blut aus der Venenkauüle zu treten beginnt, wird diese mit

dem zum Maßgefäß führenden Schlauche verbunden, so daß das aus der

Vene abfließende Blut vom Herzen a, ^vied(>r angesaugt werden kaiui.

Da beim Füllen der Gefäße der Lunge der Blutdruck meist stark absinkt,

so muß mm durch Offnen von Klemme 14 für Zufuhr neuen Blutes gesorgt

werden, doch ist stets darauf zu achten, daß der Blutdruck nicht über

'M) mm steigt, da es sonst leicht zu Ilämorrhagien in der Lunge kommt.

Jetzt wird die Trachealkanüle mit der für die künstliche Atmung bestimmten

Vorrichtung durch das Bohr R in Verbindung gesetzt. Man kann sich
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zur Herstellung der künstlichen Atmung der Lunge eines 3IünckesGhen

Trommelgebläses bedienen, in dessen Luftstrom ein Miescherscher Atem-

schieber eingeschaltet wird, welcher durch Unterbrechung der Zufuhr von

komprimierter Luft die Lunge in beliebigen Zeitintervallen abwechselnd

aufbläst und ihr dann unter Entweichen der Luft durch die Klemme 15

wieder zusammenzufallen gestattet. Die Stärke der Lufteintreibung wird in

diesem Falle durch die an dem T-Eohr befindliche Klemme 15, wie bei

der gewöhnlichen künstlichen Atmung reguüert, und es ist zweckmäßig,
bei dieser Art der Atmung die Lunge zwar ergiebig, aber doch nicht

ad maximum aufzublasen und die exspiratorischen Pausen so einzurichten,

daß die Lunge Zeit hat, wieder so weit zusammenzufallen, daß einerseits

ein ergiebiger Luftwechsel, andrerseits aber keine Überdehnung derselben

stattfindet. Während der Atmung nimmt bei ihrer Entfaltung die Lunge meist

weiteres Blut auf, so daß eine neue Zufuhr aus dem Reservoir nötig wird.

An Stelle dieser die Lungen leicht etwas schädigenden Lufteinblasung
kann man eine der natüi'lichen Atmung ähnliche Yentilierung der Lunge

treten lassen, bei welcher die Luft wie im Brust-

raume des lebenden Tieres unter negativem
Druck einströmt, wenn man folgendermaßen ver-

fährt: Man bringt die Lunge in eine Schale,

wie sie Fig. 104 Eo zeigt, deren aufgeschliffener

Deckel einen luftdichten Verschluß erlaubt, und

bei welcher die das Blut führenden Leitungs-

röhren ebenso vrie das die Trachealkanüle mit

der äußeren Luft verbindende und endhch das

in das Wasser der Schale eintauchende weite

Rohr F luftdicht eingesetzt sind.

Man verbindet dann dieses letztgenannte

Rohr P mit einer ventillosen Pumpe (Fig. 102),

welche bei der Auf- und Niederbewegung ihres

Stempels abwechselnd Wasser aus der Schale an-

saugt und wieder in dieselbe zurücktreibt. Reim

Ansaugen des Wassers wird ein negativer Druck

in der Schale entstehen, welcher zur Folge hat, daß durch das mit der

Trachea verbundene Rohr von außen Luft in die Lunge einströmt und die-

selbe entfaltet. Wird dann nach dieser Inspiration das Wasser wieder in die

Schale zurückgetrieben, so wird durch die nun in derselben eintretende

Verminderung des negativen Druckes die Luft aus der Lunge verdrängt
und unter Kollabieren der Lunge wird es zu einer Exspiration derselben

kommen.

Die Pumpe kann man von dem gleichen Motor treiben lassen, welcher

die Herzwippe bew^egt. Ist ihr Stempel mit der seine Auf- und Nieder-

bewegung bewirkenden Exzenterscheibe so verbunden, daß seine Exkursion
variiert werden kann, so ist man auch in der Lage, die Größe der Atem-

züge nach Belieben zu variieren. Zweckmäßig wird es sein, zunächst die

Fig. 102.
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Lunge sich etwas entfalten zu lassen, indem man hei geschlossener Schale

eine entsprechende Menge Weisser ahflielicn lätit und dann erst die die

Atemschwankungen erzeugende Pumpe ansetzt. Man kann selhstverständlich

eine solche Pumpe auch zur Atmung mittelst einfacher Kini)lasung hemitzen,

wenn man sie mit den entsprechenden \>ntil('n versieht.

Ist die Lungenzirkulation iristand gesetzt, so wird in das linke

System in gleichei' Weise das betreffende Organ eingeschaltet. Sohald

auch hier die Zirkulation hergestellt und der IJlutdruck auf 100 120 wm
gebracht ist, wird der Hahn H um 90'^ gedreht, was durch eine am

Hahngriff angebrachte Sperrvorrichtung ohne Schwierigkeit zu erzielen

ist. Hierdurch werden die beiden Systeme in der oben beschriebenen

Weise derart verbunden, daß das aus der \'ene des Organs austretende

dunkel venöse Blut von diM- Herzpumpe o., der Lunge, das aus der Lungen-
vene fließende, schön hellrote arterialisierte Blut von der Herzpumpe ^/,

angesaugt dem Organe wieder zugeführt wird, wie dies auf Fig. 101 durch

die Schraffierung angedeutet ist. Es bleibt nun nur noch die Regulierung
der Pulse und des Blutdrucks übrig durch Öffnen oder Schließen der

Klemmen 1, 2, 3, 4. W'enn nicht Blutverluste eintreten, zirkuliert die ein-

gebrachte Blutmenge stundenlang durch beide Organe, indem die dunkel

auf der Zeichnung gehaltenen Teile mit venösen
,

die heller schi-affierten

mit schön arteriellisiertem Blute gefüllt sind. Es kann ein geringes Ab-

sinken des Blutdruckes auch eintreten, wenn es sich um Durchblutung
einer Niere handelt, sofern aus den stets mit Kanülen zu versehenden

Ureteren größere Flüssigkeitsmengen austreten, auch durch die .\tmung
scheint das Blut etwas Wasser zu verlieren, wodurch elienfalls ein Sinken

des Blutdruckes eintreten kann. Alle diese Verluste können ohne Störung
dadurch ergänzt werden, daß man durch Offnen der Klemme i."> aus dem

Reservoir F entsprechende Blutmengen in den Lungenkrt'islauf ansangen

läßt. In dieses Eeservoii^ kann auch das durch Blutung aus den Organen
verloren gegangene und auf Unterlagen aufgefangene Blut wieder zin-ück-

gebracht werden. Sollen Lösungen dem Blute zugesetzt werden, so injiziert

man dieselben am besten mit einer Injektionsspritze von Klemme l.'> aus

in das zirkidierende Blut.

Soll der Apparat nach beendetem Versuche und behufs rntersuchung
des Blutes entleert werden, so werden, nachdem der Hahn H wieder in

die Parallelstelhing (Fig. 101 rO gebracht ist. zunächst nach Schließen der

Klemmen und JO au Stelle der Organe wieder die Schaltröhi-chen ein-

gesetzt. Man öffnet dann die Klemmen .9, 10, 15, 17, IH und /-/ sowie die

Hähne an den Maßgefäßen D^ und 7A, und schließt Klemme // und 12.

Unter den Abfluß U wird das für die Aufnahme des abfließenden Blutes

bestimmte Gefäß gesetzt. Es saugen nun die Herzpumpen zunächst den

eventuell im lleservoir i'' enthaltenen Best des Blutes') und dann Luft an

^) Soll derselbe besonders abgelassou werden, so geschieht dies vorher, indem hei

Verschluß der Klemmen IH, U, ir>, 17 Klemme IG geöffnet wird, worauf sidi bei 1'

der Inhalt von F entleert.
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und treiben alles Blut durch die Meßgefäße und die geöffneten Klemmen
15 und 17 aus. Durch Einbringen von Kochsalzlösung in das Reservoir

und zeitweiliges Öffnen von 3 und 4 sowie 11 und 12 lassen sich die

zurückgebliebenen Blutreste völlig ausspülen, so daß man auch für quan-
titative Bestimmungen die gesamte Blutmenge bequem ohne Verluste aus

dem Apparate wieder gewinnen kann,

Ist das Blut durch Kochsalzlösung ausgespült, so kann man den

Apparat noch einige Zeit mit gewöhnlichem Wasser nachspülen. Er ist

dann für eine neue Durchblutung gereinigt, nur muß man vor derselben

nun noch einmal mit Kochsalzlösung die Reste zurückgebliebenen gewöhn-
lichen Wassers ausspülen. Eine gründliche Reinigung, bei welcher die Teile

auseinander genommen werden müssen, ist, wenn die Ausspülungen in der

beschriebenen Weise gründlich und stets zuerst mit Kochsalzlösung vorge-
nommen werden, erst nach mehreren (5—6) Durchblutungen erforderlich.

Die Zirkulationswage.

Es wird jede Berührung des Blutes mit Luft, zumal bei der Messung
des die Organe passierenden Luftstroms, vermieden und an Stelle der

bisher angewandten Meßgefäße I)^

und D., eine Vorrichtung gesetzt,

die den Blutstrom unter völhgem
Abschluß der Luft kontinuierlich zu

messen und zu registrieren ge-

stattet.

Der Apparat, wie ihn Fig. 103

von oben gesehen veranschaulicht,

besteht aus 2 Hauptteilen, welche in

Fig. 104 und 106 getrennt schema-

tisch in Seitenansicht wiedergege-

ben sind. Den einen Teil bildet ein

Stromwender mit einer Doppel-
klemme (Fig. i04), welche vier

nebeneinander laufende Gummi-
schläuche paarweise abwechselnd

1=
durch Kompression zu verschheßen

und zu öffnen erlaubt. Diese

Schläuche sind in der auf Fig. 105

veranschaulichten Weise so mitein-

Fig. 103. ander verbunden, daß bei Verschluß

des Paares 1 Zuleitungsrohr /• und i\

und das Ausflußrohr / mit
/j verbunden ist. während bei Verschluß von

Paar II r mit ly und / mit r^, also beide über Kreuz verbunden sind.

Der Verschluß und die Öffnung der beiden Schlauchpaare geschieht
duixh die zwei auf Fig. 104 sichtbaren, in ihren freien Enden mit abgerundeten
Wülsten versehenen Scharniere S, deren unterer Teil durch eine Schraube T

I
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i)i l)('liel)ig-er Stellung' fixiorbar, tleivii Oberteil je mit einer Uuili' /• verseilen

ist, über welche die beiden, an einer gemeinsamen Aehse bcfestij^ten ovalen

Seheiben laufen, so daß sie die beweglichen Schenkel der Scharniere

abwechselnd niederdrücken und wieder durch die Elastizität dci- zwischen

ihren Wülsten durchgezogenen Gummischläuche auffcdern lassen. Die beiden

ovalen Scheiben sind an der gemeinschaftlichen Achse so befestigt, dal) die

langen Achsen der Ovale senkrecht zueinander stehen und also jedesmal,

wenn das eine Oval mit der zugehöi-igen Scharnierklemnie das eine Sclilauch-

paar durch Kompression verschlieüt, das andere Oval dem zu ihm gehörigen
Scharnier erlaubt, sich zu heben, so dal) das betreffende Schlauchpaar da-

durch für den Strom durchgängig wird.

x\n der gleichen Achse wie die ovale ist eine mit vier Zahneinschnitten

versehene runde Scheibe A (Fig. 104) so befestigt, daß die vier Einschnitte

Fig. 104.

den vier Enden der beiden langen Achsen der Ovale, d. h. den Stellungen

entsprechen, bei welchen je ein Sdüauchpaar ad maximum geöffnet, das

andere geschlossen ist. l'ber dieser letzten Scheibe schleift ein Sperrhaken //,

welcher an dem Anker eines Elektromagneten M befestigt ist. so daß, so-

bald der Magnet den Anker anzieht, der Sperrhaken aus dem Einschnitt

der Scheibe gehoben wird und sich die Achse durch den Zug eines Ge-

wichts P, das auf die an ihr befestigten Rolle K einwirkt, zu drehen be-

ginnt und erst zum Stehen kommt, weiui der Sperrhaken // wiedei- in

einen Einschnitt des Arretierungsrades A einfällt.

Da bei jeder l)rehung der Achse um *)()" die Wrbindung der beiden

Röhrenpaare r l und i\ 1^ derart geändert wird . daß einmal die gleich-

seitigen Röhren r und i\, l und Z, parallel, dann wieder die ungleichseitigen
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r und /i und / und r^ überkreuz verbunden werden, so bietet diese ^'or-

richtung Gelegenheit, bei Zuleitung eines konstanten Flüssigkeitsstronies

von zwei getrennten Eeservoiren abwechselnd gleichzeitig das eine zu

füllen, das andere zu entleeren. Wenn jedesmal in dem Moment, in dem

das eine Reservoir sich gefüllt und das andere sich gleichzeitig entleert

hat, die Stromrichtung sich durch Vi l>rehung der Achse umkehrt, so wird

der Zufluß mit dem leeren, der Abfluß aber mit dem vollen Reservoir

verbunden.

Dies zu erreichen, dient der zweite, auf Fig. 106 wiedergegebene Teil

des Apparats, welcher aus einer U-förmigen (ilasröhre U besteht, die mit

ihren beiden parallelen Schenkeln auf den vier-

eckigen Schalen einer kleinen Brückenwage W
ruht. Die Ränder der Schalen sind rechtwinkhg
in die Höhe gel:)ogen und stellen oben in scharfe

Kante auslaufend je zwei Scbneidepaare dar

auf denen sich die Röhren bei der Auf- und

Niederbewegung der dabei ihre horizontale Stel-

lung beibehaltenden Wagschalen ohne Reil)ung

abzurollen vermögen.
Die U-Röhre von etwa o—4 cm Durch-

messer ist an ihren beiden Enden durch je

einen (nimmikorken geschlossen, welcher in der

Mitte eine Röhre durchti-eten läßt, die im Innern

des Rohres einen mit mehreren Seitenöffnungen

versehenen Schlauch von etwa 10 cm Länge trägt,

i'ber diese beiden Schläuche ist beiderseits ein

am (jummikork fest anliegender länglicher Beutel

aus ganz dünnem, weichem Gummi gezogen,

welcher nach dem Einsetzen der Korke in das

Rohr die durch den durchlochten Schlauch ein-

tretende I'lüssigkeit innerhalb des U-Rohres

absperrt, sich aber entsprechend dem Zu- oder Abfluß von Flüssigkeit ohne

irgend einen nennenswerten Widerstand zu bieten, entfalten und zusammen-

läl')t sich

gelegenen

v= i.

Fig. 105.

liegende Raumlegen kann. Der z^^^schen den beiden Ballons

nun von einem an der Mitte der Krümmung des U-Rohres

und mit einem kleinen Hahn versehenen Ansatzröhi'chen aus mit einer

kalt gesättigten Chlorcalciumlösung füllen. Wird diese Füllung des Rohres

mit Chlorcalcium vorgenommen, während der eine Ballon mit Flüssig-

keit (Blut, Kochsalzlösung) gefüllt, der andere dagegen leer ist, so muß
nun zunächst beim Auflegen des U-Rohres auf die Wage die mit dem
das Chlorcalcium enthaltenden Schenkel belastete Wagschale infolge des

höheren spezifischen Gewichtes dieser Lösung niedersinken beim Ein-

treiben von Flüssigkeit in den bisher leeren Ballon und bei dessen Ent-

faltung wird die Chlorcalciumlösung in den anderen Schenkel der U-Röhre

getrieben werden und hierdurch einerseits die Entleerung des bis dahin
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gefüllten Ballons herheit'ülircn, undrerseits aber nun .iikIi infolge ihres
höheren spezifischen Gewichtes die andere Wagscluilc zum Sinken bringen.

Die beiden ans jenen Gumniiballons durch die beiden Korke a^is-

tretenden llöhren n und /, (Fig. 106), welche zunächst in horizontaler
Ebene nach innen rechtwinkelig gebogen sind, diuiii aber nach beider-

seitiger abermaliger rechtwinkliger Biegung hart nel)eneinander parallel
und horizontal verlaufen, sind mit den i)ei(len in gleicher liorizcuitaler

Ebene sich befindenden Uöhren r, und
/, des den Strom wendenden Kom-

pressoriums (Fig. 105) durch zwei etwa 20 cm lange (iummischlauche be-

weglich verbunden.

Plieltt z.B. bei Kompression des Schlauchpaares / (Fig. 105) durch
die Röhren r, r^, r^ das Blut zum rechten Gummiballon (h^s U-Kohres, so

wird es hierbei die Chlor-

calciumlösimg in den linken

Schenkel des U-Rohres hin-

übertreiben, und es muß ent-

sprechend dem Zufluß auf

dieser Seite gleichzeitig zu

einem Abfluß der Flüssigkeit
aus dem buken Gummibeutel
durch die Röhren L, l^, l

kommen. Bei dieser Entlee-

rung des Ballons auf der

linken Seite und bei dem da-

mit verbundenen Übertritt

der Chlorcalciumlösung in

diesen Schenkel des U-Rohres

nimmt aber entsprechend der

Differenz der spezifischen Ge-

wichte des Blutes und jener ge- Fig. loe.

sättigten Chlorcalciumlösung
das Gewicht auf dieser Seite zu, auf jener sich mit Blut füllenden

ab, es wird also entsprechend der Entleerung des linken P>allons die

Schale dieser Seite niedersinken und die Zunge der Wage einen Aus-

schlag nach links bekommen. Es befindet sich in der Ebene, in welcher

sich das obere Ende der aus einem feinen federnden Stahlstreifen her-

gestellten Wagezunge sonst frei hin- und herbewegt, eine nach unten keil-

förmig zulaufende, etwa 1— 1-5 mm dicke Ilartgummiplatte. wie sie

Fig. 100 a schräg von vorn, Fig. 106/^ von oben zeigt. An ihrer seitlichen,

in der aus Fig. 106a ersichtlichen abgerundeten Kaute sind in der Hun-

dung beiderseits Platinstreifen, einen Teil der glatten Kundung bildend,

eingelassen. Diese etwa 0'5 mm breiten Streifen stehen in leitend(>r

Verbindung mit dem in der Mitte der Platte befindlichen Messing-

stifte, der seinerseits bestimmt ist, die Platte mittelst einer Schraube in

entsprechender Stellung an der kleinen Messingsäule r(Fig. 106) zu fixieren.
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Diese Platte wird zur eigentlichen Schwingungsebene der Wagenzunge
etwas schräg gestellt, so daß die Zunge, wenn sie einen Ausschlag nach

jener Seite macht, auf welcher die Platte ihre Schwingungsebene schneidet,

gezwungen wird, an der Plartgummiplatte federnd entlang zu gleiten, wo-

bei sie aus ihrer eigentlichen Bahn gedrängt wird. Sobald sie aber mit

ihrer Spitze das Ende der Platte erreicht hat, gleitet sie über die abge-

rundete Ebene in ihre ursprüngUche Schwingungsebene, also auf die

andere Seite der Platte ab und streift dabei über den dort angebrachten
Platinstreifen. Verbindet man die Wage mit der an ihr leitend befestigten

Zunge mit dem einen Pole einer elektrischen Batterie und führt von

dem anderen Pole dieser Batterie die Leitung durch den Elektromagneten
des Stromwenders zu dem isolierten, die Piichtungsplatte tragenden Metall-

säulchen V, so wird, sobald die Zunge über den Kontakt der Abrundung
der Hartgummiplatte abgleitet, für einen Moment der Stromkreis ge-

schlossen sein und es genügt dies, um von dem Elektromagneten durch

das Anziehen seines Ankers den Sperrhaken H auslösen zu lassen, so

daß die die ovalen Scheiben tragende Achse durch das Gewicht in

Bewegung versetzt wird. Diese Bewegung wird aber schon nach einer

A'ierteldrehung wieder arretiert, da mit dem Abgleiten der Zunge von

der Hartgummiplatte der Strom auch sogleich wieder geöffnet wird, so

daß der Magnet den Anker frei gibt und der Sperrhaken durch eine

Feder in den nächsten Einschnitt des Sperrades einfällt. Da durch die

ausgeführte Drehung der Achse um 90« die Richtung des Blutstromes

umgekehrt worden ist, so wird es jetzt zur Füllung des eben entleerten

Ballons und zu einer Austreibung des Inhaltes des vorher gefüllten Ballons

kommen, bis infolge des hierdurch ^^^eder nach der anderen Seite hin

verlegten Übergewichts jene Wagschale soweit hinabgesunken ist, daß die

Wagenzunge nun auf der anderen Seite der Koutaktplatte abgleitend von

neuem die Umschaltung des Stromes durch Auslösung einer weiteren

Vierteldrehung bewirkt.

Es ist klar, daß bei der Wage, wie dieselbe bisher beschi'ieben wurde,
der die Stromumschaltung bedingende Kontakt jedesmal zustande kommen
wird, sobald die Gewichtsdifferenz auf beiden Seiten genügt, um die ver-

schiedenen, durch die Anordnung des Apparates bedingten konstanten

Widerstände
,

'«ie die Reibung der Waaenzunse durch den Kontakt . den

Torsionswiderstand der das U-Rohr mit dem Kompressorium verbinden-

den Schläuche usw., zu überwinden.

Da nun diese Widerstände verhältnismäßig klein sind, so würde die

Umschaltung jedesmal schon durch den Eintritt geringerer Flüssigkeits-

mengen eintreten, als für den Zweck einer längeren Strommessung erwünscht

ist, wo die einzelne Umschaltung am besten nach einem Volumenwechsel
von 50 cm^ erfolgt, außerdem aber gleitet die Zunge, wenn sie die Kante
überschritten und der durch ihre Federwirkung gesetzte Widerstand dainit

plötzlich nachläßt, leicht zu schnell ab, um einen für die Auslösung des Sperr-
hakens genügenden Stromschluß herzustellen. Um diesen Übelständen ab-
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/uliolfen, wurclen iiiitor den \Va<zs(li;il('ii die ln'idcii Federn /-'( Fiij. loC.j

angebracht, auf welche der Fiihrnngsstah der "Wagschalen heim Nie(ler-

sinken stößt. Diese Federn bilden einen weiteren Widerstund, der je nach

der Stärke der benntzten P'edern nnd nacli der variierharen Länge der-

selben beliebig vergrößert oder verringert werden kann. Hierdurch wird

es möglich, die Wage so einzustellen, daß die llmschaltnng des Stromes

jedesmal bei einer ganz bestimmten Menge des eingeflossenen r.hite< ein-

tritt, und damit ist die Möglichkeit einer Messung gegeben.
Da die Zahl der ausgeführten rmdrehungen der die ovalen Scheiben

tragenden Achse durch Übertragung auf ein Zeigerwerk dort abgelesen

werden kann, so ist ohne Schwierigkeit die Menge des durch den Ajjparat

geflossenen Blutes am Schlüsse eines Versuches zu bestimmen. Man braucht

nur die Zahl der ausgeführten Vierteldrehungen mit der jeder rmschaltung

entsprechenden Blutmenge zu .multiplizieren. Es erlaubt aber die .\nord-

nung auch, die Stromgeschwindigkeit graphisch darzustellen und ihre \vr-

änderungen hierdurch genau zu kontrohieren. Zu diesem Zwecke schaltet

man in den Stromkreis, welcher den Elektromagneten versorgt, noch ein

elektrisches Signal ein, dessen Feder die jedesmahgen l^mschaltungen

neben einer die Zeit markierenden Schreibvorrichtung auf den laufenden

l'apierstreifen eines Ludtvigschew Kymographion markiert. Da sich ferner

an dem gleichen Kymographion die Blutdruck- und Bulskurve mittelst

eines Manometers auftragen läßt, so ist Gelegenheit geboten, bei der

künstlichen Durchblutung die Abhängigkeit der Stromgeschwindigkeit von

dem Blutdruck und der Art der Bulsschwankungen in oi)jektiver Weise

darzustellen. Da die Zirkulationswage dem Strome keinerlei Widerstand

bietet, und da die Pulsschwankung und der Druck sich durch dieselbe

fortzusetzen vermögen, so wird durch den Apparat an sich der Strom

nicht wesenthch verändert werden, und es können vielleicht gröbere

Schwankungen in der Menge des durchfließenden Blutes auf diese Weise

nachgewiesen werden.

h) Durchblutungsapparat von Brod'ie.^)

Dieser Apparat ist sehr viel einfacher und billiger als der J«co/;/sche,

besitzt aber trotzdem, soweit mir bekannt, viele der ^orzüge. allerdings

mit Ausnahme der weniger ausgiebigen Arterialisierung. Dieser übelstand

tritt störend bei Durchblutung von Extremitäten hervor, während für

die Niere, den Darm, die Leber usw. die SauerstoffVersorgung vollkommen

ausreicht. Die Druckregulierung, die Temperaturkonstanz des einströmen-

den Blutes, die Möglichkeit der Messung der Stronigeschwindigkeit ist

jedoch in vollkommenster Weise erreichbar. Seine Grenzen findi't der

Apparat weniger in Mängeln der Konstruktion, als in der eben bei Durch-

blutung mit defibriniertem Blut oder Salzlösung nach einigen Stunden stets

auftretenden Gefäßschädigung. Der Apparat (Skizze l'ig. 107) besteht aus

») T. G.Brodie, The perfusion of surviviug orgaiis. Jourii. of l'hysiol. Vol. 29.

p.267 (1903).
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oder auch Glas in Glas gehender) auch ohne Dichtun{.>- mit Vaseline luftdicht

schlieliender Stempel auf- und ahbe\vegt. Die Kolbenstange des Stempels
träiit einen Kopf i^; welcher durch zwei seitliche Verschraulmngen in einer

halltkreisförmigen Metallspange D befestigt wird. Diese Spange wird durch
eine Stange C, die an einer etwa U) cm langen, um eine horizontale .Vclise

drehbaren Spindel sitzt und ihrerseits von dem E.\zenter eines Klektro-

Fig. 108.

motors .1 und Stange B bewegt wird, in vertikaler Iiiehtunir auf- nnd

abbewegt (s. Fig. 108).

Die Spritze wii'd durch zwei ^letallspangen (i auf einem Hol/klotz fest-

gehalten, der an dem Tischrand in vertikaler Kichtnui:- verscliieden hoch

angeschraubt werden ki\\m(E). (irobeVerschiebnniien desrninpenhiilies er/ielt

man durch Versetzen dieses Laufbrettes, die feinei'en durch Schrauben an

Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 23
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der Schraube der Spindel C, die sich unter der vertikalen Drehachse leicht

zugänglich befindet. Es ist ein ganz besonderer Vorzug des Apparates, daß

man das Spiel der Pumpe und damit die Durchblutung mit Hilfe dieser

Mikrometerspindel sehr fein regulieren kann, ohne daß dabei die Durch-

blutung unterbrochen zu werden braucht. Die Pumpe treibt das Blut in

der in der Skizze (Fig. 107) durch Pfeile angedeuteten Richtung durch

das eine Ventil heraus nach A zurück und erhöht den Druck in A periodisch.

so daß das Blut stoßweise ausfließt. Je nachdem die Pumpe den Zylinder B
schneller entleert als Blut von oben in ihn hineintropft, wird der Luft-

raum über dem Blut in B w^achsen oder abnehmen. Dementsprechend

zeigt der Rekorder, der mit dem Luftraum von B luftdicht verbunden ist

( in Fig. 108), einen Anstieg bei stärkerer Blutzufuhr als Abfluß der Pumpe,
einen Fall bei schwächerem Zutropfen und relativ stärkerem Arbeiten der

Pumpe. Das (Jrgan selbst befindet sich in einem auf konstanter Temperatur

gehaltenen Wärmekasten. Man braucht bei den beschriebenen Dimensionen

und möglichst kurz gehaltenen Leitungen aus Glas mit Gummi-Zwischen-

stücken etwa HO—35 cm^ Blut für Durchströmung der hinteren Extremi-

täten oder der Niere von Kaninchen oder Katze bei einem Druck von etwa

80 mm Hg, für die Lunge und den Darm etwa ebensoviel bei einem Druck

von 30 mm Hg, für die Leber etwas mehr. Da man von einer Katze be-

quem 60—80 cm 3 Blut bei einem Körpergewicht von l'b kg gewinnt, so

kann man mit dieser Menge, die man aber noch ein wenig durch Koch-

salzlösung erhöhen kann, auf das bequemste auskommen.

Will man die Stromgeschwindigkeit messen, so eicht man den Re-

korder zunächst in der Art, daß man auf der Trommel des Kymographions
zwei Abszissen zieht, deren Abstand einer Füllung von 1, 2 bis 5cw?^

Luft in dem Rekorder entspricht. Läßt man dann während der Durch-

blutung das Kymographion laufen und verzeichnet das Zufließen des Blutes

in den Zylinder B bei bestimmtem, konstant gehaltenen Pumpenhub oder

bei Stillstand der Pumpe unter gleichzeitiger Registrierung der Zeit, so be-

schreibt der Rekorder, wenn die Pumpe angehalten war, eine je nach der

Schnelligkeit der I^mdrehung der Trommel und des Einkaufs des Blutes

verschieden steil ansteigende gerade Linie, oder wenn die Pumpe arbeitete,

eine ansteigende, mit Pulsen versehene Linie. Läßt man sie die zuvor ge-

zogenen Abszissen schneiden, so weiß man, unter Benutzung der Zeitmarken,
in welcher Zeit die durch die Abszissenentfernung gegebene Blutmenge aus

dem Organ bei dem herrschenden Druck ausgeflossen ist. Die Messung ist

bei schneller Umdrehung der Trommel außerordentlich genau.
Handelt es sich darum, chemische Umsetzungen im durchbluteten

Organ zu studieren, so kann der Brodiesche Apparat leicht entsprechend
modifiziert werden. Es bedarf dann keiner so feinen Verstellvorrichtung
an der Pumpe. Eine am Motor angebrachte Friktionsscheibe mit verstell-

barem Ubertragungspunkt nach Art der Übertragung am Trommelkymo-
graphion reicht aus. Die Pumpe wird auf einem horizontalen Brett neben

dem Motor fest montiert und kann, w^enn man etwas mehr Blut zui' Ver-
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fiigung- hat, von dem Veiitil.ippamt futfonit aufgestollt und durch i'iiic

längere Leitung- verbunden werden. Ferner muß die Artci-jalisierung be-

sonders ausgiebig sein. Man leitet den Sauerstoff sein- gut durch fiii

nach unten umgebogenes Seitenrolir in das Kobi^Veiu. legt noch eine

zweite \'orlegeflasche von (iestalt des lilutreservoirs L (Fig. lOH) in hori-

zontaler Lage zwischen L und W vor, so dal) auch starkes Schiiunu'ii keim'

\'erluste bringt, und sorgt besonders für restlose (iewinnung von so über-

gehendem oder sonst austretendem Blut. So versieht man den im Was.ser

Fig. 109.

von 87" stehenden Kasten, in dem das Organ liegt, mit schrägem Hoden

und leitet das abfliegende lilut durch Saugpumpwirkung in das Hlutreser-

voir zurück. Auch mehrere Pumpen für mehrere neiieneiuander zu durch-

blutende Organe lassen sich leicht eng nebeneinander anbriugvu. Weiter

kann man die Ventile entbehren, wenn man mit :? l'umpenstiefeln arbeitet,

von denen der eine drückt, der andere saugt.

Bisweilen empfiehlt es sich, das Blut in S und /. auf kleine Siebe

aus Gaze tropfen zu las.sen. an denen feine (ierinnsel häng n bleil)eu.

23*
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Der x\pparat wird jedesmal nach dem Gebrauch auseinander genommen,
von allen Gerinnselresten befreit und sehr sorgfältig gereinigt, was in wenigen

Minuten geschehen ist, auch muß stets frische, mit Wasser durchspülte

Glaswolle (zur Entfernung kleiner Fäserchen) in den Gerinnselfänger T vor

dem Versuch gebracht werden. Vor dem Beginn der Durchspiüung füllt

man alle Teile zunächst luftfrei mit Kochsalzlösung, die man durch Blut

verdrängt.

c) Durchblutungsverfahren von Heymans und Kochmann.^)

Bei diesem dient das eine von zwei Tieren der gleichen Art als Blut-

spender, während das (Jrgau des zweiten (dieses zweite Tier muß etwa

/^. carol.

L

Fig. 110.

i^nial so schwer sein wie das erste) durch seine Arterie mit der Karotis

des ersten in Verbindung steht und das abtropfende Blut (beim Herzen) durch

einen Trichter oder das aus den Venen ausströmende direkt in die Jugularis

des Blutspenders zurückfließt. Man tötet das Tier, dessen Organ man benutzen

^\dll, durch einen Stich in das verlängerte Mark, leitet künstliche Atmung
ein, bindet Kanülen beim Herzen etwa in die Aorta und die Arteria pulmo-
nalis und unterbindet alle anderen Gefäße sorgfältig. Das blutUefernde Tier

ist inzwischen narkotisiert, aufgebunden und bei ihm die Karotis und Jugu-
laris in ihren zentralen Teilen mit Kanülen versehen. Die Kanülen sind

^) Une nouvelle methode de circulation artificielle ä travers le coeur isole de

mammifere. Archives internat. de pharmacodynamie. T. 13. p. 379 (1904).
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aufs sorgfältiiisto luftfroi mit R'nir/crsvUn- Lösiini»' uctüllt. cbonso die

\'('rbin(luntisschl;in('lie (Fig-. l(M>. 110). Will man die Wirkiiiii.' von riifton

studieren, so bindet man eine Kanüle in die Ueinvene. will in.in arterielle

lUutproben entnehmen, eine solche in die IJeinarterie.

Man muß hei dieser Methode hcsonders jj-enau (h-u-aiif aehten. dai;

keine Luft in das Organ hineingehingt, niiili also die /iiliiliren(h'n (ielälie

vor der Verbindung mit dem Organ des anderen Tieres absperren und ilir

Verbindungen aufs sorgfältigste gefüllt halten. Dann gelingt es oft, wenn

auch nicht immer, eine sehr regelmäliige Tätigkeit /u erzielen. Bisweilen

aber mißlingt der Versuch docii, da nach kurzer Zeit ohne bestimmten

Grund Geriunsehnassen sich bilden oder,^wenn das Herz benutzt wird, Flimnu'rn

auftritt.

Dieses Herzfhmmern, das sich auch bei der Langendorß'svhon Anord-

nung störend bemerkbar machen kann, legt sich bisweilen durch plötzliche,

kurzdauernde, starke Erhöhung des Druckes, durch Injektion einiger

Kubikzentimeter Kampferöl, oder nach LiüKjendorlf durch kuiz dauernde

Absperrung der Blutzufuhr.



C. Stoffwecliselmitersiicliimgeii an überlebenden

Organen.

Von S. BagUoni, Rom.

In der folgenden Zusammenstellung sind nur Organe der Warmblüter

berücksichtigt, und zwar deshalb, weil sie fast ausschheßlich für die vor-

liegenden Untersuchungen in Betracht gekommen sind und wohl auch

kommen werden. Eine Ausnahme bildet nur das Zentralnervensystem der

Amphibien, von dem die Methode der Isolierung und der Erhaltung im

überlebenden Zustande deswegen beschrieben ist. weil es bisher noch

nicht gelingen woUte (die Möglichkeit ist nicht ausgeschlossen), es auch

beim Warmblüter im überlebenden Zustande zu erhalten.

A. Allgemeines.

1. Theoretische Begründung.

Die in ihrer Gesamtheit betrachteten chemischen Vorgänge, welche

sich im Innern der lebenden Organismen abspielen, zeichnen sich ])esonders

durch ein Merkmal aus: nämlich durch ihre äußerst verwickelte Kom-

pliziertheit. Ein nicht unwichtiger Grund dieser Erscheinung ist in dem

Umstände zu erblicken, daß die einzelnen Vorgänge die Resultanten mehrerer

chemischer Prozesse darstellen, die sich zugleich in den einzelnen, einiger-

maßen zerlegbaren und als homogen zu betrachtenden (weil aus gleichen

Zellelementen bestehenden) Bestandteilen (Organe oder Gewebe) des Gesamt-

körpers abspielen. Hat man nun vor, die gesamten StoffWechselerscheinungen,

die am ganzen unversehrten Tier nachweisbar sind, namentlich in bezug

auf ihre Betriebsstätte, zu analysieren, so ist es naheUegend, ja geradezu

geboten, die einzelnen Organe herauszuschneiden und mit ihnen allein weiter

zu experimentieren.
Die erste Bedingung, die erfüllt werden muß, um einwandfreie Resultate

zu erhalten, ist natürlich die, daß die vom Gesamtorganismus losgelösten

Organe tatsächlich ..überleben-, d. h. Eigenschaften oder Merkmale zeigen,

die ohne weiteres der Reihe der Lebenserscheinungen angehören. Infolge-

dessen hat man bei den einzelnen Organen nach einem leicht zugänglichen,

einwandfreien und womöglich in seiner Intensität oder seinem Umfang
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meßbaren „Lebenszeichen" (Indikator des J.cbens/iistjuidcs) /n suchen, .m
dei' Hand dessen man imstande ist, zu verscliicihMicn Zeiten nach der

Abtrennung aus dem Körper übei- den jeweiHgen (ir.id (h-r .. rbei-iebiin^^"

des betreffenden Organs ein Urteil zu erhalten. Diese Aufgabe ist nun bei

einigen Organen ziemlich leicht praktisch durchfidirbar, wie z. P>. bei Muskeln
oder Zentren, bei denen man die Prüfung der Kontraktionstätigkeit bzw.

der Reflextätigkeit zur \erfügung hat. 15ei andei-en isoli<'rb:iren Organen
hingegen ist ein derartiger Nachweis mit schwer überwindlichen Schwierig-
keiten verbunden, wie z. B. bei l)riisenorganen, ganz besonders bei jenen,
deren normale Funktion eine sogenannte innere Sekretion ist.

Aus dem Bestreben, diese Organe tunlichst lange Zeil und unter nor-

malen inneren Bedingungen zu erhalten, kam man auf den naheliegenden Ge-

danken, die normalen Verhältnisse, welche die ( )rgane im Körper aufweisen,
künstlich wieder herzustellen. Auf diese Weise entstanden die zahlreichen, bis-

her beschriebenen Durchströmnngs- oder Durchblutungsapparate (vei-gl.

das vorhergehende Kapitel). Sie suchen den normalen Blutkreislauf nach-

zuahmen und namentlich die schädlichen Folgen der Asphyxie zu be-

seitigen. Trotz aller Bemiüiungen ist es jedoch einstweilen nicht mög-
lich, die isolierten Organe länger als einige Stunden im brauchbaren

..überlebenden' Zustand zu erhalten. Ja man ist sogar nach dieser Kichtung
nicht einmal berechtigt anznnelimen. daü die Erscheinungen, die bei der

Mehrzahl der so behandelten Organe festzustellen sind, ohne weiteres mit

denjenigen identisch sind, die dieselben mit dem übrigen Körper noch im

Zusammenhang stehenden Organe normalerweise zeigen. Es spricht im

Gegenteil vieles dafür, daß es sich dabei um fberbleibsel oder ..Reste"

von normalen Lebenserscheinungen handelt, die zudem auch nicht lange

Zeit unverändert fortbestehen. Es tritt jedoch auch nicht sofort der Tod

ein. Der Übergang vom Leben zum Tode ist ein allmählicher. In diesem

rbergangsstadium treten Vorgänge auf. die als ..neki-obiotische" (»der

Absterbeerscheinungen bezeichnet werden. Fs wäre aber auch ivv'vj: an-

zunehmen
,
daß die durch diese nekrobiotischen Vorgänge erzeugten Fr-

scheinungen ohne jede Bedeutung für die theoretische Erforschung der

Lebensvorgänge wären, denn sie schlieLien das Rätsel der biochemischen

Prozesse in sich ein. Im Gegenteil erscheinen sie sogar von vornherein von

einem größeren Werte für die nu'thodisclu^ Analyse des Stoffwechsels des-

wegen, weil sie vermutlich nur wenige (ilieder der sonst so koinpli/ierten

Kette der Lebensvorgänge darstellen. Diese theoretische .Vusclianuni: wird

durch die bisherigen unter Anwendung dieser Methodik erzielten \Cr-

suchsergebnisse bestätigt.

2. Allgemeiner Versuchsplan.

Abgesehen von den biophysikalischen riitersuchnngen, die an über-

lebenden Organen ausgefiUirt worden sind und von denen hier nicht die

Rede sein kann, wurden mehrere biochemisclu' Fragen (Stoffwechsehmter-
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siichungen im weiteren Sinne des Wortes) unter Anwendung überlebender

Orgrane zu lösen versucht. Der allgemein verfolgte Versuchsplan besteht

etwa in Folgendem:

1. Die von der Tätigkeit der Organe hervorgerufenen qualitativen

oder quantitativen Änderungen in den chemischen Bestandteilen der Durch-

strömungsflüssigkeit sucht man dadurch festzustellen, daß man die chemi-

sche Zusammensetzung vor und nach der Organwirkung, d. h. vor und

nach der Durchspülung, vergleicht. Die Änderungen, d. h. die Stoffwechsel-

erscheinungen, die hierbei theoretisch in Betracht kommen, sind etwa:

a) Das Auftreten neuer Stoffe meist komphzierterer Struktur, die

z. B. aus in der Flüssigkeit vorhandenen Bestandteilen durch synthetische

Wirkung der Organe gebildet werden:

h) das Verschwinden in der Flüssigkeit vorhandener Stoffe, die durch

die Tätigkeit der Organe irgendwie umgewandelt werden.

Sowohl im ersteren, wie im zweiten Falle können quahtative, ebenso

wie quantitative Untersuchungen angestellt werden, bei denen die üblichen

analytischen Methoden anzuwenden sind.

2. Da normalerweise einerseits nicht alle Umwandlungsprodukte in

die durchströmende Flüssigkeit abgeireben werden, weil sie im Innern

der Zellelemente in irgendeiner neuen Form aufgespeichert werden können.

und andrerseits nicht alle von der Organtätigkeit verarbeiteten Stoffe

aus der ernährenden zirkulierenden Flüssigkeit geschöpft werden, da sie

auch im Innern der Zellelemente vorhanden sein können, so erstreckt sich

die Aufgabe auch auf die analytische Verarbeitung der Organe selbst, deren

Zusammensetzung vor und nach der experimentellen Behandlung ebenfalls

durch die üblichen Methoden zu ermitteln ist. (Vgl. z. B. die neuerdings
hierzu von W.Wiechoirshl vorgeschlagene Methode. Dieser Band. S. 282 ff. V)

3. Damit die Folgen der Organtätigkeit am deutlichsten zutage

treten, werden einige Kunstgriffe angewendet, die dahin zielen, die Tätig-

keit der Organe selbst zu erhöhen oder die Dauer ihrer Überlebung zu

verlängern. In ersterem Falle werden alle die Mittel verwendet, die bekannt-

lich die Lebensvorgänge steigern. Sie sind :

a) Künstliche Reize. Hierher gehören namenthch die elektrischen

Reize und die chemischen Reize, welch letztere meist in Form von Giften

gegebenenfalls gute Dienste leisten können.

b) Temperatur. Es ist eine nunmehr bekannte Tatsache, daß die

Wärme bei Stoffwechselerscheinungen eine ausschlaggebende Rolle spielt.

Man sollte also meinen, daß für solche Versuche eine hohe Temperatur
(wie etwa o8—40° C) ausnahmslos die beste Bedingung darstelle. Die Vor-

teile der hohen Temperatur werden jedoch durch den Umstand eingeschränkt,
daß sie durch Erhöhung des Atembedürinisses der Gewebe die Überlebungs-

^) W. Wiecliotvski, Eine Methode zur chemischen nnd biologischen Untersuchung
überlebender Organe. Hofmeisters Beiträge z. ehem. Physiol. Bd. 9. S. 232—246 (1907).
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daiier der isolierten ()r<>ane verkürzt. Wir werden in der Tat sehen, dal»

man neuerdini>s hei einigen OriJjancn bessere Kryclmisse dadurch erzielt

hat. dal) man solche Untersuchungen hei Zininierteni])eratur (].'» 2(J"C')

ausführte.

4. Zu demselben praktischen Zwecke, die in (h'i- [»urchströmunirsfliissii.'--

keit nachweisbaren Policen der Organtätiijkeit besser zutage zu fördern, dient

schließlich der Kunstgriff, dieseli)e, möglichst kleine Menge Ernährungsflüssig-
keit mehrere Male durch das Organ durchströmen zu lassen. Bezüglich der

Zusammensetzung dieser Flüssigkeit ist noch hervorzuheben, dall man im

Verlauf solcher Untersuchungen allmählich die Notwendigkeit erkannt hat.

das früher mit Vorliebe hierzu gebrauchte defibrinierte l!lut durch die

Binffcrsche Lösung zu ersetzen. Der Grund hiervon liegt wohl in dem
Umstände, daß letztere Flüssigkeit wegen ihrer einfacheren und bekannten

Zusammensetzung der chemischen Analyse unvergleichlich geringere

Schwierigkeiten bietet als Blut.

5. Man sucht schlielilich zur Erkenntnis der Art der Lebensvorgänge
der Zellen selbst, für die ihre normale Struktur eine unausbleibliche Be-

dingung darstellt, im Gegensatz zu den Vorgängen, welche die Zellen mittelst

chemischer von ihnen zwar erzeugten, aber auch von ihnen isoliei-baren

Agenzien (Fermente) bewirken, dadurch zu gelangen, dali man die Stoff-

wechselerscheinungen der isolierten Organe mit denjenigen vergleicht, die

man in den durch Zerreibung und Ausziehung aus den Organen gewonnenen
Säften wahrnimmt.

3. Einige allgemeine praktische Winke.

I. G. Brodle^) gibt im Anschluß an die Beschreibung des von ihm

erfundenen Durchblutungsapparates einige allgemeine Winke über die Iso-

lierung der verschiedenen Organe und den Versuchsgang, die ich hier

zum Teil wiedergeben möchte.

Mittel zur Unterhaltung der Körpertemperatur. Das (iefäß.

welches das Durchspülungsblut enthidt, wird in einem passenden und kon-

stant erwärmten Wasserbad für sich gehalten, während die ( )rgane je nach

der verschiedenen Durchblutungsgeschwindigkeit verschieden behandelt

werden. Fließt eine beträchtUche Flüssigkeitsmenge durch das ( )vir:n\ hin-

durch, wie es z.B. bei der Leber der Fall ist, so braucht man das Organ

vor Abkühlung nur mittelst T^mwicklung durch warme, feuchte Leir.tücher

oder BaumwoUbauschen zu schützen. In den Fällen jedoch, bei denen die

Durchspülung langsam vor sich geht, ist es notwendig, das Organ in einen

für jeden Fall besonders gebauten Wärmekasten zu legen. In den Fällen,

bei denen das durchfließende Blut ohne Verlust aus einer einzigen Xene

') T. G. Brodle, The perfusion of isurviving orgaus. Journal of Phvsid. \Ol. 29.

p. 26G—275 (1903).
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aufgefangen werden kann, wie dies z. B. bei der Milz der Fall ist. taucht

man am besten das Organ in ein erwärmtes Bad von Salzlösung. Für die

Niere und andere Organe, bei denen der venöse Ausfluß aus der Ober-

fläche beträchtlich ist. muß ein passender Wärmekasten (aus Glas oder

Porzellan) gel)aut werden, in den das Blut abfließt und aus dem es durch

die Pumpe aufgesaugt und in das Reservoir zurückgebracht wird. Ein guter

und bequemer Wärmeregulator ist der Lockesche (vgl. unten).

Isolierung der Organe. In der Mehrzahl der Fälle (Herz, Darm,

Hinterbeine, Nieren, Milz, Leber) verfährt man am besten so, daß man das

Organ vöUig aus dem Körper herausnimmt und für sich selbst weiter be-

handelt. Es gibt jedoch einige Fälle, bei denen es ratsam ist, das Organ
in situ liegen zu lassen. Dies trifft namentüch für die Lungen oder die

Leber zu, weil bei ihnen die Durchblutung besser vor sich geht, wenn sie

von den ihrer äußeren Gestalt angepaßten Wänden des Thorax resp. des

Zwerchfells getragen werden.

Bei Durchströmung der Leber fand Brodie oft einen beträchtlichen

Blutverlust, wenn das ausfließende Blut aus der V. cava inferior dicht ober-

halb des Zwerchfells (während ihr unteres Ende dicht unterhalb der Leber

unterbunden ist) aufgefangen wird. Dieser Blutverlust stammt aus den

freien Anastomosen der Lebervenen mit Venen des Zwerchfells oder mit an-

deren Venen. Um diesen Verlust zu vermeiden, fängt man das Blut am
besten aus dem rechten Herzvorhof auf. Hierzu wird eine Kanüle in das

Herzohr eingebunden, während eine Ligatur inmitten der Herzkammer den

Weg nach den Kammern zu sperrt. Werden nun Füße und Kopf des Tieres

etwas über das Herzniveau gehoben, während die Ausflußröhre etwas unter

dem Herzvorhof geöffnet wird, so fließt das Blut leicht und fast ohne Ver-

lust heraus. Zu diesem Zwecke sind weder die V. cava inferior unterhalb

der Leber, noch die V. cava superior vorher zu unterlnnden. Ein ähnliches

Verfahren kann auch mit Vorteil bei der Nierendurchblutung verwendet

werden, zumal wenn beide Nieren zugleich perfundiert werden. Bei der Leber-

durchblutung durch die ^^ portae ist es von wesentlicher Bedeutung, die

Leberarterien zu unterbinden. Es ist ratsam, Lungen und Gedärme zu

entfernen. Ist die Durchströmung im Gang, so ist das Tier in ein Bad

warmer Saklösungzu versetzen, oder es wird (einfachere mid doch mit gutem
Resultat gekrönte Methode) der Bauch zugeschlossen und das Tier mittelst

Baumwoll])ausche warm gehalten.

Zur Durchblutung einer Lunge öffnete Brodie den Thorax in seiner

linken Seite, besonders darauf achtend, den rechten Pleuralsack nicht zu

verletzen. Eine Kanüle wird dann in die erste Strecke der Art. pulmonalis
und eine zweite in das Hnke Herzohr eingebunden. Beide Herzkammern
werden dann unterbunden, sowie durch eine zweite Massenhgatur die

Wurzel der linken Lunge. Auf diese Weise kann nun die rechte Lunge

perfundiert werden, die somit sehr gut geschützt wird. Die Lunge kann

sogar dui'ch die Trachea rhythmisch mit erwärmter Luft versorgt

werden.

i
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Auch G. Kmhden (und K. Gläßner)^) hescliriol) eine hpsoiidcrf hiiicli-

hlutuniisvorrichtnn^-, mittelst welcher er und seine .Mitarbeiter mehrere
Untersuchuntisreihen an der isoliei-teii Leber. ;m Muskehi. den Nierei).

den Lunti'en und dem Dünndurm aiisuvtührt halieii. Kei ihren samt-
Hchen \ersuehen wurden fast ausnalimslos zwei lliiiide verwench't. ein

größerer, von dem nur das Blut, und ein kleiiiei-ei-. von dem aul'ier dem
Blute auch das zu durchblutende Oriiaii in AnwciiduiiLi- kam. Um eine

möiilichst große Blutmenge zu gewinnen, wurden die Hunde in Athernarkose

aus beiden Karotiden gleichzeitig entblutet und ferner gegen Ende der

Entblutung Thora.\ und Abdomen stark komprimiert. Der verwendete

Operationstisch gestattete auch, das Kopfende (h's Tieres stark zu senken.

Das gewonnene Blut wurde defibriniert und durch einen unten spitz zu-

laufenden Leinwandsack kollert. Wo es nötig war, wurde das l'.lut noch-

mals kollert, wenn es zum erstenmal das Organ passiert hatte. Hei der

Füllung des Apparates wurde natürlich sorgfaltig darauf geachtet, datl nirgends
Luftblasen vorhanden waren.

B. Spezielles.

1. Lunge.

Die Methode von Brodie wurde oben besprochen (siehe S. 'MV2].

G. Emhden \md K. GläJJner'^) verfahren folgendermalien. l nmittelbar

nach der Entblutung aus beiden Karotiden wird die Ti'achea freigelegt,

eine Glaskanüle eingebunden und alsdann nach l)reiter Eröffnung des

Thorax eine Kanüle vom Hnken \'entrikel aus durch das Ostiiini atrio-

ventriculare in den linken Vorhof vorgeschoben und hier eingebumh'u. Die

zweite Kanüle wird vom rechten Ventrikel aus in den Sinus arteiiosus der

Pulmonalarterie eingeführt. Nachdem nunmehr die Trachea dicht unter

dem Kehlkopf quer durchtrennt worden ist. werden die Lungen aus ilem

Körper entfernt und in einem weiten zylindrischen Oefäli an der Trachea

aufgehängt. Es folgt die \erbindung der l'ulmonalarterienkaniüe mit der

Blut zuführenden, der Kanüle im linken Vorhof mit der Dlut abführenden

Leitung und der Trachealkanüle mit einem Hamlgebhise. Das unter ziemlich

geringem Druck (40 mm) zugeleitete Dlut durchströmt die Lumpen sein-

rasch, es fließt in äußerst kräftigem Strahl aus der NOi-hofkanide. i.'ii'icli-

zeitig erfolgt die künstliche liespiration tler Lunge durch das llandgebläse.

Im weiteren Verlaufe des Versuches trat (wahrscheinlich infolge einer

Blutdrucksteigerung) eine Dlutung in das Bronchiallunn'ii aut : e> wurde

deshalb die Trachea unterhalb der Kanüle abgebunden, und das l'.lut von

*) G. Embden und K. Glä/Jurr, Über den Ort der Ätliorscliwcfelsiinri'biidmii: im

Tierkörper. Hofmeisters Beiträge z. ehem. Tiiysiol. Bd. 1. S. 310 327 (19U2).



p,f34
S. ßaglioni.

nun an, ebenso wie bei den übrigen Versuchen, arterialisiert. (Übrigens

war das aus der Vorhofskanüle austretende Bhit so hell, daß eine Ar-

terialisierung kaum nötig war.) Im weiteren Verlaufe des Versuches war

ein Druck von nur 20 mm nötig. Die Durchblutungsdauer betrug drei

Stunden. Das Blut und die sehr blutreiche Lunge wurden hierauf der

chemischen Analvse unterworfen.

2. Leber.

Methode von Salaskin.

Die Durchblutungsversuche, die S. Salaskin ^) an überlebender Hundeleber

zum Nachweis der Harnstoffbildung aus Aminosäuren ((xlykokoU. Leucin,

Asparaginsäure) im Laboratorium Nenckis anstellte, wurden mit Hilfe des

Dzierzffoivskischen Durchströmungsapparates ausgeführt.

Ln allgemeinen waren die Versuche in folgender Weise angeordnet:
Für jeden Versuch dienten zwei Hunde, ein größerer und ein kleinerer:

einerseits um ungefähr 1— 1^ , ^ r>lut zu bekommen, andrerseits um nicht

mit einer zu umfangreichen Leber zu manipulieren. Eine Leber von 150

bis ;>00 g erweist sich für diesen Zweck am meisten passend. Die Hunde
waren vorher mit im Hinblick auf die Untersuchungen passend ausge-
wählter Diät gefüttert worden. 24 Stunden vor dem Versuch wurde ihnen

jede Nahrung entzogen.

Sofort nach der Verblutung des Hundes wurde die Bauch- und Brust-

höhle freigelegt, dann wurden die Gefäße der Leber auspräpariert und hier

in situ Kanülen eingeführt : eine in die V. cava superior oberhalb des

Zwerchfells, die andere in die V. portae; V. cava inferior, A. hepatica.

Ductus choledochus und die Bänder fest unterbunden
;
nachher wurde die

Leber samt dem Zwerchfell ausgeschnitten und auf einem mit Leinwand

bedeckten Rahmen aufgelegt, der Rahmen mit der Leber sofort in die

Wärmekammer des Apparates hineingebracht, die Kanülen mittelst Kautschuk

mit den entsprechenden Teilen des Apparates in Verbindung gesetzt und

der Durchblutungsversuch eingeleitet. Das vorher ausgelassene und defibri-

nierte Blut wird inzwischen durch dünne Leinwand filtriert und sofort in

den schon vorher auf o8" C erwärmten Apparat hineingebracht. Die Blut-

menge, die zu ^'ersuchszwecken gebraucht wird, schwankt zwischen loOO

und 1500 cmA ^ om Tod des Hundes bis zum Beginn des Versuches ver-

flossen nie mehr als 15—35 Minuten.

Nach der ersten Durchleitung wird das Blut stets aus dem Apparat

herausgelassen und wieder durch Leinwand kollert. Dies hat den Zweck,
die aus der Leber ausgewaschenen Fibringerinnsel zu entfernen, sonst werden
die Leberkapillaren durch die Gerinnsel verstopft und bei der darauf fol-

^) S. Salaskin, Über die Bildung von Harnstoff in der Leber der Säugetiere aus

Amidosäuren der Fettreihe. Zeitschr. f^ physiol. Chem. Bd. 25. S. 128—151 (1898).

i
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genden Durchlcitun^- flicCjt das IJliit nur ti-opfonwoiso ;il» und dies mir hei

hohem Druck. Es o-oliiii>t nie, eine llhituni! der Lclx-r /ii vermeiden. I 'as

abfliegende Bhit wird in ein unter (h'ui Kahnicn, auf welchem dir Lrlicr

ruht, aufgestelltes (iefälj gesammelt und wieder in den Apparat hineinge-

bracht. Die l)lutung beginnt gewöhnlich erst einige Zeit nach dein i'H'Lnnn

des Versuches.

Der positive Druck, unter welchem das lliut floll, sdiwanktc /.\vi>(h<'n

10—50 nmi Hg, der negative (da der Durchströmungsapparat auch aus

einem blutaspirierenden Teil besteht) zwischen 10 -Ji) nun. wobei das

Blut aus der V. cava in ununterbrochenem Stromes abflol).

Der Durchblutnngsversuch wurde gewöhnlich ca. 4 Stunden fortgesetzt.

Jede Durchleitung nahm etwa 10 Minuten in Anspi'uch, so dali die gesamte
Blutmasse etwa 25mal durch die Leber geleitet wurde. Die ersten .".

— 5

Durchleitungen geschahen ohne jeden Zusatz, nachhei- wurde die erste

Blutprobe, ca. löOcw^ entnommen und dann erst allmähHch die zu initer-

suchende Substanz in L()sung beigemengt. Am Ende wui'de dann da> »hncli-

geleitete Blut analvsiert.«

Methode von Kraus.

Mit einem besonderen kompeudiösen Durchblutungsapparat, der von

E. Freund konstruiert und in dessen Laboratorium seit inrlncicn .lahnMi

in Verwendung ist, stellte Fr. Kraus^) seine Durchblutungsversuclie an der

Leber von Hunden an, um die Frage der Zuckerbildung durch die über-

lebende Leber zu erforschen. Behufs Isolierung des Organs wunien die

Hunde in Morphium-Chloroformnarkose rasch entblutet, Abdomen und Thorax

geöffnet, die Vena cava descendens knapp aulierhalb der Leber unterbunden,

ebenso die Art. hepatica. die Vena portae frei präpariert, ein Hauptast
derselben durch Abbindungen isoliert und mit der zuführenden Kanüle des

Durchblutungsapparates armiert, in die Vena cava ascendens oberhall» <les

Zwerchfelles die abführende (venöse) Kanüle des Apparates eingebunden.

Zur Durchblutung, die meist 2 Stunden dauerte, wurde defil)riniertes Ilimde-

blut verwendet und die Temperatur von Blutraischung und ( »rgan aut .'.i;"

bis 38° gehalten.

Methode von G. Emhden und K. Gläßncr.-)

Sie verfuhren bei ihren Durchblutungsversuchen an der Leber toluender-

maben. Zunächst wird das Abdomen des llumles seitlich von der Linea alba,

unter möglichster Schonung des Zwerchfells, in seiner ganzen Länge er-

öffnet und ebenso das Thoraxinnere durch Heraustrennen des Brustlieins

und der Itippenknorpel in großer Ausdehnung freigelegt. Nun wird die Leber

*) Fr. Kraus, tlber Zuckerbilduiig in der I.elier hei Uiirclibhitiiugsvcrsuelien.

Pfliiyers Archiv. Bd. «0. S. 630—(534 (1902).

') 1. c. S. 3B3. Note 1 ii. 2.
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nach oben geklappt. Leberarterie und Galleniiang werden nach doppelter

Unterbindung zwischen den Ligaturen durchschnitten und darauf in die Pfort-

ader eine mögüchst große Kanüle eingeführt. (In der Pfortaderkanüle resp.

im Hauptaste der Pfortader bildet sich sehr leicht ein äußerst störendes

Gerinnsel. Um dieses sicher beseitigen zu können, wird von der Kanüle aus

unmittelbar, nachdem sie eingebunden ist, ein dicker Faden möglichst tief

in die Vena portae eingeführt. Das äußere Ende des Fadens wird zunächst

an der Kanüle festgebunden. Der Faden wird erst unmittelbar vor der

Verbindung der Kanüle mit dem blutzuführenden Schlauch entfernt und

gleichzeitig das ihm fest anhaftende Gerinnsel.) Es folgt die Unterbindung
der Vena cava inferior möglichst dicht unterhalb der Leber. LTm bequem
an die Stelle gelangen zu können, wo die Hohlvene hinter die Leber tritt,

ist es zAveckmäßig. vorher die von der Leber zur rechten Niere ziehende

Peritonealfalte zu durchtrennen. Alsdann wird in die Vena cava oberhalb

des Zwerchfells eine recht dicke Kanüle eingeführt. Nun werden die noch

übrigen P>änder der Leber — soweit nötig, nach vorheriger Anlegung von

Massenligaturen
— durchtrennt, das Zwerchfell ringsum unmittelbar an

seinem Ansätze an der Thoraxwand abgeschnitten und jetzt Leber und

Zwerchfell gemeinsam unter L^urchtrennung aller Verbindungsstränge aus

dem Tierkörper entfernt.

Leber und Zwerchfell werden dann in eine feuchte Kammer, die durch

ein Wasserbad auf etwa 39—40° gehalten wird, gebracht, die Pfortader-

kanüle unter den üblichen Kautelen mit dem blutzuführenden Schlauche,

die HohlvenenkaniUe mit dem l)lut abführ enden Schlauche verbunden.

Dann wird der Durchströmungsapparat in Tätigkeit gesetzt.

Bemerkung. Was die theoretische Verwertung der an der aus-

geschnittenen Leber (und dies gilt auch für die Niere) erzielten Versuchs-

ergebnisse anbelangt, glaube ich, daß man den folgenden Umstand nicht

unberücksichtigt lassen darf. ^Lan besitzt bisher kein äußeres bequemes

Kennzeichen, das uns über den wirklichen Lebenszustand der Drüsenelemente

benachrichtigen kann, wie dies z. K beim Herzen durch Prüfung seiner

Pieizbarkeit (Zuckung) der Fall ist. Es läge in dieser Hinsicht nahe, die

Gallenabsonderung als Indikator zu benutzen. Dabei stößt man aber erstens

auf die praktische Schwierigkeit, daß trotz aller Bemühungen entweder kein

Sekret mehr oder nur ein „pathologisches" Sekret (wie es bei der Niere

sicher der Fall ist) aus der Drüse während der Überlebung herausfließt
i),

und zweitens auf die theoretische Schwierigkeit, daß nach unseren heutigen
Kenntnissen über die Funktionen der Leberdrüse die äußere Sekretion der

Galle eine vielleicht nur sekundäre Leistung darstellt.

Eine Folge dieses Umstandes ist die, daß man bei solchen Unter-

suchungen im Gegensatz zu denjenigen an isolierten Muskebi oder Nerven

^) Nach älteren Angaben von Äsji (1873) hört die Galleusekretion 10 Minuten
nach Sistierung des Blutkreislaufes auf (zitiert nach K. Grube).
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(einschlieljlich der Zentren) nie angeben kann, wie lan«:»- die \virklicln' riicr-

lebung des Organs gedauert hat. Vcrnon suchte allerdings bei der Niere

neuerdings letztere Schwierigkeit dadurch zu überwimh-n, dal) er als Lebens-

zeichen der überlebenden Drüse den (iaswechsel benutzt (v<.d. unten).

Obige Kritik berührt jedoch nicht im gerin jisten die allgemeine pi-in-

zipielle Bedeutung der mit diesen Methoden nachgewiesenen uml eventuell

nachweisbaren spezifischen chemischen Vorgänge isolierter ( M-gane. von

denen man Aveiß, daß sie auch im Gesamtkihper stattfinden, wie z. I'.. die

Harnstoffbildung. Ja zur Lösung derartiger Fragen ist die DurchspiHinitrs-

methode der isolierten Organe die einzig gebotene. Für ähnliche Fragen ist

aber auch einigermaljen gleichgliltig, ob sich in den Zellen normale physio-

logische oder nur nekrobiotische Vorgänge abspielen (vgl. oben S. )\')\)).

^'ach den Versuchsergebnissen, die K. 6^n<i<?i) unter Anwendung des

Brodle^dhaw Durchströmungsapparates an der künstlich perfundierten
Katzcnleber erhalten hat, scheint jedoch die Möglichkeit nicht aus-

geschlossen, auch diese Drüse durch künstliche Durchblutung im wahren

überlebenden Zustande zu erhalten. Die wesentliclie Bedingung scheint in

dem Umstand zu liegen, zwischen der Blutsperrung des normalen Kreis-

laufes und dem Beginn der künstlichen Durchströmung möglichst kurze

Zeit verstreichen zu lassen. Tatsächlich fand Grube, dall, wenn er so rasch,

wie nur möglich, die Durchblutung begann, die Sekretion von unblutiirer

Galle wieder auftrat und sich sogar neue Mengen (Jlykogen aus dem

zuckerhaltigen, durchströmenden Blut in dem Leberparenchym bildeten, und

dies trotz dem ungünstigen Umstände, daß zum Teil heterogenes Blut (vom

Schaf) zur Durchströmung diente.

Methode von K. Grube.

Zur mögUchst raschen Ausführung seines Versuches vei'fuhr A'. Grübe in

folgender Weise. Der (unter Anw^endung der von Engländern oft gebrauchten

Alkoholchloroformäthermischung) narkotisierten Katze wird der P>auch längs

der mittleren Linie geöffnet und eine Kanüle in die Milzvene einiiebunden

und mit dem Durchströmungsapparat verbunden, wähi'end eine Liiratur

unterhalb der V. portae, unterliali) der P^inmündung der Milzven«' an-

gebracht wird, ohne sie jedoch vorläufig festzuziehen Dann wird ein

Läppchen der Leber unterbunden, ausgeschnitten, hierauf gewogen und zur

chemischen Analyse (behufs Glykogenbestimnmng) in Alkohol aufbewahrt.

Sodann wird der Thorax geöffnet und rasch eine Kanüle in die \. cava

inferior eingeführt; unmittelbar darauf beginnt die künstliche Durchspülung
und zur gleichen Zeit wii'd die Ligatur um die ^^ |)ortae festgezogen. Dann

werden Herz und Lungen entfernt. Nun wird zum Auffangen der von hier

ausfließenden Blutmenge eine Kanüle in die Aorta eingebunden. .Vuf diesi'

Weise verstreicht nur wenig Zeit zwischen der Sistierung des normalen

') K. Grube, On the formatiou of Glykogen in tlie artificially perfusetl livcr.

Journ. of Physiol. Vol. 29. p. 276-281 (19(J3).



368 ^- Baglioni.

Blutkreislaufes und dem Anfang der künstlichen Durchströmunp:. Die Durch-

strömung selbst dauerte etwa 2 Stunden und ging- unter einem Di'uck von

20—30 mm Hg vonstatten.

3. Darmschlinge.

Methode von G. Salvioli.'^)

Nach dem letzten Atemzug des durch Verblutung getöteten Tieres

(Kaninchen oder Hund) wird die Bauchhöhle eröffnet und unter soro-fältiger

Erhaltung des zugehörigen Mesenteriums das ausgewählte Stück des Jejunums

abgetrennt. Unmittelbar darauf wird ein entsprechend grober Lappen aus

den Bauchdecken herausgeschnitten, nach Entfernung des Fells auf einer

starken Korkplatte das Peritoneum nach oben ausgebreitet und festgesteckt.

Auf dieser glatten, für die freie Beweglichkeit des Darmes vorteilhaften

Fläche wird das letztere entfaltet und ei^enfalls mit Nadeln befestigt. Dann
sucht man den Ast der A. mesenterica superior und den der zugehörigen

Vene auf, die sich in der isolierten Darmschlinge verzweigen, versieht beide

mit Glaskanülen und sorgt dafür, daß die gröl'ieren kollateralen Blutgefäße

unterbunden werden. Blutungen aus kleineren Ästchen werden erst später

nach der Einleitung des künstlichen Stromes gestillt.

Will man Ödem und Bluterguß in und aus der Schleimhaut ver-

meiden, so darf die Höhe des Druckes im Durchblutungsapparat nicht

über 100 »Hw Hg hinausgehen. Beim Kaninchendarm bediente sich Salvioli

eines Druckes, der nicht über 60 mm. Hg, bei dem Hundedarm eines solchen,

der nicht über 75 mm Hg hinausging.

Als Durchspülungsflüssigkeit fand er am besten eine Mischung, die

aus 30 Teilen frischen Kalbsblutes und 70 Teilen einer Na Cl-Lösung
von 0*75''/o bestand.

Das Präparat wird dann natürlich in einen AYärmekasten von 37—400 q

gebracht und darin w^ährend des A'ersuches gehalten.

Ehe man in die Darmhöhle die zu untersuchenden Stoffe einführt,

ist der ursprüngliche Inhalt zunächst mittelst einer Oö^/oig^n Na Cl-Lösung
von 40" C auszuspülen. Nach Einfüllung der Yersuchsstoffe müssen die

beiden Mündungen des Darmrohres zugebunden werden. Bei der Füllung
des Darmes ist darauf zu achten, daß die Wand nicht gespannt wird, es

dürfen im Gegenteil die sich gegenüberliegenden Flächen der Schleimhaut

nicht allzu weit voneinander entfernt sein, so daß der Querschnitt der

Höhle eine elliptische Form l)ehält.

Überlebungsdauer. Die Absterbeveränderungen erfolgen verhältnis-

mäßig langsam, so daß man bei sorgfältiger Wahrung der beschriebenen

Maßregeln 4—5 Stunden hindurch keine merklichen Abweichungen in den

Versuchsergebnissen zu befürchten hat. Dies bezieht sich jedoch haupt-

^) G. Salvioli, Eine neue Methode für die Untersuchung der Funktionen des Dünn-
darms. Arch. f. (Anat. u.) Physiol. Suppl.-Bd. S. 95—112 (1880).
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Sächlich auf die Lebensvorf?änj?e der Muskelschichton (dorcn Hcwciriintron

Salvioü aufzeichnete). Die Überlebunj^sdauer der Sclilciuiliautor^Miic

(Darmzotten), worauf es bei diesen Versuchen besonders ankonnnt. scheint

dagegen geringer zu sein. Aus der Betrachtung der Schlciinliaiit ge-
wann Saloioll die Überzeugung, daß sie sich bei längerer Daiiri' des

kiinsthchen Blutstromes wesentlich ändert. ..In der Kegel rötet sich die-

selbe, oft wird sie von Ödem geschwellt und ihr Epithel abgestoßen.
Immerhin ist auch gegenwärtig der Kesorptionsversuch nicht ganz hf)ff-

nungslos.
•'

Durch Analyse der Durchspülungsflüssigkeit vor und nach dcsst-n

Durchströmen, sowie der in die Darmhöhle eingeführten Stoffe und des

Darmes selbst kann man die biochemischen Vorgänge der überlel)enden

Darmschlinge (hauptsächlich Sekretions- und Uesorptionserscheinungen,
sowie Erscheinungen von Umformung der resori)ierten Stoffe) erforschen.

Methode von Emhden und Gläßner.'^)

Bei einem kleineren Hunde (vgl. oben S. 36H) wird nach breiter Eröffimng
der Bauchhöhle zunächst der Darm an der Grenze von Duodenum und

Jejunum und ebenso etwa 1 m weiter abwärts doppelt unteri)unden. Nun-

mehr wird die A. mesenterica superior von der Aorta abdominalis und

ebenso die entsprechende Vene von der Pfortader aus aufgesucht. Es werden

in beide Gefäße Kanülen eingebunden. Das Darmstück wird oben und unten

abgetrennt. Dann wird das Mesenterium von den benachbarten Darmteilen

ebenfalls unter vorheriger Anlegung von Ligaturen losgelöst und schließlich

an der Radix mesenterii abgeschnitten. Das Ganze wird jetzt in eine feuchte

Kammer von 40" C gebracht und nach Verbindung der Kanülen die Durch-

blutung eingeleitet. Das Blut entströmt der Vonenkanüle in rasch auf-

einander folgenden, stark venösen Tropfen. Der anfangs l)ewegungslose

Darm geriet bei den Versuchen etwa zehn Minuten nach Beginn der

Durchblutung in die lebhaftesten Bewegungen. Sie dauerten etwa iVg Stunden,

um dann allmähüch zu erlöschen. Die Durchhlutungsdauer i)etrug H Stunden.

Eine nennenswerte Blutung nach außen hatte nicht stattgefunden.

4. Niere.

Methode von Bunge und Schmiedeber;/.'-)

Der Methode, der sich Bunge und Schniedeherg l)ei ihren liekannten

Untersuchungen über die Bildung der Hippursäure aus nenzot'säure und

GlykokoU durch die Tätigkeit der ausgeschnittenen überk'henden Niere

bedienten, war in ihren Hauptlinien die folgende:

') G. Embden und K. Gläßner, Über den Ort der Ätherscbwofelsaurebildun«: im

Tierkörper. Hofmeisters Beiträge. Bd. 1. S. 310-327 (19()2).

^) G. Bunge und 0. Schmiedeberg ,
Die Bildung der Hippursäure. Arch. f. e.xper.

Pathol. u. Pharm. Bd. 6. S. 233-255 (1876).

Abderhalden, Handbuch der biochemisehen Arbeitsmethoden. IIT. 24
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Die Tiere (meist Hunde) wurden durch Verblutung- aus der Karotis

getötet. Das gesammelte Blut wurde defibriniert und kollert (und mit

Benzoesäure und GlykokoU versetzt). Dann wurden die Nieren mit der

Fettkapsel zusammen ausgeschnitten und in die Arterie, in die Vene und in

den Ureter Glaskanülen eingel)unden. Die Arterienkanüle war mit dem

Durchströmungsapparat verbunden. Aus denen der Venen und des Ureters

wurden die herausfließenden Flüssigkeiten aufgefangen und chemisch

untersucht.

Der Durchleitungsapparat war in folgender Weise gebaut. Das Re-

servoir für das durchzuleitende Blut bildete ein Glasbahon . der ca. 1 /

Blut aufnahm, oben tubuliert war und unten in eine mit einem Glashahn

versehene Piöhre auslief. Den Druck für die Durchleitung des Blutes lieferte

die Wasserleitung. Das Wasser floß in einen gewöhnlichen Gasometer und

komprimierte in demselben die Luft; der Druck dieser komprimierten Luft

wurde auf das Blut in dem Reservoir übertragen, indem der Luftraum in

dem Gasometer mit dem über dem Blute in dem Reservoir befindlichen

Lufträume kommunizierte. Durch den Hahn der Wasserleitung konnte der

Druck bequem und genau reguliert werden. Das Blutreservoir befand sich

in einer Blechwanne, welche mit Wasser von Körpertemperatur gefüllt war

und auf dieser Temperatur durch eine darunter gestellte Gasflamme er-

halten wurde. Die aus dem Reservoir austretende Glasröhre war mit der

Glaskanüle der Nierenarterie in Verbindung gesetzt. Unmittelbar vor dem
Eintritte in die Niere kommunizierte die Röhre mit einem seithch an-

gebrachten Quecksilbermanometer. Um etwaige Luftblasen aus dem Blute

zu entfernen, waren in die Verbindungsröhre zwischen dem Blutreservoir

und der Niere zwei T-Röhren eingeschaltet, an denen der eine Schenkel

senkrecht nach oben gerichtet und durch ein Stück Kautschukschlauch und

eine Klemmschraube geschlossen war. In diesem Schenkel sammelten sich

alle mitgerissenen Luftbläschen und konnten nötigenfalls durch vorsichtiges

Öffnen der Klemmschraube fortgeschafft werden.

Niemals heß es sich vollständig vermeiden, daß eine geringe Menge
Blut auch auf anderem Wege als durch die große Vene die Kapsel durch-

drang. Soweit als möghch wurden solche Blutungen durch sorgfältige Unter-

bindungen gestillt.

Das aus der Vene fließende Blut war" stets dunkelvenös gefärbt. Vor

dem Zurückgießen in das Reservoir wurde dasselbe stets so lange mit

atmosphärischer Luft geschüttelt, bis es wieder die hellrote arterielle

Färbung angenommen hatte und darauf durch Leinwand koüert.

Die Durchleitungen dauerten immer mehrere Stunden (von 3 bis

8 Stunden). Aus dem Ureter flößen mitunter spärüche Mengen einer anfangs

klaren, alkalischen, gelblichen Flüssigkeit, die Eiweiß enthielt und zuletzt

eine rötliche Färbung (Hb) annahm. In anderen Fällen flößen nur wenige

Tropfen „einer serumähnüchen" Flüssigkeit ab.

Der am Manometer abgelesene Durchströmungsdruck schwankte

zwischen 100—120 mm Hg.
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Die gebildete Ilippursäure ^^urde sowohl in dem ..venösen" Hliit. wie

in der Uretei-flüssigkeit, wie im Nierenparenchym gefunden.

Von den Methoden, die man neuerdings für Stoffwechselunter-

suchungen an isoherten Warmhhiternieren vorgeschlagen und zum 'J'eil

angewendet hat, seien noch die folgenden erwähnt:

Methode von JarobJ und v. Sohicrans/ii.'')

Die Methode der Nierenisolierung, deren sich C. Jacohj und v. Solne-

ransJii zu ihren Durchblutungsversuchen bedienten, war die folgende. Sie

wurde ausschließlich an frischen Hundenieren ausgeführt. .\us einer in die

Carotis des Tieres eingeführten Kanüle lälit man die zum Füllen (Iq^^ beson-

deren, von C. Jacohj erfundenen Durchströmungsapparates erforderliche

Blutmenge (meist 300—400 cm^) ausfließen. Dann klemmt man das (Jefäß

wieder ab und stellt mit dem aufgefangenen, gut defibrinierten und kollerten

unverdünnten Blute den Apparat zur Aufnahme des Organs völlig fertig.

Sodann entzieht man dem Tiere von neuem so viel Blut, bis es völlig be-

wußtlos Avird. Jetzt wird die Bauchhöhle durch einen Schnitt in der Linea

alba geöffnet, bei noch erhaltener Zirkulation die Niere durch Massenliga-

turen mit der Fettkapsel von der Umgebung getrennt, die Arterie und

Vene präpariert, die zum Abbinden der zentralen Gefäßenden und zum

Einbinden der Kanüle nötigen Ligaturen vorbereitet, sowie der Ureter mit

einer Kanüle versehen. Ist dies alles geschehen, so läßt man das Tier ent-

weder schnell völlig verbluten, oder es werden bei noch erhaltenem Leben

nach zentraler Unterbindung der Nierengefäße in das periphere Ende der-

selben die Kaniüen eingebunden, die der Arterie mit P)lut gefüllt und nun

schnell die Niere völlig losgetrennt und in den Apparat eingeschaltet. Die

Temperatur des Blutes und des Organs wurde etwa bei 37—38" C gehalten.

Verfahren von Skutul.-)

Die Tiere (Hund. Katze. Kaninchen) werden durch \erbluten getötet.

Durch die'eröffnete Brusthöhle wird eine Kanüle in die Aorta thoracica und

eine zweite in die Vena cava inferior eingeführt. Durch die erstere wird

das Tier mit auf 39° C erwärmter, mit 0., gesättigter LocÄvscher Lösung
so lange durchgespült, bis die aus der Vene fließende Flüssigkeit ganz klar

ist. Darauf wird die Bauchhöhle in der Linea alba eröffnet. Die Darm-

schhngen werden so weit seitlich verzogen, bis das Organ frei zutago liegt.

Danach wird es stumpf oder mit einem Messer von dem uudiegenden

Fettgewebe samt der Kapsel und einem Teil des anhängenden Fettes losge-

löst und die A. resp. V. renalis gleich nach dem Abgang von der Aorta ab-

') C. Jacohj uüd W.v. Sohieranski, VWr das Fuiiktionsvermöfion tlor küiistlicb

durchbluteten Niere. Arch. f. exper. Path. u. IMiaraiak. Bd. 29. S. 25-40 (18't2).

2) K. Skutul, Über Durchströuuingsapparate. l'ßiifjcrs Arch. Bd. 12.'l. S. 249 bis

273 (1908).

24*
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dominalis resp. der Vena cava durchschnitten , um die Kanülen noch vor

der Teilung der Gefäße im Hilus der Niere bequem einführen zu können.

Die Kanüle in der A. renalis wird unter Beobachtunsi- der üblichen Vorsichts-

maßregeln, die für die Vermeidung von Luftembolien unumgänglich sind, ein-

geführt. Zur Untersuchung wurde stets die linke Niere bevorzugt, weil ihre

Gefäße länger sind und das Einführen der Kanülen daher leichter ausführ-

bar ist. Als Durchströmungsapparat diente der von Skuful neu konstruierte

Apparat. Es fehlen Angaben über die damit erzielten Versuchsergebnisse, die

ein Urteil über den Wert der angewandten Methode gestatten könnten.

Bemerkung. Muß die Sekretion eines, wenn auch verdünnten, sonst

aber doch nur normale Harnbestandteile enthaltenden Nierensekretes das

Richtmaß sein, nach dem die Lebenstätigkeit einer isolierten Niere beurteilt

werden soll, so ist man bis jetzt nach Pfoß'nnd Vejnx-Tyrode'^) noch nicht

dazu gelangt, mittelst künstUcher Durchblutung aus der isolierten Niere ein

wirklich normales Sekretionsprodukt zu erhalten. Sie suchten selbst durch

zahlreiche Versuche dieses Ziel zu erreichen. Sie sahen nur, daß defibriniertes

Blut ein für die Ernährung der Niere ungeeignetes Material ist, und daß

man dazu künftig vielmehr durch Blutegelextrakt ungerinnbar gemachtes
Blut mit Aussicht auf p]rfolg anwenden sollte. Auch sie hielten die Tem-

peratur des Blutes und des Organs auf etwa 38—40".

Die Unzulänghchkeit der bisherigen Durchblutungsmethoden an der

isolierten Niere, wenn man vorhat, mittelst derselben physiologisch normal'^

Lebensvorgänge dieser Drüse zu erforschen, erkennen übrigens auch Brodie

und Cullis^) in ihren Untersuchungen über die Harnsekretion an.

Eine anscheinend vorteilhafte, jedenfalls mit geringeren praktischen

Schwierigkeiten verbundene Änderung in der Methodik für Stoffwechsel-

untersuchungen an ausgeschnittenen Warmblüternieren haben T. Sollmann ^)

und H. M. Vernon*) bei ihren zahlreichen Versuchen eingeführt.

Sie bedienten sich einerseits zur Durchströmung des isolierten Organes

(anstatt des Blutes) der sauerstoffhaltigen Riiigerschen Salzlösung, und

andrerseits stellten sie ihre Versuche nicht bei Körpertemperatur, sondern

bei Zimmertemperatur (15
—20" C) an. Der Flüssigkeitsdruck war ferner

ein konstanter.

*) E. Pfäff und M. VeJnx-Ti/rode, Über Durchblutung isolierter Nieren und den
Einfluß defibrinierten Blutes auf die Sekretion der Nieren. Arch. f. exper. Path. und
Pharmak. Bd. 49. S. 324—341 (1903).

^) T. G. Brodie and W. C. Cullis, On the secretion of urine. Journal of Phvsiol.

Vol. 34. p. 222—249 (1906).

^) T. Sollmann, Perfusion experimeuts on excised kidneys. The American Journal
of Physiol. Vol. 13. p. 241—303 (1905); Vol. 19. p. 233—254 (1907); Vol. 21. p. 37 bis

50 (1908).

*) H.M.Vernon, The Rate of Tissue Disintegration ,
and its Relation to the

Chemical Constitution of Protoplasm. Zeitschr. f. allgem. Physiol. Bd. 6. S. 393—441
(1907).

— Derselbe, The Conditions of Tissue Respiration. Journ. of Phvsiol. Vol. 35.

p. 53-87 (1906-1907) und Vol. 36. p. 81-92 (1907).
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Metliudr von Solimann. ^)

Sollmann verfährt folj^endonnaüeii. Die Tiere (lluiide) werden /unilchst

durch Morphiiini und Äther narkotisiert. Duirli einen medianen Liinjisschnitt

und einen zweiten Querschnitt (unterhall) {\i'<~ l{i|)|)cnsanuies) (hirch die

Bauchwand werden die Nieren blülJgeleiJit. Ihi-e Fetthülle wird entfernt, ohne

Verletzuntt' der fibrösen Kapsel. Ureter und Nierengefälle werden isoliert

und freipräpariert. Eine KaniUe wird in den Ureter ein^'(duhrt und ihr

freies Ende mit einer gebogenen AusflulJröhre verbunden . die zu einer

Öffnung von etwa 1 nun Durchmesser ausgezogen wird. Die Nierenarterie

wird dann dicht neben der Aorta unterbunden und in ihr perij)hen'S Ende
eine Glaskanüle eingebunden. Diese (Jlaskaniüe, mit der Salzlösung gefiült,

wird dann mit dem Rohr des Durchströmungsapparates verbunden, der

inzwischen vorbereitet war, indem er mit (k'r (im allgemeinen P/o NaCl)

Salzlösung gefüllt und auf einen J)ruck von 100—140 rm Wasser eingestellt

wurde. Ohne weiteres wird nun die Durchströmung begonnen und .solange

fortgesetzt, bis die Flüssigkeit aus der Vene fast farblos erscheint. Diese

vorläufige Durchströmung hat den Zweck, die intravasale lilutgerinnung

zu verhindern. Wird diese Mai'iregel nicht getroffen, so dauert es dann

lange Zeit, ehe sich ein konstanter Ausfluß einstellt. Mierauf wird die

Durchströmung sistiert und die Nierenvene dicht nei)en der \'. cava unter-

bimdeu und in deren Lichtung, gegen die Niere zu, eine andere (ilaskanüle

eingeführt. Sodann werden die Gefälie unterhalb der Kanülen durchschnitten,

die Niere herausgenommen und auf ein kleines Stativ gelegt. Eine kurze

gebogene Glasröhre, die zu einer Öffnung von etwa 3 mm Durchmesser

ausläuft, wird zum Auffangen der ausfließenden Flüssigkeit mit der Venen-

kanüle verbunden. Die Arterienkanüle wird unter Vermeidung jeglicher

Knickung der Gefäße mittelst einer Klemme befestigt. Die Niere wird vor

Austrocknung dadurch geschützt, daß sie nach Miink mit einem aus der

Bauchwand herausgeschnittenen Hautmuskellappen bedeckt wird.

Die aus der Vene und dem Ureter ausfließende Flüssigkeit wird in

Bechern aufgefangen und dabei schätzt man die Durchströmungsgeschwindig-

keit entweder durch Zählung der ausfließenden Tropfen oder durch Messung

der Zeit, die notwendig ist, damit sich eine bestimmte Menge (gewöhnlich

15 cni^) gesammelt hat. Dabei ist der Umstand zu bcrücksichti-ren. daß

wegen der geringeren Lichtung des Ausflußrohres die aus dem Freter

stammenden Tropfen ein Drittel bis eine Hälfte der (irölie derjenigen

haben, die aus der Vene herauskommen.

Während der Durchströmung sickert immer etwas Flüssigkeit aus

der Nierenoberfläche durch die Kollateralgefät'ie, was jedoch keinen weiteren

Einfluß auf die Versuchsergebnisse hat.

of Ph\
50 (1908

\) T. Sollmann, Pcrtnsion cxpcriuients ou e.xcisod kidncys. Tlic .Vmoriran Journal

siol. Vol. 13. p. •241-303 (1905): Vol. 19. p. 233-2.5-4 (1907): Vn] LM. p. 37 l.is
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Manchmal teilt sich die Nierenarterie so nahe der Aorta, daß es

unmöglich ist, in den Gesamtstamm eine Kanüle einzuführen. Bei solchen

seltenen Fällen wurde die Kanüle in den Hauptzweig eingebunden und

der andere unterbunden.

Ganz besonders muß man darauf achten, daß keine Luft in die

Nierengefäße hineingelangt. Sie hat sonst eine plötzliche Verminderung des

Venen- und Ureterausflusses zur Folge und macht die Niere für etwa eine

Stunde unbrauchbar.

Der von Sollmann bei seinen Untersuchungen angewendete üurch-

strömungsapparat ist äußerst einfacher und bequemer Handhabung, wie

aus der nebenstehenden Fig. 111 zu entnehmen ist. Das Reservoir hat eine

Kapazität von 100 cm^ bis 2 l, und wird etwa 1-5 m oberhalb der Niere

mittelst einer Rolle suspendiert. Der Durchströmungsdruck wird zwischen

der Niere und dem unteren Ende des im Reservoir befindlichen und in

die Flüssigkeit tauchenden Glasrohres, das bei der An-

ordnung Luft durch die Flüssigkeit hindurchperlen läßt,

gemessen. Das A^erbindungsrohr zwischen dem Reservoir

und der Niere besteht aus sich abwechselnd folgenden

Stücken Kautschukschlauch und Glasrohr, damit etwaige
Luftblasen leicht entdeckt werden. Das T-Rohr neben der

Niere gestattet die Entfernung dieser Blasen, sowie das

eventuelle Wechseln der Durchspülungsflüssigkeit.

Die auf diese Weise durchströmte Niere kann

nach Sollmann einen Tag lang in einem Zustand erhalten

werden, der einige Erscheinungen gewisser Reste von

Vitahtät der Driisenelemente erkennen läßt. Diese Be-

funde sind: 1. gewisse Unterschiede in der Zusammen-

setzung der Durchspülungsflüssigkeit und der Ureter-

flüssigkeit; 2. SjTithese der Hippursäure; 3. Pigmentexkre-

tion; 4. Reduktion des Hämoglobins. Andere Lebenser-

scheinungen beziehen sich nicht auf die eigentlichen Drüsen-

elemente, sondern auf die Gefäße, wie z. B. Adrenalinwirkung.
Vernon führt noch andere Momente zur Kontrolle der X'italität der

Zellen an, z. B. die Verfolgung des Gasstoffwechsels.

Fif?. 111.

5. Muskelsystem: Herz.

Als das für Stoffwechseluntersuchungen am isolierten überlebenden

Warmblütermuskel geeignetste Versuchsobjekt ist wohl beim heutigen Stand

der Wissenschaft der isolierte Herzmuskel (von Kaninchen, Katze, Hund)
zu bezeichnen. DieA'orteile dieses Verfahrens sind in den folgenden I^mständen

zu erblicken:

1. Die verhältnismäßig einfache und schnell ausführbare Isolierung

des Organs.
2. Die lange Überlebungsdauer, wenn man die Methode Langendorfs



Intermediärer Stoffwechsel: Überleliciule Orgaue. Ji75

der direkten Speisung des Herzmuskels durch das Koi-unarsysteiii anwendet.

(Dabei schlägt das Merz \wv.)

?). Die Bequendichkeit, den Zustand der I.ebenstätigkeit des Organs
zu jeder Zeit zu verfolgen und zu kontrollieren, weil es seihst duirli seine

Pulse (dei-en Frequenz und Intensität, möglicherweise unter .Vnwcudung
der graphischen Methoden vor allem zu berücksichtigen sind) den jeweiligen
Zustand seiner Tätigkeit ausdrückt. Hierdurch ist sogar die Mtiglichkeit

gegeben, die Beziehungen des Stoffwechsels ziiin Kraftwechsel e.xperinientell

zu ermitteln.

4. Die leichte Ausführung der Durchströmung, sei es hinsichtlich

der geeignetsten Nährflüssigkeit (die einfache IiW(/er-Lorke?,d\Q. Lösung),
sei es hinsichtlich der dazu nötigen Apparaten bei denen die Notwendigkeit

wegiällt, den Flüssigkeitsstrom rhvthmisch zu unterhalten.

Zwecks der Trennung des Herzens von den übrigen Körperbestand-
teilen (namentlich suchte man hierbei das Herz vom Einflüsse des Nerven-

systems zu befreien) wurden von den Physiologen mehrere Methoden ange-

geben. Von diesen kommen aber hiei- nur diejenigen in P.etracht. die das

vollständige Isolieren des Herzens von allen id)rigen (leweben erzielen.

Das Lmigcndorff'sche''-) Verfahren ist wohl dasjenige, das sich für Stoff-

wechseluntersuchungen am isoli(U'ten Herzen ganz besonders eignet, was

auch aus den bisher schon ausgeführten Untersuchungen \(JoJt. Müller^),

Locke und Bosenheim^), M. Camis^)] hervorgeht.

Langendorffs Verfahren.

Die Versuchstiere (Kaninchen oder Katzen) werden aus der Carotis

entblutet. Während oder nach Ablauf der terminalen Atembewegungen wird

das Herz durch Entfernen des Brustbeines freigelegt, wobei im ersteren

Falle eine Verletzung der Venen wegen der (lefahr einer Lufteiidmlie zu

vermeiden ist. Nach Spaltung des Perikards wird um die Aorta eine Schlinge

gelegt, eine Öffnung in die Aortenwand geschnitten, durch welche zunächst

die Blutreste fortgespült werden. Dann wird die an den Schlauch einer

warme Ringersche Lösung enthaltenden Spülflasche angesteckte einfaciie

(Jlaskanüle, deren Lumen dem der Aorta entspricht, unter einem schwachen

Flüssigkeitsstrahl in die Aorta eingefidirt und festgebunden. Dabei ist

darauf zu achten, daß die Spitze der Kanüle nicht zu n.die an die Klappen

geschoben wird, weil dadurch deren Schlurifähigkeit leiden könnte. Das

durch einige Scherenschnitte losgetrennte Herz wird .sodann in eine Schale

mit warmer i^iw^/er-Lösung gelegt und durch leichtes Kneten von dem

^) 0. LatH/eiuIorff, Untersuchungen am ülierlelieiulcii SiuiLrcticrhorzon. rtHn/crs

Arch. Bd. 61. S. 291—3H2 (1895).

^) Joh. Müller, Studien über die Quelle der Muskelkraft. Zeitschr. f. alk'. riixsiol.

Bd. 3. S. 282-302 (1904).

ä) .S'. Locke and 0. lloKenhdm, Contriliutions t(i tiie IMiNslohigy tif tlie isidated

Heart. Journal of Physiol. Vol. 36. p. 205-220 (1907).

*) M. Camis, Sul consumo di idrati di carhonio md cunre isolato funzionante.

Zeitschr. f. allg. Physiol. Bd. 8. S. 371-404 (1908).
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Blutinhalte möglichst befreit [(J. Müller^), H. Winterstein% Hierauf wird

das Herz mit dem Durchströmungsapparat verbunden.

Von allen bisher beschriebenen Durchströmungsapparaten für das

isolierte Herz scheint mir derjenige, den neuerdings Loche und Bosenheim^

angewendet haben, am
besten für Stoffwechsel-

untersuchungen geeig-

net zu sein, namentlich

w^enn es sich (was wohl

am häufigsten zutreffen

wird) um Bildung oder

um Verschwinden be-

stimmter Stoffe in resp.

aus der Durchspülungs-

flüssigkeit durch die

Herztätigkeit handelt,

da bei der Methode

dieselbe Fltissiükeits-

menge zu wiederholten

Malen das Herzgewebe

passiert.

Nebenstehende

Fig. 112 veranschaulicht

das Verfahren. Aus dem
Reservoir C fließt die

Durchströmungsflüssig-
keit infolge ihres hy-

drostatischen Druckes

durch das Schlangen-
rohr zum Herzen und,

nachdem sie durch Aor-

ta und Coronargefälie

durchgeströmt ist, tropft

sie in den das Herz um-

gebenden zylindrischen

Trichter H ab, um von

hier durch das senk-

rechte Bohr Ä (Ausfluß- Fig. 112.

rohrj hinunterzufließen.

Das Ausflußrohr hat eine Lichtung von 9—10 mm. \'on hier geht die

Flüssigkeit zunächst durch das wagerechte Verbindungsrohr zur Sauer-

*) Joh. Müller, 1. c.

'-')
H. Winterstein, tjber die Saueistoffatmung des isolierteu Säiigetierherzens.

Zeitschr. f. allg. Pbysiol. Bd. 4. S. 333-358 (1904).

^) S. Locke and 0. Rosenheim, 1. c.
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stoffpiiinpe 0, durch welche der komprimierte Sauerstoff als eine laiifj;-

same uud reiielmäliisi- koutinnierliche Reihe von Gasblasen hinaufstei<^'t.

Das aufsteigende Gas reilit durch (his Aufsteij^rohr (B/ von 7 ww Lich-

tung die Flüssiirkeit als eine Reihe von kurzen Sauleu verschiedener

Läuiie mit sich, bis es schlielMich in das Reservoir /urückflieHt. Hierdurch

wird offenbar nicht nur das Zurückströnieu der Flüssiijkeit. soiidciii auch

deren Oxygenation am besten bewirkt.

Bei ihrem Durchi>anj>' vom Resen^oir /um Herzen flielU die Flüssiirkeit

zunächst durch einen Filter aus (ilaswolle (F) uud hierauf durch das

Schlansi'enrohr, wo sie sich erwärmt. Das kupferne Wasserbad. in dem das

Schlangenrohr enthalten ist, wird mittelst eines in seine Wand gelöt<'ten.

1 cm dicken Kupferstabes, dessen freies Ende durch einen an ihm befestifiten

Biinsen-BvemwY erwärmt wird, auf annähernd konstanter Temperatur
(86— HS") erhalten. Durch passende Änderimi; des Al)standes i\(>s Rrenuer.»

vom Bad ist man imstande, dessen Temperatur beiiuem und gut zu

regulieren. Der Wärmegrad wird an einem im Wasserbad versenkten

Thermometer abgelesen.

Die Kanüle, die das Ende des Schlangenrohres mit der Aorta verbindet,

hat S ni»/ Lichtung und wird durch den paraffinierten Pfropfen gesteckt,

der den zyhndrischen Herztrichter zuschließt. Das der Herzkanüle an-

geschlossene Seitenröhrchen, das ebenfalls durch den Pfropfen dui-chiicführt

wird, ermöglicht das Entweichen etwaiger (Tlasblasen ohne \'erlust der

Durchströmungsflüssigkeit.
Die Höhe des Ausflußrohres, vom unteren Ende des zylindrischen

Trichters H bis zum Verbindimgsi-ohr gemessen, beträgt 65--7U(w. Die

Höhe des Aufsteigrohres, vom Verbindungsstück zum Niveau der Reservoir-

flüssigkeit, beträgt hingegen 115—120 cm.

Der komprimierte Sauerstoff strömt aus seinem Behälter zunächst

durch eine (in der Figur nicht gezeichnete) H'o?;///sche Flasche, die Wasser

enthält. Das Gas wird hierbei gewaschen und gleichzeitig sättigt es sich

mit Wasserdampf. Dieser Prozeß dient zur N'erminderung des Wasser-

verlustes, der während der Durchleitung infolge der \'erdamitfung entsteht.

Zwischen der H Vw///schen Flasche und der Pumi)e wird zur Venneidung
von eventueller Zurückstrcmung der Durchleitungsthissigkeit ein (dasventil

eingeschaltet.

Einige Zentimeter oberhalb des \'erbindungsr(dnes K (vgl. die neben <ler

Hauptal)bildung einzeln gezeichnete Sauerstoffpumpe) verengt sich die ijch-

tung des Aufsteigrohres von 7 nni/ zu etwa :> iinii. An dieser Stelle befindet

sich die Sauerstoffspritze (Jj, die 1 mm Lichtung i)esitzt. Die Flüssigkeits-

säule im Ausflußrohr zeigt eine um so geringere Höhe, je mehr die

Pumpe arbeitet.

Die Durchspülungsflüssigkeit hat folgende Zusammen.setzung: Na Gl

O-90/o: K Gl 0-()42»/o; Ca Gl, O-Oi^Vo (als wasserfici gerechnet): Na HGO,

0()2o/o- Beim Beginn des Versuchs wird das NaHGOa aUein zin* Lösimg zu-

gesetzt, um die schwache Fällung von GaGO, möglichst eiu/us(hräiik( n
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Die Lösung enthält außerdem Glukose von O'l—0*25o/o, tlie immer frisch

beim Beginn des Versuches hinzugefügt wird.

Das relative Maß der Durchströmungsgeschwindigkeit wird durch

Zählung der Tropfen geschätzt, die in jeder Minute durch den Glasfilter

passieren, der gewöhnlich etwas Luft enthält. Ln wiedergegebenen A'ersuch

schwankte die Durchströmungsgeschwindigkeit zwischen 120 und 65 Tropfen ')

pro Minute bei einem Druck von 41 cm Lösung. Die Temperatur des Wasser-

bades war 36-4—370.

Die absolute Menge der Durchströmuugsflüssigkeit schwankte bei allen

Versuchen zwischen 100 und 250 cm^. Das isoUerte Kaninchenherz schlug
unter diesen Versuchsbedingungeu während der ganzen ^'ersuchsdauer, die

immer 7—10 Stunden betrug, immer regelmäßig und kräftig. Bemerkens-

wert ist noch der Umstand, daß in keinem Fall Herzschwäche den Grund

der Versuchsunterbrechuuff darstellte.'o

Skelettmuskeln,

Von den Beobachtungen ausgehend, daß die bis dahin zum Studium

des Stoffwechsels isolierter Organe ersonnenen Methoden stets nur einen

Teil des Prozesses der Messung zugänulich machen, indem man entweder

nur den Gasaustausch oder sonst bloß den Wechsel von nicht flüchtigen

Produkten zwischen P)lut und Gewebe ins Auge faßte, suchten M. v. Frey
und M. Gruher") eine Durchspülungsvorrichtung herzustellen, welche

sämtliche Produkte, die der Stoffwechsel des ausgeschnittenen und

künstlich durchgeleiteten Orgaues liefert, der Untersuchung zugänglich
macht. Bei diesem Apparat gelangt zum Zwecke der Anhäufung der nicht

gasförmigen Produkte nur eine mäßige Menge Blut zu oft wiederholten

Malen zur Durchleitung. Ihre Arterialisierung wird aber stetig und in

solcher Weise bewerkstelligt, daß die gesamten ausgetauschten Gasmengen
gemessen werden können. Durch Bestimmung der im Apparat jedesmal
kreisenden Blutmenge und durch Analyse der am Schluß des Versuches

quantitativ gesammelten Blutes ist man imstande, die durch die Tätig-
keit des untersuchten Organs bewirkten biochemischen Änderungen im

durchgeleiteten Blut zu ermitteln. Durch die chemische Analyse des (Jrgans
selbst kann man andrerseits die in ihm stattgefundenen chemischen Ände-

rungen feststellen.

Die Brauchbarkeit des Apparates w'urde von M. v. Frey am isolierten
Hinterteil des Hundes erprobt. Dieses Präparat, dessen Isolierung wir

sofort beschreiben wollen, besteht eigentbch aus Muskel, Haut und Knochen.
Die an ihm beobachteten Stoffwechselerscheinungen sind also auf die LTm-

setzungen zu beziehen, welche jedem der drei Gewebe für sich zukommen.
Hierbei ist jedoch nach v. Frey der Muskel der bestimmende Teil, nicht

') 100 Tropfen = 9 cm^.

-) M. r. Frey und M. Gruber, Untersuchungen über den Stoffwechsel isolierter

Organe. Archiv f. (Anat. u.J Physiol. S. 519—562 (1885).
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nur, weil or iin (rosamtucwicht iU'>< rriipiiratcs mit dnn ^zröl'-tcii Anteil

(6OV0 und darüber) vertreten ist, sondern Aveil er aulierdeni am reieliliclisten

vom lilut durchströmt wird. Die Haut zeii>t ein wechselndes NCrhalten.

Bei Körperwärme ist sie gerötet; Einsclinitte führen zn kleinen Ülntnniren.

unter Körperwärme ist sie blaß und so blutarm, dali man ^'efahrlos ein-

schneiden darf. Ebenso sind aus durchschnittenen Knochen die Iihitinij;en

äußerst sierinafüiiiii'. Immerhin wird man aber, namentlieh bei Körperwärme,
die Erti'ebnisse nur mit \'orbehalt auf den Muskel beziehen dürfen. Ein

Vorteil bei dem Präparat ist jedoch in dem rmstand zu erblicken, daß

die Muskeln in der unversehrten Hautdecke geiren üasdiffusion nach außen

geschützt werden. Dieser Schutz wird noch erhöht und zu<:leicli ein Mittel

zur sicheren Reoelung der Temperatur gewonnen, wenn das ganze Präparat
unter Wasser versenkt wird. Weitere \'orteile des Präparates gegenüber
anderen Methoden, bei denen die Muskeln ganz isoliert werden, sind ferner

1. die leichte Gewinnung großer Muskelmassen. '2. die rasche und sichere

Art, sie in die Durchleitung aufzunehmen, ;>. die Möglichkeit, die Muskel-

nerven selbst in den Stämmen und Wurzeln reizbar zu ei'halten.

Einwandfreie Ergebnisse sind au diesem Präparat in den Fällen wohl

zu erhalten (d. h. bei der Mehrzahl der an den Muskeln angestellten Enter-

suchungen dieser Art), bei denen es sich um \'ergleiche zwischen Puhe

und Arbeit handelt. Es ist unzweifelhaft zulässig, die Veränderuniien. die

sich infolge von Reizungen des ^Muskels im Stoffwechsel einstellen, auf

das gereizte Gewebe zu l)eziehen.

Behufs der Isoherung seines Hinterteiles wird der \'ersnchsluind dnrch

Verblutung getötet. Unmittelbar nach dem Herzstillstanil werden die Bauch-

decken dicht am Rippenraude durchtrennt, die Eingeweide in die Höhlung

des ZwercMells gedrängt und mit Ausnahme des untersten von der Art.

mesenterica inf. versorgten Stückes des Mastdarms von ihrem Mesenterium

abgelöst ;
der Stumpf des Mastdarms wird unterbunden. Endlich wird die

Wirbelsäule samt ihren Muskelmassen zwischen Brust- und Kendenteil.

oberhalb der Nieren durchschnitten. Das Präparat ist hierdurch vollkommen

abgetrennt und enthält an Eingeweiden nur nojii die Nieren und ilie im

kleinen Becken befindhchen Teile. Der nächste Akt ist die Einsetzun«: je

einer Glaskanüle in die Vena cava und Aorta, und zwar dicht nnterli.ilb

des Abganges der Nierengefäße. Die Nieren werden also nicht in den künst-

hchen Kreislauf aufgenommen: ihre vollkommene Ausschließung erfolgt

durch eine Fadenschlinge, welche die durchschnittenen .Muskeln der Lenden-

wirbelsäule umgreift und zwischen den Nieren und den (ilaskanülen durch-

gezogen wird. Unmittelbar darauf, d. h. 10 1.') Minut<'n nach dem Tode

des Tieres, beginnt die Einleitung von defibriniertem Blut des Dnrch-

spülungsapparates. Das Jilut, das zunächst aus der Vene doi^ Präparates

kommt, läßt man herausfließen. Es wird nicht weiter verwendet.

Besondere Sorgfalt ist der Stillung des aus allen übi-igeii «Inrch-

schnittenen Blutgefäßen des Präparates herausfließenden P.lntes zu widmen.

Drei Massenliuaturen reichen aus, um sämtliche Gefäße der Schnittwnnde

ö
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vollkommen sicher zu verschließen. Die erste derselben ist für die durch-

schnittenen ^'enen des Wirbelkanals und wird heri^estellt durch einen

kleinen Kork, der nach Abtragunsr eines kurzen Stückes Rückenmark etwa

5mv» weit in die Höhlung eingesteckt wird. (Aus den Gefäßen des Rücken-

marks selbst entsteht keine Blutung.) Die zweite GesamtUgatur hat die

ganze Muskelmasse zu umgreifen, welche den Stumpf der Lendenwirbel-

säule einhüllt. In dieser Beziehung kann die oben erwähnte Fadenschhnge,
die unterhalb der Niere durchgezogen worden ist, nur als eine provisorische

Ligatur gelten, welche größere Blutverluste bei der vorläufigen Durchspü-

lung verhindern *soll. Die vollständige Stillung der Blutung gelingt nur

durch sehr kräftige Kompression. Hierzu wird der Wirbelstumpf samt

Muskeln und Rückenhaut von den Armen einer starken eisernen Zange
umfaßt und durch Anziehen von Schrauben eingeschnürt. I )ie Nieren werden

hierauf entfernt. Die dritte Massenligatur hat schließüch die Aufgabe,

Blutungen aus den durchschnittenen Gefäßen der Bauchwand zu verhindern.

Zu diesem Zwecke dient der Eisenreif

der nebenstehenden Ablnldung (Fig. 113)

als sicheres und bequemes Hilfsmittel.

Der Reif muß von einer Größe

sein, daß er sich in die Bauchhöiile

des Präparates betiuem einführen läßt.

Dabei sollen die Bauchwandungen über

den Reif zu liegen kommen. Die nach

innen gebogenen Enden ruhen auf den

Querfortsätzen der Wirbel; es bleibt

somit nur der Wirbelkörper mit den auf

ihm hegenden großen (iefäßen fi-ei. Wird
nun ein starker Draht über den Weich-

teilen in die Kehle des Reifes gedrückt,

hinter der Wirbelsäule herumgeführt, und

werden nun seine Enden von einer passenden Schnürvorrichtung gefaßt

und angezogen, so sind sämtliche Weichteile — Haut und Muskeln —
durch die eine Schlinge umfaßt und deren Gefäße unterbunden. Nur für

die Arterien der tiefen Rückenmuskulatur ist diese Ligatur zuweilen nicht

ausreichend, weshalb noch die oben genannte Wirbelzange in Anwendung
kommt. Um ein Umkippen des schmalen Reifes zu verhindern, erhält er

vermittelst der beiden doppelt knieförmig gebogenen Eisenstäbe eine Füh-

rung in der Wirbelzange, in der er sich Avie in einem Scharnier bewegen
kann. Don Schluß der Vorbereitungen am Präparat bildet das Aufbinden

einer Schürze aus Kautschuktuch in der Kehlunu' des Eisenreifes. Die

Schürze wird nach rückwärts über die Lichtung des Reifes gespannt,
um die Glaskanüle und die Wirbelsäule geschlungen und hier nochmals

festgebunden. Sie hat die Aufgabe, Verdunstung aus der Bauchhöhle und
Diffusion von Gasen hintanzuhalten. Auch Füllung der Bauchhöhle mit

NaCl-Lösung wurde von v. Frey zu dem Zwecke verwendet. Damit ist

Fig. 113.
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das Präparat zur Aufnahme in den Ajtparat fcrti;^. I)as Präparat wird nun

bis an den p]isenreif in das Wasserhad versenivt und in dieser StclIiinL«-

festgehalten. Die Kanülen der Aorta und der Cava werden mit den Knden
der Blutleitung verbunden.

Die Lebenstätigkeit der Muskeln kann man durch elektrische Reizung
der zugehörenden Nerven feststellen und verfolgen, l'm alle motorischen

Nerven zusammen zugleich reizen zu können, führt man die eine Klektrode

in Gestalt einer langen und .schmalen Drahtschlinge in den Uückenmarks-

kanal ein, so dali sie zwischen Dura und Wirltelhögen zu liegen kommt.

Die Schlinge schmiegt sich also, indem sie den Körper des Rückenmarks

zwischen sich nimmt, an die hintere Fläche der austretenden Wurzelpaare
an. Als zweite Elektrode dient der oben erwähnte ümschnüiungsreif, dessen

Enden fest gegen die Querfortsätze der Wirbel drücken. Beide Elektroden

lassen sich ohne neue Verletzungen dem Präparate anlegen und die Reizun^^

trifft sämtliche Nerven, die aus dem Lendenmark entspringen. Ihre Wirk-

samkeit beweist, daß, wenn nicht dem Rückenmark, so doch den Nerven-

wurzeln die Reizbarkeit erhalten bleibt. Am besten lälit sich dies bei den

,,kalten"' Versuchen, wo sie selbst nach Tstündiger \'ersuchsdauer noch

ungeschwächt befunden wird, beweisen. Aber auch bei den ..warmen''

Versuchen, bei denen die Reizbarkeit rascher abnimmt, lälit sich durch

vergleichende Prüfung der direkten ^luskelreizbarkeit zeigen, dal) der (irund

des geringeren P^rfolges im Muskel und nicht im Nerven zu suchen ist.

Die von Frey angewendeten Reizungen waren meist tetanisch. Die

dadurch ausgelösten Bewegungen betreffen alle Muskeln zu gleicher Zeit.

Das Ergebnis ist aber infolge des Überwiegens der Mm. extensores eine

Streckbe^vegung. Sie geht in dem Wasserbade vor sich. Um sie beobachten

zu können und gleichzeitig ein Maß für den Betrag der Streckung und

damit für die Wirksamkeit des Reizes zu gewinnen, wird an jede Pfote

eine Schnur mit Gewicht (meist 500 <;) gebunden, welche derart über

Rollen läuft, daß während der Ruhe die Beine an den Leib angezogen

werden. Jede Streckung wickelt einen Teil der Schnur ab und es können

die Längen an einer Millimeterskala abgele.sen werden. Die Arbeit jedoch.

welche die Streckmuskeln leisten, ist, da sie den Widerstand der Anta-

gonisten zu überwinden haben, viel großer als der sichtl)are äußere Effekt.

Über leb ungsdauer.

Es wurde schon betont, daß die Überlebungsdauer in enger Beziehung

zur Temperatur steht, v. Frey unterscheidet in bezng auf die Temperatur

drei Versuchsreihen: 1. Kalte Versuche, bei denen Blut und Präparat auf

Zimmertemperatur, ca. 20oC, gehalten werden. l>. Ilalbwarnie Versuche,

bei denen das arterielle, auf Körpertemperatur vorgewärmte lüui in einen

Muskel gelangt, der sich in einem Wasserbade von ca. 2(»" l>efiudet.

wodurch das venöse Blut auf 82 bis 84« abgekühlt wird. :".. Warme Ver-

suche, bei denen die Bluttemperatur zwischen Hti und ;U»o C schwankt.
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Mt der Temperatur ändert sich natürlich nicht nur die Überlebungsdauer,

sondern auch der Gesamtstoffwechsel des Präparates. Am längsten überlebt

das kalte Präparat (etwa 7 Stunden).

Die Technik der Durchleitungen ist, nach v. Frey, also immer noch

von der Art, daß es nur bei Zimmertemperatur gelingt, das Präparat durch

längere Zeit — sicher durch 7 Stunden, wahrscheinlich noch länger
— in

einem konstanten, dem normalen ähnlichen Zustande zu erhalten. Unter

dieser Einschränkung bietet aber der Versuch schon jetzt ein zuverlässiges

Mittel, um die Erscheinungen des Stoffwechsels an ausgeschnittenen Organen
zu studieren. Handelt es sich dagegen um die P'rage, welche Größe der

Umsatz am isolierten Organ unter den günstigsten Bedingungen erreichen

kann, so können nur die warmen Versuche in Betracht kommen.

Methode von Emhden und GUlßner.'^)

Die Methode ist einfacher. Bei dem zu durchblutenden, kleineren

Hunde wird unmittelbar nach der Entblutung aus beiden Karotiden die

Bauchhöhle in der Linea alba vom Processus xiphoideus etwa 25 cm nach

abwärts eröffnet, das Piektum möglichst tief doppelt unterbunden und

zwischen beiden Ligaturen durchtronnt, alsdann der Magen an der Cardia

ebenfalls zwischen zwei Ligaturen durchschnitten. Nun werden Magen und

Darm entfernt: auch die Leber wird herausgenommen.
Es folgt die Freüegung der Aorta und Vena cava an ihrem unterhalb

des Abganges der Nierengefäße gelegenen Teil. Die innerhalb dieses Ge-

bietes abgehenden Seitenäste werden unterbunden und alsdann in die Aorta

und die Vena cava mögUchst kurz über ihrer Gabelung Kanülen eingebunden.

Längs der l)eiden Seitenränder der Bauchwunde wird je eine Massenligatur

augelegt, außerdem noch auf jeder Seite in der Höhe des unteren Nierenpols

eine querlaufende Ligatur, welche Haut und Muskulatur umfaßt. Der hintere

Teil des Tieres wird alsdann in eine "Wanne mit Wasser von 39—40" C

gebracht derart, daß die hinteren Extremitäten zwar völlig eintauchten,

aber kein Wasser in die Bauchhöhle lief. Nunmehr werden Arterien- und

Venenkanüle mit dem zuführenden resp. abführenden Schlauch in Verbindung

gebracht und die Durchleitung in Gang gesetzt.

6. Zentralnervensystem.

Stoöwechseluntersuchungen im engeren Sinne wurden bis jetzt an

isolierten Zentren der Amphibien, abgesehen vom Gaswechsel (H. Winter-

stein-), noch nicht ausgeführt. Die bisher nach dieser Richtung aus-

geführten biochemischen Untersuchungen beschränkten sich nur darauf,

diejenigen äußeren chemischen Bedingungen festzustellen, bei denen eine

lange und normale Überlebung der Zentren möglich ist.

^) 1. c. S. 363, Fußnote 1.

^) //. Winterstein, Über deu Mechanismus der Gewebsatmuug. Zeitschr. f. allgem.

Physiol. Bd. 6. S. 315—392 (19C7).
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Indessen scheint mir besonders das znletzt von mir hcscliriclicnc

Verfahren') der Isolierunj^ des ganzen /entrahnu'vensystems der Kröte

(Bufo vuli^aris) dazu ijeeignet . ei}i:entliche Stoffw(U'hseinnt('rsuchini!_M'ii zu

g-estatten. Deshalb erlaulx' ich mir. im toI}ien(U'U die MctliocU.' seiner Isolie-

rung" kurz zu besi)reehen.

Das Tier wird mit dem Kücken nach oben niid ausgestreckten Kxtre-

mitiiten auf eine dicke Koi'kplattc aufgebunden, .\nstatf der iililicheii

Methode, die Fül.)e mit Steckuadelu durchzustechen, schlingt man um den

Hals jedes Fußes ein Stück jenes biegsamen und Iiedeckten Kupfer-

drahtes, der zur elektrischen Leitung der gewöhniiclien kleiiHn Induk-

torien dient, und befestigt dann die Scldinge an den entsprechenden, für

sich allein fixierten Stecknadeln.

Mittelst einer kleinen Schere wird die Haut zunächst am Hüftgelenk

dicht oberhalb der Drahtschlinge herausgeschnitten und von da ab bis

zum Kopf abgetragen. Die Hinterfübe werden nicht abgehäutet, denn ihre

Haut dient zur Prüfung der Keflextätigkeit. Besondere Sorgfalt ist sclutn

beim Beginn des Versuches der Durchschneidung der Haut zu widmen,

damit ein Ausdrücken der zahlreichen Hautdrüsen verhindert wird. Ihi-

saures milchiges Sekret darf nicht mit den Nerven des Präjjaivite.s in

Berührung kommen, weil es auf diese eine äußerst schädliche Wirkung
ausübt.

l)urch Abtragung der seitlichen Muskelmassen des Kückens wird dann

die dorsale Fläche der Wirbelsäule in ihrer ganzen Ausdehnung blol'igelegt.

Nachdem man den dorsalen Umfang des Wirbelkanals zwischen dem S. und

dem 9. Wirbel ([uer gespalten hat, beginnt man unter ^\jiwendung einer

kleinen kräftigen kurzen Knochenschere die Wirbelringe beiderseits kopf-

wärts zu durchtrennen. Dabei hält man die Wirbelsäule mit den Fingern

der linken Hand fest und achtet ganz besonders darauf, daß mit dei- Schere

niemals das Bückenmark berührt wird. Die Zentren sind nämlich uni.;t'nieiu

empfindhch gegen die auch äußerst geringen mechanischen Mißhandlimgen-

Ist ein solcher mechanischer Reiz erfolgt, so äußert sich die dadurch

erzeugte Erregung der Zentren als langdauernde tetauische bzw. fibrilläre

Zuckungen der entsprechenden Muskehi des Körpers. Meist folgt eine

unwiederrufliche Lähmung der Zentren und mithin ein Unbrauchbarwerdeu

des Präparates.

In gleicherweise wird das Schädeldach entfernt. 'lewühnlich ist man

dann gezwungen, die Längsöffnung der so entstandenen Zenrralrinne seitlich

weiter zu erweitern und die Bänder zu regulit'ren. Hierauf schreitet man

zur eigentlichen Bloßlegung der Zentren, indem man unter Beachtung tler

^'orsichtsregel, die Zentren selbst kaum oder gar nicht zu beriUiren. diese

mittelst einer feinen gebogenen Pinzette von der schwärzlich gefärbten uu«i

kalkreichen Dura befreit.

1) S". BagUoni, Contributi alla fisiologia geuerale dei ceiitri iierv.isi. Zoitsclir. f.

aUgem. PhysioL Bd. 9. S. 1—54 (1909).
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Mittelst eines kleinen stumpfen Schlingenführers wird dann ein vorher

mit Bingerscher Lösung befeuchteter Faden unter die bei der Kröte so

eigentümlich lange Cauda equina durchzogen, ohne jedoch die höher liegende

Int. post. irgendwie zu zerren. Die anatomische Besonderheit, eine so lange

Strecke von intraspinal verlaufenden Nervenbündeln ohne Beimengung von

Ganglienmassen, im Gegensatz zum Frosche, zu besitzen, ist eben der

Grund, weshalb die voll-

ständige Isolierung der

Zerebrospinalachse nur

beim Bufo gelingt.

Sodann werden

beide Unterschenkel, so-

wie beide Nn. ischiadici

bis zu ihren Austritt-

stellen aus dem Wirbel-

kanal präpariert. Hier-

auf schiebt man vorsich-

tig unterhalb der mit-

telst des Fadens geho-

benen Cauda die eine

Klinge der kleinen Kno-

chenschere und trennt

hier die Wirbelrinne

durch. Mit der linken

Hand hebt man nun

beide Hinterfüße des

Präparates und zieht

hierdurch schwach die

Zerebrospinalachse, die

aus der Wirbelrinue

schließlich herausgeholt

wird, indem die von den

Zentren abgehenden
Nerven kopfwärts, und

zwar von den Spinal-

wurzeln an bis zu den Nn. olfactorii durchschnitten werden. Auf diese

Weise erhält man das in der obenstehenden Fig. 114 abgebildete Zentren-

präparat. Seine Überlebung, die durch die Fußreflexe leicht zu prüfen

ist, steht nun vor allem in direkter Beziehung zur äußeren Temperatur,
sowie zum Umgebungssauerstoff. Aus meiner l)isherigen Erfahrung geht

hervor, daß ein solches Präparat in einer feuchten Kammer dem Luft-

sauerstoff frei ausgesetzt, bei Zimmertemperatur von 8— 10" C bis mehr
als 24 Stunden, bei Zimmertemperatur von 20° hingegen etwa 8 Stunden

imstande ist, zu überleben.

Fig. 114.



D. Die Fermente des Kolileliydratstoffwechsels in Tier-

imd Pflanzenwelt.

Von M. Jacoby, Berlin.

Die tierischen Zellen speichern Kohlehydrate als (ihkofion initl Itc-

dürfen daher eines Fermentes, welches Glykof^en spaltet. F.Pick^) hat die

Isolierung und das Arbeiten mit diesem Ferment einj^ehend studiert.

Die lebenswarm entnommene Leber wurde von der Pfortader aus so

lange mit Leitungswasser durchgespült, bis dieses aus den Lebervenen

farblos abfloü, dann zerhackt und mit dem fünffachen ^'ohlm('n DGVoi^en
Alkohols 24 oder mehr Stunden stehen gelassen, dann abgeprelit und das

nach vorherigem Trocknen bei Zimmertemperatur oder bei 08" erhaltene

Leberpulver mit einer Lösung von 0*2
,9^

Fluornatrium auf 100 (7 physiol.

Kochsalzlösung ausgezogen. Die Extraktion erfolgte in einem bei .SH*» ge-

haltenen Schüttelapparat. Nach 24stündiger Digestion wurde das (iemisch

kollert, die abgepreßte Fermentlösung im Falle des Bedarfes filtriert und

dann eine abgemessene Menge zu ebenfalls in Kochsalz-Fluornatrium ge-

löstem Glykogen zugesetzt. Vergleichsproben wurden stets auf ein gleiches

Volumen gebracht.

Man kann dann bei der Prüfung der Wirksamkeit des P'ermentes

entweder das der Spaltung entgangene Glykogen oder den gei)ildeten

Traubenzucker bestimmen. In dieser Beziehung muß auf andere Teile des

Handbuches verwiesen werden.

Kisch 2) hat dann die Methode bearbeitet, deren man bedarf, um die

fermentative Zersetzung des Glykogens in den ( )rganen zu studieren, ohne

das Ferment zu isolieren. Sehr zweckmäßig ist das von Kisch bcnut/te

Verfahren, dem ()rganl)rei jedesmal (ilykogeu im fberschuß zuzusetzen,

wodurch man einmal unabhängig von dem Glykogengehalt der (iewebe

wird, sodann immer über einen so großen Cilykogenüberschuß verfügt, daß

') Friedet Pick, Über das glykogcnspcolteude Ferment der Leber. Hofineiffiis

Beitr. Bd. 3. S. 163—183 (1903).

^) Franz Kisch, Über den postmortalen Glykogenschwuiid in iK-n .Muskeln und

seine Abhängigkeit von physiologischen Bedingungen. Hofmeisters Beitr. Bd. 8. S. 210

bis 237 (1906).

Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 25
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Ungleiclimäßigkeiten und die Fehlerquellen der Bestimmungsmethoden aus-

geglichen werden. Beachten muß man nur, daß Glykogen sehr leicht der

Zersetzung in Traubenzucker verfällt, so daß ältere, von chemischen Fa-

briken bezogene Präparate nur zum Teil aus Glykogen, zum anderen Teil

aus Traubenzucker bestehen.

Ebenso wie Glykogen wird auch Stärke von den Organzellen gespalten.

Für die quantitativen Bestimmungen des diastatischen Fermentes bei der

Prüfung mittelst Stärke hat neuerdings Wohlz/emuth^) eine bequeme Me-

thode beschrieben:

Man beschickt eine Pieihe Reagenzgläser mit absteigenden Mengen
der zu untersuchenden Fermentlösung, fügt zu jedem Röhrchen 5 cm^ einer

P/oi^^n Stärkelösung und stellt sofort jedes Röhrchen in ein Gefäß mit

Eiswasser, in dem sich ein Drahtkorb zur Aufnahme der Gläschen be-

findet. Die Anwendung des Eiswassers hat den Zweck, jede Fermentwir-

kung zunächst vollständig auszuschließen. Wenn dann alle Gläschen in

dieser Weise vorbereitet sind, wird der Drahtkorl) mit sämthchen Gläschen

in ein Wasserbad von 40" übertragen ;
dadurch wird erreicht

,
daß die

Wirkung des Ferments in allen Portionen zu genau dem gleichen Zeitpunkt

einsetzt. Bei dieser Temperatur Ideibt der Drahtkorb 30—60 Minuten, je

nachdem man den Versuch ausdehnen will, uud wird nach Ablauf der ent-

sprechenden Frist wieder in das Gefäß mit Eiswasser übertragen uud kurze

Zeit darin belassen; auf diese Weise wird die Fermentwirkung wiederum

in sämthchen Portionen zu genau der gleichen Zeit unterbrochen. Damit

ist die eigenthche Ausführung des Versuches beendet.

Um nun festzustellen, wie stark die Fermentlösung war, wird fol-

gendermaßen weiter verfahren:

Sämtliche Reagenzgläschen werden etwa bis fingerbreit vom Rande

mit Wasser aufgefiült. zu jedem Gläschen je ein Tropfen einer n/TO-Jod-

lösung zus^esetzt und urageschüttelt. Dabei beobachtet man verschiedene

Färbungen. Avie dunkelblau, blamlolett, rotgelb und gelb. Als unterste

Grenze der Wirksamkeit (limes) wird dasjenige Gläschen bezeichnet, in

dem zum ersten Male die blaue Farbe unverkennbar auftritt, das ist also

dasjenige Gläschen, das die violette Farbe zeigt.

Aus der vorhergehenden Probe wird dann die Wii'ksamkeit des Fer-

ments so berechnet, daß die Anzahl Kubikzentimeter einer P/oigen Stärke-

lösung bestimmt wird, die durch 1 cm^ der Fermentlösung in der für den

Versuch angewandten Zeit bis zum Dextrin total abgebaut wird. Hat man
z.B. diese Grenzwirkung durch O'l cm^ einer Lösung erhalten, so würde

1 cni^ 50 cw3 der Stärkelösung in der betreffenden Weise umwandeln.

Unter Berücksichtigung der Versuchszeit und Versuchstemperatur bezeichnet

WohUjemuth dann die diastatische Kraft der Lösung mit D30' = 50.

*) J. Wohlgemuth, Über eine neue Methode zur quantitativen Bestimmung des

diastatischen Ferments. Biochem. Zeitschr. Bd. 9. S. 1—9 (1908).
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Als Stiirkolösunii- wiirdo Kdhlhuions lösliche Stärkf hciiiit/t. von der

man niöalieiist frische Lösnnucii verwendet. Je nach der Intensität der zu

prüfenden Fernientwirkung- mulj man die Di.ucstionsdaner auT 1 Stniide oder

auch 24 Stunden ausdehnen. Bei der Herstellun},^ der Verdihininii^cn niulJ

beachtet werden, daß die Chloride die Diastasewirkuny verstarken.

Bei Organsäften stört die Beurteilung der Farl)"nreaktionen, dal'i die

Extrakte meist trübe sind. Wohh/etmith empfiehlt daher, nach Beendigung
der Digestion die klare, überstehende Flüssigkeit in bereitgehaltene Bea-

genzgläscr abzugießen und dann erst die Verdünnung mit Wassei- vorzu-

nehmen.

In manchen Beihen begegnet man l)is\v('ilen Bülirchen, in (h'iu'ii neben

einem starken Bot ein leichter blauer Farbenton vorhanden ist. Wenn man

schwankt, ob dieses Böhrchen schon als unterste Grenze aufzufassen ist

oder nicht, so tut man gut, noch 1 Tropfen Jodlösung in dieses Böhrchen

zu tun und beobachtet nun beim Um schütteln . ob der bhiue Farbenton

bestehen bleibt oder durch eine rotbraune Farbe verdrilngt wird. Im ersteren

Falle wäre das Böhrchen tatsächlich schon als limes aufzufassen, im

letzteren Falle dagegen erst das nächst tiefere. Nach Erfahrungen, die

Hata in meinem Laboratorium gesammelt hat, erleichtert es die Bestim-

mung der Grenze, wenn man die Proben mit Chloroform schüttelt. Man
erkennt dann ohne Mühe, in welcher Probe zuerst ein blauer Ton Be-

stand hat.

Ob das Glykogen erst nach der Spaltung oder auch direkt verbrannt

werden kann, wie Favt/ vermutet, ist zweifelhaft. Da im Organismus sehr

verbreitet sich Diastasen finden, so ist anzunehmen, daß im allgemeinen

der Verbrennung die Spaltung in Traubenzucker vorangeht, ebenso wie der

Organismus ja auch das Glykogen aus Traubenzucker aufbaut. Ob dabei

Zwischenprodukte entstehen und sich dazu geeignete Fermente in den

Organen finden, ist noch unsicher. Da die Organe jedoch nicht nur Gly-

kogen, sondern auch Stärke spalten können, so ist zu vermuten, daß auch

dabei entstehende Dextrine gespalten werden, also Dextrinasen vorhanden

sind (P. Mayer "^y

Die Isolierungsmethoden der diastatischen Zehfermeiite sind bei den

Pflanzenenzymen weiter vorgeschritten als bei den tierischen Enzymen. Das

kommt wohl daher, daß diese Enzyme weniger labil und intensiver wirk-

sam sind.

Die Malz-Diastase haben Ä. i^mwA-eZ und Humhurf/'^) in wirksamer

Form und sehr gereinigt nach einer allerdings ziemlich schwierigen .Me-

thode erhalten. Das Verfahren beruht darauf, daß das Enzym in Lösung

1) Paul Mauer, Über das Verhalten von Dextrin und Glykogen im Tierkorpor.

Fortschr. d. Med. Xr. 13 (1903).

3) Sigmund Fränkel und Ma.c Jlaniljurc/, Ül«er Diastase. Erste Mitteilung. \ er-

suche zur Herstellung von Reindiastase und deren Eigenschaften. Jlo/mristers Beitrüge.

I5d. 8. S. 389-398 (1906).
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gehalten wird, während Beimengungen zunächst ausgefällt werden; sodann

wird das Ferment durch Tonfilter filtriert. In der Hauptsache wird das

Ferment dadurch gereinigt, daß es aus eiweißarmen Lösungen gewonnen
wird, in denen der Zucker vergoren wird.

Es werden 5 kg Malzschrot von sehr diastasereichem Malz mit 15 l

Wasser von 25° C eingemaischt. Nach einstündigem Umrühren überläßt

man die Maische einer halbstündigen Ruhe, worauf man kollert und den

Rückstand auspreßt. Die Kolatur wird zum Absetzen des mitgegangenen
Malzmehles in der Kälte sedimentieren gelassen und hierauf vorsichtig

abgepreßt.
Nun wird folgendes ^'erfahren eingeschlagen: Man bestimmt in ab-

gemessenen Mengen des wässerigen Auszuges die diastatische Kraft in

bezug auf Verflüssigung und Verzuckerung und setzt anderen Proben

derselben Menge des wässerigen Auszuges gemessene Quantitäten einer

Lösung von basisch essigsaurem Blei so lange zu, als die diastatische

Kraft keine merkliche Veränderung erfährt. Jetzt mißt man die Haupt-

menge ab und setzt ihr die berechnete Menge derselben Bleiessiglösung zu.

Bei diesem Verfahren überzeugt man sich, daß im Filtrat nach der Blei-

fällung Schwefelammon keine Bleireaktion zeigt. Man läßt absitzen, filtriert

durch Papier, zieht die gesamte Lösung durch große, sterile Pukalfilter

rasch in sterile Flaschen und läßt nach Impfen mit einer geringen Menge
einer Beinkultur von Frohberghefe, die man vorerst an zuckerarme, dia-

stasereiche Nährböden gewöhnt hat, bei 28*^ C im Thermostaten vergären.
Sobald die Gärung zu Ende, zieht man wieder durch Pukalfilter in einen

vorher sterihsierten Vakuumapparat ein, destiUiert die Lösung bei einem
Druck von 10 mm Hg und engt etwa auf 500 cm^ ein. Ist die Lösung
sauer geworden, so ist es notwendig, mit etwas kohlensaurem Kalk zu

neutrahsieren. Es ist dabei notwendig, auch den kohlensauren Kalk, der

dabei eingetragen wird, zu sterilisieren. Nun wird die Lösung mit sehr

wenig einer Mischkultur von Frohberg- und Logoshefe, die in oben er-

wähnter Weise vorbehandelt ist, geimpft und einer neuerlichen Gärung
unterzogen. Bei der zweiten Gärung empfiehlt es sich sehr, die Hefen vor-

erst stickstoffhungrig zu machen. Nun sucht man möglichst den Endver-

gärungsgrad zu erreichen, engt wieder die Lösung nach dem Filtrieren

durch Pukalfilter im Vakuum ein und erhält unter gtinstigen Arbeitsum-

ständen eine sirupöse Flüssigkeit, die durch Einengen im absoluten Vakuum
über Schwefelsäure in ein Pulver verwandelt werden kann.

Das so erhaltene Diastasepräparat ist im Gegensatze zu den ge-
wöhnlichen unreinen Diastasepräparaten chemischen Einflüssen gegenüber
ungemein empfindlich. Löst man das Präparat in wenig Wasser und ver-

setzt es mit Alkohol, so geht nach kurzer Zeit die Diastase zugrunde, wenn
man nicht sehr rasch die Fällung der weiteren Einwirkung des Alkohols

entzieht. In gleicher Weise wirkt Aceton.

Das Präparat stellt ein hchtgelbes, in Wasser leicht lösliches, in Al-

kohol unlöshches Pulver vor. welches die Biuretreaktion sowie die Xantho-
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protcinreaktion nicht nielir ^iht. mit .-ilkalischcr lllcilösmi^- <,n'koclit. keine

Sc'hwarzfärbim^- zeigt. Ilinuegeii zeigt es meist spurenweise Millonsvhc

lieaktion. Die Lösung reduziert /eÄ/iw^sche Lösung iiiclit. /.eiirt aher

einen positiven Ausfall der il/o//sr/? sehen Iteaktioii . ferner schwaehe Pen-

tosenreaktion. Die SeilteanoßVdiQ Keaktion auf Liivulose fällt negativ aus.

Die wässerige Lösung lälit sich zum kleinen Teil sowohl durch K(»ch-

salz, Ammonsulfat und Magnesiasulfat aussalzen. Die Niederschläge zeigen
starke diastatische Eigenschaften, aber auch dw salzgesättigte Lösung.

Salzsäure, Schwefelsäure und Phosphorsäure bewirken in der wässerigen

Lösung schwache Trübung, ebenso essigsaures Blei und basisch essig-

saures Blei.

Neben der Diastase ist das Invertin, welches den Kohiy.uckei- in

Traubenzucker und Fruchtzucker spaltet, wohl das wichtigste Polysaccha-

ride spaltende Enzym der Pflanzenzellen. Die Isolierung des Invertins aus

der Hefezelle hat Hafner^) im Laboratorium von Hüfner sorgfältig aus-

gearbeitet; seine Angaben enthalten viele Winke, die bei Lsolierungsver-

suchen allgemein verwertbar sein dürften.

5 hj reine Preßhefe, die von der llefezuchtanstalt des Vereines deutscher

Spiritusfabrikanten geliefert war, wurde nach OsJiornc mit 5 / 95^—90" „igen

Alkohols in einer großen Pieibschale gut angerieben, sodann, nachdem man
den Brei einen Tag lang ruhig hat stehen lassen, der Alkohol durch

P'iltration entfernt, die zurückbleibende Hefe wieder einige Tage lang in

einem großen Becherglase bei ziemlich kühler Temperatur mit etwa 6 /

Wasser, am besten unter beständigem Umrühren mittelst eines Rührwerkes

digeriert und am Ende auf mehrere große Faltenfilter gebracht, um vom

wässerigen Auszuge getrennt zu werden: diese Extraktion wird wiederholt,

bis eine Probe des Extraktes kaum noch invertierend wirkt.

Nun fügt man Ammoniak hinzu, bis die Lösung deutlich danach

riecht, der entstehende Niederschlag wird bald nach dem Absetzen ab-

filtriert, das Filtrat eventuell noch durch einen Pw^a/schen Tonfilter zur

Klärung geschickt, endlich bei höchstens 40^ im ^'akuum eingeengt. Aus

dem zurückbleibenden Siru}) wird das Invertin durch absoluten .\lkohol

ausgefällt.

Das so erhaltene Rohprä parat wird zunächst n.il absolutem .M-

kohol gewaschen, hierauf mit lauwarmem Wasser in eine lU-iiischah' ge-

spült und darin zu einem dünnen Brei angeriei)en, den man in einem

Becherglase noch weiter verdünnt und einige Stunden stehen läßt. Nun-

mehr wird wieder ein schleimiger Niederschlag durch Filtration entfernt,

das Filtrat wiederum durch Ammoniakausfällung gereinigt, endlich die

Flüssigkeit einer längeren Dialyse unterworfen, bei der das vorher un-

wirksame Invertin wieder aktiv wurde. Man dialysiert in einem größen-n

Dialysierapparat , möglichst indem man die l'lüssigkeit dalx'i dauernd be-

M B.Hafner, Einige Beitrage zur Kenntnis des Invertins. Zeitschr. f. itiiys. Chem.

Bd. 42. S. 1-34 (1Ü04).
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wegt. Vor Fäulnis schützt man sich durch Toluol. Sclilioßhch wird die

Inneuflüssigkeit des Dialysators mit absolutem Alkohol ausgefällt, der ent-

stehende Niederschlag mit Alkohol und Äther gewaschen und im Vakuum

über Schwefelsäure getrocknet. So erhielt Hafner aus 5 hj reiner Prelj-

hefe o"l g sehr wirksamen Invertins.

Diese Methode der Invertindarstellung hat jedoch den ernsten Nach-

teil, daß die Präparate bei der Behandlung mit Ammoniak, namenthch aber

noch zum Schlüsse bei der Einwirkung des Alkohols unwirksam wurden.

Hafner meint, daß diese Empfindlichkeit der reinen Hefe mit ihrer Rein-

zucht in innerem Zusammenhange steht, jedenfalls hatte er bessere und

konstantere Erfolge beim Arbeiten mit untergäriger Bierhefe.

Die frische Bierhefe wurde durch Sieben und Waschen mit Wasser

von 1—3" Temperatur von den Bestandteilen der vergorenen Bierwürze

gereinigt, hierauf durch Absaugen auf der Nutsche möglichst vom Wasser

befreit. Der Pvückstand wurde mit dem gleichen Gewichte 96VoigGn Alko-

hols Übergossen, damit zu einem gleichmäßigen Brei angerieben und dieser

24 Stunden sich selbst überlassen. Dann wird der Alkohol durch ein Flanell-

tuch abgeseiht, der Rückstand mit dem doppelten Gewicht Toluolwasser

angerührt und der Brei 2— ?> Tage lang bei 2—5" dauernd gerührt. Nun
wird durch Faltenfilter filtriert, ev. noch durch spanische Erde geklärt. Die

klare Flüssigkeit wird bei 40" im Vakuum zum dünnen Sirup eingeengt,

der Sirup in ein Bechergias gegossen, mehrere Stunden im Kühlen stehen

gelassen und, nachdem sich noch anorganische Salze u. a. abgesetzt haben,

wieder filtriert.

Nunmehr wird zu Portionen von 50 cm'^ etwas mehr als 50 cm^ ab-

soluten Alkohols langsam zugefügt. Sobald milchige Trübung sich gebildet

hat
,
werden schneU 300 cm'^ absoluten Alkohols zugetan. Man schwenkt

einmal um und läßt die Mischung ruhis- bis zum Absetzen von Flocken

stehen. Dann wird der noch milchige Alkohol abgegossen, der Niederschlag

nochmals mit 200—300 cm ^ absoluten Alkohols überschüttet. Zu ver-

meiden ist Rühren mit einem Glasstab, da sonst harzige Massen
entstehen, die nach dem Trocknen unwirksam sind.

Das ausgeschiedene Rohinvertin wird noch 1—2mal mit kleinen Mengen
absohlten Alkohols übergössen: erst nachdem es durch mehrstündiges Stehen

hart geworden ist, auf Filter gebracht, mit Alkohol und wasserfreiem Äther

ausgewaschen und durch Absaugen getrocknet. Man wäscht aus und trocknet

am besten auf mehreren kleinen Filtern. Aus dem milchigen Alkohol er-

hält man noch eine Portion Rohinvertin. Schließlich wird das Präparat im

Vakuum über Schwefelsäure getrocknet.
Die endgültige Reinigung erfolgte auch hier wie bei den Präparaten

aus der reinen Preßhefe durch Ammoniakausfällung und Dialyse.

Ich füge nun einiges zur Erläuterung der Methode an. Da es lange
bekannt ist, daß das Invertin von der lebenden Hefe kaum abgegeben wird,

muß man die Zellen zunächst töten. Dazu dient die anfängliche Behand-

lung mit starkem Alkohol. Die Anwendung niedriger Temperaturen ist
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zweckinäßiii', iiin die Pjitstehuiifi- vonEi\veißspaltunp:spro(lukt(Mi dui-cli die Kiii-

wirkung des Inder Hefe sich findenden proteolytischen Knzyins zu vcrni('i(h'n.

Wie aus Versuchen von A'. Flsvhir w. a. hervorfi:('ht , kann man die

Abt()tnnj^' der Hefe, welche der Isolierunii- des Invertins voraus^^'hcn niul),

auch durch mechanisches Zerreiben bewerkstelligen.

Es ist nicht nötig, alle Fermente, welche l'olysaccharide spalf<'ii. be-

sonders zu besprechen, da sich methodisch keine neuen .Mon)ente eiL-^eben.

Jedoch soll noch einiges über die glukosidspaltenden Fermente imil ins-

besondere über das wichtige Kmulsin angefügt werden.

Das Emulsin, welches aus den Kernen der bitteren Mamleln gewonnen
wird, ist bei Kahlbaum, Schuchardt und Merck in gut wirksamer Form zu

haben. Es spaltet Amygdalin in zwei Molekiüe Traubenzucker, in Blausäure

und Benzaldehyd, andere Aldehyde entsprechend. Man erhält z.B. nach

Beitzke wwA Neuberg ^) eine Fermentlösung, welche Amygdalin sehr kräftig

spaltet, wenn man das käufliche Kahlbaumsche Präparat 20 Stunden bei

38** mit Toluolwasser extrahiert und dann filtriert. Das fast klare Filtrat

ist sehr wirksam. AmygdaUn wird durch einen wässerigen Extrakt aus

Bierhefe in Traubenzucker und Mandelnitrilglukosid gespalten, welches sich

nur durch das Fehlen eines Moleküls Traubenzucker vom Amygdalin unter-

scheidet. 2) Aus diesem Mandelnitrilglukosid spaltet Emulsin dann das zweite

Molekül Traubenzucker ab.

Am übersichtlichsten sind die Versuche Kni'd Fischers ül)er die Spaltung
von synthetisch dargestellten Glukosiden durch Fermente.^ Als Beisi)iel er-

wähnen wir die Versuche mit den Methylglukosiden. Die Methylglukoside

werden nach Etnil Fischers Vorschrift dargestellt.*) Folgendes Schema gibt

ihre Struktur und ihre Konfiguration wieder:

HCOCH CH.OCH

HOCH

HCOH HCOH

CH,OH
7.

Metbylgliikosid.

CH.,UH

'i

M H. Beitzke und C. Neuhcrg, Zur Keuntuis der .\iitifermento. Virchoirs .\rcliiv.

Bd. 183. S. 1G9—179 (1906).

-) J^Jinil Fischer, Über ein neues, dem AmvLrdalin ahuliclies (iluk.isid. ( liem.

Berichte. Bd. 23. S. I.öü8 (1895).

'^)
Emil Fischer, Bedeutuns der Stereocheniie fiir die rhysiolo},'ie. Zeitsdir. f.

physiol. Chem. Bd. 20. S. 60-87 (1898).

•*) Fiiiil Fischer, Über die Verl)indungen der Zucker mit den Alkuholcu uml Kc-

touen. Chem. Berichte. Bd. 28. S. 1145 (1895).
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Fügt man 1 Teil Emulsin zu 2 Teilen ß-Glukosid in 20 Teilen Wasser

und beläßt das Gemisch 15—20 Stunden bei 30—35". so kann man 90"/o

des Traubenzuckers durch Titration mit Fehlingscher Lösung als abgespalten

nachweisen, während das a-Glukosid unverändert bleibt. Umgekehrt greift

Invertin nur das a-Glukosid an. Fischer stellte sich das Invertin selbst dar,

da käufliche Präparate keine guten Resultate ergaben. 1 Teil lufttrockene

Hefe (Saccharomyces cerevisiae, Typ. Frohherg-Remkultur) ^^^rd 15 Stunden

mit 15 Teilen Wasser bei 30—So" digeriert. Von dem a-Glukosid wurde

durch dieses Enzym etwa 50% abgespalten.

Anscheinend sehr bedeutsame Feststellungen über das Emulsin hat

in neuester Zeit Rosenfhaler gemacht.^) Danach besitzt das Emulsin außer

den Glukoside spaltenden Fermentwirkungen noch andere Funktionen
,

die

sich von der eigentlichen Emulsinwirkung unterscheiden. Zu den Versuchen

diente das Schuchardtsche Präparat, dem das Mercksche in dieser Hinsicht

nachsteht. Nach Rosenfhaler entsteht imter dem Einfluß von Emulsin aus

Benzaldehyd und Blausäure d-Benzaldehydcyanhydrin, das durch Saksäure

in 1-Mandelsäure übergeführt werden kann. Zum Benzaldehyd wird die

wässerige Emulsinlösung hinzugefügt, dann sofort die gewöhnhch Ö^ige
Blausäure und mit Wasser auf 100 cm^ ergänzt. Nach der Einwirkung des

Emulsins wird mit Cliloroform ausgeschüttelt, die Chloroformlösung wird

mit entwässertem Natriumsulfat und, wenn zur Klärung nötig, noch mit

Kieselgur behandelt, dann abfiltriert und nach Vereinigung mit dem Wasch-
chloroform in die Polarisationsröhre eingefüllt. Um die aus dem d-Benz-

aldehydcyanhydrin zu erhaltende 1-Mandelsäure zu bestimmen, wird die

Chloroformlösung zunächst mit 25 g rauchender Salzsäure
^z'.

Stunde stehen

gelassen, dann wurde das Chloroform abdestilliert, der Piückstand unter

Nachwaschen mit 16 g rauchender Salzsäure in eine Schale gespült und

diese auf dem Dampfbad bis zum Auftreten von Kristallen erwärmt. Nach

dem Erkalten w^urden die Kristalle in Wasser gelöst und das Filtrat durch

Nachwaschen auf 100 cm^ gebracht. Diese Lösung wird dann am Polari-

sationsapparat untersucht.

Wird das Gemisch bei der Einwirkung des Emulsins regelmäßig ge-

schüttelt, so erhält man größere Umsetzungen. Einstündiges Erhitzen des

Emulsins auf 80" macht das Emulsin unwirksam. Der hydrolysierende An-

teil des Emulsins geht bei längerer Erhitzung auf 40" verloren, während

der Synthesen befördernde teilweise erhalten bleibt. Den letzteren nennt

Rosenthaler Tuv-Emulsin oder cr-Emulsin, den anderen ^-.ä- oder fVEmulsin.

Auch aus anderen Aldehyden wurden unter dem Einfluß des -r-Emulsins

aktive Nitrile erhalten.

Bei Halbsättigung von Emulsinlösungen mit Ammonsulfat geht
c-Emulsin in den Niederschlag, das Filtrat enthält nur ^-Emulsin.-) Ebenso

*) L. Rosenthaler, Durch Enzvme bewirkte asymmetrische Synthesen. Biochem.

Zeitschr. Bd. 14. S. 238—253 (1908)."

^) L. Eosenfhaler, Durch Enzyme bewirkte asymmetrische Synthesen. 2. Mitteilung.
Biochem. Zeitschr. Bd. 17. S. 257—269 (1909).
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verhält es sich hei rJanzsiittigiing mit Ma^nesininsuifut , iiidein man auch

hier im Niederschlai>- das rr-Emulsin-. im Filtrat <las '^-Kmiilsiii fiiKh't. I)a-

bei erhält man aber in beiden Fällen nur das '^-lininisin frei von ':-Kniulsin.

während die 'j-pjnulsinfraktion immer noch ^-Kmidsin enthält.

Endlich findet sich im Emulsin noch eine dritte katalyti.M'hc Snln

stanz'), welche die Anlaiiernnp' von IJlansänre an Aldehyde bcschleiinlixt,

ohne anf die Entstehung der optischen Aktivität von Einfluli zu sein. Sie

wirkt auch da, wo optisch inaktive Nitrile entstehen. Diese Substanz wider-

steht längerer Einwirkung der Siedehitze. Wahrscheinlich handelt es sich

um C'alcium-]\lagnesinm- und Kaliumverbindungen.
Die ^Methodik der Zellfermente, welche den Traubenzucker vergären,

baut sich auf Büchners Entdeckung, der Zymase, auf. Wer sich mit ex-

perimentellen Studien über fermentative Traubenzuckervergärung beschäf-

tigen will, mul) unbedingt die wichtige .Monographie von Buchinr und

Hahn -) über die Zymasevergärung genau durcharlx'iten. Wi-nn wir auch

versuchen werden, hier möglichst alles wesentliche der Bu('hner^v\\Q\\ Me-

thodik wiederzugeben, so muß doch für zahlreiche Details auf das ( )rigiiial

verwiesen werden.

Als Material für die Zymasedarstellung diente untergärige P>ierhefe.

die entweder aus Brauereien oder aus der Hefefabrik von A. Schröder in

München stammte. Obergärige Hefe liefert auch Zymase: docli sind die

Erfahrungen mit ihr bei weitem weniger zahlreich.

Die Herstellung des Hefepreßsaftes zerfällt in folgende Abschnitte:

1. Waschen der Brauereihefe, 2. Entwässern der gewaschenen Hefe,

o. Mischen mit (^)uarzsand und Kieselgur, 4. Zerreiben unter Zei-reil'.ung

der Zellmembranen, 5. Auspressen der erhaltenen teiaiörmigen Masse,

4. und 5. werden nochmals wiederholt.

Das Waschen der Brauereihefe und Entwässern der ge-

Avaschenen Hefe. Die aus der Brauerei bezogene Hefe wird zunächst ge-

waschen; man bringt dieselbe auf ein Haarsieb und schwemmt sie mittelst

aufgegossenen W' assers durch das Sieb hindurch in hohe (iefäße ("20 /In-

halt) mit Wasser. Nun wird auf den Boden der großen (Jefäße mittelst

eines langen Schlauches Wasser unter Druck geleitet. Das schließlich oben

über den Rand des Gefäßes abfließende Wasser nimmt die XCrunreinigungen

und auch einen großen Teil der toten und der „wilden" Hefezellen mit. die

iui Gegensatz zu den ..Kulturhefen-' meistens kleineren Hassen angehören.

Die gewaschene Hefe muß sodann möglichst entwässert werden, wozu

man sie am besten in ein beuteiförmig gefaltetes und oi>en zusammen-

gebundenes Koliertuch und hierauf noch in ein Preßtuch einschlägt und in

der hvdraulischen Presse einem schließlich ö Minuten anhaltenden Dinck

1) L. Jioscnfhaler, Über katalysiereudc Emulsinbestiiudteile. Bioclioni. Zeitsrlir.

Bd. 19. S. 186-lSK) (1909).

-) Eduard Büchner, Hans Büchner und Martin Hahn, Die Zymascgäninp. Unter-

suchungen über den Inhalt der Hefezellen und die biologische Seite des Gäningrspro-

blems. München und Berlin 1ÜÜ3, Verlag von Oldenbourg.



394 ^^- Jacob y.

von 50 Atmosphären unterwirft. Als Preßtuch benutzt man ein starkes,

baumwollenes, nicht appretiertes Tuch, wie solches als wasserdichtes Segel-

tuch zur Überdeckung von Zelten Anwendung findet und z. B. von Oskar

Eckert, Berlin 0. 24, HolzmarktstralJe 12, geliefert wird.

Mischen mit Quarzsand und Kieselgur — Zerreiben unter

Zerreißung der Zellmembranen. Die entwässerte Hefe wird hierauf

in einer großen Schale mit feinem Quarzsand, der durch ein Sieb von

200 Maschen auf 1 cm^ hindurchgegangen ist. und mit Kieselgur oder In-

fusorienerde im Verhältnis von

1000
.ry

entwässerte Hefe,

1000
5^ Quarzsand,

2000—3000 cj lüeselgur

mit den Händen tüchtig gemengt und durch ein grobes Sieb (9 Maschen

auf 1 cm^) geschlagen. Zur Zerreil)ung kommt das staubtrockene, fast weiße

Pulver hierauf in Portionen von 300—400
(jr

in eine große Porzellanreib-

schale von 40 cm Durchmesser. Da dieses Zerreiben sehr gründlich aus-

geführt werden muß, erleichtert man es sich zweckmäßig durch die Be-

nutzung einer Handzerreibungsvorrichtung, wie sie in Apotheken angewendet
wird. Eine besondere Zerreilnnigsmaschiue bewährt sich weniger. Eine

mikroskopische Kontrolle kann darüber Auskunft geben, oli die Zellen aus-

giebig zertrümmert worden sind.

Auspressen der erhaltenen teigförmigen Masse. Zum Zwecke

des Auspressens wird die teigförmige blasse entsprechend 1 kg Hefe nun-

mehr in das ol)en l)eschriebene Preßtuch eingeschlagen. Das Tuch wird

vor dem Gebrauche mit kaltem Wasser durch Einweichen gründüch durch-

tränkt und hernach in der hydraulischen Presse bei 50 Atmosphären Druck

von dem Überschuß an Wasser befreit: in dem für 1 kg Hefe benötigten

Preßtuch (60 x Ihcm) bleiben noch 35—40^ Wasser zurück.

Als Presse bedient man sich einer hvdrauHschen Handpresse, wie sie

für das Buchn ei-sche Verfahren jetzt von vielen Fabriken geliefert wird.

Die auszupressende Masse wird in das Tuch eingeschlagen ,
auf die

Preiiplatte gelegt, mit dem vielfach durchlochten Preßkorb umgeben und

darauf die vertikale Spindel durch möglichstes Anziehen des Handrades

angepreßt. Sodann setzt man auch die horizontale Spindel durch Drehen

der Kurbel in Tätigkeit, wodurch erst der Hauptdruck zustande kommt: der

erzielte Atmosphärendruck gelangt am Manometer zur Ablesung: man

steigert denselben langsam ,
damit das Preßtuch nicht reißt , von 50 zu

50 Atmosphären und erhält ihn durch öfteres Nachziehen der Kurbel und

auch des Handrades konstant.

Nachdem die zerriebene Hefe einmal ausgepreßt ist, was aus 1 kg
320—460 crn^ Preßsaft ergibt , wird dieselbe

,
um eine gute Ausbeute zu

erzielen, nochmals in der großen Pieibschale zerrieben. Die zweimal zer-

riebene Hefe kommt nun abermals in die Presse bei einem Druck von

90 kg auf 1 cm\
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Der abmeldende PreIJsaft tropft dii-ckt ans d.r I'i-csse auf i-iii <.^<'-

^v(illldidles Faltenfilter nnd flidtt dnicli dieses in ein in Kiswassor stehen-
des Gefäß. Die Ausbeute betriii>t zwiscdicn 4r)()—öOUrm^

Der so erhaltene Hefeprel'isaft enthidt bekanntlich zahlreiclie Fer-
mente. Hier interessiert lediglich das wesentlidiste, nämlich das 'rraubcii-

zucker spaltende. Die Fermentkonzentration des Saftes ist ziemlich ^'•roD.

Nach Büchner kann cjnter Preßsaft bei l\S" nnd j-ciMüiieter /nckerkonzen-
tration in einer Stunde das P/o—"^Vof.'iche seines \()hnnens an Kohlen-
säure liefern. Wie bei der Gärunij- unter dem Finflnll der h-benden
Hefezellen entsteht auch bei der ZymaseL-firun^- Alkohol in einer dei-

Kohlensäure entsprechenden Menge.
Man kann zu den \'ersuchen Rohrzucker. Malzzucker, (iinkose oder

Fruktose benutzen, als Antiseptikum gcnÜLit Tolnol.

Beim Stehen wird der Preßsaft auch im Fisschi'anke bei Luftabschluß
und unter aseptischen Kautelen bald unwirksam, die /vmase ist nnr inäCtiir

filtrierbar und kaum durch Per»amentpapier dialysabel. Durch Zenlri-

fugieren wird sie nicht abgeschieden, wohl aber kann man durcii Ausfrieren

die Fermentkonzentration steigern.

Diese Eigenschaft läßt sich sehr zweckmäßig verwerten. Wähi-end man.
wie wir gesehen haben, eine Zymaselösung im Eisschrank kaum über Nacht

wirksam erhalten kann, bewahrt die Zymase nicht nnr ihre Aktivität,

sondern läßt sich sogar konzentrierter wiedergewinnen, wenn man das (le-

fäß mit der Zymase über Nacht in eine Kältemischung bringt und am
nächsten Tage in Wasser von 2—5'' langsam wieder auftauen läßt.

Bei 32—350 kann man im \'akuum den Saft trocknen, ohne daß die

Zymase Schaden leidet. Jedoch muß man dabei sehr vorsichtig sein, be-

sonders die Zeit des Eindampfens muß sehr kurz bemessen werden.

Trägt man 50 oii^ Preßsaft unter starkem Tnrbiineren in ein Ge-

menge von M)() cui^ Alkohol absol. und 200 o/r' Athyläther. sanut den

Niederschlag sofort ab, wäscht ihn rasch mit Alkohol und dann mit .\fher

und trocknet ihn im ^'akuumexsikkator über Schwefelsänre, so erhält man ein

wirksames Zymasepulver, das man am besten in Glyzerinwasser auflöst. Auch

mit Aceton ist die Zymase fällbar. Diese Piig-enschaft der Zymase wurde be-

nutzt, um ein wirksames Dauer-Trockeupräparat für den Handel herzustellen.

Frische, ausgewaschene Brauereiunterhefe wird bei einem Drnck von

15—"iyOhj auf Ion- entwässert, was bei der verwendeten hydraulischen
Presse 50—100 Atmosphären Druck und einem Wassergehalt der liefe von

72—60% (bestimmt durch Trocknen bei 105") entspricht. 500// davon,

zwischen den Händen zu einem groben Pulver zerrieben, werden auf einem

Sieb (100 Maschen auf i cm-) in einer flachen Schale in .". / Ai'eton ein-

getaucht und durch Heben und Senken des Siebes in der l'liissigkeit nnter

Nachhilfe mit einem Bürstchen ;>
—4 Minnten durch ilie engen .Maschen

geschwemmt. Die Hefe bleibt nach dem Fintragen nnter häufigem I'm-

ridiren noch 10 Minuten in Aceton liegen. Hierauf wird nacdi knizeni Ab-

setzen die Flüssigkeit größtenteils abgegossen und die Hefe in einei* Nut.sche
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auf gehärtetem Filtrierpapier unter kräftigem Anpressen mit einem ge-

eigneten Stempel möglichst trocken abgesaugt. Den nunmehr grob zer-

kleinerten Hefekuchen übergießt man aufs neue in der Schale mit 1 /

Aceton, rührt 2 Minuten damit durch und saugt die Flüssigkeit abermals

durch Anpressen der Masse an die Xutsche möglichst vollständig ab. Die

Masse wird sodann grob gepulvert und in einer kleinen Schale mit 250 cm^

Äther Übergossen, nach H Minuten dauernder Einwirkung, die durch I)urch-

kneten unterstützt wird, filtriert man vom Äther auf der Xutsche unter

kräftigem Saugen ab und breitet die zu feinem Pulver zerriebene Hefe

direkt oder noch besser, nachdem man sie durch ein mittelfeines Sieb ge-

schlagen hat, in dünner Schicht auf mit Filtrierpapier belegten Hürden

aus. Nach V2
— 1 Stunde Lagern an der Luft, wobei der Äther größtenteils

verdampft, schiebt man die Hürden, weil sonst die Hefe wieder Wasser

aus der Luft anziehen würde , in einen Trockenschrank von -td" C. Xach

24stündigem \'erweilen ist das Präparat fertig.

Dieses Präparat wird unter dem Namen Zymin von Schröder in

München verkauft.

Trennung vom Ferment und Coferment der Zymase.
Wenn ein Preßsaft einige Zeit Zucker vergoren hat. wird er unwirk-

sam. Es hat sich herausgestellt, daß das aus dem Zugrundegehen eines

Cofermentes zu erklären ist, welches neben der eigentUchen Zymase zur

Wirkung nötig ist. Das von Barden und Younr/ ^) entdeckte Coferment

ist leichter filtrierbar als das Ferment, wird durch die Siedehitze nicht

zerstört, unterscheidet sich aber auch sonst in mannigfaltiger Weise vom
Ferment. Wahrscheinlich ist es eine organische Phosphorverbindung, welche

durch Lipasen und durch ^'erseifung unwirksam wird.

Buchner und Duchacek-) haben begonnen, ein Trennungsverfahren
des Ferments von dem Coferment auszuarbeiten, welches Differenzen in der

FäUbarkeit der beiden Substanzen verwertet.

Der sog. Kochsaft, der das Coferment enthält, wird folgendermaßen
bereitet:

1 hj abgepreßte Hefe wird auf dem Dampfbad ,
wenn nötig ,

unter

Wasserzusatz erhitzt, bis sich ein dünner Brei gebildet hat. ]\lischt man
dann Kieselgur zu, bis das Ganze fest geworden ist. und In-ingt die Masse,

in ein Preßtuch eingeschlagen, in eine hydraulische Presse, so resultiert

bei 300 Atmosphären Druck eine gelblich klare Flüssigkeit ,
die nur auf-

gekocht und filtriert zu werden braucht.

Dieser Kochsaft regeneriert ein nicht mehr wirksames Zymase-

Zuckergemisch nur, Avenn es bald nach dem Erlöschen der Gärwirkung

zugesetzt wird. Der Kochsaft selbst ist sehr haltbar.

') Arthur Ifarden und William John Young, Der Einfluß von Phosphaten auf die

Gärung der Glukose durch Hefesaft. Proceedings Chem. See. Vol. 21. p. 189—190; nach

Chem. Zentrallil. Bd. 2. S. 347 (1905).

-) E. Büchner und F. Duchacck, Über fraktionierte Fälluug des Hefepreßsaftes.
Biochcm. Zeitschr. Bd. 15. S. 221—253 (1909).

I
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Buchner und Duchank lialx'U mit Ililtc von Acciim eine ^n-wissc

fYaktioinoruiii>' von P^erment und C'oionnont ciTcicht. (,)uantit;itiv sind die

Resultate noch wenii^- befriedii>end. Das iieut aber nicht etwa (hiran, dall

Aceton die Substanzen zerstört. Früher \vni(h' ja schon erwähnt, dai; man
ein wirksames Trockenpräparat hersteden kann, wenn man l'rel'.saft in

Aceton einträufelt. Um aber Fraktionen zu eriialten, w(dche sich scharf

durch eine verschiedene Fällbarkeit durch Aceton unterscheiden, mnl'. man
das Aceton in den Preßsaft einti-ai>en. Denn nur so kann vermieden wer-

den, daß vorüi)ergehend die Acetonkonzentration zu hoch ist. i5ei diesem

Voriiehen entstehen aber stark wasserhaltij^e Niederschläge, in denen viel-

leicht die wirksamen Substanzen durch Fermentwiikuniicn ^'eschädi;ft

werden. Lediglich auf Verzetteluni>' läßt die man<>elhafte Ausbeute sich nicht

zurückführen. Denn auch die vereinig-ten Niederschläge erreichen nicht die

Wirksamkeit eines rräi)ai-ates, welches durch I-Jii tragen des l'reßsaftes in

das Aceton gewonnen wird.

Um durch schnelles Arbeiten die einwirkenden Schädiuungen nn'ig-

lichst abzuschwächen, werden die Niederschläge durch AnsschltMuh'rn auf

einer Zentrifuge abgetrennt, welche in der Minute :'.()()(i Umdrehungen
macht, worauf die überstehende Flüssigkeit einfach abgegossi'ii wer-

den kann.

Im einzelnen gestaltet sich ein Trennungsversuch etwa wie folgt: In

100 cw'Mrischen Preßsaftes aus I>erliner Unterhefe, der durch Zentri-

fugieren noch von Kieselgursplittern und Ilefezellresten befreit wird, wird

unter starkem Turbinieren eine Mischung von '^0 cm^ Aceton und '^() cm^

Wasser eingetragen. Die entstandene erste Fällung trennt man durch Zen-

trifugieren vom Niederschlag. Zur Herstellung der zweiten Fällung wird

die abgegossene Lösung abermals mit 100 cm^ Aceton versetzt. (Jleichzeitig

wird die erste Fällung mit 100 cm^ Aceton angerührt. Die Niederschläge

werden sodann wiederum abzentrifugiert. In die von der zweiten Fidhing

abgegossene Lösung wird hierauf von nemMu 200 cm^ Aceton eingetropft,

worauf sich die dritte Fällung beim Zentrifugieren als flockiger, aber lialb-

schmieriger Niederschlag am Boden des Gefäßes absetzt. Zu gleicher

Zeit Averden wiederum die erste und die zweite Fällung mit je 100 rw»

Aceton aufgeschwemmt und sodann zentrifugiert. Endlich werden alle drei

Fällungen nochmals mit je 100 cm » Aceton und mit je loocm» Äther

durchgerührt, jedesmal hernach zentrifugiert und die Niederschläge schließ-

lich im Vakuum über Schwefelsäure getrocknet. Die erste Fälhmg stellt

nun ein feines, weißes Pulver, die zweite ein gelbliches. gröi)eres .Mehl dar,

während die dritte eine gelbe, feste und zerreibbare Masse bildet, die sehr

zerfließhch ist.

Die ganze Operation dauert 2 Stunden. Das \'erfahren ist so einge-

richtet, daß alle 3 Fällungen die gleiche Zeit mit dem Aceton in Peridinnig

bleiben.

Der Gang des Versuches kann etwa so taiiellarisch wiedergegeben

werden:
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Angewandt: 100 cm^ Hefepreßsaft.

Erste Fällung erzielt durch ein Gemisch von 50 cm^

Aceton + 50 cm3 Wasser, gewaschen schrittweise mit

100 + 100 crn^ Aceton + 100 cm^ Äther; Ausbeute: -l'H g

Zweite Fällung, erzielt durch 100 cm ^ Aceton, ge-

waschen mit 100 + 100 cni^ Aceton + 100 cw» Äther; Ausbeute: &?Ag
Dritte Fällung, erzielt durch 200 cm^ Aceton, ge-

waschen mit 100 cm3 Aceton + 100 cm^ Äther; Ausbeute: 1-T2^

Gesamtausbeute: l-l'S?) g

Die mit diesen o Präparaten angestellten Gärversuche ergeben nun,

daß hauptsächhch die erste Fraktion Ferment enthält, weniger die zweite,

die dritte überhaupt nicht, während in dieser dritten Fraktion Coferment

sich findet.

Bei der Traubenzuckervergärung durch die Hefezymase entsteht als

Neben- oder Zwischenprodukt Milchsäure. Auch die Milchsäure wird durch

tierische und pflauzUche Enzyme zerstört. Buchner und Meisenhehner,

welche das Enzym in der Hefezelle, das die Milchsäure spaltet, Laktaci-

dase nennen, hal)en auch eine Methode zum Nachweis der Existenz einer

]Milchsäurebakterienzymase beschrieben.') 10— 15 ^Minuten dauerndes Ver-

weilen unter Aceton und mehrmaliges Auswaschen mit Äther tötet die durch

Abzentrifugieren aus der Nährlösung isolierten, 15—20 Stunden auf Ton

an der Luft getrockneten Milchsäurebakterien (Bacillus Delbrücki) voll-

kommen zuverlässig. In den Preßsaft geht das Enzym nicht über, man kann

es vielmehr nach dem Auspressen aus dem Rückstand durch Acetonaus-

fällung frei von lebenden Bakterien gewinnen.
Die abgetöteten Bakterien werden mit Rohrzucker oder Maltose unter

Toluolzusatz zusammengebracht. Offenbar sind neben dem Milchsäure-

ferment gleichzeitig stets hydrolytische Enzyme vorhanden, wie daraus

hervorgeht, daß sehr bald Fehlingsche Lösung reduziert wird. Durch Kon-

trollen wurde nachgewiesen, daß weder die l^akterien vor der Ferment-

einwirkung ^lilchsäure enthalten, noch unter dem Einflüsse erhitzter Fer-

mentlösung Milchsäure entsteht. Es wurde immer inaktive Milchsäure ge-

funden.

Über das Auftreten und den Nachweis von fermentativ entstandener

Milchsäure in den tierischen Organen mrd in dem Kapitel Autolyse berichtet.

Auf die Essiesäuresärung und ähnhche Vorsänge kann hier nicht

eingegangen werden, da es sich hier um die Wirkung von Oxydasen han-

delt, zum Teil auch die Isolierung der Fermente noch aussteht.

Da auch im Organismus der höheren Tiere die Verbrennung des

Traubenzuckers eine große Rolle spielt, so ist es kaum anders möglich,

als daß die tierischen Zellen auch glykolytische Fermente besitzen.

M Eduard Biichner und Jakob MeAsenheirner, Über die Milchsäuregärnng. Liehigs

Annaleu. Bd. 349. S. 125—139 (lii()6). Die Autoren reservieren die Bezeichnung „Zy-

mase" für die Fermente, welche direkt den Zucker angreifen.
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Der Xacli\v('is der fonnciitativeu (llykolyse hei^'e^iict jedoch iii.-iiiiiiir-

faltisien Hchwieniikeiteu. Zunäeli.st wiinlc inelirfaeli heliaiiptct . dali die

Antiseptika die Zuckerzerstöninu: durch tierische F(!)-inent(! erhchlich hc-

einträchtifien. Das ist wohl wahrscheinlich durchaus richti<,^ Da aber I'.ak-

terien bekanntlich sehi- stark Zucker zersetzen , aseptisch sich diese NCr-

suche kaum in größerem Umfanne durchführen lasseu. so wcrdcu chcii mir

Methoden sich vei'werten lassen
,

die nicht auf Antiseptika zu verzichten

brauchen. Hier ist insbesondere das von Cohnhcliit ausgebildete Verfahren

zu erwähnen. Wir werden sofort sehen, was für unendliche Schwierigkeiten

sich hier störend bemerkbar machen, Schwierigkeifen, die in den ver-

schiedensten Umständen bedingt sind. Folgende Tunkte seien hervor-

gehoben :

1. Das Vorkommen von Glykogen in den Geweben, das während der

Vorsuche durch gleichzeitig vorhandene diastatische fjizyme zersetzt wird.

So kann Zerstiirung des Traubenzuckers durch Neubildung ans (Jlykoiicn

verdeckt werden.

2. Die Schwierigkeiten der Zuckerbestimmung in den Orgauexlrakten.

Dieser Übelstand ist anscheinend von CohnJidm durch die N'erwertung von

Pavijs ]Methode überwunden worden.

3. Die Abhängigkeit der Enzymwirkung vom Milieu.

4. Die Abhängigkeit der Wirkung von der Meng(^ des vorhandenen

Enzyms und speziell von dem Verhältnis, in dem die zur Wirkung not-

wendigen Faktoren zueinander stehen.

Cohnheim^) hat allmählich folgenden methodischen (Jang vorge-

schrieben :

Die zu den Versuchen dienenden Katzen wurden durch Äther betäubt

und durch Durchschneiden des Halses getötet, wobei eine erhebliche Menge
lUut in den Gefäßen zurückbleibt. Das Ilindfleisch, meist vom \orderbein

stammend, wurde frisch vom Schlachthaus geholt und kam noch vor stär-

kerer Abkühlung und vor I^ntritt der Totenstarre zur ^eral•i)eitung. Meist

zuckten die Muskeln noch beim Durchschneiden. Das Fleisch wurde zwei-

mal durch eine Fleischhackmaschine gegeben und kam dann sofort in das

eiskalte Wasser. Dem Eis und Wasser wird l—V2(j oxalsaures Natron

für 800—500^ Muskeln zugesetzt, außerdem etwas Magnesiumkarbonat.

Die Menge der Extraktionsflüssigkeit kann in weiten (irenzen schwanken.

170 und 600cy^/.3 p^-o lOO// Muskel macht keinen liiterschied. Die Ex-

traktionsdauer beträgt IV2—4 Stunden, ebenfalls ohne erkennbaren Unter-

schied. Man fügt soviel Eis hinzu, dali am Schlüsse der Extraktion noch

reichlich Eis da ist. Nach Schluß der Extraktion winl soviel ('hlorcalcinni

zugesetzt, daß gerade alles Oxalat ausgefällt ist. Dann wird gut durchge-

schüttelt, endlich das Extrakt durch Gaze mit der Hand ausgepreßt.

Die erhaltene Flüssigkeit wird zwecks Mischung gut geschUtteli und

dann in gleichen Portionen, die immer zieudich genau je 1(X)// Muskeln

1) Otto Coluihcim, Über Glykolyse. IV. Mitteil. Zeitschr. f. piiys. t'liemie. Bd. 47.

S. 253—285 (1906).
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entsprechen, untersuclit. Pro Portion wird genau 1 g Traubenzucker, Mag-
nesiumkarbonat, 20 cm3 Toluol und am besten auch noch 6—10 cm^ Chloro-

form hinzugefügt. Das Chloroform wird vor der Reduktionsprüfung durch

genügend langes Kochen wieder entfernt. Die Bestimmung der Pteduktion

erfolgt nach Pavy.
Im gefrorenen Zustande bewahrt das Muskelextrakt seine glykolyti-

sche P'ähigkeit, im Eisschrank verliert sie sich bald.

Bei Hunden scheint die Anwendung des Oxalats bei der Methode

vorläufig unstatthaft.

Nicht alle Katzenmuskeln sind glykolytisch wirksam. Will man starke

Glykolyse finden, so setzt man die Katzen in ein kaltes Zimmer und gibt

ihnen mit Zucker versetzte ]\Iilch. Soll die Glykolyse fehlen, ermüdet man
die Katzen durch Morphin oder durch Arl)eiten im Tretrade und läßt sie

dann im warmen Ptaum hungern oder füttert sie mit Speck, Butter und Öl.

Nach Cohnheim besitzt das Pankreas einen Aktivator, der die Gly-

kolyse der Muskeln verstärkt, ohne selbst Traubenzucker zu verändern.

Um ihn aus Katzenpankreas in möghchst wirksamer und reiner Form zu

gewinnen, wird der (Jrganbrei frisch in kochendes AVasser getan, durch

Gaze abgepreßt, der Pvückstand mehrmals mit Alkohol von 96" extrahiert,

die Extrakte mit dem ersten AVasserextrakt vereinigt und auf dem stark

siedenden Wasserbad zur Trockene eingedampft. Dabei muß man zu starkes

Eintrocknen vermeiden. Der Rückstand wird mit 967oiS'eHi Alkohol auf-

genommen und filtriert. Diese alkoholische Lösung wird direkt den Muskel-

extrakten zugesetzt. Bruchteile eines Kubikzentimeters genügen für den

Extrakt von 100^ Muskeln. Überschuß des Aktivators hemmt die Glykolyse
und muß daher vermieden werden, eventuell muß man für die besonderen

Versuchsbedingungen die gehörige ^lenge ausprobieren. Meistens ist Ex-

trakt, das O'O'ii g Pankreas entspricht, die richtige Menge.

Für das glykolytische Enzym der höheren Pflanzen geben wir

Stoklasas^) und seiner Mitarbeiter Methode wieder:

Zur Isolierung der Rohenzyme werden gewöhnhch 5—6 kg junge und

frische Pflanzensubstanz verwendet. Die frische Pflanzenmaterie, welche

keinerlei Zersetzung durch Fäulnis aufweisen darf, wurde zerstückelt und

der Saft aus der so erhaltenen Masse unter einem Drucke von 300 bis

400 Atmosphären ausgepreßt. Dem so gewonnenen Saft wird ein Gemisch

von Alkohol und Äther zugesetzt, worauf ein an Eiweißstoffen reicher

Niederschlag sich absetzt.

Diese Operation geschieht in einem hohen, sterilisierten Zylinder.

Auf 500 cm^ des zellfreien Saftes kommen 600 cm^ eines Gemenges von

400 cHi^ Alkohol und 200 cm^ Äther. Nach einem Augenblicke setzt man
Äther im Überschuß zu und die oberhalb des Niederschlages aus Alkohol

und Äther bestehende Flüssigkeit ^^il'd sofort abgehebert. Nun wird neuer-

^) Julius Stoklasa, Adolf Ernest nnd Karl Chocensky ,
Über die glykolytisclieii

Enzyme im Pflauzenorgaiiismus. Zeitschr. f. phys. Chem. Bd. 50. S. 303—360 (1907).



Intermediärer Stoffworliscl : Hie I-Vniieiito d. Ivulilclivdratstoffwcclisels etc. 4()1

dings Äther uufgegosseu und sodaim sofort die ühcrstchcndc Fliissii/kcit

abgeliehert.

Der ganze Vorgang bei Fällung des rilanzensaftes nnili rasch vor-

genommen werden, so daß Alkohol und Äther nur mögiiclist kurze Zi-it

auf das I^nzym einzuwirken vermögen und infolgedessen seine Aktivität

nicht abschwächen. Die Flüssigkeit iU)er dem Niederschlag wird deshajl»

rasch abgegossen oder abgeliehert und der so gewonnene, das gärungs-

erregende Enzym entlialtende Niederschlag sofort abfiltriert. Die Filtration

läßt sich am schnellsten mittelst Leinwand bewerkstelligen. .\uf die sterile

Leinwand wird die erhaltene Masse aufgeschüttet und gut abgepreßt.
Das so gewonnene Rohenzym wurde entweder im \akuum odei' in

sterilen, zu diesem Zwecke besonders arrangierten Kolben getrocknet.
Diese Kolben waren wie folgt zusammengestellt: In dem Hals jedes

der Kolben war ein di'eifach gebohrter Kautschukstöpsel eingej)aHt. Durch

die eine dieser Öffnungen ging eine ziemlich breite, knieförniig gebogene

Röhre, welche bis fast an den Roden des Kolbens reichte und mit Watte

gefüllt war. In die zweite Öffnung des Stopfens war eine kurze, gerade
Röhre gesteckt, die ebenfalls mit Watte gefüllt war und knapp unter dem

Stopfen mündete. Die dritte Öffnung war mittelst einer (üasstange ver-

schlossen, welche, sobald die Koll)en einer dreifachen, fraktionierten Steri-

lisation unterworfen waren, durch ein Thermometer ersetzt wunh». Das

Thermometer wurde, bevor man es in den betreffenden Kolben eingelassen

hatte, gründlich mit einer Sublimatlösung abgewaschen und dann auf die

Weise abgesengt, daß es in Alkohol getaucht und die sehr schwache Al-

koholschichte angezündet wurde.

Sodann erfolgt die Wägung jedes der Kolben, l'nter Reobachtung
aller Kautelen gegen die Invasion von ^likroben wurde hieiauf in die

Kolben ein bestimmtes Quantum des ausgesüßten Niederschlages einge-

tragen und dessen Trocknung durchgeführt. Die Kolben mit dem Knzym
wurden nämlich in kupferne Trockenapparate getan, in welchen eine Tem-

peratur von ca. i)6— ;>8° C erhalten und sterilisierte Luft in starkem Stnune

in der Weise durchgetrieben wurde, daß die kurze, unterhalb des Stopfens
in den Kolbenhals mündende Röhre mit einer Wasserpunipe in Verbindung

gebracht wurde, während die längere Röhre, welche fast bis an den Hoden

des Kolbens reichte, mit etlichen Waschflaschen, die eine konzentrierte

Lösung von Subhmat enthielten, und mit etlichen Zylindern, in deren mit

steriler Watte gefülltem Innern mehrert' übereinander geschichtete Lagen

feinkörnigen Thymols untergebracht waren, verbunden ist.

Mit 6—10,9 dieses Enzyms werden dann oOcw^ einer löo/oigen

Traubenzuckerlösung 0-5 Kg VO^ unter aseptischen Kautelen und unter Zu-

satz von Thymol zusammengebracht und dann der Verlust an Zucker imd

die gebildeten Produkte bestimmt.

Abderhalden, iiaiidbuch der biochemischen Arbeitsmetbodeo. III. 1>C>



E. Die Fermente des Fettstoffweclisels in Tier- nnd
Pflanzenwelt.

Von M. Jacoby, Berlin.

Der intermediäre Fettstoffwechsel und seine Beeinflussung durch Fev-

mente beginnt mit dem Augenblick, in dem das Fett in irgend einer Form

die Darmwand passiert hat und in das Blut übergetreten ist. Ob es im

Blute gespalten wird und die Komponenten irgendwie an die Eiweißkörper

gekuppelt werden oder wie sonst das Fett dem direkten Nachweis entzogen

wird, ohne seine Disponibilität einzubüßen, ist noch nicht hinreichend

geklärt.

Nach der Methode von Connstein^) und Michaelis kann man jeden-

falls nachweisen, daß Fett, welches man dem Blute zusetzt, seine Äther-

löshchkeit verliert. Als Antiseptikum bewährte sich Fluoruatrium: die stän-

dige Zufuhr von Sauerstoff ist unentbehrlich.

Ein derartiger \'ersuch gestaltete sich dann folgendermaßen:

Es werden gemischt:

157-3^ Blut, enthaltend 0-040Vo Fett, mit

31-7.^ Chylus, ,, 2-607»/o ,

Der Fettgehalt des Gemenges berechnet sich somit auf 0"889^; statt

dessen werden bei der Analyse des Gemenges gefunden: 0'225^. Es sind

somit verschwunden: 0"644^, d. h. 74-2Vo des ursprünglich vorhandenen

Fettes.

Inwieweit hier das ätherlösliche F'ett abgenommen hat und mit welchem

Anteil Lecithin und andere Lipoide beteiligt sind, ist nicht ganz sicher-

gestellt.

Während eine fermentative Spaltung der Körperfette durch Blut-

serum bisher nicht nachgewiesen und nicht einmal wahrscheiuhch gemacht

ist, kann man zeigen, daß Blutserum mehr oder weniger leicht spaltbare

Ester, wie z. B. das Monobutyrin, in gewissem Umfange zerlegt. Man stellt

das nach dem Verfahren von Hanriot-) fest, das darin besteht, daß man

') Wilhelm Comistein, Über fermentative Fettspaltung. Ergebnisse d. Physiologie.

Bd. 3. 1. S. 194—232 (1904).

^) Vgl. Wilhelm (Jon nstein, Ergebnisse der Physiologie. Bd. 3. 1 (1904).
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Monobiityrin zu Bliitseruin zusetzt und sich nach einif>er Zeit clni-ch Ti-

tration mit l'henolphtalein als Indikator überzeugt, daß freie Säuren auf-

treten. Deren Menge wird durch die (^)uantit<ät Soda bezeichnet, die zur

NeutraHsation sicli als nötig erweist. Um liakterienwirknng auszuschliel')en.

wird Chloioform oder ein anderes Antiseptikum benutzt, als Kontrolle wird

auf mindestens 65° erhitztes Serum verwandt.

Diese Esterspaltnng findet nun auch in den Geweben statt und man
kann esterspaltende Fermente aus den Organzellen extrahieren. Sehr leicht

(lemonstrierbar ist die Spaltung des Salizylamylesters durch Leber und

andere Organe und Organextrakte, welche zuerst Chanoz und Doyon be-

schrieben haben.

Magnus i) hat eine gewisse IsoliiMuiig dieses Ferments erreicht und

einige bemerkenswerte methodische Tunkte hervorgehoben.

100 cm^ Lebersaft werden mit der gleichen Menge gesättigter Uranyl-

acetatlösung ausgefällt, mit gesättigter Lösung von Soda und Natrium-

phosphat neutralisiert und noch so viel Natriumphosphatlösung zugefügt,

bis im Filtrat mit Natriumphosphat kein Niederschlag mehr zu erzielen

ist. Darauf wird sofort abfiltriert, der Niederschlag 20 Stunden unter 100 cm^

O'D^/oigür Na Cl-Lösung stehen gelassen und darauf wieder abfiltriert. Das

Filtrat, welches schwach alkalisch reagiert, wird mit n/20-H., SO4 versetzt,

bis eine leichte Trübung auftritt, und dann wieder soviel u/20-Na OH zu-

gefügt, bis die Trübung gerade anfängt zu verschwinden. Dann reagiert

die Flüssigkeit gegen Lackmus neutral und wird unter Toluol aufbewahrt.

So gewonnene Lösungen sind in den meisten Fällen außerordentUch

wirksam, unter T"m ständen quantitativ ebenso wirksam wie eine entspre-

chende Menge des Lebersaftes (20 cm^ spalten in 4 Tagen bei HT" von

1 ciii'^ Fester so viel, daß die gewonnene Salizylsäure noch in einer Ver-

dünnung 1 : 20.000 mit Eisenchlorid nachweisbar ist; das entspricht nach

einer approximativen Schätzung ungefähr 0'3 g Salizylsäure).

Der Eiweißgehalt dieser Lösungen ist ein geringer, aber wechselnder.

In einer Darstellung, welche stark wirksam war, ließ sich Eiweiß nur in

Spuren nachweisen (Biuretprobe unsicher, Kochprobe und Xanthoprotein-

reaktion ganz minimal, Millons
,

Adamkiewiczs und Mollschs Ileaktion

negativ).

Ganz eiweißfreie Lösungen sind stets unwirksam. Nach mehrtägiger

Dialvse geaen fließendes Wasser werden die fermenthaltiüen Flüssiukeitm

stets unwirksam. Sie werden auch nicht wieder wirksam
,
wenn man sie

nach der Dialyse wieder auf einen Gehalt von 0"9'Vo Na CI bringt. Die

alte Wirksamkeit kehrt jedoch sofort zurück, wenn zu der unwirksamen

Fermentlösung einige Kubikzentimeter gekochten Lebersaftes gesetzt werden,

der für sich allein ebenso völlig unwirksam ist. Statt des gekochten Leber-

saftes kann man eine ents])rechende Menge einer gekochten Fermeutlösuug

nehmen, welche mit Uranylfäliung gewonnen, aher nicht dialysiert worden ist.

^) 7^. Mar/HKS:, Zur ^Yi^kuIll:^^\veii^c des csterspaltcndon Ferments (Lipase) der

Leber. Zeitschr. f. phys. Chemie. Bd. 42. S. 149— 164 (1904).

26*
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Es erhält also eine dialysierte unwirksame Fermentlösung durch Zu-

satz der für sich ebenfalls unwirksamen, nicht dialysierten, aber gekochten

Lösung ihre esterspaltende Eigenschaft zurück.

Dialysiert man 100 cm'^ Fermentlösung gegen ca. 1 / Wasser, das am
2. und 4. Tage gewechselt wird, und engt nun diese 2 / Außenwasser ein,

so erhält man eine Flüssigkeit, welche neutralisiert auch nach dem Auf-

kochen die Fähigkeit besitzt, eine un^nrksame dialysierte Fermentlösung

wieder wirksam zu machen.

Das Coferment, das also durch Uranylacetat fäUhar, dialysiert und

kochbeständig ist, ist alkohollöslich, unlöshch in Äther, wird durch neu-

trales essigsaures Blei nicht gefällt und durch Veraschen zerstört.

Es muß betont werden, daß die Angaben von Magnus über den Ein-

fluß der Dialyse auf die Wirkung des Ferments und das Coferment sich

lediglich auf die Spaltung des Amylsalizylesters beziehen. Ersetzt man den

Amylsalizylester durch den Äthylbuttersäureester, so wird die Ferment-

wirkung weder durch Dialyse aufgehoben, noch durch entsprechende Zu-

sätze verstärkt.

Saxl^) hebt kritisch gegenüber manchen anderen Angaben hervor,

daß man Organextrakte mit einiger Exaktheit auf den Gehalt an Säuren,

die durch Esterspaltung frei geworden sind, nur titrieren kann, Avenn man
die Eiweißkörper zuvor durch Koagulation entfernt, wenn man ferner die

Proben mit dem Ester nicht zu lange im Brutschranke beläßt. Bei längerer

Autolyse entstehen nämlich aus dem eigenen Material der Organe zu viel

saure Produkte, welche die Fehler der Methode zu sehr vergrößern.

Saxis eigenes Vorgehen gestaltete sich folgendermaßen:
Frische Organe wurden fein gehackt und Portionen von je 5 ^ davon

abgewogen; diese wurden in Pulvergläser mit eingeschliffenem Stöpsel ge-

bracht und nach Zusatz von 50«»* physiol. NaCl-Lösung und 3 o»^ ^oluol

gut durchgeschüttelt; die Gläser wurden sodann in den Brutofen gestellt,

nach 24 Stunden einzelne Portionen mit 0-25 oi/^ Buttersäureäthylester
versetzt, während andere als Vergleichsportionen ohne Esterzusatz verblieben;

nun wurden die Proben noch 1 Stunde im Brutofen gelassen, sodann alle

aufgekocht und filtriert, nachdem den Proben ohne Esterzusatz unmittelbar

vor dem Aufkochen noch 0'25 cm^ Ester zugesetzt worden war. Die Filtrate

wurden mit n/lO-Na OH (Lackmustinktur als Indikator) titriert: die Unter-

schiede der mit Esterzusatz im Brutofen beschickten Portionen und der

Kontrollproben ergaben den iVciditätszuwachs durch die Esterspaltung.
Die Erfahrungen über die Spaltung von Neutralfetten, welche mit den

Fetten des Tierkörpers direkt zu vergleichen sind resp. zu ihnen gehören,
sind noch gering. Wir verweisen auch hier auf die von Saxl verwandte Technik.

Mehrere Portionen zu je 10*7 Leber und zu je 10 »7 Lunge wurden
aufs feinste zerhackt und mit je 50 cm 3

physiol. NaCI-Lösung versetzt; zu

*) Paul Saxl, Über Fett- und Esterspaltung in den Geweben. Biochem. Zeitschr.

Bd. 12. S. 343—360 (1908).
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den einzelnen Lunj.>en- und Leberportionen wurde je 1^ Kulihutter, die

gegen Lackmus neutral reagierte, hin/ugefügt, alle Proben mit ;i cm^ To-

luol versetzt, gut verkorkt, durchgeschüttelt und in den IJrutot'eu gestellt.

Nach einiger Zeit wurden diese Organportionen dem Brutofen entnommen,

aufgekocht, filtriei't, die Filter nachgewaschen und die Filtrate mit u/10-

Lauge titriert, wobei Phenolphtalein als Indikator diente.

'I' i t r a t i n n s w c i- ( i n n/10 L a u f? e

. ,. . i T. ij. i Diffeninz iu Kubik-
mit Buttorznsatz ohne Butterzusatz

Zentimeter n/,„-Lange

Lunge:
Je lU//

Nach 24stündigem Verweilen im

Brutofen . 70 4-1 2-9

Nach 72stündigem Vorwoilen im

Brutofen 8U 4-7 3-3

Leber:
Nach 24stündigem Verweilen im

Brutofen . T 41 37U 4-0

Nach 72stündigem Verweilen im

Brutofen 510 39-5 ILö

Wenn die Spaltung erst spät einen größeren Umfang annimmt, so

beruht das vielleicht auf dem Einflüsse der erst allmählich durch die Auto-

lyse zunehmenden sauren Pveaktion der Gemische. Denn wir Averden gleich

erfahren, daß entsprechende Erscheinungen Connstein und seine Mitarbeiter

bei dem Studium der fettspaltenden Enzyme der Pflanzen beobachtet haben.

Diese Methodik muß jedenfalls für Versuche mit tierischen Organen noch

nach verschiedenen Richtungen ausgebaut werden, i)

Von den lipolytischen Enzymen der Pflanzen sind am genauesten die

Methoden der Darstellung und die Prüfuugsverfahren für das fettspaltende

Ferment des Rizinussamens ausgearbeitet Diese fermentative Fettspaltung

ist von Connstein und seinen Mitarbeitern für die Zwecke der IVchnik

verwertet worden. Die Angaben beziehen sich daher eigentlich auf das

Arbeiten mit großen Mengen. Es ist aber nicht schwierig, sich danach auch

bei Laboratoriumsstudien zu richten. Wir geben hier eine Schilderung, die

sich an die Arbeit von Hoi/er -) anschlielU:

Der geschälte oder auch ungeschälte Rizinussamen wird in einer von

Friedrich Krupp, Grusonwerk, Magdeburg-Buckau, geheferten Exzelsiormühle

') S. Bondi und Th. Frankl, l'l)or Lipoproteidc und die Deutung der dcgenera-
tivou Zellverfettung IV. (Biochem. /eitschr. Bd. 17. S. 555— 5G1 [1909]) haben gefunden,
daß sog. Lipopeptide (Laurylglyciii tnid Laurylalanin) durch Lelior- und besonders

Nierenbrei des Kanincliens, aber nicht durcli Magon-Darmfermcntc gespalten werden.

Eine Isolierung des wirksamen Fermentes gelang bisher nicht, t'ber die Darstellung der

Lipopeptide vgl. S. Bondi, Über Lipoproteidc und die Deutung der degenerativeu Zell-

verfettiuig II (Biochem. Zeitschr. Bd. 17. S. 543- 552 [1909]). Die Methode der Ferment-

spaltungsversuche findet sich in der vierten Mitteilung.

-) E. Iloijer ,
Über fermentative Fettspaltung. Zeitschr. f. phys. Chemie. Bd. 50.

S. 414—439 (1907).
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mit Wasser fein vermählen. Die gebildete Samenmilch passiert eine Uber-

laufzentrifuge von hoher Umdrehungszahl, in der alle lipolytisch unwirk-

samen Bestandteile des Rizinussamens zurückgehalten werden, während das

Enzym als zarte Emulsion (..Fermentmilch") die Zentrifuge verläßt. Diese

..Fermentmilch" enthält den größten Teil des Rizinusöles aus dem Samen
emulsioniert mit den unlöslichen Eiweißstoffen des Protoplasmas; darunter

auch das fettspaltende Enzym. Das Emulsionswasser hat alle wasserlöslichen

Bestandteile, worunter auch das säurebildende Enzym, aufgenommen. Diese

zentrifusierte Fermentmilch wird nunmehr bei ca. 24" der Gärung über-

lassen. Hierbei setzt sich die fermenthaltige Emulsion als dicke ..Sahne"

an der Oberfläche des sauren Unterwassers ab und kann so leicht ge-

wonnen werden. Diese Sahne enthält das Ferment. Die Lösung enthält

außer dem Enzym etAva

ßSVo Rizinusölsäure,

4% Eiweißkörper resp. andere feste Substanzen,

ö8"/o Wasser.

Bekanntlich wird das Enzym durch Säure, am besten — weil am
unschädlichsten — durch Essigsäure, Buttersäure oder Milchsäure in seiner

Wirksamkeit verstärkt, aktiviert. Im Überschuß ist aber Säure für das

Ferment schädlich. Das nach der eben beschriebenen Methode dargestellte

Ferment bedarf keines Säurezusatzes, es muß vielmehr Zusatz von weiterer

Säure vermieden werden. Die Wirkung des Enzyms wird verstärkt durch

kleine Zusätze von Manganoxydulsulfat; 0'15—0'5^ Manganoxydulsulfat auf

100// Palmkernöl und lg P'erment waren die geeigneten Dosen.

Das P'erment ist einigermaßen haltbar, wenn man steril arbeitet und

die Präparate kühl aufbewahrt. Doch auch dann ist eine Abnahme der

Wirksamkeit unverkennbar, wie folgende Tabelle lehrt.

Je 100 y Leinöl wurden mit 4 ^r
Ferment und 40 cm^ einer O^ö^igen

Mangansulfatlösung zusammengerührt und der Spaltung überlassen.

Alter des Ferments Leinölspaltnng nach je 20 Stunden

5 Tage 75%
13 „ 74%
26 727o
56

., 67''/o

107 „ 55%
15 Monate 447,



F. Die Feniiente des EiAveißstoffwcclisels in Tier- und
Pflanzenwelt.

Von M. Jacohy, IJerliii.

Die Eigenart der Methodik für die Fermente des Eiwei()Stoff\veehsels

der Tier- nnd Pflanzenwelt heschriinkt sich auf die Isolierung' der Fermente.

A. Tierische Fermente. Es ist bisher erst in wenigen P'ällen mög-

hch, die Einwirkung- der proteolytischen ( )rg'anformen te auf isolierte Sub-

stanzen zu untersuchen. Wenn man nämlich mit einem Organextrakt oder

einem aus einem Organextrakt hergestellten Fermentpulver Eiweiükörper,

wie z. B. (ielatine
,
Kasein oder Edestin resp. durch Synthese gewonnene

Verbindungen, wie Polypeptide, zusammenbringt, so kann man im allge-

meinen die Wirkung der Fermente nicht ohne weiteres durch Abnahme
der Menge des Eiweil'ikörpers oder durch den Nachweis des Auftretens der

Spaltungsprodukte feststellen. Denn die Organpräparate enthalten selbst

Eiweiß, dessen Menge sich bei der Verdauung vermindert und an dessen

Stelle dann Spaltungsprodukte auftreten, die nicht immer von den Spal-

tungsprodukten der zugefügten Eiweißsubstanzen verschieden sind. Man ist

dann auf sogenannte Kontrollversuche angewiesen. Ein Beispiel möge das

erläutern: Es soll festgestellt werden, ob P^destin durch Lebersaft verdaut

wird. Man bringt dann in mehrere Gefäße gleiche Mengen dv^ Lebersaftes.

Zu einer Probe des Lebersaftes fügt man eine bestimmte Menge Edestin.

Außerdem setzt man ein Gefäü allein mit dem gleichen Volumen Lel)ersaft

an, ein weiteres mit der oben benutzten Quantität des Edestins. Selbst-

verständlich werden von allen diesen verschiedenen Proben mehrere Parallel-

versuche verwandt. Nun überläßt man alle Prob(Ui im Brutschranke der

Verdauung für einige Tage. Wenige Stunden genügen nicht . da bei der

geringen Intensität der Fermentwirkungon die Ausschläge dann zu klein

sind. Um Bakterienwirkungen zu vermeiden, fügt man von Anfang an dem

Organsaft, abei' auch der einzebi angesetzten Eiweil'ilösung. also in unserem

Beispiel dem Edestin, ein Antiseptikum zu, am häufigsten Chloroform, das

sehr energisch antil)akteriell wirkt, aber vielleicht auch besonders schädlich

für die Enzyme ist, oder Toluol, das weniger wirksam im erwünschten und

unerwünschten Sinne ist.
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Waren die Flaschen hinreichend lange im Brutschranke, so erfolgt

die Aufarbeitung in der Art, daß der Eiweißgehalt der Lösungen bestimmt

wird. Auf die hierbei zweckmäßig verwandten Verfahren gehen wir an

dieser Stelle nicht ein, hier kommt es zunächst darauf an, auseinanderzu-

setzen, wie die Einzelproben getrennt resp. vereint verarbeitet werden

müssen, um beweisende Resultate zu erzielen. Den Mittelpunkt der Ver-

suchsreihe bildet die Probe, in der der Lebersaft und die Eiweißkörper

gleichzeitig und in nicht erhitztem Zustande vereint der Verdauung aus-

gesetzt waren. Indem man diese Portion enteiweißt und den Stickstoff-

gehalt des eiweißfreieu Eiltrates bestimmt, erhält man ein Kriterium, wie-

viel Verdauuiigspi'odukte von Eiweißkörpern im ganzen vorhanden sind.

Um nun zu erfahren, wieviel davon aus der Verdauung der Lebereiweiß-

körper stammen, vereinigt man von den in den Brutschrank gestellten

Portionen je eine, die nur Lebersaft enthielt, mit einer, die nur aus Ede-

stin besteht, und enteiweißt das Gemenge sofort nach dem Mischen. Bei

dieser Kontrolle war dann die Möglichkeit der verdauenden Einwirkung des

Leberfermentes auf das Edestin ausgeschaltet, andrerseits die Möglichkeit

gesichert, Veränderungen der Leber sowohl wie des Edestins, die im Brut-

schrank auftreten, zur Geltung kommen zu lassen. Die Differenz der beiden

Versuchsreihen kann dann als Resultat der gegenseitigen Beeinflussung der

beiden Faktoren ausgesprochen werden. Wenn der eine Faktor ein ge-

reinigter Eiweißkörper wie das Edestin ist, bei dem verdauende Wirkungen
nicht anzunehmen sind, so kann man eine aktive Wirkung des Lebersaftes

resp. eines in ihm enthaltenen proteolytischen Ferments als bewiesen ansehen.

Da die Organextrakte die in ihnen enthaltenen Eiweißkörper bei ihrer

nativen Reaktion verdauen, so kann man bei der Prüfung auf Proteolyse

gegenüber zugesetzten Eiweißsubstanzen sich zunächst auch an diese Re-

aktionen halten. Erzielt man negative Resultate oder will man genauer

feststellen, ob das vermutete Enzym der Gruppe der Pepsine oder der

Trypsine nahesteht, so kann man dieselben Versuche natürlich auch mit

abgeänderter Reaktion, also bei verschiedenen Graden der sauren oder al-

kalischen Reaktion wiederholen.

Ganz bedeutend vereinfachen würde sich die L^ntersuchung auf pro-

teolytische Organfermente, wenn man optische und andere physikalische

Zustände der zugesetzten Eiweißkörper zur Erkennung der eingetretenen

Wirkung verwerten könnte, wenn man also untersuchen könnte, ob Fibrin-

flocken oder Mett^{±e Röhren gelöst werden, Rizin aufgehellt wird, Edestin

resp. Kasein nicht mehr ausfällbar ist. Solche Versuche würden einmal zur

Orientierung sehr bequem sein, dann auch für quantitative Reihenversuche

Bedeutung haben. Es fehlt aber bisher an brauchbaren Erfahrungen in

dieser Beziehung. Einigermaßen verwertbar ist zurzeit nur die Gelatine-

methode von Fernn. Man bereitet sich eine 5— SVoige Gelatine, der man
Chloroform zusetzt, und bringt davon 5—10 cm^ in Reagenzgläser und

untersucht, ob die Gelatine noch erstarrt, nachdem sie mit Organsubstanz
oder Organextrakten zusammen im Brutschrank gewesen war.
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Am günstigsten liegen die Verhiiltnisse bei den \'ersnclien mit

synthetischen Polyi)ei)ti(U'n, die Abderhaldoi und seine Mitarbeiter an-

gestellt haben. Wenn hier Aminosäuren abgespalten werden, die bei der

Selbstverdanung des betreffenden Organes, /.. I!. der Leber, nicht ge-

bildet werden, so ist man sicher, dal) die zugefügte Substanz gespalten

worden ist.

Aus alledem geht aber hervor, daß es sehr wünschenswert wäre, mög-
lichst reine oder wenigstens so gut wie eiweil'ifreie

, ])rote()lytische Organ-
fermente zur Verfügung zu haben. Eine Isolierung der Fermente schützt

auch am sichersten davor, daß Hemmungsstoffe und Antifermente den

Spaltungsprozei) stören. Bisher ist man aber noch sehr wenig in der Iso-

lierung dieser Fermente vorwärts gekommen. Da wir vorläufig noch nichts

besseres besitzen, werde ich hier das Verfahren von Rosell beschreiben.

Nachdem ich mit dem ITranylacetat bei der Isolierung der Aldehydase der

Leber brauchbare Resultate erhalten hatte, hat Bosdl^) das Uranylacetat

ganz allgemein benutzt, um wirksame Fermentlösungen aus Organen her-

zustellen. Seine Fermentlösungen hatten vielfach auch deutlich peptische

und tryptische Wirkungen. Auf einen Umstand muß aber dabei aufmei'k-

sam gemacht werden. Als Magnus zu seinen im vorigen Abschnitt ge-

schilderten Versuchen über fermentative Esterspaltung die Uranylacetat-
methode benutzte, hatte er stets gute Resultate. Bei Benutzung eines neuen

Präparates, das ebenso wie die früheren von Merck als ITranylacetat pu-
rissimum bezogen war, bekam er keine Spur des Ferments in den Nieder-

schlag, während das alte Präparat stets auch in Zukunft sich als wirksam

erwies. Eine Anfrage bei der Fabrik ergab, daß das Reinigungsverfahren
verbessert war. M(u/nus und ich haben dann zusammen versucht, die Ur-

sache der Verschiedenheit der beiden Präparate aufzuklären, die Versuche

aber vorzeitig abgebrochen. Radium schien keine Rolle zu spielen. Ob die

von Neuherg gefundene katalytische Uranwirkung bei dem Phänomen be-

teiligt ist, wäre noch zu untersuchen. Jedenfalls ist aber bei Fehlversuchen

an diese eigenartigen Erscheinungen zu denken.

Das Bostllsche Verfahren gestaltet sich nun nach den Angaben des

Verfassers folgendermaßen :

Die Gewebe werden mit der Fleischhackmaschine zerkleinert, mit

Quarzsand verrieben, mit zirka einem Viertel ihres Volumens Wasser an-

gesetzt und reichlich 2 Stunden auf der Schüttelmaschine geschüttelt, dann

die Masse kollert. Man erhält dabei eine trübe Flüssigkeit, welche, ohne

filtriert zu werden, mit einer gesättigten Lösung von Uranylacetat versetzt

wird. Wählend des Zusatzes wird sie durch Zufügen einer Mischung von

Natriumkarbonat und Natriumphosphat alkalisch gehalten. Das Natrium-

phosphat dient dazu, die schließUch resultierende Fermentlösung frei von

Uranylacetat zu gewinnen; das Karbonat verstärkt dessen geringeren Al-

*) Max Rosell, Über Nachweis und N'erbreitung intrazellularer Fermente. Dissert.

Straßbnrg i. K. 1901, Josef Singer.
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kaleszenzgrad und läßt dadurch den Zusatz zu großer Flüssigkeitsmengen

vermeiden. Man fügt solange Uranylacetat hinzu, bis sich grobe Flocken

bilden welche in kürzester Zeit sich abzusetzen beginnen, dekantiert und

filtriert. Der Rückstand bleibt, nachdem er mit 0-'2^/o\geY Sodalösung fein

verrieben ist, mindestens 12 Stunden stehen, worauf er filtriert wird. So

gewinnt man eine klare, eiweißarme Jlüssigkeit, in welcher die Fermente

in wirksamer Form enthalten sind. Wünscht man reinere Präparate, so

kann man Fällen und Ausziehen wiederholen. Zweckraäßigerweise setzt man
behufs Konservierung erst jetzt Toluol hinzu, da dessen Anwesenheit sonst

den Verlauf der einzelnen Operationen zu sehr verlangsamt. Schnelligkeit

des Arbeitens ist nämlich wegen der auch bei Zusatz antiseptischer Mittel

drohenden Fäulnis zu empfehlen. Ferner wird die Fermentausbeute desto

geringer, je später die Enzyme aus dem Uranylacetatniederschlag ausge-

zogen werden.

Neuerdings hat in meinem Laboratorium Hafa ^
) eine Methode der

Isolierung eines proteolytischen Leberfermentes ausgearbeitet, die zunächst

nach folgenden Angaben ausgeführt wurde:

MögUchst fein zerhackte Leber wird mit physiologischer Kochsalz-

lösung (1 cm^ pro 1
fj) versetzt, gut geschüttelt uud bleibt eine Nacht auf

Eis. Dann wird kohert und der Saft abgepreßt und nochmals filtriert. Das

Filtrat wird mit Chloroform im Eisschrank aufbewahrt. Die ganze Dar-

stellung bis zu diesem Punkt muß bei möglichst niedriger Temperatur er-

folgen. Geht man so vor, so erhält man bessere Ausbeuten und ebenso

wirksamen Saft, wie wenn man die Leber mit Quarzsand und Kieselgur

verarbeitet. Dieses erste Extrakt ist trüb und sehr eiweißreich.

Eine weitere Peinigung läßt sich leicht folgendermaßen erreichen: Zu

einem Volumen des Extrakts fügt man '/lo Volumen Normalsalzsäure. Man

wartet, ohne den entstehenden Niederschlag abzufiltrieren, eine Stunde und

fügt nun Sodalösung soviel hinzu, daß die Säure fast vollkommen neutrah-

siert ist. Dann vdrd filtriert. Man erhält so eine klare und proteolytisch

gut wirksame Flüssigkeit.

Dieses Verfahren habe ich hier geschildert, weil die Kenntnis dieses

Vorgehens das Verständnis eines noch vorteilhafteren Verfahrens erleich-

tert, das ebenfalls Hata in meinem Laboratorium ausgearbeitet hat.

100
fj

Pferdeleber werden in einer Reibschale tüchtig zerrieben und

dann mit 100 cm^ n/20-Salzsäure versetzt, die zugleich O'Söo/o Kochsalz

enthält. Man fügt 10 cmß Chloroform dem Gemisch zu. Nun überläßt man
das Gemisch sich selbst, schüttelt nur von Zeit zu Zeit durch. Braucht man
die Fermentlösung bald

,
so führt man den Versuch 24 Stunden bei oT"

durch. Ln anderen Falle beläßt man das Gemisch 7 Tage bei Zimmer-

temperatur. Nach Beendigung der Digestion wird durch Gaze isoliert, mit

Normal-Sodalösung neutralisiert und filtriert. Man erhält dann ca. 120 rw»

^) -S'. Hata, Zur Isolierung der Leberfermente, insbesontlere des gelatinnlytischen

Leberfermeutes. Biochem. Zeitschr. Bd. 16. S. 383—390 (11)09).
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einer peptischen Fornioiitlösiiiiii'. von der 0"2- 0"25 r;/r^ in 6- 12 Stunden

2 cm^ einer öo/nii^on Chlorofornigelutine verdauen.

Diese Fermentlüsunii' lälit sich dann mit Ammonsulfat nocli weiter

reinigen. Man beseitiiit zunächst den bei 38% Salzsättigun^- entstehenden

Niederschhig und bringt dann die Sättigung mit Ammonsulfat auf TO'Vo-

Dann erhält man das Enzym im Niederschlag.

Aus Leukozyten stellten Jochmann und Lockemann '^) nach folgender
Methode ein proteolytisches Ferment dar:

Knochenmark wurde durch Auspressen von menschlicheri lUicken-

wirbeln am Schraui)stock gewonnen, Eiter wurde erhalten, indem entweder

Kokkenabszesse benutzt wurden oder beim Menschen steriler Eiter durch

Terpentininjektion angesammelt wurde.

Das Ausgangsmaterial wurde 24—48 Stunden der Autolyse im Brut-

schrank bei 550 ausgesetzt. Das Autolysat wurde mit der ungefähr fünf-

fachen Menge eines Gemisches von 2 Teilen Alkohol und einem Teil Äther

verrührt, um die fettartigen Stoffe herauszulösen bzw. die eiweibartigen

\erbindungen zu fällen. Nach eintägigem Stehen wurde filtriert, der Rück-
stand zunächst zur Verdunstung von Alkohol und Äthei- auf Ton ausge-
breitet und dann mit einer entsprechenden Menge (bei flüssigem Aus-

gangsmaterial mit etwa V^ \'olumen) Glyzerin und der gleichen Menge
Wasser innig verrieben, nach ein- bis zweitägigem Stehen im Dunkeln
wurde auf einem Büchnerschen Trichter abgesaugt und das klare Filtrat

in die 5—6fache Menge eines Alkoholäthergemisches (2:1) unter Umrühren
allmählich eingegossen. Der dabei entstehende weibliche Niederschlag,
welcher sich allmählich an dem Boden des Becherglases ziemlich fest ab-

setzt, wurde nach dem Abgießen der darüber stehenden Alkoholätherlösung
auf Ton gebracht und im Vakuumexsikkator über konzentrierter Schwefel-

säure getrocknet. Dabei färbt er sich gelbbraun und geht nui-, besonders

in dickeren Schichten, sehr allmähUch in trockenen, zerreibbaren Zustand
über. Das so gewonnene Produkt, welches das Enzym enthält, ist etwas

hygroskopisch. P^s löst sich beim Zerreiben mit Wasser oder physiologi-
scher Kochsalzlösung mit bräunlicher F'arbe.

Die Prüfung auf fermentative Wirkung kann nach der Müller-Jor/i -

mannschm Methode vorgenommen werden. Man biingt auf eine Löffler-

Seruinplatte, wie sie in der IJakteriologie fin- Kulturzwecke benutzt wird,

ein Tröpfchen der zu prüfenden Fermentlösung und beläßt die Platte

24 Stunden bei 55». Dann bildet sich, wenn ein aktives, proteolytisches
Ferment vorhanden ist. in der Platte eine tiefe Delle.

Das Leukozytenferment löst auch Fibrinflocken, erstarrte Gelatine

und erstarrtes Blutserum, verdaut Kasein und spaltet aus Peptonen Tyro-

sin, Tryptophan und Ammoniak ab.

') (i.Jochnudin und < 1 . LockruKUDi
, Darstellung und Kigenschaften des proteo-

lytischen Leukozytenfermeutes. Hofmeisters Beitr. Bd. II. S. 449—457 (1908).
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Hat man die Organfermente hinreichend isoliert, was mit der Zeit

immer besser gelingen wird, so wird man sich zur (lualitativen und quan-

titativen Untersuchung der proteolytischen Organfermente sehr vorteilhaft

der Ähderhaldenschen Methoden bedienen können. Abderhalden'^) setzt zu

den Fermentlösungen synthetisch hergestellte l'olypeptide und untersucht,

ob und wieviel von den Spaltungsprodukten auftreten. Sehr einfach ge-

stalten sich die quantitativen Bestimmungen, wenn man das Drehungsver-

mögen der Aminosäuren verwerten kann. So ist z. B. d-Alanyl-d-Alanin sehr

geeignet, weil das d-Alanin sich im Drehungsvermögen scharf von dem

d-Dipeptid unterscheidet. Das nähere über die Methode findet sich an an-

derer Stelle des Handbuches. Hier sei nur ein Versuchsbeispiel wieder-

gegeben, das den Effekt gut demonstriert:

0*6 5' d-Alanyl-d-Alanin in 76 ow* Hefeproßsaft + 0-4 cm'' physiologischer Kochsalzlösung

gelöst:

lun
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alkalischer lieaktion (>, \2 und 24 Stunden im Thermostaten bei Körper-

temperatur (;)7°C) belassen. Nach dieser Zeit wurden durch Kolleren und

Filtrici'en die festen und flüssigen Anteile des Digestionstiemisches von-

einander getrennt und das Filtrat auf 1500 cni^ gebracht. In 25 cm^ des

Filtrates wurde die Gesamtmenge des gelösten Stickstoffes bestimmt, in

weiteren 50 rw» durch Aufkochen mit P'.ssigsänrc und nachfolgendes Neu-

tralisieren koagulables Kiweilj und Syntonin entfernt und im Filtrat die

Menge des übrigen gelösten Stickstoffes bestimmt. Zur Ermittlung des an

Albumosen gebundenen Stickstoffes wurden 1000 rm^ nach Fntfernung des

koagulablen Eiweißes auf 200 crn^ eingeengt und die Menge der Albumosen

in schwefelsaurer Lösung durch Zinksulfat nach Zttnz gefällt. Ein Teil des

Filtrates wurde zur Bestimmung des nunmehr darin verbliebenen Stick-

stoffes benutzt, während in einem anderen die mit Phosphorwolframsäure
fällbaren Anteile gefällt und deren Stickstoffgehalt ermittelt wurde. Ini

die Menge des Stickstoffes festzustellen, der vor der Autolyse vorhanden

war, wurden 100 r/ der betreffenden Futtermittel mit eiskaltem Wasser
ca. 10 Minuten in Berührung gelassen ,

dann im Eisschranke filtriert und

das Filtrat in der el)en beschriebenen Weise untersucht. Zieht man die

Menge des ursprünglich vorhandenen löslichen Stickstoffes von der Menge
des bei den Digestionsversuchen gefundenen ab, so erhält man die Menge
des durch die p]nzvme gelösten Stickstoffes . die zum Teil sehr beträcht-

lieh ist.

Aron und Khnrpin i) wandten bei ähnhchen Versuchen die von lloiiK

und Michaelis angegebene Enteiweißung mit Hilfe von ^lastix an, ein für

die Autolyseversuche gewiß vielfach anwendbares Verfahren.

Um zu beweisen, daß im Hafer mehr proteolytisches Enzym vorhan-

den ist, als durch die autolytische Spaltmig des Hafereiweißes direkt zur

Erscheinung kommt, setzten sie bestimmten Quantitäten rohen Hafers

(z. B. \h g und l'h g) noch 15 resp. 225
r/ gekochten Hafer zu. Die Anord-

nung der Versuche geht von folgenden Erwägungen aus. Man kennt die

aus 15^ gekochtem Hafer zu erwartende Menge Kishchen Stickstoffes und

ebenso die in 15^ rohem Hafer vorhandene Menge löslichen und durch

das Ferment löslich gemachten Stickstoffes.

Ist die Menge des inkoagulablen Stickstoffes größer geworden, so muß
das in 15 g rohem Hafer enthaltene Ferment — da es ja erfahrungs-

gemäß von dessen Eiweiß nichts mehr lösen kann — das Eiweiß des ge-

kochten Hafers angegriffen hallen.

Mit entsprechender Versuchsanordnung ließ sich auch prüiVii, ob das

Ferment einer Getreideart auch die Eiweißkörper anderer Getreidearten

zu spalten vermag. Es war nur nötig, ungekochten Hafer auf gekochte
Wicken und gekochte Gerste unter den nötigen Kontrollen einwirken zu

lassen oder ungekochte Gerste auf andere gekochte Getreidesorten. Natüi-

') Hans Äron und Paul Kicmpiu ,
Studien über die proteolytisclien Enzyme in

einigen pflimzlicheu NalirunL"'sinitteln. Biochem. Zeitschr. Bd. 9. S. ]()3— 184 (1908).
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lieh war das Verfahren auch anwendbar, um zu untersuchen, ob die Pflanzen-

fermente auch isolierte Eiweißsubstanzen pflanzlicher oder tierischer Hei'-

kunft zu spalten vermögen. Jron und Klenipin prüften mit positivem Er-

gebnis die Pflanzenpräparate „Pioborat-' und „Laktagol" , von tierischen

das Kasein, während Eiereiweiß gar nicht, Serum nur in gekochtem Zu-

stande verdaut wurde.

Zur Isolierung des Haferfermentes gingen Äron und Klempin folgen-

dermaßen vor:

Geschroteter Hafer (Hafermehl erwies sich weniger günstig) wurde

10—12 Stunden in der Kugelmühle in einem Gemisch gleicher Teile Wasser

und Glyzerin gründhch zermahlen, der feste Rückstand in einer Filter-

presse abgepreßt und das ablaufende Filtrat in hohen Zylindern durch

Sedimentieren geklärt. Die dann abgeheberte braungelbe Flüssigkeit wurde

schheßüch noch mehrmals filtriert.

Der so gewonnene Glyzerinextrakt erwies sich auch nach wochen-

langer Aufbewahrung im Eisschrank proteolytisch wirksam gegenüber den

Eiweißkörpern, die auch bei den Autolyseversuchen sich als angreifbar durch

das Haferferment er^^iesen hatten.

Für alle diese Versuche sei hervorgehoben, daß diese Fermente am
stärksten bei saurer, Aveniger gut bei neutraler, am schwächsten bei al-

kalischer Ileaktion wirken.

Während diese Versuche und Methoden von Interesse für Ernährungs-

fragen sind, sind die Versuche an Keimpflanzen für die Frage des inter-

mediären Eiweißstoffwechsels der Pflanzenzellen von Bedeutung.

Die betreffenden Versuchsanordnmigen haben sich im wesentlichen

im Anschluß an die Arbeiten von E. Schulze über die Eiweißbildung und

den Eiweißabbau in den Pflanzen entwickelt. Aus Schuhes Versuchen war

bereits als wahrscheinlich zu entnehmen, daß proteolytische Enzyme wäh-

rend der Keimung in den Pflanzen tätig sind. Schuhes ')
Methoden sind

nicht direkt Fermentprüfungsmethoden. In diesen Arbeiten wurde vielmehr

in Keimpflanzen und Teilen von Keimpflanzen zu verschiedenen Zeiten der

Entwicklung möglichst (}uantitativ auf Amidosäuren untersucht. Zu den

Versuchen werden etiolierte Pflanzen in verschiedenen Stadien der Keimung
verarbeitet, entweder die Pflänzchen im ganzen oder die Achsenorgane und

die Kotyledonen getrennt. Nach der Ernte werden die Pflanzen zunächst

mit Wasser gewaschen, um sie von anhaftender Erde und Sand zu be-

freien, dann werden sie bei 60" getrocknet und zerkleinert. Dann wird be-

stimmt der Gesamt-N nach Kjcldcihl , der Eiweiß-N nach Stuher durch

Erhitzen unter Zufügung von Kupferoxydhydrat, der mit Phosphorwolfram-
säure fällbare N, um einen ungefähren Anhalt über den Gehalt an Basen

zu erhalten, endhch der Amidstickstoff durch Bestimmung des X, der

*) E. Schulze, Über deu Umsatz der Eiweißstoffe in der lebenden Pflanze. Zeit-

schrift f. physiol. Chemie. Bd. 24. S. 18 (.1898) und 2. Abhandl. Bd. 30. S. 241-312
(1900).
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vor mul nach Zerkochung- der Substanz durch Salzsäure — durch Magnesia
austreibbar ist. Der Hauptwert wird aber bei diesen Arbeiten auf die niüg-

hchst (juantitative DarsteUung- der einzehien kristallinischen Spaltungspro-
dukte gelegt, die als solche dargestellt werden. Diese Methoden brauchen

hier nicht geschildert zu werden, da bei zukünftigen Untersuchungen
doch die neuesten Fortschritte der Eiweilk'hemie bei'ücksichtigt werden

mülüteu. Ich gebe nur einige Versuchsi'esultate von Sc/uiUc wieder, um
zu zeigen, um welche ({uantitativen Verhältnisse es sich bei diesen Ar-

beiten handelt.

Vom Gesamt-X entfallen in Prozenten auf:

Lupinus luteus:

Uiigekcimter Samen . .

6tägige Keimpflanzen .

24 „

Lupinus augustifolius:

Ungckeimter Samen . . . .

3tägige Keimpflanzen . . .

6 „ „ ...

i_ „ „ . . .

lo „ „ . . .

18 .. „ . . .

Zea-Mais :

Ungekeimtcr Samen

ötägige Keimpflanzen

16 „ „

Proteinstoffe

93-36

58-89

18-30

18-96

92-89

8413
48 31

34-73

28-67

22-33

22-78

97-95

95-82

91-62

85-30

66-67

nicht pvoteinartige Verbindungen

6-64



416 M. Jacoby.

Weis^) hat ein peptisches Enzym aus Gerstenkörnern dargestellt.

Fertig gekeimte Gerstenkörner Averden in einer Fleischliackniaschine zu

einem dicken Brei zerquetscht und 3 Teile Malz mit 4 Teilen Wasser an-

gerührt. Nach einiger Zeit, in welcher mehrfach umgerührt wird, filtriert

man durch Faltenfilter und gießt die Flüssigkeit so lange durch dasselbe

Filter, bis sie völlig klar ist. Bei 0^ ist das Ferment ca. 8 Tage haltbar.

Bei der Einwirkung auf Weizenglutin wird die Wirkung dadurch nachge-

wiesen, daß die mit Tannin nicht fiilll)aren Substanzen zunehmen. Wurde
bei alkalischer Pieaktion auf die Gegenwart einer Tryptase geprüft, so

konnte mit derselben Methode nachgewiesen werden, daß mehr Spaltungs-

produkte entstehen, die mit Tannin nicht fcällbar sind.

Da offenbar viele Pflanzenfermente bei ihrer Wirkung aus dem Ei-

weiß Tryptophan abspalten, benutzt Vines^) die Bromwasserreaktion, um
sich schnell zu orientieren, ob in Pflanzen ein proteolytisches p]nzym vor-

handen ist. Zu diesen Versuchen kann als Eiweißkörper auch Filu'in her-

angezogen werden. Die Pieaktion ist auch benutzbar, um die Schnelligkeit

der Enzymwirkung zu studieren, da man leicht ihr erstes Auftreten in den

Verdauungsgemischen feststellen kann.

Abderhalden''^) hat in Gemeinschaft mit Schittenhebn und DaiitnihaJin

in keimenden Samen auch peptolytische Fermente nachgewiesen. Im ruhenden

Samen sind sie vielleicht in inaktiver Form vorhanden, da der aus unge-

keimten Samen bereitete Preßsaft zunächst unwirksam war und erst nach

längerem Stehen bei 37° wirksam wurde.

Die Versuche wurden mit Lupinensamen, Weizensamen, Maiskörnern

und Gerstensamen angestellt. Die Samen wurden vor ihrer ^'erwendung
mit 4''/oiger Borsäurelösung gewaschen, dann mit Quarzsand zu einem

feinen Brei zerrieben und mit soviel Kieselgur vermengt, bis das Ganze

eine plastische Masse bildete. Diese Masse wurde nun in festes Koliertuch

eingepackt und zunächst bei 150 Atmosphären Druck ausgepreßt. Eme
weitere Fraktion an Preßsaft wurde unter Anwendung von 150—300 Atmo-

sphären Druck gewonnen, diese letzte P'raktion zu den Versuchen benutzt.

Dann wurde zu dem Preßsaft eine bestimmte Menge Glycyl-1-tyrosin

hinzugefügt, nach Beendigung der Digestion entweder die Spaltungsprodukte

isohert oder die Hydrolyse durch Beobachtung des Drehungsvermögens der

Lösung verfolgt. Die Versuche mißlingen bei Anwendung tyrosinhaltiger

Polypeptide oft, weil die Lösungen sich durch Oxydation von Tyrosin dunkel

1) Fr. Weis, tjber das proteolytische und ein eiweißkoagiilierendes Enzym iu

keimender Gerste (Malz). Zeitscbr. f. physiol. Chemie. Bd. 31. S. 79 (1900).

^) .S'. H. Vinf's, Proteolytische Enzyme in Pflanzen. Annal. of bot. Vol. 17. p. 237

bis 264 (1903), zitiert nach Mal;/, Bericht über 1903.

3) Emil Abderhalden und Alfred Schittenhelm, Die Wirkung der proteolytischen

Fermente keimender Samen des Weizens und der Lupinen. Zeitscbr. f. physiol. Chemie.

Bd. 49. S. 26 (1906) und Emil Abderhalden und Dammhahn, Über den Gehalt unge-

keimter und gekeimter Samen verschiedener Pflanzcnarten an peptolytischeu Fermenten.

Zeitscbr. f. physiol. Chemie. Bd. 57. S. 332—338 (1908).
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färben. Zur Koutrolle werden Proben von l'reßsaft ohne Polypeptidzusatz
untersucht.

Praktisch wohl das wichtigste proteolytische Pflanzenenzyni ist das

Papayotin. das aus den Früchten des Melonenbaumes, Carica papaya. dar-

gestellt wird. Seine Darstellung' bietet nichts besonderes, auch ist das Fer-

ment in gut wirksamer Form als Handelsprii parat zugäntilich. Man weii>

seit langer Zeit, daß das Enzym Kiweiß bei sehr verschiedener Pieaktion

zu spalten scheint. Aber es schien die AVii'kung des Plnzyms eine begrenzte,

indem unter seinem Finfluß nur Albumosen und Peptone, aber nicht die

letzten Spaltungsprodukte, die Aminosäuren, entstehen sollten. Emmerlivg
sowie Kutscher und Lohmann haben nun die Methode so gestaltet, daß

auch bei der Papayotinverdauung die Aminosäuren unter den Spaltungs-

produkten nachgewiesen werden können. Das Papayotin entfaltet seine

Wirkung anscheinend nur sehr langsam; man muß daher die Versuche

sehr ausdehnen. .Ulmählich verhert aber das Enzym seine Wirksamkeit;
es ist infolgedessen notwendig, von Zeit zu Zeit Ferment von neuem dem

Verdauuugsgemisch zuzuführen. Die Aminosäuren wurden von EmmerJinff
nach der i^iscÄersehen Methode der Veresterung und fraktionierten De-

stillation, Arginin nach Kossei dargestellt.

Die Verdauung wurde von Emmerling i) im einzelnen folgendermaßen

durchgeführt :

In 2 Kolben wurden 1000 r/ trockenes Blutfibrin mit schwach alkali-

schem Wasser übergössen und nach Toluolzusatz zunächst einen Tag bei

gewöhnlicher Temperatur stehen gelassen. Die nun stark aufge(|Uollene

Masse wurde mit Wasser eben bedeckt und mit je 20^ Papayotin versetzt.

Die gut verschlossenen Kolben kamen in einen konstant auf 34° gehaltenen
Kaum. Nach 14 Tagen wurden abermals je 10// und nach 4 Wochen wei-

tere 10 <7 Papayotin zugesetzt. Allmählich erfolgt Lösung.
Kutscher und Lohmnnn'^) ließen das Papayotin 10 Monate auf Fibrin

einwirken und entfernten das noch vorhandene iMweiß und die; Albumosen

durch Ausfällung mit Tannin.

Sehr eigenartige methodische Verhältnisse leiten sich aus Beobach-

tungen ab, welche Delezenne, Mouton , Pozerski über die Einwirkung von

Papain (Merck), das dem Papayotin nahesteht, auf Hidinereiweiß und

Hammelserum gemacht haben. ^)

Versetzt man frisches Ilühnereiweiß oder Hammelserum mit einer

großen Menge Papain und läßt gleiche Proben verschieden lange Zeit im

Brutschrank oder bei Zimmertemperatur, säuert dann mit Essigsäure an

und kocht auf, so nimmt mit Zunahme der Digestionsdauer die .Menge des

M 0. Emmerling, Über die Eiweißspaltimg durch Papayotin. Cheiii. Berichte.

S. 695—699 (1902).

^) Kutscher und Lohmann, Zur Kenntnis der PapayotinvordauunLr. Zeitschr. für

physiol. Chemie. IJd. 40. S. 883-386 (1900).

^) Literatur bei Fritz Sachs, Über die Verdauung von rohem Ilüiinereiweiß durch

Papain. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 51. S. 488-505 (1907).

Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 27
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koag'ulablen Eiweißes zu. Werden die Proben aber nicht erhitzt, vielmehr

das Eiweiß durch Alkohol oder mit Trichloressiesäure am Schlüsse des

Versuches ausgefällt, so wird dieselbe Eiweißmenge gefunden wie in den

Koutrollversuchen , in denen die Fermentwirkung ausgeschaltet war. Die

französischen Autoren und namentlich Sachs haben das Phänomen dahin

aufgeklärt, daß Hühnereiweiß und Hammelserum bei Brutschranktemperatur
vom Papain überhaupt nicht nachweisbar angegriffen werden und die Ver-

dauung erst während der Steigerung der Temperatur beim Aufkochen ganz

plötzlich stattfindet. Daß die Proben, welche länger bei mittlerer Tempe-
ratur gehalten waren, mehr Eiweiß nach dem Aufkochen enthielten, kommt
dadurch zustande, daß das Ferment durch längeres Zusammensein mit dem
Eiweiß in seiner Aktivität abgeschwächt wird, demnach dann beim stär-

kereu Erhitzen weniger aktives Enzym disponibel ist.

Nach Abderhalden und Teruuchi i) werden auch Polypeptide durch

Papayotin gespalten. Wenn das in Wasser glatt lösliche Glycyl-1-tyrosin

der Einwirkung des Ferments ausgesetzt wird, so kann man die einge-

tretene Spaltung daran erkennen, daß das in Wasser kaum lösliche Tyrosin
aus der Lösung ausfällt.^ö

ANHANG.

Das Sekretin. 2)

Nach Versuchen von Bayliss und Starling kann man das Pankreas

zu reichlicher Sekretion veranlassen, wenn man einen besonders präparierten

Dünndarmauszug Versuchstieren intravenös einspritzt. Die Substanz wird

Sekretin benannt und folgendermaßen dargestellt. Man schabt die Schleim-

haut des Duodenums und der oberen Teile des Dünndarms ab, zerreibt

sie in einem Mörser mit Sand unter Zusatz von 0"4% Salzsäure, kocht

die Mischung auf freiem Feuer und neutralisiert die gekochte Flüssigkeit

mit Kalilauge. Man filtriert einen Niederschlag ab und hat dann ein eiweiß-

freies, klares Filtrat, welches das Sekretin enthält. Diese Lösung kann man
noch weiter reinigen, wenn man in ihr mit Alkoholäther Niederschläge

erzeugt. Das Sekretin bleibt dabei in Lösung und kann aus ihr durch

Eindampfen gewonnen werden.

Will man die Wirksamkeit eines Sekretinpräparates prüfen, so spritzt

man einige Kubikzentimeter in die Vene eines Versuchstieres (z. B. Katze

oder Kaninchen), bindet vorher eine Kanüle in den Ausführungsgang der

Drüse- und beol)achtet die Zunahme des Sekrets unter dem Einfluß der

Sekretinzufuhr. Das Sekretin kann von den verschiedensten Wirbeltieren

stammen, seine Wirksamkeit ist nicht an dieselbe Spezies oder Art gebunden.

*) Emil Abderhalden und Yutaka Teruuchi, Vergleichende Untersuchungen über

einige proteolytische Fermente pflanzlicher Herkunft. Zeitschr. f. phys. Chemie. Bd. 49.

S. 20—24 (1906).

^) W. 31. Bayliss und E. H. Starling, Die chemische Koordination der Funktionen
des Körpers. Ergebnisse der Physiologie. 5. Jahrgang. S. 670—676 (1906).

f
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Außer den schon ann-eführten Eigenschaften des Sekretins seien noch

einige weitere erwähnt, welche eventuell für die Isolierung des Sekretins

methodisch verwertet werden könnten. Das Sekretin diulysiert leicht und

wird weder durch (ierhsäure nocli durch Phosphorwolframsäure ausgefällt.

In alkalischem Medium und heim Stehen an der Luft wird das Sekretin

unwirksam. Bei der Darstellung des Sekretins aus der Schleimhaut kann

die Salzsäure auch durch Seifen ersetzt werden. Alle starken, mineralischen

Säuren sind wirksam, dagegen schwache wie die Borsäure ohne Wirkung.

Trvpsin zerstört das Sekretin.

Bai/liss und Starlhig nehmen an, daß die Darmschleimhautzellen ein

Prosekretin enthalten, aus welcliem hydrolytische Agenzien Sekretin ab-

spalten. Diese ^'orstufe ist unlöslich.

In Sekretiulösungen fanden v. Fürth und Schwarz ^) C'holin, welches

auch an und für sich die Sekretion des Pankreas anregt. Jedoch ist die

Sekretinwirkung nicht ohne weiteres mit der des Cholins zu identifizieren.

') 0. V. Fürth und C. Schwarz, Zur Kenntnis des „Sekretins". Pflücicrs Archiv.

B.l. 124. H. 9— 10: zit. n. Biochcm. Zentralltl. Bd. 7. S. 920 (1908).

27*



G. Die Fermente des Xiikleinstoffweclisels und deren

Wirkung.

Von Alfred Scliitteiiholm, Erlangen.

Während im Magen-Darmkanal unter dem Einflüsse der Verdauungs-
fermente die Nukleinsäure aus den Nukleoproteiden in Freiheit gesetzt und

dann, offenbar ohne eine tiefere Aufspaltung zu erleiden, in eine resorp-

tionsfähige Form gebracht wird i), unterUegt sie jenseits des Verdauungs-
traktus der AMrkung einer Reihe von Fermenten, wek-he sie aufspalten

und die Spaltprodukte weiter verändern. Unsere Kenntnis bezieht sich nur

auf diejenigen Fermente, welche die Nukleinsäure aufspalten und die ein-

zelnen Bausteine in Freiheit setzen; wir bezeichnen sie als Nukleasen.

Wir kennen ferner eine Reihe von Fermenten , welche die aus der

Nukleinsäure freigewordenen Purinbasen verändern. Dieselben stellen sich

im einzelnen als folgende dar:

Purin desamidasen (Guanase, Adenase), unter der Einwirkung dieser

Fermentstufe wird das Adenin in Hypoxanthin und das Guanin in Xanthin

umgewandelt.

Xanthinoxydasen. Sie bewirken eine Oxydation des Hypoxanthins zu

Xanthin und des Xanthins zu Harnsäure.

Die Harnsäure endlich unterliegt der Einwirkung von urikolyti-
schen Fermenten. Dabei entsteht beim Tiere (Hund, Kaninchen,

Schwein etc.) aus der Harnsäure Allantoin, welches nicht weiter zersetzt

värd. Ob noch andere Abbauprodukte der Harnsäure existieren, steht noch

dahin. Beim ^lenschen gelingt der direkte Nachweis urikolytischer Fer-

mente in Organextrakten nicht mit Sicherheit. Der Stoffwechselversuch

zeigt jedoch, daß die Harnsäure abgebaut wird, und zwar bis zum Harn-

stoff. Es finden sich auch kleine Mengen von Allantoin im menschlichen

Urin, dessen Herkunft jedoch noch zu erforschen ist.

1) E. Abderhalden und Ä. Schiffenhelm, Der Ab- und Aufbau der Nukleinsäuren

im tierischen Organismus. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 47. S. 452 (1906).

I
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Durch wolcho Formoiito und über welche Stufen der Abbau der gleich-

falls im Nukleiusäureniolekül enthaltenen Pyrinüdinbasen. Thyniin, Cy-
tosin und Uracil, vor sich ^eht, wissen wir nicht. Sichei- ist nur nach dem
Stoffwechselversuch, daß auch diese aufgespalten werden. Vielleicht wird

dabei aus dem Thymin sowohl wie aus dem Cytosin zunächst Uracil ge-
bildet.

1. Nuklease.

Allgemeiner Nukleasenachweis durch a-thymonukleinsaures
Natrium.

Zum allgemeinen- Nachweis einer Nukleasewirkung hat es sich als

praktisch erwiesen M, eine 8—o^oige Lösung von a-thymonukleinsaurem

Natrium, welchem bekanntlich die Eigenschaft, in dieser Konzentration zu

gelatinieren, zukommt, in kleinen Gläsern erstarren zu lassen und nun auf

die Oberfläche der gelatinierten Nukleinsäure das auf die Nukleasewirkung
zu prüfende Material zu geben. Die Gegenwart von Nuklease wird durch

die Verflüssigung der gelatinierten Nukleinsäure angezeigt. Man tut jedoch

nach Sachs (1. c.) gut, stets zu versuchen, oi) sich nicht noch vorhandene

gelatinierende Substanz nachweisen läßt. Dazu wird das Versuchsgemenge
heiß filtriert und dann mit Alkohol und etwas Natriumacetat versetzt, wo-

durch etwa noch vorhandenes a-thymonukleinsaures Natrium aus der

wässerigen Lösung ausgefällt wird. Dieses kann . in wenig heißem Wasser

gelöst, nach dem Erkalten der Lösung selbst in geringer Menge als gela-

tinierende Substanz erkannt werden.

Diese Methode des Nachweises der Nuklease besagt natürlich über

die Art ihrer Wirkung nichts weiter, als daß sie gelatinierende Nuklein-

säure verflüssigt. Dieselbe Wirkung kann aber sowohl mit reinen ^'erdauungs-

säften (Hundepankreassaft aus Pawloivscher Fistel 2), wie mit intrazellulären

Fermenten aller Art (Extrakten von Darm, Leber, Milz, Pankreas etc.) er-

reicht werden. Zur genaueren Feststellung muß man daher Versuche ansetzen,

welche zeigen, ob die Nukleinsäure bei der Verflüssigung auch zerlegt wird. Es

hat sich dabei herausgestellt, daß es ein Ferment gibt, welches das a-thymo-
nukleinsaure Natrium verflüssigt und dessen kolloidale Form dai)ei in eine

dialysierbare umzuwandeln scheint , ohne daß jedoch eire tiefere Aufspal-

tung erfolgt; diese Form der Nuklease findet sich in dem in den Darm
sich ergießenden Pankreassekret. Demgegenüber steht die echte Nuklease.

welche die Nukleinsäure in ihre Bestandteile zerschlägt und zum Auftreten

freier Phosphorsäure, freier Purinbasen etc. führt: diese Form findet sich

') T. Araki, t)bor onzymatische Zersetzung der Nukleinsäure. Zeitschr. f. physiol.

Chemie. Bd. 38. S. 84 (19ÜI5).
— ILTJenge, über die a-nukleinsauros Natron lösende

Wirkung einiger Mikroorganismen. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 39. S. 190 (1904).
—

M.Nakai/ama, Über das Erepsin. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 41. S. 348 (1904).
—

F.Sachs, Über die Nuklease. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 46. S. 337 (lOOJ).
—

E. Abderhalden und A. Schittenhehn, 1. c.

*) E. Abderhalden und A. Schittenhelm, 1. c.
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nicht unter den Verdauungsfermenten, sondern nur intrazellulär; sie wird

nicht nach außen sezerniert, sondern kann nur nachgewiesen werden, in-

dem man die Zellen selbst resp. ihre künsthchen Extrakte zum Versuche

verwendet.

Spezieller Nachweis der aufspaltenden Xuklease und Isolierung
der Abbauprodukte.

Zahh'eich sind die Versuche, durch Autolyse der Hefe und tierischer

Organe und durch Aufsuchen freier Phosphorsäure und freier Purinbasen

unter den Autolyseprodukten eine durch Fermente bewirkte Nukleinspal-

tung zu beweisen. Es bedarf besonderer Erwähnung, daß bei Digestion des

Buchnerschen Hefepreßsaftes Purinbasen und Phosphorsäure als Abbau-

produkte nachgewiesen werden konnten, i) Der exakte Nachweis der Nu-

klease ist jedoch erst nach Verwendung von Nukleinsäure erfolgt.

Nukleasen achweis in Organextrakten 2): Eine 4°/oige Lösung
von a-thymonukleinsaurem Natrium (50

—100 cm^) wird einige Tage der

Wirkung des zu untersuchenden Extraktes ausgesetzt; dann wird das Ge-

misch filtriert und das Filtrat zur Beseitigung etwa noch vorhandener

Nukleinsäure mit Schwefelsäure versetzt. Der dabei etwa ausgefallene

Niederschlag wird abfiltriert
;
aus dem Filtrat werden die Purinbasen mit

Quecksilbersulfatlösung ausgefällt. Der so erhaltene Niederschlag wird ab-

gesaugt, in Wasser aufgeschwemmt und unter Zusatz von etwas Salzsäure

mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Dann wird wiederum filtriert und das

Filtrat durch Durchleiten von Luft vom Schwefelwasserstoff befreit. Nun
wird es mit ammoniakahscher Silberlösung gefällt, der entstandene Silber-

niederschlag abfiltriert, gut ausgewaschen, in AVasser aufgeschwemmt und

unter Zusatz von Salzsäure in der Wärme zerlegt. Vom Chlorsilber wird

abfiltriert, durch das Filtrat noch einige Blasen Schwefelwasserstoff geleitet

und dann wiederum filtriert. Das letzte Filtrat wird zwecks Abscheidung
von Kristallen (salzsauren Pminbasen) eingedampft. Die etwa ausgeschie-

denen Kristalle werden samt dem Rückstand in salzsäurehaltigem Wasser

gelöst, die Lösung filtriert und wiederum bis zum völligen Auskristallisieren

eingedampft. Die Kristalle werden mit Alkohol und Äther getrocknet und

gewogen. Will man den Beweis, daß man freie Purinbasen vor sich hat,

noch weiterführen, so prüft man die Kristalle mit Hilfe der von Burian ')

^) Hahn und Geret, Über das Hefe-Endotrvpsiu. Zeitschr. f. Biol. Bd. 11. S. 117

(1900).

-) Fr. Sachs, Über die Nuklease. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 46. S. 337 (1905).

^} R. Burian, Diazoaminoverbindungen der Amidazole und der Puriusubstanzeu.

Chem. Berichte. Bd. 37. S. 696 (1904).
— Derselbe, Zur Keuntnis der Bindung der

Purinbasen im Nukleinsäuremolckül. Chem. Berichte. Bd. 37. S. 708 (1901). — Dor-

selbe, Weitere Beiträge zur Kenntnis der Diazoaminoverbindungen der Purinbasen.

Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 51. S. 425 (1907).
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als cliarakteristiscli für die freien l'iiriiihasen aniiei^ebeiien Kiazoreaktioii.

am besten nach Sachs in der Paw/</schen Modifikation.
>)

Es ist hierzu zu bemerken, daß man die unzersetzt gebliebene Nu-
kleinsäure auch mit Alkohol unter Zusatz von Natriumacetat oder durch

Zuj^abe von gelöstem Kupfersulfat oder Kupferchlorid nach Ansäuern mit

Essigsäure als Kupfersalz entfernen kann. Es wird sofort abfiltriert und

im Filtrat werden die freien Basen, eventuell nach Entfernuni'- des Kupfers
mit ILS, mit ammoniakalischer Silberlösung oder mit der Kujjfersulfat-

Bisulfitmcthode isoliert.

An Stelle der Thymonukleinsäure kann man natürhch auch jede an-

dere reine Nukleinsäure, z. B. die Hefenukleinsäure resp. ihr Natriumsaiz,

zu den Versuchen verwenden. Die Art der Entfernung unzersetzter Nuklein-

säure und die beschriebene Methode der Gewinnung der Purinbasen bleibt

dieselbe. Nur muß man auf die Beobachtung der \'erflüssigung verzichten,

da die Hefenukleinsäure nicht gelatiniert.

Außer auf freie Puriuljasen kann man im Beaktionsgcmisch noch nach

freier Phosphorsäure und freien Pentosen mit den üblichen Bestimmungs-
methoden suchen. Über die Isolierung der Pyrimidinbasen siehe Bd. II.

S. 584 ff. und Bd. III, Abschnitt : Stoffwecliselendprodukte.

Nachweis der Nuklease in Schimmelpilzen und Bakterien:
Auf der zur Gelatine erstarrten Lösung von y.-thymonukleinsaurem Natrium

züchtet man die zu untersuchenden Schimmelpilze 2) und Bakterien, ^j Unter

Verflüssigung tritt mehr oder woniger schnell die Zersetzung ein . welche

man, wie oben beschrieben, feststellt.

Zur Verfolgung der bakteriellen Spaltung*) der Nukleinsäure kann

man auch eine Nährlösung benutzen, welche zweckmäßigerweise folgender-

maßen zusammengesetzt ist: Nukleinsaures Natrium 15'0(/, Chloniatrium

()-0^, Chlorcalcium O'l g , Magnesium sulfat O'og, Wasser 1000 cw». Diese

Lösung wird im Dampftopf sterihsiert und dann täglich mit den entspre-

chenden Kulturen geimpft. Nach 4—5 Tagen kann bereits auf die Zer-

setzungsprdukte untersucht werden. Dabei können außer den genannten

Körpern noch eine Beihe anderer (Ammoniak. Alkohol, Oxalsäure, Ameisen-

säure etc.) gefunden werden, da die Zersetzung weitergeht und die Bak-

terien z. B. auch die Purinbasen angreifen und zerlegen.

*) //. Pauli/, über die Konstitution des Ilistidins. I. Mitteil. Zeitschr. f. pliysiol.

Chemie. Bd. 42. S. 516 (1904).

^) Untersucht sind Aspergillus niircr, Mucor stolonifer und Peuicillium glaucuni,

siehe L. Iwanoff, Über die fennentativc Zersetzung der 'riiymonukleinsäure durch

Schimmelpilze. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 39. S. 31 (1903).

'

') Tütersucht sind Bact. coli, B;ic. Typlii hominis u. a., siehe //. I'lrni/r, Über die

a-nukleinsaures Natron lösende "Wirkung einiger Mikroorganismen. Zeitschr. f. physiol.

Chemie. Bd. 39. S. 190 (1904).

•) A. Schiftcnhcliii und /'. Schröter
,
Über die Spaltung der Ilefenukluiusilure durch

Bakterien. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 39. S. 203 (1903); Bd. 40. S. 62 und Bd. 41.

S. 284 (1904). Untersucht sind Bact. coli. Staphylokokken und Fäzesbakterien.
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Darstellung und Eigenschaften der Nukleasen.

Darstellung: Man kann einen wässerigen Extrakt der Rindermilz ')

oder Rinderleber ij, der Pankreas- ^) oder Thymusdrüse ^) nehmen, und zwar

macht man ihn zweckmäßig so, daß man 1 Teil fein zerkleinertes und zer-

riebenes Organ auf 2 Teile Wasser (oder auch 1 Teil) nimmt, Toluol, even-

tuell auch etwas Chloroform zusetzt, tüchtig mischt, mehrere Stunden bis

Y2 Tag (nicht zu lange!) bei Zimmertemperatur stehen läßt, dann koliert

und filtriert. Der so erhaltene Extrakt ist direkt wirksam.

Die Xuklease läßt sich auch als Trockenpräparat erhalten. -) olOy
Pankreas werden mit Sand und Kieselgur zerrieben und mit der Buchner-

schen Presse gepreßt. Der gewonnene Saft (100 crn^) wird sofort mit

Ammonsulfat bis zur Sättigung versetzt, der entstandene Niederschlag ab-

filtriert und mit Alkohol und Äther getrocknet. Der getrocknete Nieder-

schlag verflüssigt, in destilliertem Wasser gelöst, nukleinsaures Natrium

vollkommen in wenigen Stunden. (Probe auf Gelatinieren fällt nachher ne-

gativ aus.) Das Pulver hat seine Wirkung auch nach zweimonatlichem

Lagern noch behalten.

Auch aus Schimmelpilzen ^) und aus Lupinenkeimlingen *) kann

man durch Zerreiben derselben und Auspressen des Saftes einen wirksame

Nuklease enthaltenden Extrakt bekommen.

Eigenschaften: Die Nuklease wird durch aktives Trypsin allmähUch

zerstört. ^) Schwach saure Reaktion
,

wie sie z. B. im frischen Pankreas-

extrakt von vornherein besteht, ist für die Wirkung der Nuklease am

günstigsten; intensivere saure Reaktion sowie alkalische Reaktion (Natrium-

karbonat) schwächen die Wirksamkeit ab resp. heben sie auf. Die Nuklease

dialysiert nicht. Durch längeres Kochen wird sie zerstört; kurzes Erhitzen

auf 80" scheint sie nur zu schädigen. ^)

2. Purindesamidasen.

Nachweis der Fermentwirkung. ^)

Derselbe geschieht durch den Nachweis der Umwandlung von (luanin

in Xanthin und Adenin in Hypoxanthin.
500 cm3 Rindermilzextrakt resp. Fermentlösung (oder 500 cm^ Extrakt

anderer Organe, siehe unten) werden mit O'b g in möghchst wenig Nor-

*) A. Schittenhelm
,
Über die Hamsäurebildung in Gewebsauszügen. Zeitschr. für

physiol. Chemie. Bd. 42. S. 251 (1904).

^) Fr. Sachs, 1. c. Wahrscheinlich enthält nach Sachs auch die Kalbsniere Nu-

klease, nicht aber der Rindermuskel und das Riuderblut.

^) L. Iwanoff, 1. c.

*) A. Schittenhelm. Noch nicht publizierte Versuche.

^) Fr. Sachs, 1. c.

^) A. Schittenhelm, tJber die Fermente des Nukleinstoffwechsels. Zeitschr. f. phys.
Chemie. Bd. 43. S. 228 (1904) und derselbe, Über die Harnsäurebildung und Harn-

säurezersetzung in den Auszügen der Rinderorgane. Zeitschr. f. plivsiol. Chemie. Bd. 45.

S. 121 (1905).
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iiuilnatroiilauge gelösten (iuanins versetzt und unter Zugabe von Chloro-

form und Toluol gut verkorkt mehrere Tage bei 87-5» gehalten. Nach Ah-
hrufh des Versuches wird die Mischung entweder direkt enteiweißt: sie

wird dazu erhitzt, leicht alkalisch gemacht, dann mit Essigsäure schwach

angesäuert, unter Zugabe von einigen Gramm Kochsalz aufgekocht und
filtriert. Zweckmälliger wird die Mischung jedocli zunächst mit 10 -löcw^
konzentrierter Schwefelsäure versetzt, S.Stunden am KückfluCikühler ge-

kocht, dann erst mit Natronlauge alkalisch, mit Kssigsäurc schwach sauer

gemacht, kurz aufgekocht und filtriert. Der zurückgebliebene Eiweißnieder-

schlag wird dann nochmals in Wassei- suspendiert, durch Alkali in der

Hitze gelöst und wieder gefällt. Aus den vereinigten Filtraten werden die

Purinkörper mit der Kupfersulfat-P)isulfitmethode (siehe Kd. III, Abschnitt:

Stoffwechselendprodukte) gefällt. Die so erhaltenen Kupferoxydulverbindungen
werden abfiltriert, mit heißem Wasser gut ausgewaschen, dann in ca. r)00 cm^
heißem Wasser suspendiert und durch Schwefelwasserstoff zerlegt. Es wird

kui'z aufgekocht, sofort filtriert und salzsauer eingeengt. Am besten wird dann

der Rückstand zur weiteren Reinigung in öGOoM^-Wasser unter Zugabe von

etwas Natronlauge heiß gelöst, mit Essigsäure neutralisiert und nun sofort die

Kupfersulfat-Bisulfitfällung, wie beschrieben, nochmals durchgeführt. Das die

Purinkörper enthaltende Elndfiltrati) wird schwach salzsauer eingedampft. Der
Rückstand wird in ca. 100 eni'^ verdünnt(un Ammoniak digeriert und mehrere

Stunden kalt stehen gelassen. Dabei fällt Harnsäure und (iuanin aus, welche

durch verdünnte Salzsäure getrennt werden. In Lösimg l)leibt Xanthin, das

durch Einengen in charakteristischen Schollen erhalten wird. Die weitere

Identifizierung siehe Bd. Hl, Abschnitt : Stoffwechselendprodukte.
Will man die Umwandlung von Adenin in Hvpoxanthin studieren, so

setzt man den Versuch mit O'h g in wenig Normalnatronlauge gelösten

Adenins an. Der Gang des Versuches und die weitere Verai'beitung sind

dieselben. Man erhält so nach Eindampfen des salzsauren Filtrates einen

Rückstand. Dieser wird mit wenig Wasser (60—SO cm^) in der Wärme

digeriert und das Gemisch einige Stunden in der Kälte stehen gelassen.

Das Ungelöste wird abfiltriert; es ist Xanthin und eventuell etwas Harn-

säure, Avelche durch Ammoniak getrennt werden. Das in Lösung (iegangene
wird heiß mit Pikrinsäure (1 g) in Substanz versetzt. Falls noch Adenin

vorhanden ist, so fällt es beim Abkühlen sofort in nadelftirmigen Kristallen

aus und wird sogleich abfiltriert. Aus dem Filtrat, welches eventuell etwas

eingeengt wird, kommt das Ilypoxanthinpikrat bei längerem Stehen in der

Kälte in großen tafelförmigen Kristallen heraus. Dieses Pikrat wird auf

dem Filter gesammelt und mit wenig kaltem Wasser gewaschen. Zur weiteren

Identifizierung wird es in ca. 100 cm^ Wasser unter Zusatz von 4—b cm^

Salpetersäure gelöst, die Lösung durch Ausschütteln mit Benzol von Pikrin-

*) Klärt sich nach dem Einleiten von Schwefelwasserstoff und Aufkochen die

Lösung nicht genügend ,
so kann man nach den Angal)en von Wiener einige Kuhik-

zentimeter einer gesättigten Aluminiuniacetatlösung zugehen mul leiclit essigsauer

machen. Dadurch erhielt mau ein klares Filtrat.
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säure befreit, filtriert und stark eingeengt. Dabei scheidet sich das Hypo-
xanthinnitrat (CgH^IS^ O.HNO3 + UoO) in schönen, wetzsteiuförmigen Kri-

stalleu aus. Bei dem Adeninversuch findet man in der Regel neben dem

Hypoxanthin auch Xanthin, da das erstere durch die in der Lösung gleich-

falls vorhandene Oxydase sofort zum Teil weiteroxydiert wird.

Es mu(j übrigens hier bemerkt werden, daß die Umwandlung der

Aminopurine in Oxypurine bei dieser Versuchsanordnung, sobald Luft durch-

geführt wird, sehr schnell vor sich geht. So ist z. B. die L'^msetzung von

O'o g Guanin in 350 cm ^ Milzextrakt bereits nach 20 Minuten nahezu voll-

ständig erfolgt. 1)

Darstellung und Eigenschaften der Purindesamidasen.

Darstellung: Man kann wässerige Extrakte von tierischen Organen
direkt benutzen. Dieselben werden, frisch vom Schlachthaus bezogen, in der

Fleischhackmaschine fein zerkleinert, was für ^lilz. Leber und Thymus zu-

meist genügt, während Lunge, Darm, Muskel, Niere etc. zweckmäßig noch

mit Hackmessern zerkleinert und dann entweder durch ein feines Sieb ge-

preßt oder noch mit Sand und Kieselgur im Mörser fein zerrieben werden.

Der so erhaltene feine Organbrei wird mit Wasser versetzt, so daß 2 bis

3 Teile AVasser auf 1 Teil Organbrei kommen. Die Masse wird nun unter

Zusatz von Chloroform tüchtig durchgerührt und geschüttelt und dann

mehrere Stunden stehen gelassen. Hernach wird kollert und unter Anwen-

dung der Saugpumpe zunächst durch Watte und dann durch aufgeschwemmtes,
fein verteiltes Filtrierpapier filtriert. Der so erhaltene Extrakt ist noch

mehr oder weniger getrübt, enthält aber keine gröberen Bestandteile und

nur wenig Puriukörper (in 300 cm^ Milzextrakt ca. 0*1
fj,

in den Extrakten

anderer Organe weniger). Die Extrakte sind stets gut wirksam.

Es ist sehr bemerkenswert, daß man bei Verwendung von Rinder- und Pferde-

organen in den Extrakten stets die Umsetzung von Guanin und Adenin in gleich inten-

siver Weise nachweisen kann. Bei Verwendung von bestimmten Organen des Menschen,
des Schweines, des Hundes und des Kaninchens dagegen geht die Umsetzung häufig
scheinbar nur für den eiuen Körper; so vermag Menscheumuskel und Menschenleber

ebenso wie Kaninchen- und Hundeleber nur Guanin, Schweinemilz und Schweineleber

nur Adenin umzusetzen. Daher werden zwei verschiedene Fermente angenommen, eine

Guanase und eine Adenase. ") Es hat sich aber gezeigt, daß die Unterschiede zu-

meist wahrscheinlich nur (juantitative sind, indem auch diese Organextrakte zum Teil

beide Wirkungen entfalten können, nur die eine weniger schnell und weniger umfang-
reich. Man muß die Versuche vor allem länger gehen lassen.^) Ein Vergleich der im

'j A. Schittenhelm, Über die Fermente des Nukleiustoffwechsels. Zeitschr. f. phys.

Chemie. Bd. 57. S. 21 (1908).

-) W. Jones und C. L. Partridge, Über die Guanase. Zeitschr. f. physiol. Chemie.

Bd. 42. S. 343 (1904).
— W. Jones und 3/. C. Winternitz, Über die Adenase. Zeitschr.

f. physiol. Chemie. Bd. 44. S. 1 (1905).
— W.Jones und C.R.Austrian, Über die Ver-

teilung der Fermente des Nukleiustoffwechsels. Zeitschr. f. phvsiol. Chemie. Bd. 48.

S. 110 (190Ü).

") A. Schittenhehn, Der Nukleinstoffwechsel und seine Fermente bei Mensch und
Tier. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 46. S. 354 (1905).

— A. Schittenhelm und J. Schmid,
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Stoffwechselversnch gewonnenen Kesultate mit denen der direkten Ferraentversuche

mit Orgauoxtrakten ergiili ferner, daß die letzteien mit den ersteren niclit zusammen-

stimmen. Fin negatives Resultat mit dem überlebenden Organ ist daher noch kein

vollgültiger Beweis für das Fehleu einer der Purindesamidasen im Leben des Organismus

resp. im lebeuden Organ.')
Die Purindesamidasen sind auch in Bakterien^) und in don Keimlingen der Lu-

pinen'*) zu finden.

Man kann die rurindesamidase auf ver.schicd(MK' Weise aus den Ex-

trakten bis zu einem gewissen Grade isolieren.

Eine sehr bewährte Methode*), welche auch gleichzeitig zur Isolierung

der sofort zu beschreibenden Xaiithinoxydase führt, ist die fraktionierte

Aussalzung mit Ammonsulfat nach Jacohf/s Angabe. Man verwen-

det dazu einen nach den oben stehenden Angaben dargestellten Extrakt

von Kindermilz und versetzt ihn mit einer gesättigten Ammonsulfatlüsung
so lange, bis der Sättigungsgrad 66% beträgt, bei welchem die Fällung

des Ferments am ergiebigsten ist. Man läßt nun etwas stehen, bis sich

der Niederschlag deuthch absetzt, filtriert und suspendiert den Nieder-

schlag in Wasser (1 1 bei Verwendung von 2 Milzen als Ausgangsmaterial),

versetzt die Mischung mit etwas Chloroform und Toluol, schüttelt kräftig

durch und dialysiert nun das ganze gegen fließendes Wasser, bis kein

Ammoniak mehr nachweisbar ist, was stets mehrere Tage erfordert. Nun

wird filtriei-t und das so erhaltene, leicht gelblich braune Filtrat, welches

eventuell noch verdünnt werden kann, direkt zu den \'ersuchen verwandt.

Diese Fermentlösung ist stets hochwirksam; sie enthält nur noch wenig

organische Substanz (ö
—

4*'/oo) und Aschenrückstand (U-5 bis VO°loo) und

ist so gut wie frei von Purinkörpern.

Man kann weiterhin den wässerigen Milzextrakt mit gleichen Mengen
Alkohol fällen. Der dadurch erhaltene Xiederschhig wird nach kui'zem

Stehen abfiltriert, in Wasser (ca. Vs ^^^^' ursprünglichen Milzextraktmenge)

suspendiert und einige Stunden bei gewöhnlicher Temperatur geschüttelt.

Nun wird filtriert. Das Filtrat ist die Fermentlösung, von der der Alkohol-

rest bei 40" oder durch Luftdurchleiten entfernt werden kann. Die Lösung

enthält wie die obige auch die Xanthinoxydase, ist aber nicht ganz so

wirksam.

Endlich kann man die Purindesamidase auch nach H'iechoirskis Me-

thode konservieren, indem man ein Trocken pulver des Organes herstellt.

Diese Methode dient zugleich dazu, die Xanthinoxydase so zu schädigen,

über die Fermente des Nukleinstoffwechsels. Zeitschr. f. piiysiol. Chemie. Bd. 50. S. 3U

(19ü()).
— A. Schittenhehn und J. Schmid, Ablauf des Nukleinstoffwechsels in der

Schweineleber. Zeitschr. f. experim. Path. u. Ther. Bd. 4. S. 432 (li)07).

^) A. Scltiffc/ihelm, über die Fermente des Nukleinstoffwechsels menschlicher

Organe. Zeitschr. f. physiol. Chemie. 1909. Bd. 63. S. 222.

-) Schitfcnlirlin und Schrötfr, 1. c.

") A. Schittcnlielin, Cber die Fermente des .\id<loiiist(iff\\cchscls in Lupinenkeim-

lingen. Zeitschr. f. physiol. Chem. 1909. Bd. 63. S. 262.

*) A. Schifft iilu'lm, Über die Fermente des Nukleinstoffwechsels. Zeitschr. f. piiysiol.

Chemie. Bd. 43. S. 228 (1904).
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daß ihre Wirkung wegfällt oder erst bei tagelangem Gehen des Versuches

wieder zum Vorschein kommt. Man kann die Methode dadurch vereinfachen,

daß man das Organ auf Glasplatten trocknet und nun sofort wässerige

Auszüge des Trockenpulvers macht, ohne dasselbe weiter zu reinigen, (jibt

man nun Adenin und Guanin, wie beschrieben, zu und leitet Luft durch,

so geht die Desamidierung bereits in einigen Stunden vor sich.

Eigenschaften der Purindesamidasen: Dieselben sind relativ

wenig empfindlich. Sie halten sich in Lösung wochenlang, in Pulver eben-

falls. Durch Erhitzen werden sie dagegen sofort zerstört. Sie dialysieren

nicht. Ihre Wirkung äußert sich gleich gut bei schwach saurer, neutraler

und schwach alkalischer Pteaktion.

3. Xanthinoxydase.

Nachweis des Ferments. M

Derselbe geschieht durch die Umwandlung von Hypoxanthin in Xan-

thin und von Xanthin in Harnsäure. Ob l)eide I'mwandlungen durch ein

und dasselbe P'erment bewirkt werden, oder ob es sich auch hier um zwei

Fermente handelt, bedarf noch besonderer Untersuchung. Da die Organe,
welche Xanthinoxydase enthalten , auch die Purindesamidase in hochwirk-

samer Form besitzen, so kann man die Umwandlung der Aminopurine
direkt in Harnsäure erreichen. Bei der Auswahl der Organe muß man

jedoch berücksichtigen, daß in einzelnen neben der Xanthinoxydase auch

eine urikolytische Fermentation besteht und daß die letztere, indem sie die

frisch gebildete Harnsäure wieder zerstört, den Nachweis der ersteren er-

schweren kann. Sicher gehngt er stets in der Rindermilz, welche keine

urikolytische Fähigkeit hat.

500 cm 3 Rindermilzextrakt werden mit O'b g in wenig Normalnatron-

lauge gelöster Purinbase (Adenin, Guanin, Xanthin oder Hypoxanthin) und

etwas Chloroform und Toluol versetzt; die Mischung wird auf eine kon-

stante Temperatur von 37" gebracht und nun Luft in kräftigem Strom

durchgeleitet. Nach wenigen Stunden ist der Versuch beendet und die zu-

gegebene Purinbase quantitativ als Harnsäure wiederzufinden. Man verfährt

dabei wie zur Isolierung der Purinbasen {S. 425), indem man zunächst ent-

eiweißt und dann die Kupfersulfat-Bisulfitmethode verwendet. Das salzsaure

Filtrat vom Schwefelkupfer wird auf dem Wasserbade auf ca. 10 cm^ ein-

geengt und dann noch 1—2 Stunden stehen gelassen. Die so gewonnene
kristallinische Harnsäure kann zur Sicherheit nach Horbaczewski 2) um-
kristaUisiert werden. Dabei verfährt man so, daß je 0"1 g Substanz in 2"0 cni^

konzentrierter Schwefelsäure, eventuell unter ganz vorsichtigem schwachen

Erwärmen gelöst und dann mit dem vierfachen Volumen Wasser wieder

^) .1. Schiffenhelm, Über die Fermente des Nukleinstoffwechsels. Zeitschr. f. phys.
Chemie. Bd. 57. S. 21 (1908).

^) J. Horbaczeifski
y

Über die Trennung der Harnsäure von den Xanthinbasen.
Zeitschr. f. phys. Chem. Bd. 18. S. 341 ( 1894).
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gefällt wild; dabei fällt die Harnsäure quantitativ wieder aus, während

etwa vorhandene l'urinbasen in Lösunii; bleiben.

Darstellung und Eigenschaften der Xanthinoxydase.

Darstellung: Man kann eine relativ einfach zusammengesetzte, gut

wirksame Fermentlösung durch Aussalzung mit Ammonsulfat, viel weniger

gut wirksame durch Fällung mit Alkohol aus der wässerigen IJindcrmilz-

extraktlösung herstellen. Die genaue Ausführung entspricht völlig den An-

gaben zur Lsolierung der Purindesaraidasen.

Außer in der Rindermilz ^-
-) ist die Xanthinoxydase auch in den Ex-

trakten der Lunge 2), des Darmes'-^), der Leber-' ^'

^) und des Muskels--*)

vom Rinde, der Milz vom Pferde-), der Leber des Menschen ^j,
der Leber

des Schweines, der Milz''), {\e^ Darmes^) und der Lunge-) des Hundes

aufgefunden. Bei Versuchen mit Rinderleber und Kindermuskel ist jedoch
darauf zu achten, daß die gebildete Harnsäure zum Teil durch die zugleich

vorhandene L^rikolyse weiter zerstört wird.

Eigenschaften. Die Xanthinoxydase ist viel empfindlicher als die

Purindesamidasen. Sie wird in der wässerigen Lösung langsam zerstört. Bei

der Darstellung als Trockenpulver nimmt ihre Wirksamkeit l)is zum völligen

Verschwinden ab. Überhaupt leidet sie bei jeder Art der Isolierung,

indem dann der Versuch längere Zeit bis zur (|uantitativen Harnsäurebil-

dung gehen muß, als wenn ein ganz frisch bereiteter, wässeriger Pinder-

milzextrakt genommen wird. Der letztere ist immer das am besten wirk-

same. Das Ferment ist nicht dialysabel und wird durch Aufkochen zerstört.

Es ist bei schwach saurer, neutraler und schwach alkalischer Reaktion gut

wirksam. Stärkere Säuerung oder Alkaleszenz zerstört es jedoch.

Es mag hier bemerkt werden, daß unter Umständen bei der Umsetzung der

Aminopnrine die Xanthinoxydase zuerst wirkt. Dann entsteht aus Adenin als Zwischen-

^) W. Sjntzer, Die Überführung von Nukleinbasen in Harnsäure durch die sauer-

stoffübertragende Wirkung von (iowobsauszügen. Archiv f. Physiol. Bd. 76. 8.15)2(1899).

'')
A. Schittenhelm, 1. c.

') H. Wiener, Über Zersetzung und Bildung der Harnsäure im Tierkörper. Archiv

f. experim. Path. u. Pharm. Bd. 42. S. 373 (1899).

*) E. Burian, Über die Oxydation und die vermeintliche synthetische Bildung von

Harnsäure im Rinderleberauszug. Zeitschr. f. physiol. (,'hemie. Bd. 43. S. 497 (191)5).
—

Derselbe, Die Herkunft der endogenen Ihn iipurine bei Mensch und Säugetier. Ebenda.

Bd. 43. S. 532 (1905).

^) Ä. bchittenhelm und W.Künzel, Zur Frage des Nukleinstoffwechsels beim

Menschen. Zentralbl. f. d. ges. Physiol. u. Path. d. Stoffw. Nr. 19 (1908). — Ä. Schitten-

heim, Über die Fermente des Nucleinstuffwechseis menschlicher Organe. Zeitschr. f.

physiol. Chem. Bd. 63. S. 222 (1909).

*) W. Jones und C. B. Austrian, 1. c.

') A. Scluttenhelm
,
Über die Harusäurebildung in Hundeorganeu. Zentralbl. f. d.

ges. Physiol. u. Path. Nr. 21 (1909).
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produkt. 6 Amiiio-2-8-Dioxypuriü, welches Yon Nicolaier ^) bei Ratten nach Injektion von

Adeuiulösnng aus den Nieren isoliert werden konnte. Aus Guanin entstellt dabei

2 Amino-6-8-Dioxypurin, dessen Vorkommen bei der Digestion von Guanin mit Schweine-

milzextrakt durch Schiftenhelm^) wahrscheinlich gemacht wurde.

4. Urikolytisches Ferment (Harnsäureoxydase).

Nachweis der Urikolyse.

Der Nachweis geschieht dadurch, daß man das VerschAAinden der

Harnsäure konstatiert ^) und das Abbauprodukt derselben zu isoUeren ver-

sucht, als welches AUantoin *) erkannt wurde. Ob es nicht andere Abbau-

produkte gibt, muß zurzeit aoch dahingestellt bleiben.

Die Harnsäurezersetzung geschieht in den verschiedensten Organen
und man kann zu deren Nachweis einfach wässerige Extrakte derselben

benutzen, die genau so hergestellt werden, wie oben für die Purindesami-

dasen und die Xanthinoxydase angegeben ist. Am geeignetsten ist die

Ivinderniere. Der Versuch geht dann folgendermaßen:

i\i)0 cni^ Kindernierenextrakt werden mit 0'8 ^ in möglichst wenig

Normalnatronlauge gelöster Harnsäure versetzt; dann wird etwas Toluol

und Chloroform zugegeben, gut gemischt und nun das Gemisch bei .-il"

unter ständiger Luftdurchleitung gehalten oder in der Schüttelmaschine

geschüttelt. Nach 4— 7 Stunden ist alle Harnsäure verschwunden. Die Me-

thode der Harnsäureisoherung ist bei der Xanthinoxydase angegeben.

Anstatt Rinderniere ^'
'^)

kann man auch Hundeleber ^'
'), Lel)er und

Muskel des Rindes^' ^'
^), Schweineleber ^'

^) und Pferdeniere
s) ,

Leber und

Niere von Kaninchen i") sowie Leber von Katzen") nehmen. Mit mensch-

lichen (3rganen gelingt es nicht, den einwandsfreien Beweis einer Lriko-

') A. Nicolaier, Über die Umwandlung des Adenins im tierischen Organismus.

Zeitschr. f. klin. Med. Bd. 45. S. 430 (1902).

-) Ä. Schitfenhelm, Der Nukleinstoffwechsel und seine Fermente bei Mensch und

Tier. Zeitschr. f. pbysiol. Chemie. Bd. 46. S. 354 (1905); siehe awoh Ä. ScliittoihiJm, Be-

merkungen über den Nukleinstoffwechsel. Deutsches Archiv f. klin. Med. Bd. 89. S. 266

(1906).

") Ä. Schitfenhelm, Über das urikolytische Ferment. Zeitschr. f. phjsiol. Chemie.

Bd. 45. S. 161 (1905).

*) W. Wiechotvshi, Die Produkte der fermentativen Harnsäurezersetzung durch

tierische Organe. Hofmeisters Beitr. d. ehem. Physiol. u. Path. Bd. 9. S. 295 (1907).

^) H. Wiener, Über Zersetzung und Bildung von Harnsäure im Tierkörper, 1. c.

*) A. Schittenhelm, Über Harnsäurebildung und Harusäurezersetzung. I.e.; siehe

auch W.Künzel und A. Schitfenhelm, Über den zeitlichen Ablauf der urikolyse. Zeit-

schrift f. experim. Path. u. Ther. Bd. 5 (1908).

") Brunfon, Über Harnsäurezersetzung. Zentralbl. f. Physiol. Bd. 19. Nr. 1. S. 9

(1905).

®) B. Burian, 1. c.

^) A. Schittenhelm, Der Nukleinstoffwechsel und seine Fermente bei Mensch und

Tier, I.e.; siehe auch A. Schittenhelm und J. Schmid, Ablauf des Nukleinstoffwechseis

in der Schweinelcber. Zeitschr. f. experim. Path. u. Ther. Bd. 4. S. 432 (1907).

**) A. Schittenhelm und J. Schmid, Über die Fermente des Nukleiustoffwechsels.

Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 50. S. 30 (1906).
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lyse zu erbringen, da deren Extrakte, wenn überhaupt, nur sehr f,'eringe

AYirksamkeit haben. >) Dennoch besitzt der menschliche Organismus im

Leben eine ausgiebige harnsäurezerstürende Fähigkeit, wie (U'r Stoff-

wechselversuch sicher beweist. 2)

Genau so gute Resultate wie mit den frischen Extrakten erhält man
mit den nach dem Verfahren von Wieclioivski isolierten Ferment-

lösuugen^), welche zweifellos auch die zurzeit zweckmäßigste Art, das

Abl)au))ro(lukt Allantoin zu erhalten, ist. Die Methode ist mit Hundeleber

und liinderniere durchgeführt (genaue Beschreibung- siehe bei Wiechowski,
Bd. III. S. 282 ff.). Sie beruht darauf, daß man sich ein Organpulver durch

rasches, Avenige Stunden w'ährendes Trocknen der blutfrei gespülten, über-

lebenden Organe in dünnster Schicht bei iiT" darstellt, welches lange halt-

bar ist. und dieses vor dem (Gebrauche durch ein besonderes \'erfahren

(Vermählen mit Toluol in einer Farbreibmühle, Abnutschen und Farbstoff-

Freiwaschen mit Toluol auf der Xutsche) reinigt. Durch Dialyse gegen
schwache Sodalösungen werden die zermahlenen Organe so weit aufge-

schlossen, daß das Ferment völlig in Lösung geht. Durch Fällen solcher

dialvsierten Emulsionen mit niedrigen Konzentrationen von Kaliumacetat

lassen sich die gelösten Eiweißkörper von einer nur opaleszent löslichen

und einer unlöslichen Organfraktion durch Filtration trennen. Die Fällung
enthält das Ferment, welches nach neuerlicher Dialyse dieser Fällung in

fast eiweißfreier Lösung quantitativ in das Filtrat übergeht (Huiidelel)er)

oder ebenso vollständig durch die Zentrifuge in opaleszenter Lösung er-

halten werden kann (Rinderniere). Man erhält so eine sehr wirksame und

einfach zusammengesetzte Fermentlösung, welche der Isolierung des AUan-

toins keine Schwierigkeiten bietet. Diese geschieht nach den für die Iso-

lierung des AUantoins aus dem Urin angegebenen Prinzipien (siehe Bd. III,

Abschnitt : Stoffwechselendprodukte.
Eine Isolierung des Ferments, welche jedoch weniger sicher ist, wie die ehen he-

schriebene, geht auch mittelst der von Rosell*) angegebenen Methode des Nachweises

intrazellulärer Fermente. '") Dabei wird wässeriger IS'ierenextrakt mit einer gesättigten

Lösung von Uranylacetat unter gleichzeitiger Zufügung einer Mischung von Natrium-

karbonat und Natriumphosphat, so daß die Lösung stets alkalisch bleibt, so lange ver-

setzt, bis sich grobe Flocken bilden, welclie sich dann weiterhin gut absetzen. Man de-

kantiert und filtriert. Der Filterrückstand wird in 600 - 800 cm^ 02" „igcr Sodalösun?

fein zerrieben oder besser einige Stunden geschüttelt und bleibt dann ca. 12 Stunden

stehen. Nun wird extrahiert und eventuell dialysiert. Diese Lösung enthält das Ferment.

*) W. Wiechowski, Über die Zersetzlichkeit der Harnsäure im menschlichen Or-

ganismus. Arch. f. exper. Path. u. Pharma k. Bd. 60. S. 185 (1909).
— A. SchiltcnhcJm,

Über die Fermente des Nukleinstoffwechsels menschlicher Organe. 1. c.

^) F. Frank und A. Schitteulubw, Über die Umsetzung verfütterter Nukleinsäure

beim normalen Menschen. Zeitschr. f. physiol. Cheui. Bd. 63. S. 243 (1909).

') W. Wiechowski, 1. c. und IC Wiechowski und //. Wiener, Über Eigenschaften
und Darstellung des iiarnsäurezcrstörenden P^erments der Rinderniere und Huiideleber.

Hofmeisters Beitr. Bd. 9. S. 247 (1907).

*) Bosell, Über Nachweis und Verbreitung intrazellulärer Fermente. Inaug.-Diss.

Straßburg 1901.

^) A. Schittenhelm, Über das urikolytische Ferment, 1. c.
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Eigenschaften des Ferments.^)

Das Ferment wirkt am besten bei Schütteln mit Luft und bei Luft-

durchleitung. Die Reaktion ist zweckmäßig schwach alkalisch (0"05Vo Soda);
stärkere Alkaleszenz kann schaden; saure Reaktion schädigt. Die Ferment-

menge ist von wesentlichem Einfluß auf die Schnelligkeit der Ferment-

reaktion, indem dieselbe um so geringer ist, je weniger Ferment angewandt
wird. Antiseptische Zusätze (Toluol, Thymol, Chloroform, 0"2—O^SVoige'''^

Fluornatrium) haben keinen Einfluli; dagegen hemmt ein Überschuß an

Salzen. Erhitzen des Ferments in Lösung und als Trockenpulver zerstört

das Ferment. Behandlung des Trockenpulvers mit Toluol und Äthylalkohol

schädigen das Ferment nicht, während Äthylalkohol, der Fermentlösung in

größerer Menge zugesetzt, hemmt und zerstört. Die proteolytischen Fer-

mente, Harnstoff schon zu 5% und Ammonsulfat, schädigen das Ferment.

Natives Kaninchenleberplasma (aus frischem, nicht getrocknetem Organ

gewonnen) zerstört das Ferment. Hemmend wirkt auch Zusatz von harn-

säurebildenden Milzextrakten. Es ist nicht dialvsabel.

^) W. Wiechowski und H. Wiener, 1. c. sowie A. Schittenhelm, 1. c. und W. Künzel
und Ä. Schifteuhelin, 1. c.



H. Weitere f'eriuente des intermediären Stoffwechsels

mit Einsclilnß der Metlioden zur Untersuelmng der

Autolyse von Organen.

Von 31. Jacoby, Berlin.

Unter Autolyse im weitesten Sinne des Wortes versteht man die fer-

mentativen Umsetzungen, die sich in Organen von Tieren und Pflanzen

nach dem Tode nachweisen lassen, ohne da(j Zusätze von Fermenten oder
von Substanzen, welche durch Enzyme verJindert werden, gemacht werden.

Sulkoivski, der die Autolyse entdeckte und sie zuerst unter dem Namen
Autodigestion beschrieben hat, hat genaue Angaben darüber gemacht, wie

man sich von der Zerlegung der Eiweilikörper, der Nukleine und des Gly-

kogens bei der Autolyse überzeugen und die \'orgiinge auch (|uantitativ

verfolgen kann. Wir geben zunächst das vielfach angewandte Salkowski-

scheM Verfahren wieder:

Die Leber eines soeben durch Verbluten aus der Carotis getöteten

großen Hundes wird möghclist schnell zerhackt und eine abgewogene (^)unn-

tität, etwa 250 (/,
mit Chloroformwasser verrieben und in eine starkwandige

Glasstöpselflasche gespült. Chloroformwasser wird hei'gestellt. indem man
destilliertes Wasser stark mit Chloroform schüttelt. Zum Verreiben und

Nachspülen werden im ganzen 2V2 1 vorher bereitgestelltes Chloroform-

wasser verwendet, so daß das Verhältnis zwischen der Quantität des ()r-

ganes und dem Chloroformwasser etwa 1 : 10 ist. Das Volumverhältnis kann

indessen ohne Schaden auch erheblich enger sein; spätere Beobachter haben

sogar nur 1 : :> genommen. Die Flasche wird so groll gewählt, daß sie

starkes Schütteln gestattet. Zu der Mischung werden dann noch 27., cm'^

Cliloroform hinzugesetzt, um der Sättigung der Mischung mit Chloroform

sicher zu sein, wiederholt kräftig geschüttelt, die Flasche 60— 70 Stunden

hindurch im Thermostaten bei ca. 40'' gehalten und öfters geschüttelt. Die

Verdauuugszeit kann natürlich auch länger oder kürzer gewählt werden.

Zum Schlüsse wird die Mischung enteiweißt und im Filtrat der Stickstoff

bestimmt.

E. Salkowski, Über Autolyse. "Die Deutsche Klinik. Bd. 11 (1903).

Abderhalden, Uandbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 28
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Der Kontrollversuch, welcher nötig ist, um festzustellen, inwieweit die

Veränderungen durch die Autolyse bedingt sind, wird so angestellt, daß

ebenfalls 250 g Leber sofort mit der zehnfachen Quantität Wasser zum

Sieden erhitzt werden. Nach dem Erkalten bringt man alles in eine Flasche,

fügt ca. 15 cm^ Chloroform hinzu und überläßt das Gemisch gleichzeitig

mit dem Hauptversuche der Verdauung.
Die Autolyse der tierischen Organe läßt sich auch nachweisen, indem

man zunächst einen Preßsaft mit Hilfe der i?^fc/?werschen Presse herstellt

oder, falls solche fehlt, indem man das Organ einfach gehörig zerkleinert.

Wasser zusetzt und dann durch Kolleren den Zellsaft von den unlöslichen

Teilen abtrennt. Um den ZeUbrei gehörig zu extrahieren, pflegt man hier

wie in ähnhchen Fällen das Gewebe-Flüssigkeitsgemisch tüchtig miteinander

zu schütteln. Es sei aber darauf aufmerksam gemacht
— und Abderhalden

hat gelegentlich darauf besonders hingewiesen
—

,
daß man durch zu in-

tensives Schütteln auf der Maschine unter Umständen das Gegenteil des

beabsichtigten Zweckes erreicht. Eine vor dem Schütteln gut wirksame

Fermentlösung kann durch diese Prozedur ihre Wirksamkeit einbüßen.

Die direkte Beobachtung der Autolyse bietet auch einiges Interessante.

Der vorhandene Brei nimmt ab, die Flüssigkeit färbt sich dunkler. Hat man
Toluol als Antiseptikum angewandt, so sieht man das überstehende Toluol

allmähhch sich färben, indem Produkte entstehen, welche im Toluol sich

lösen. Autolysiert man z. B. Leber, so entsteht Urobilin, das sich im Toluol

löst. War die Flüssigkeit bei Beginn des Versuches durch Glykogen milchig,

so klärt sie sich bei der Autolyse.

Will man den Verlauf der Autolyse studieren, besonders den Einfluß

der Reaktion des Mediums, die Einwirkung von Gasen, pharmakologischen

x\genzien und Giften auf die Autolyse untersuchen
,

so bedarf man einer

zuverlässigen (luantitativen Methodik. Eine solche ist in Sidkoivskis Ver-

fahren gegeben. Jedoch hat sich für gewisse Verhältnisse auch ein anderes

Vorgehen als zweckmäßig erwiesen. Salkowski bestimmt, wieviel koagulaliles

Eiweiß am Anfang des Versuches und nach bestimmten Fristen in den

Autolysegemischen vorhanden ist. Die Gemische müssen also enteiweir)t

werden. Da hier nun natürlich sehr viel darauf ankommt, daß bei der Ent-

eiweißung nicht etwa durch die zugesetzte Säure Eiweiß gespalten wird,

so haben die Hofmeisterschen Schüler Aielfach die saure Reaktion durch

Mononatriumphosphat hergesteUt, was in der Tat ein sehr vorsichtiges und

brauchbares Verfahren ist.

Will man im einzelnen feststellen, was für Spaltungsprodukte auf

Kosten des Eiweiß bei der Autolyse auftreten, so muß man die betreffenden

Fraktionen herstellen, deren Wert nicht gleichmäßig ist. Handelt es sich

aber, wie das sehr häufig der Fall ist, nur um die quantitative p]rmittlung

des Grades der Autolyse, so kann man die Trennung zwischen komplizierten

und einfachen Substanzen an sehr verschiedenen Punkten vornehmen. Dann

genügt es, daß eine quantitative und gleichmäßige Versuchsanordnung

vorliegt.
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r.owi^^so Vorteile in diesem Sinne bietet das Aussalznniisvert'nlii'en.

Da Stickstoffhestimmuniien in Betraeht kommen, kann man natürlich nicht

Ammonsult'at benutzen, ersetzt es viehnehr (Inrch Zinksullat. Das Zincnm

sulfuricnm purissimum des Handels läßt sich fast immer direkt amvt'nden,

da es meistens stickstofffrei ist; man überzeugt sich aber davon natürlich

und entfernt eventuell die Spuren Ammonsulfat. Man geht dann folgender-

maßen vor:

Man sättigt die Gemische mit Hilfe von gesättigter Lösung von

stickstofffreiem Zinksulfat und Zufügung des Salzes in Substanz, fügt dann

so viel stickstofffreie Schwefelsäure zu, daß die Konzentration etwa 0"4°/o

beträgt. Nach einigen Stunden wird filtriert, die Niederschläge werden mit

gesättigter Zinksulfatlösung, der Schwefelsäure zugefügt wird, ausgewaschen
und in Portionen des Filtrates dann der N bestimmt. \'ertreibt man das

Wasser auf dem Wasserbade und Sandbade und zersetzt in -lenenser

Kolben, so macht der große Salzgehalt der Filtrate keine unüberwindlichen

Schwierigkeiten.

Sehr bequem ist die Methode nicht, weil die Stickstoffbestimmungen
in den konzentrierten Salzlösungen immer gewisse Schwierigkeiten bereiten.

Es stehen aber auch noch andere Verfahren zur Verfügung. Da ich gezeigt

habe, daß der Ammoniakstickstoff l)ei der Autolyse zunimmt, so kann auch

dieser Stickstoff als Maß der Autolyse benutzt werden. Die Schlösinr/iiche

Methode und ihre Modifikationen sind weniger geeignet, da die Apparatur
meistens zu platzraubend ist. Zu brauchbaren Resultaten gelangt man. wenn

man die Magnesia-Destillationsmethode anwendet. Auch sie kann zweck-

mäßig nur bei Leberextrakten und nicht mit Lebei'brei benutzt werden.

Das Verfahren gestaltet sich sehr einfach, indem man die zu untersuchende

Flüssigkeit mit Wasser verdünnt, mit Magnesia usta versetzt, die man zur

Sicherheit vorher in einer Nickelschale noch einmal glüiit, um sie von Ani-

moniakspuren zu befreien und dann direkt in die vorgelegte Säure destil-

liert. Noch sicherer ist es, wenn man in den Kolben zunächst destilliertes

Wasser und die Magnesia bringt und leer destilliert und dann nach dem
Abkühlen den Organsaft zusetzt. Ein Mißstand bei der ^Methode ist, daß

der Schluß der Destillation asymptotisch erreicht wird
,

so daß man nur

im Einzelfall durch die Erfahrung feststellen kann, wann man die Destil-

lation abschließen darf.

Brauchbar ist auch das Verfahren von Hedin und Rowland'^). die

Tanninfällung anwenden. Man fällt den Lebersaft mit einer mit etwas

Essigsäure versetzten TVois'en Gerbsäurelösung und bestimmt im IMlti-at

den Stickstoff.

Endlich sei auf eine von mir j)raktisch noch nicht eri)r<)l)te Methode

aufmerksam gemacht, auf das Mastix-\'erfahren von Michaelis und Bona,

welches sich wohl auch fiir autoivtische Zwecke ausarbeiten lassen wird.

^) S. G. Ifcdiu und S. BoirlcnicJ, Über ein proteolytisches En/ym in di-r Milz und

Intersuchungen über das Vorkommen von proteolytischen Enzymen im Tierkorper.
Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 32. S. 341—349 und 531—540 (1901).

28*
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Die Hausmannsche Methode, welche die mit Phosphorwolfrainsäure

fällbaren Substanzen von den nicht fällbaren trennt, bietet für die Unter-

suchung der Autolyse keine Vorteile, die direkte Bestimmung der basischen

Produkte nach Kossei kommt für Einzelfragen in Betracht, bei den Arginin-

^Yerten ist auf die Existenz der Arginase Rücksicht zu nehmen.

An diese Methoden, welche bestimmen, wie^del Eiweiß in einfachere

Bruchstücke zerfällt, reihen sich dann die physikahsch-chemischen Methoden,

welche darauf hinauslaufen, die Zunahme der Moleküle l)ei der Autolyse
festzustellen. Es unterliegt keinem Zweifel, dali derartige Methoden even-

tuell für größere Reihenversuche Vorteil bieten.

Bisher benutzt worden ist die Krvoskopie und die Bestimmung der

Leitfähigkeit. Möglich ist, daß auch Viskositätsbestimmungen und die Be-

stimmung der Refraktion sich vorteilhaft verwenden lassen.

Auch histologisch hat man das Verhalten der aseptisch autolytischen

Gewebe studiert.

An die Autolyseprüfungen schließt sich eng die Untersuchung der

Heterolyse an. Als Heterolyse habe ich die Einwirkung der Fermente eines

Organes auf die Bestandteile eines anderen Organes desselben Tieres be-

zeichnet. Das Vei-fahren gestaltete sich in meinen Versuchen folgender-

maßen^):
Für die einzelnen \'ersuche wurden immer ein oder zwei Hunde durch

Verbluten getötet, die Organe sofort zerhackt. Der Leberbrei wurde mit

destilliertem Wasser oder O'QVoigei" Kochsalzlösung unter Toluolzusatz so

versetzt, daß auf 100// Leber 100 ow^ Flüssigkeit genommen wurden. Dann
wurde durchgerührt und nach kurzer Zeit filtriert. Man erhält so einen

dünnen Lebersaft, der neben anderen Substanzen Eiweißkörper und Fer-

mente, darunter auch das Lebereiweiß spaltende Ferment enthält.

Vom Lungenbrei wurden Portionen (in den einzelnen Versuchen von

10—100 r/ schwankend) abgewogen. Zu jeder Portion wurde die gleiche

Menge Kochsalzlösung und Toluol zugefügt, bei einem Teil der Proben

wurden einige Kubikzentimeter der Kochsalzlösung (in den einzelnen Ver-

suchen schwankte das zwischen 10 und 25 cm^) durch Lebersaft ersetzt.

Von dem Lebersaft wurde außerdem eine Reihe entsprechender

Proben besonders abgemessen.
Alles kam dann auf 24—48 Stunden in den Brutschrank bei oT".

Dann wurden die Proben ohne Lebersaft mit den besonders digerierten

Lebersaftproben vereinigt, einige Lebersaftprobeu auch besonders ver-

arbeitet.

In einigen Portionen wurde nun der mit Zinksulfat nicht aussalzbare

Stickstoff, in anderen der nicht koagulable Stickstoff bestimmt.

Zusatz von Lebersaft vermehrt nicht den nicht koagulablen Stick-

stoff bei der Spaltung des Lungengewebes, wohl aber den nicht aus-

') Martin.lacohif, Zur Frage der spezifischen Wirkung der intrazellularen Fer-

mente. Hofmeisters Beitr. Bd. 3. S. 44()—450 (1903).
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salzbaren Stickstoff. Es wird also infolge Kinwirknng des Lei)er.saftes nicht

mehr p]iweiß gespalten, wohl aber die Quantität der niederen Spaltungs-

pi'odukte vermehrt, also mehr Albumose weiter gespalten als in der nor-

malen Lungenautolyse.

Von dieser Methode ist insbesondere für Fragen dei- Pathologie (Jc-

brauch gemacht worden, namentlich hat man Abweiclinngen von der Norm
bei Karzinom in dem Sinne beschrieben, dali auch die koagulablen Kiweili-

körper heterolytisch zersetzt wurden.

Im Anschkiß an die antiseptische Autolyse habe ich auch untersucht,

ob die autolytischen Spaltungen auch vor sich gehen, wenn die Organ-
stücke ohne jede Prozedur aus dem Körper genommen werden und die

bakteriellen Keime lediglich durch strenge Asepsis ferngehalten werden. Es

sollte damit möglichst jede sekundäre Keaktion ausgeschlossen werden.

Diese ^'ersuche sind dann von Conradi^) zu einer besonderen Metliode

der aseptischen Autolyse entwickelt worden, Magnus-Levy hat die asep-

tische Autolyse besonders in seiner Arbeit über die autolytische Säurebil-

dung benutzt. Die aseptische Autolyse hat deshalb einen Wert, weil die

autolytischen Prozesse offenbar durch die Antiseptika. gehemmt werden und

man daher bei antiseptischem Vorgehen nicht den vollen Umfang des Pro-

zesses kennen lernt. Trotzdem wird das Verfahren nur für ganz bestimmte

Fälle zu empfehlen sein, da den Vorteilen große Schwierigkeiten gegen-
überstehen. Denn nur bei größter Vorsicht kann natürlich bei einem Ma-

terial, das einen so ausgezeichneten Nährboden für P)akterien darstellt. In-

fektion vermieden werden. Auch darf man nicht übersehen, daß Bakterien

unter Umständen auch der bakterioskopischen und allenfalls auch der kul-

turellen Prüfung entgehen können. Man darf sich übrigens bei aseptischer

Autolyse nicht durch den Geruch verleiten lassen, einen ^'ersuch zu v<?r-

werfen. Von stinkender Fäulnis ist zwar der Geruch einer aseptischen

Autolvse durchaus zu unterscheiden, wohl aber riechen die Gemische sehr

unangenehm, insbesondere wohl wegen des Auftretens von Fettsäuren, l^ei

der antiseptischen Autolyse sind diese Substanzen nicht nur (|uantitativ

weniger vertreten, ihr Geruch wird auch durch den der Antiseptika
verdeckt.

Wir lassen nun Conradis Angaben über die Versuchsauordnung bei

der aseptischen Autolyse folgen:

Zu einem Versuche über aseptische Autolyse ist außer dem Operateur
ein Assistent erforderlich. Das Versuchstier (Hund oder Kaninchen), das

24 Stunden gefastet hat, wird durch Chloroform oder Genickschlag getötet.

Von dem Assistenten wird unmittelbar nach erfolgtem Tode die Haut von

der Symphyse bis zum Jugulum freigelegt und möglichst weit zurückprä-

pariert. Die freigelegte Fläche wird mit Sublimat überspült und mit Sub-

limat durchtränkten Tüchern ringsum l)edeckt. Der Operateur, der besser

') //. Conrad i,
tJber die Boziehunsr der Autolyse zur Blutgerinnung. Hofmeisters

Boitr. Bd. 1. S. 136-182 (1901).
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der Keimfreiheit seiner Hände mißtraut und sich der mit Sublimat sorg-

fältigst behandelten Gummihandschuhe bedient, eröffnet sogleich mit ste-

rilisiertem Messer die Bauchhöhle und holt das betreffende Organ in toto

heraus. Dieses 'v\ird sofort in ein bereitgehaltenes Gefäß mit kochendem

Wasser geworfen, der Deckel geschlossen und das Organ 1— 2 Minuten

lang im kochenden Wasser gehalten. Mittelst einer großen sterilen Pin-

zette wird dann das Organ in ein ca. 10 / fassendes Gefäß mit steriü-

siertem, erkaltetem Wasser übertragen und von hier in eine große, sterile

Doppelschale eingebracht. Vor der Sterilisation war in dieselbe ein kleines

Glasgefäß mit sublimatbefeuchteter Watte hineingestellt worden. Diese

„sterile, feuchte Kammer" wird im Brutschrank bei o7" bis zum Ende der

Autolyse verwahrt.

Beabsichtigt man, statt an Laboratoriumstieren die aseptische Auto-

lyse an Organen der Schlachttiere vorzunehmen, so verfährt man zweck-

mäßig folgendermaßen: Das betreffende Organ wird in toto herausgeschnitten
und in ein verschUeßbares ,

mit P/oiger Subhmatlösung gefülltes Gefäß

gebracht. Im Laboratorium wird das im Sublimat befindliche Organ
mit sterilem Messer, wenn nötig in kleinere Portionen zerteilt. Das

Organ wird dann mittelst steriler Pinzette in ein neues Gefäß gebracht,

welches ca. 10 / kochendes AVasser enthält. Nach 1^
—2 Minuten lan-

gem Aufenthalte in kochendem Wasser kommt das Organ in steriles,

kaltes Wasser, dem vor dem Kochen Schwefelammonium oder Schwefel-

natrium zugesetzt wurde; erneute Übertragung in sterilisiertes, kaltes

Wasser usw. wie oben. Nach Beherrschung dieser Methode gelang es in

den meisten Fällen, eine aseptische Autolyse der meisten tierischen Organe
durchzuführen. Am schwierigsten ist bei der Leber die Autolyse aseptisch

auszuführen.

Bei dieser aseptischen Autolyse ,
die übrigens schneller vor sich geht

wie die antiseptische, findet man, sow^eit das bisher untersucht worden ist,

dieselben Spaltungsprodukte wie bei der antiseptischen Autolyse. Tyrosin
kann man sehr bald auskristallisieren sehen. Natürlich läl'it sich die Ver-

suchsanordnung in sehr weiten Grenzen variieren, man kann Sauerstoff

oder auch andere Gase, wie C'(J.,. CO ,
Blausäure etc. zuführen, man kann

den Wassergehalt der umgebenden Luft verändern u. a. m.

Die aseptische Autolyse ist gewissermaßen ein Grenzgebiet zwischen

Chemie und Histologie. Denn man kann das Gewebe, das ja hierbei me-

chanisch und chemisch verhältnismäßig weniger künstlich beeinflußt wird,

als bei dem antiseptischen Vorgehen, auch mikroskopisch untersuchen.

Diese Untersuchungen dürfen aber nicht zu chemischen Schlußfolgerungen

herangezogen werden. Wenn man z. B. in ein Leberstück nach dem Tode

Phosphoröl injiziert und es dann der aseptischen Autolyse ül)erläßt, so ent-

steht allmählich das histologische Bild der Verfettung. Die chemische Prü-

fung Aveist aber nach, daß eine Zunahme des Fettes nicht eingetreten ist,

das vorher vorhanden gewesene Fett ist nur sichtbar geworden, weil die

übrigen Gewebsbestandteile sich verändert haben.
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Wir schlieljen hier Ani>uben ül)er methodisclie Einzollioiton beim \'or-

arbeiten autolytischer Gemische an.

Magnus-Levy i)
untersuchte die bei der Autolyse gebildeten or<i:ani-

schen Säuren und ging im allgemeinen so vor:

4—6maliges Auskochen der Organe bei nahezu neutraler Ueaktion

(Zusatz von Kaliunibisuifat bei frischen, von Natriunibikarl)onat bei anto-

lysierten Organen), Eindampfen. Zusatz von Ammouiumsulfat und Schwefel-

säure, nach längerem Stehen Abfiltrieren von ausgeschiedenem Eiweili. Al-

bumosen, Fetten und höheren Fettsäuren; Erschöpfung des Filtrates ruit

Über. Kontrollversuche, in denen die saure mit Äther erschöpfte Lösung

neuerdings mit Alkohol-Äthermischung behandelt wurde, zeigten, daß die

Ätherextraktion stets über 90, meist über 95% der ätherlöslichen Säuren

aufgenommen hatte. Die ätherische Lösung wurde zur Befreiung von an-

organischen Säuren mit wenig ^^'asser gewaschen, dem Waschwasser die

geringen von ihm aufgenommenen Mengen organischer Säuren durch er-

neute Ätherbehandlung wieder entzogen. So behandelt, war das Ätherextrakt

stets frei von Mineralsäuren. Der Äther wurde unter möglichster \'ermei-

dung von Verlusten an organischen Säuren abdestilliert, der Rückstand in

Wasser gelöst, die flüchtigen Säuren mit Wasserdampf abgetrieben und

mit Natronlauge titriert. Auch die Menge der nichtflüchtigen Säuren im

Destillationsrückstand wurde (an einem Bruchteil) titrimetrisch bestimmt.

So war die Menge der gesamten Säuren wie auch das Verhältnis zwischen

flüchtigen und nichtflüchtigen stets bekannt. Die höheren Fettsäuren wurden

bei dieser Behandlung nicht mitbestimmt, überall wurden die gefundenen
Zahlen auf 100«/ ursprünglicher Lebersubstanz umgerechnet.

Von besonderem Interesse ist vielleicht das Vorkommen der Milch-

säure unter den Produkten der Autolyse. Jedoch bietet die Gewinnung des

Zinksalzes der Milchsäure keine besonderen Schwierigkeiten. MocliizuJd und

Arima^) erhitzen zu dem Zwecke die digerierte Flüssigkeit zunächst zum

Sieden, behandeln sie erst mit Barytwasser, dann mit Kohlensäure, dampfen
die Lösung ein, ziehen den Sirup mit Alkohol aus. Der Extraktrückstand

wird dann mit Phosphorsäure angesäuert, mit Äther ausgeschüttelt, aus

dem Ätherrückstand wird das Bleisalz und aus ihm das Zinksalz dargestellt.

Inouye und Kondo ^) konnten übrigens das Ferment, welches bei der

Autolyse die Milchsäure bildet, auch im Preßsaft nachweisen, wie folgendes

Beispiel erläutert:

425^ frische, zerkleinerte Kaninchenmuskeln wurden mit Quarzsand

fein zerrieben, mit 425c;><^' Chloroformwasser durchgerührt und mittelst

*) Adolf Magnus-Levy, t]ber die Säurebilduug lui ilci Autolyse der Leber. Hof-

meisters Beitr. Bd. 2. S. 261—296 (1902).

^) J. Mochizuki und B.Arinia, Über die Bildung von Rcclifsmilclisiiurc bei der

Autolyse der tierischen Organe. Zeitschr. f. physiol. Cheniio. Bd. 49. S. 108—112 (iyU6).

^) Katsiiji Inouije nnd K. Kotnlo, Cber die Bildung von Kechtsmilchsiuire bei der

Autolyse der tierischen Organe. III. Mitteilung. Die Milchsäurebildung bei der Autolyse

des Muskels. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 54. S. 481-500 (1908).
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einer Presse ausgepreßt. Das Extrakt lieferte nach Filtration eine Flüssig-

keit, die sich unter dem Mikroskop als frei von Zelldetritus erwies; diese

Flüssigkeit wurde in zwei Anteile von je 2ö0 cm^ geteilt, der eine nach

dem Kochen, der andere sofort bei Gegenwart von Toluol, bei Bruttempe-
ratur digeriert. Nach 4tägiger Digestion wurden die beiden Anteile auf

Milchsäure verarbeitet. Es wurden gefunden:

aus dem nach dem Kochen digerierten Anteil 0'3795/7 Zinklaktat,

aus dem sofort digerierten Anteil 0"5123^ Zinklaktat.

Die angewandten Methoden der Milchsäuredarstellung sind natürlich

keine wirklich quantitativen, jedoch sind die erhaltenen Ausschläge außer-

halb der Fehlerquellen der Methodik. Zu wirklich exakten Zahlen kann man
hoffentlich mit Hilfe der von Jerusalem ausgearbeiteten Methode der

quantitativen Bestimmung der Milchsäure in tierischen Organen gelangen.

Vorläufig gibt Jerusalem^) an, daß man aus Autolysengemischen nachdem

Auskoagulieren die EiAveißreste mit Phosphorwolframsäure ausfällen soll.

Die Milchsäurebestimmung soll nach seiner Methode in diesen Flüssigkeiten
dann zwar sehr mühselig sein, dafür aber anscheinend manche Fehler-

(juellen vermeiden.

Mognus-Lery hat auch die Gasbildung bei der Autolyse untersucht.

Gasbildung findet in reichlichem Maße bei der Autolyse der Leber, in ge-

ringem auch bei der einzelner anderer Organe statt. Bei antiseptischer

Autolyse ist sie nicht so bedeutend, dagegen liefert die aseptisch behan-

delte Hundeleber sehr \iel Gas. Die Anwesenheit geringer Mengen von

Schwefelwasserstoff, die sich dem Geruch entziehen, ist leicht nachweisbar.

Papier oder Watte, die, mit .Sublimat oder Bleiacetat getränkt, in kleinen

Gläschen in die großen Autolysierschalen eingebracht wurden, zeigten aus-

nahmslos Schwärzung, auch das Quecksilber in den Absorptionsröhren
wurde dunkel gefärbt. Mmjnus-Lecij brachte unter aseptischen Kautelen

ein Leberstück in ein trichterförmiges, mit antiseptischer Flüssigkeit ge-

fülltes Gefäß. Aus einem Halbüterkolben wurde der Boden ausgesprengt,
der Hals zu einer feinen Piöhre ausgezogen, die durch einen kapillaren

Gummischlauch mit ^Mwsewschen Gummiventilen verschlossen werden

konnte. Dieses zur Aufnahme der Leber bestimmte Gefäß kam in ein großes

Becherglas zu stehen. Die beiden wurden nach trockener Sterilisation mit

Toluolwasser und reichlichem überschüssigen Toluol gefüUt. Das sterile

Leberstück wurde »unter aseptischen Maßnahmen in das Trichtergefäß

hineingebracht und dieses dann durch Ansaugen mit dem Toluolwasser

gefüllt, und zwar so, daß auch hier überschüssiges Toluol an der Ober-

fläche schwamm. Bei der Autolyse war somit die Außenschicht des Leber-

stückes und der ausfheßende Saft einer etwaigen BakterienA\irkung ent-

zogen, aber auch die Autolyse und Gasbildung dieses Anteiles sehr be-

schränkt. Der innere Kern des Organstückes, der der Tiefenwirkung des

') Ernst Jerusalem, t)ber ein neues Verfahren zur quantitativen Bestimmung der

Milchsäure in Organen und tierischen Flüssigkeiten. Biochem. Zeitschr. Bd. 12. S. 3G1

l'is 389 (1908).
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Antiseptikums nicht nnterlai> . imirde- liier das Gas liefern. Am Sclihis.se

dieser Versuche wurde die Leber mit besonderer Sori>falt haivteriolo^isch

untersucht. Das an der Spitze des Trichters sich saminebide (ias konnte

zu beliebigen Zeiten entnommen und zur Messung und .\nalyse benutzt

werden.

Die Gasbildung beginnt erst nach ("> Stunden, neben Kohlensäure

wni'de Wasserstoff gefunden.
In den Organzellen findet man neben d(^n autolytischen Fermenten,

welche das Eiweil) zerlegen, auch Fermente, welche die primiii-en Spaltung.s-

produkte weiter zerlegen. Hier ist besonders die Arginase von Kosscl und

Dakin ') zu nennen, welche das Arginin in Ornithin und Harnstoff spaltet.

Die Arginase geht in den Preßsaft über, sie kann, wenn auch unvollständig,

aus dem Leberbrei durch Wasser oder verdünnte Essigsäure extrahiert

und aus der Lösung durch Ammonsulfat sowie durch Alkohol und Äther

gefällt -werden. Ein Trockenpräparat kann man sich aus dem Lei)erprer.-

saft herstellen, wenn man ihn mit einer Mischung aus 2 Teilen Alkohol

und einem Teil Äther ausfällt und den Niederschlag vorsichtig trocknet.

Die Spaltung des Arginins durch die Arginase erfolgt schnell, die

Spaltungsprodukte können durch die Analyse sichergestellt werden. Durch

die Existenz der Arginase ist es wohl bedingt, daß man in Autolysen-

gemischen meistens das Arginin vermißt oder nur in geringer Menge
antrifft.

Die stärkste Arginasewirkung hat die Leber, wirksam sind auch Niere.

Dünndarmschleimhaut, Thymus und Lymphdrüsen, zweifelhaft ist die Wirk-

samkeit der Muskeln und des Blutes. Nebenniere und Milz des Hundes

spalten nicht Arginin. 2)

Nach Gottlieh und Stangassinger^) wird bei der Autolyse Kreatin in

Kreatinin umgewandelt, außerdem Kreatin aus unbekannten Vorstufen ge-

bildet und endlich Kreatin und Kreatinin noch weiter zerstört. Diese

Untersuchungen erfordern eine Methode der Kreatin- und Kreatininbestim-

mung in den Organextrakten. Das Kreatinin wird nach Folin bestimmt.

Die Foliii,^(i\\Q Methode verwertet kolorimetrisch die J(iJ/r>c\\e l'ikrinsäure-

reaktion. Ihr Prinzip beruht in der Reduktion von alkalischer Pikrinsäure

zu der roten Pikraminsäure durch Kreatinin. Mit Hilfe eines Kolorimeters

wird die erhaltene rote Flüssigkeit mit einer n/2-Kaliumbichromatlösung

verghchen. Man verdünnt 15 cw* r2<'/oige Pikrinsäurelösung und b c»i^

lO^/oige Natronlauge auf 500 cm^. GottHeh und Stangassinyer hal>en in der

') A. Kosscl und //. D. Dakin, Über die Aririnase. Zcitsclir. f. physiol. Clioniie.

Bd. 41. S. 321—331 (11)04) und Weitere Untersuchungen über fermentativc Ilarnstüff-

hildung. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 42. S. 181— 188 (1904).

-) Über die pcptoljtisclion Organferniente vgl. das Notwendige bei den l-'ormenten

des P^iwoißstoffwccliscls.

^) R. (jofflieh und R. Stangassinger ,
Über das Verhalten des Kreatins bei der

Autolyse. Zeitschr. f. pbvsiol. Chemie. Bd. 52. S. 1—41 (1907).
— R. Stangassinger,

II. Mitteilung. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 55. S. 295-321 (1908).
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Werkstätte von Pouniie in Heidelberg einen billigen Kolorimeter für diese

Methode besonders anfertigen lassen. Wegen der Erapfindlicbkeit der Re-

aktion müssen die beiden Farbenfelder sehr genau eingestellt werden, aber

auch sonst ist die Methode sehr vorsichtig auszuführen, insbesondere, da

die in den Organextrakteu enthaltenen Substanzen leicht Störungen ver-

ui'sachen.

Wir besprechen zuerst die Kreatininbestinimung in den Organ-

extrakten, dann erst die Kreatinbestimmung, welche indirekt erfolgt. Gott-

lieb und Stangassinger haben ursprünghch die Autolysegemische zur Krea-

tininbestimmung unter Zusatz von Kochsalz und Essigsäure koaguliert,

dann die Flüssigkeit eingedampft. Diese Methode hat neuerdings Roth-

mann 1
), der Gottliebs und Stangassingers Versuche im Heidelberger Institut

fortgesetzt hat, nach dem Vorgange von Mellanby aufgegeben. Mellanby
und Rothmann koagulieren mit Alkohol und dampfen das Filtrat bei einer

37" nicht übersteigenden Temperatur ein. Der Rückstand wird nochmals

mit Too/oigeJii Alkohol extrahiert und 'wieder abgedampft. Dieses Verfahren

vermeidet den P^ehler, daß beim Eindampfen bei höherer Temperatur Krea-

tinin aus Kreatin entsteht.

Mitunter geben längere Zeit autolysierte Extraktlösungeu auch ohne

Zusatz alkalischer Pikrinsäure rote Farbennuancen. Gottlieb und Stangassinger
halfen sich, indem sie Extraktproben ohne Kreatin- oder Kreatininzusatz

parallel mit den Hauptversuchen behandelten und die durch die rote Farbe

dann vorgetäuschte Kreatininmenge feststellten. Diese Zahlen wurden dann

von den Zahlen des Hauptversuches abgezogen. Abgesehen von diesem

Hilfsmittel verringern sich die Fehler auch dadurch, daß man wegen der

Feinheit der Methode in sehr starken \'erdünnungen arbeiten kann, wodurch

man allerdings zu größeren Multiplikationen genötigt ist.

In einer anderen Portion des Autolysegemisches wird das Kreatinin

bestimmt, nachdem das daneben vorhandene Kreatin in Kreatinin überge-
führt ist. Die eiweißhaltigen Lösungen werden in 150 bzw. 300 cm^ oVoi^e
siedende Chlornatriumlösung eingegossen, bis zum Auftreten eben saurer

Reaktion mit verdünnter Essigsäure vei'setzt und rasch aufgekocht. Das

auskoagulierte Eiweiß wird abfiltriert und mit siedendem Wasser gut nach-

gewaschen. Die gesamte Flüssigkeit wird eingeengt und auf 100 cm"^ mit

dem Gehalt von 2"2Vo Salzsäure gebracht. Dieses Koagulationsverfahren,
das ursprünglich auch bei der Kreatiuinbestimmung benutzt wurde, wurde

beim GesamtkreAtinin beibehalten, weil es hier ja nichts ausmacht, wenn
Kreatin in Kreatinin übergeht. Denn später wird ja doch alles in Kreatinin

umgewandelt.
Die salzsaure Lösung wird nun in einem Erlenmeyerkolben zur Um-

setzung des vorhandenen Kreatins 3 Stunden auf einem lebhaft siedenden

Wasserbade erwärmt. Dann wird der Kolbeninhalt, ohne die Lösung zu

^) Ä. Rotiimann, Über das Veibalteu des Kreatins bei der Autnlyse. 111. Mittei-

lung. Zeitschr. f. physiol. Cbemie. Bd. 57. S. 131—142 (1908).

J



Intermediärer Stoffwechsel : Weitere Fermente d. intermed. Stdffwechsels etc. 443

neutralisieren, in eine; Scluile f^egossen und zur Trüc.keuc gedunstet. Der

so erhaltene Trockenrückstand wird in wenig Wasser gelöst, bei Zimmer-

temperatur mit der erforderlichen Menge natronalkalischcr Pikrinsäure ver-

setzt, nach 5 ^linuten dauernder Einwirkung derselben in einen .Maßkolben

gespült und auf das erforderliehe Volumen verdünnt: von den ausgeschie-

denen kohligen Zersetzungsprodukten wird abfiltriert und die klare Lösung
auf den (iesamtgehalt untersucht.

Der Salzsäuregehalt von 2"2°/o *''^i'f uicht immer verwandt werden.

Die zur (juantitativen L'mwandlung von Kreatin in Kreatinin nötige Säure-

menge schwankt nämhch je nach dem chemischen Milieu, in dem sich das

Kreatin befindet. Bei den Autolyseversuehen bewährte sich in Versuchen

Bothmanns die Konzentration von 2*27o-

Die für die Versuche notwendigen Organextrakte wurden folgender-

maßen bereitet: Die Organe wurden durch die Fleischhackmaschine ge-

trieben, aus der der Organl)rei in Toluolkochsalzlösung aufgefangen wurde.

Sodann wurde der Organbrei mit Quarzsand gründlich verrieben und dieser

dünnflüssige Brei blieb 1—2 Stunden im Eisschrank; danach wurde er

durch Tücher kohert. Die Menge zugesetzter Flüssigkeit betrug im \'er-

hältnis zum Organgewicht 1:1.



T. Metlioden zur Bestimmmig der Atimmg tierischer

Gewebe.

Von F. Battelli und Lina Stern, Genf.

Bei allen hierher gehörigen Methoden handelt es sich darum, entweder

die Sauerstoffaufnahnie oder die Kohlensäureabgabe oder beides zugleich

zu bestimmen.

Die gasanalytischen Methoden werden an anderer Stelle beschrieben.

Hier sollen hauptsächüch die Bedingungen, unter denen der respiratorische

Gaswechsel der zu untersuchenden Gewebe gemessen werden kann, aus-

einandergesetzt werden.

I. Der Gaswechsel in Gegenwart von Sauerstoff.

A. Untersuchungsmethoden des respiratorischen Gaswechsels ganzer
Organe.

1. Die Organe oder GeAvebe sind in situ am lebenden Tier; die

Nervenverbindung und die natürliche Zirkulation sind intakt.

Die zu dieser Gruppe gehörenden Methoden bezwecken den tias-

wechsel der verschiedenen Gewebe unter möglichst normalen Bedingungen
sowie den Einfluß verschiedener Faktoren: Ruhe oder Tätigkeit, Wirkung
verschiedener Substanzen usw. auf den respiratorischen Gaswechsel der

verschiedenen Ge^webe studieren zu können. Das allgemeine Prinzip dieser

Methoden besteht darin, das arterielle Blut mit dem vom zu untersuchenden

Gewebe oder Organ kommenden venösen Blut in bezug auf ihren Gehalt

an O2 und CO2 zu vergleichen.

In einigen Fällen genügt es, die Proportion dieser Gase im arteriellen

und venösen Blut zu bestimmen. Diese Untersuchung bietet keine weiteren

Schwierigkeiten.

In der ]\Iehrzahl der Fälle handelt es sich jedoch darum, die Mengen
des aufgenommenen Sauerstoffes und der abgegebenen Kohlensäure in der

Zeiteinheit zu messen und zugleich die physiologischen Bedingungen, unter
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denen das zu untersuchendo (lowobo odor Orpan sich hofindct. fostzii-

stellen.

Bei Anwondnnti' dieser rntcrsiichung'Sinetlioden mulJ man liauptsäch-

lich fols'ende Punkte berüeksichtigen: 1. die Vorbereitung des Tieres, bei

dem der Gaswechsel eines Organes oder Gewebes studiert werden soll,

2. die Dlutentnahme aus den Arterien und \'enen und die Analyse der

darin enthaltenen Gase, 3. die Menge des in der Zeiteinheit im Organe
zirkuliei-enden Blutes, 4. das Verfahren, um die Funktion des Organes nach

Belieben zu steigern oder hei'abzusetzen.

a) Die Vorbereitung des Versuchstieres.

Die allgemeine ^'orbel•ei1nng des Tieres, d. h. die Fesselung, die Nar-

kose usw., weist keine Besonderheiten auf. Die N'orbei'eitung des zu unter-

suchenden Organes oder Gewebes, der aus demselben kommenden Vene

so>\ie des Nerven, dessen Einfluß auf den Gaswechsel des betreffenden

Gewebes studiert werden soll, wird natürlich je nach dem in Betracht

kommenden Gewebe verschieden sein (siehe weiter unten). Was das ar-

terielle Blut betrifft, so kann dasselbe einer beliebigen Arterie des Körpers
entnommen werden: Karotis, Femoralis usw., da die Zusammensetzung des

arteriellen Blutes in allen Blutgefälien dieselbe ist. In manchen \ersuchen

ist es vorteilhaft, das Blut vorher ungerinnbar zu machen. Die T^ngerinn-

barkeit des Blutes ist am besten durch eine intravenöse Einspritzung von

Hinidin (0"01 g Hirudin pro 1 kg Tier) zu erzielen.

h) Die Blutentnahme und die Gasanalyse.

Bei der Blutentnahme zur Gasanalyse ist vor allen Dingen darauf zu

achten, daß das Blut nicht mit der Luft in BeriUii-ung kommt. Zu dem
Zwecke wird das Blut unter einer Ölschicht aufgefangen und mit <,)ueck-

silber defibriniert, wenn es nicht vorher ungerinnbar gemacht worden war.

Andrerseits kann das Blut mit Hilfe einer ISpritze entnommen werden, die

1 cm3 einer P/oigen Oxalatlösung für 9 cm^ Blut enthiUt. In letzterem

Falle ist es notwendig, die Zirkulationsgeschvvindigkeit im betreffenden

( )rgan i)ereits zu kennen.

Die Analyse der Gase des arteriellen und venösen Blutes kann nach

irgend einer der jetzt angewandten Methoden (siehe das entsprechende Ka-

pitel) vorgenommen werden.

(') Bestimmung der im Organ zirkulierenden Blutmenge.

Die im Organ zirkulierende Blutmenge wird aus der Menge des in

einer gewissen Zeit aus der Vene kommenden Blutes berechnet. Diese

Blutmenge ändert sich natürlich, weiui der Druck in der aus dem Organ
kommenden \ene geändert wird. Es ist also notwendig, das Blut unter

Beibehaltung des normalen Widerstandes aufzufangen, il.li. der Widerstand,

den das aus der Vene komnu^nde Blut bezwinaen muH, soll dem in der
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Vene normal existierenden Drucke gleich sein. Unter diesen Bedingungen

erleidet die Zirkulation im zu untersuchenden Organ keinerlei Veränderung,

und die in der Zeiteinheit gesammelte Blutmenge entspricht ungefähr der

normal in der Zeiteinheit zirkulierenden Blutmenge.

Wenn es sich darum handelt, eine gewisse Präzision zu beobachten,

darf man die Kanüle nicht direkt in die vom Organ kommende Vene ein-

führen, weil dadurch der Blutstrom behindert wäre. In diesem Falle mul)

man eine andere Methode anwenden. Wenn die anatomische Disposition es

gestattet, kann man die Kanüle in eine große kollaterale Vene einführen.

So bindet man z. B. bei Untersuchimg des respiratorischen Gaswechsels

der Muskeln der hinteren Extremität des Hundes nach dem Verfahren von

Zuntz'^) die Kanüle in die Vena femoralis profunda unmittelbar vor der

Vereinigung mit der Vena femoralis superficiaHs ein. Oberhalb der ^'er-

einigung dieser beiden Venen wird eine Schleife angelegt. Solange die

Schleife lose bleibt, strömt das Blut der hinteren Extremität durch die

Vena femoralis superficialis unbehindert dem Herzen zu. Will man nun das

Blut zur Gasanalyse auffangen, so hebt man die Schleife empor; das Blut

fließt dann durch die Kanüle der Vena femoralis profunda und wird in

einem graduierten Gefäße unter Öl aufgefangen.
Wenn keine größere kollaterale Vene vorhanden ist. so bindet man

die Kanüle in die Vene ein, in welche die aus dem zu untersuchenden Or-

gan kommende mündet, nach vorheriger sorgfältiger Unterbindung der aus

anderen Teilen kommenden Venen. So führt man z. B.. wenn man das aus

der Niere kommende venöse Blut auffangen will, eine weite Kanüle in die

untere Hohlvene, unmittelbar vor der Einmündung der Nierenvene ein. Die

Aorta abdominahs wird gleich nach dem Austritte der Nierenarterie unter-

bunden. Ferner werden alle die in die Cava einmündenden ^'enen, mit Aus-

nahme der Nierenvenen, unterbunden. Eine Schleife wird um die Vena
Cava unmittelbar oberhalb der Einmündung der Nierenvene gelegt. ^) Will

man nun das aus der Nierenvene kommende Blut auffangen, so zieht

man die Schleife zu; das Blut fließt dann durch die Kanüle. Man kann

auf diese Weise zugleich auch die Menge des in der Zeiteinheit in der

Niere zirkulierenden Blutes bestimmen. Wenn es sich um das Nierenblut

handelt, darf man die in der Zeiteinheit sezernierte Harnmenge nicht

außer acht lassen. -)

Die Zirkuiationsgeschwindigkeit des Blutes in einem Organ kann auch,

wenn die anatomischen Verhältnisse es gestatten, durch die Volumenver-

größeruug des in einem Plethysmographen eingeschlossenen Organs ge-
messen werden, indem man die abführenden Gefäße für eine kurze Zeit

') N.Ztffifz, über den Einfluß der Innervation auf den Stoffwechsel ruhender Mus-
keln. Berliner klin. Wochenschr. S. 141 (1878).

^) Barcroft and Brodle, The gazeous metaholism of the kiduev. Jouru. of Physiol.

Vol. 32. p. 18—28 (1905); Vol. 33. p. 52-69 (1905-1906).
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uuch (lern \'erfahreii von Brodic uiul Btisfuü vcrscliliolit. ') Kiii läiifrorer

Verschluß der Venen könnte die Zirkulation in den Kapillarf^ofiißen stören.

Unter normalen Bedini^ungen sind die Venen nielit vollständi"- gefüllt, so

daß sich eine gewisse Menge Blutes in denselben ansammeln kann, ohne die

Zirkulation merklieh zu stören. Die Zeit, die nötig ist, um das \olumen

des betreffenden Organes um 1/2 cni^ dui'eh den Zufluß des arteriellen Blutes

zu vergrößern, wird bestimmt und danach die in der Zeiteinheit im be-

treffenden Organ zirkulierende I>lutmenge berechnet. Wenn es sich um eine

Drüse handelt (wie Pankreas, Speicheldrüse, Niere usw.). nmß eine Koi--

rektur bei der Berechnung der zirkulierenden Blutmenge gemacht wei'den.

Das aus der Vene kommende P)lut stellt nicht ganz die Menge des arte-

riellen Blutes vor. indem ein Teil des Wassers durch die Sekretion ent-

zogen wird. Man muß also dem aus den Venen aufgefangenen Blute diese

bei der Sekretion verbrauchte Wassermenge hinzurechnen. Man kann die

nötige Korrektur in der \^'eise bestimmen
,
daß man die Zahl der i-oten

Blutkörperchen in einer gegebenen Einheit des venösen Blutes mit der Zahl

der roten Blutkörperchen im arteriellen Blute vergleicht, wie es Barcroft-)

getan. Man kann ebensogut die hämatometrische Methode anwenden, d. h.

man vergleicht das venöse Blut mit dem arteriellen in bezug auf iliien

Hämoglobingehalt. Man bemerkt auf diese Weise, daß das venöse Bhit

reicher an anatomischen Elementen und ärmer an Wasser ist als das ar-

terielle Blut. Die fehlende Wassermenge findet sich zum größten Teile in

der Sekretionsflüssigkeit (Speichel Harn usw.), zum Teil aber auch in der

Lymphe wieder. Für die Submaxillaris findet Barcroft, daß man zum auf-

gefangenen Venenblut die in der Zeiteinheit sezernierte Speichelmenge, mit

1"2 multipliziert, hinzufügen muß. Man darf auch nicht außer acht lassen,

daß in der Sekretionsflüssigkeit eine mehr oder minder große Menge CO2
enthalten sein kann, die man bei der Berechnung des respiratorischen

Gaswechsels nicht vernachlässigen darf, falls es sich um genaue Angaben
handelt.

d) Verfahren, um die Tätigkeit i\ii<. zu untersuchenden Organes
zu beeinflussen.

Die zu dem Zwecke zu benutzenden Methoden könn"n je nach (Umu

in Betracht kommenden Organ verschieden sein. Die Tätiukeit eines ( >r-

ganes kann durch Durchschneidung der Nerven oder durch Zufuhr \o\\

giftigen Substanzen herabgesetzt werden. Durch Reizung der entsprechenden
Nerven oder durch Anregung der physiologischen Tätigkeit des Organes
oder auch durch Einführung gewisser reizender Substanzen kann die Tätig-
keit des Organes verstärkt werden (siehe weiter unten).

\) Brodle and Fussel, On the determination of the rate of hlood-flow troiigli an

orgaii. Proceedings of the Physiological Society. Mai 1905. Journ. of IMiysioi. Vol. 32.

^) Barcroft, The gazeons metabolism of the subraaxillary gland. .lourn. of Phy-

siology. Vol. 25. p. 479—487 (1900).
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Beispiele zur Erläuterung der Untersuchungsmethoden des

respiratorischen Gaswechsels an den in situ belassenen Or-

gauen am lebenden Tier. Eine große Anzahl von Organen sind auf

ihren respiratorischen Gaswechsel untersucht worden (Mere, Darm, Nel)en-

niere, Pankreas, Speicheldrüsen, Hirn, Muskeln usw.).

Die Muskeln bieten ein ganz besonderes Interesse, weil der größte

Teil des respiratorischen Gaswechsels in den Muskeln stattfindet, nament-

lich, wenn man die große Masse des Muskelsystems
—

ungefähr die Hälfte

des Körpergewichtes
— in Betracht zieht.

Zum Studium des respiratorischen Gaswechsels in den Muskeln kann

man die Muskeln der hinteren Extremität benutzen, wie es Zuntz^) am
Hunde versucht hat, indem man eine Kanüle in die Vena femoralis ein-

bindet (siehe oben). Man entnimmt zu jeder Analyse 10 cm^ venöses und

arterieUes Blut. Der Gasgehalt des arteriellen und venösen Blutes gibt, wenn

die Muskeln in vöUiger Ruhe verharren, Aufschluß über den respiratori-

schen Gaswechsel des tonischen Muskels. Durch Reizung des entsprechenden

Nerven, Ischiadicus oder Cruralis, tetanisiert man den Muskel. Man kann

so den (iaswechsel während der Muskelkontraktion studieren. Durch Durch-

schneidung der entsprechenden Nerven hebt man den ]\Iuskeltonus auf,

und mau kann nunmehr den Gaswechsel des erschlafften Muskels unter-

suchen. Der respiratorische Gaswechsel des tonischen Muskels ist doppelt
so groß wie der des schlaffen Muskels. AVährend der Muskelkontraktion

wird der Gaswechsel bedeutend gesteigert.

Der Einfluß der freiwilligen Muskelkontraktion kann z. B. während

des Kauens nach dem \'erfahren von Chuuveau und Kaufmann '^) am Kau-

muskel des i'ferdes und der Kuh studiert werden, indem man eine Kanüle

in die Vena miLxillo -muscularis einführt. Es ist vorteilhafter, zu dem Zwecke

den Musculus levator labii superioris l)eim Pferde nach dem Verfahren der

genannten Autoren ^) zu verwenden, weil die anatomische Disposition dieses

Muskels beim Pferde es gestattet, durch Einführen einer Kanüle in die

abführende Muskelvene alles und ausschließlich das aus diesem Muskel

kommende Blut aufzufangen. Während des Kauens wird die Zirkulation

bedeutend stärker und zugleich steigert sich der respiratorische Gaswechsel

des betreffenden Muskels.

Drüsen. Der respiratorische Gaswechsel der Parotis kann im Ruhe-

zustande und während der funktionellen physiologischen Tätigkeit, die durch

^) Zuntz, 1. c.

-) Chauveau et Kaufmann, La glycose, le glycogeue, la glycogenie en rapport
avec la production de la chaleur et du travail möcanique dans l'economie auimale.

Deuxieme etiide: Calorifications daus les organes en travail. Compt. reud. de TAcad. des

Sciences. T. 103. p. 1057 (1886).

^) Chauveau et Kaufmann , Nouveaux documeuts sur les relations qui existent

entre le travail cMmique et le travail uiöcanique du tissu musculaire. De Factivite nu-

tritive et respiratoire des muscles qui fouctiuueut physiologiquemeut sans pmduire de

travail mecanique. Compt. rend. de l'Acad. des Sciences. T. 104. p. 1763 (1887).

(
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Kauen verursacht wird, studiert werden nach dem \'erfaliren von Cliuuceau

und Kmifmann'^) und man kann somit deu KintluO der physiologischen

Tätigkeit auf den respiratorischen (raswechsel der Drüse untersuchen. I)as

zur Gasanalyse zu verwendende venöse lUut wird mit Hüte einer in die

Vena auriculo-parotidis eingeführten Kanüle auigefangen.

Die Tätigkeit der Submaxillaris kann künstlich durch Reizung der

Chorda tympani angeregt werden nach dem Verfahren von Barcroft. *)

Eine Kanüle Avird in die Vena jugularis eingebunden , nach vorheriger

Unterbindung aller in die Jugularis einmündenden Gefälie.

Die Tätigkeit des Pankreas kann nach dem Verfahren von Barcroft
und Star/infj^) durch P^inführung von Sekretin in die lÜutbahn angeregt
werden. Eine Kanüle wird in die Vene des Pankreasschwanzes einge-

bunden. Das aus dieser Vene kommende Blut stellt ungefähr ^/g der Ge-

samtmenge des im Pankreas zirkulierenden Blutes dar. Der respiratorische

Gaswechsel ist während der sekretorischen Tätigkeit des Pankreas ge-

steigert.

Die Niere kann nach dem Verfahren von Barcroft und Brodie*) durch

Einspritzung von diuretischen Substanzen zur Tätigkeit angeregt werden.

Man beobachtet auf diese Weise, daß der Sauerstoffverbrauch während der

Tätigkeit der Niere bedeutend zunimmt, die Kohlensäurebildung hingegen
ziemlich konstant bleibt.

Um die Tätigkeit des Darmes zu steigern ,
kann man nach dem

Verfahren von Barcroft ^) in die zu untersuchende Darmschlinge eine leicht

absorbierbare Substanz, wie Pepton, einführen. Die Blutzirkulation wird

bedeutend lebhafter. Zugleich nimmt die Sauerstoffzehrung stark zu, wäh-

rend die Kohlensäureentwicklung keine Änderung erfährt.

Das Gehirn. Die Untersuchung der Blutgase des aus dem (Jehiru

kommenden Blutes bietet große Schwierigkeiten, weil es sehr schwer ist,

ausschließlich aus dem Gehirn kommendes venöses Blut zu entnehmen und
zu gleicher Zeit die Geschwindigkeit der Blutzirkulation des Gehirns zu

bestimmen.

Bisher hat man sich darauf beschränken müssen, die Veränderungen
des Gasgehaltes des I)lutes in den Hirnvenen zu bestimmen , nach der

Methode von Hill und Naharro. ^) Diese Autoren trepanieren den Schädel

an der Torcula Herophili. Eine Kanüle wird in die Tr'^panöffuuug einge-

*) Chauveau und Kaufmann, 1. c.

^) Barcroft, The gaseous metabolism of the sulimaxilhirv ghmd. Jnuru. of I'hv-

siology. Vol. 25. p. 265—283 und 479—487 (1899-190Ü).
^) Barcroft and Starlinq, Tiic oxygen exchauge of the pancreas. Journ. of Physiol.

Vol. 31. p. 491 (1904).

^) Barcroft und lirodie, 1. c.

'") Barcroft, Tho gaseous exchange of the small intestiue duriug absorption of

Wüte's peptone. VlI. Internat. Phvsiologenkongreß, Heidelberg 1907. Archives Internat,

de Physiol. T. 5. p. 86 (1907).

^) Hill and Naharro, On the exchango of blood-gascs in brain and musclc diiring

States of rest and activity. Journ. of Physiol. Vol. 18. p. 218 (1895).

Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 29
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führt. Man fängt auf diese Weise das aus dem Sinus longitudinalis su-

perioris kommende Blut auf. Die Tätigkeit des Hirns kann durch Reizung
sensibler Nerven oder auch durch Einspritzung erregender Substanzen, ^^ie

Absinth z. B. (Hill und Nabarro), gesteigert werden. Alan kann unter diesen

Umständen ein Anwachsen des respiratorischen Gaswechsels, namentlich

was die Sauerstoffaufnähme betrifft, beobachten. Doch sind die auf diese

Weise enthaltenen Zahlen von Hill und Xabarro recht niedrig, was auf

einen bedeutend geringeren Gaswechsel des Gehirns als der ^luskeln hin-

deuten würde. Die bisherigen Untersuchungen über den respiratorischen

Gaswechsel des Gehirns sind im allgemeinen unzulänglich.

2. Die künstliche Durchblutung ganzer, vom Körper losge-
trennter Organe.

Die allgemeinen Methoden der künstlichen Durchblutung sind bereits

im entsprechenden Kapitel S. 821 ff. beschrieben worden. Hier sollen nur die

beim Studium des respiratorischen Gasw^echsels zu beachtenden Punkte aus-

einandergesetzt werden. Die Anwendung der künstlichen Durchblutung bietet

den Vorteil, daß die Versuchsbedinguiigen nach Belieben variieren können.

Die Durchblutungsflüssigkeit kann behebig zusammengesetzt und diese

Zusammensetzung konstant gehalten werden. Um den Gaswechsel des zu

untersuchenden Organes zu messen, genügt es, den Sauerstoff- und Kohlen-

säuregehalt der Durchblutuugsflüssigkeit vor und nach der Durchströmung
des betreffenden Organes zu vergleichen.

Die künstliche Durchblutung muß so schnell wie möglich nach der

Lostrennung des Organes beginnen, namentlich wenn es sich um Gewebe

handelt, deren Atmungsfähigkeit sehr schnell nach dem Tode des Tieres

abnimmt, wie z.B. die Leber, das Herz, das Gehirn usw. (siehe weiter

unten). Außerdem zeigt das Gewebe, wenn es längere Zeit ohne Zirkulation

geblieben ist, eine größere Neigung zu Ödemen.

Man wird also die Vorsicht gebrauchen, das zu untersuchende Organ
erst im letzten Augenblicke, wenn alle Vorbereitungen bereits getroffen

sind, vom Körper loszutrennen. Ein Erkalten des Organes während der

Vorbereitungen soll womöglich vermieden werden. Falls die Versuchsbedin-

gungen es nicht durchaus erfordern, soll das Waschen des Organes mit

physiologischer Kochsalzlösung vermieden werden, weil man auf diese Weise

leicht Öde^ie verursacht und die Atmungsfähigkeit der Gewebe herabsetzt.

Die Durchblutungsflüssigkeit kann aus Blut oder aus isotonischen,

sauerstoffgesättigten Salzlösungen, wie sie Vernon'^) venvendet, bestehen.

Man verwendet gewöhnhch eine Ringersche Lösung nach dem Ver-

fahren von Vernon-), Brodle und Cullis.^) Die Verwendung von Salz-

lösungen für die künstliche Durchblutung weist mehrere Nachteile auf. Die

^) Vernon, The couditions of tissue respiration. Journ. of Physiol. Vol. 35. p. 53
bis 87 (1906/07).

^) Vernon, 1. c.

^) Brodie and Cullis, The analysis of oxygeu and carbonic acid in small volumes

of saline Solutions. Journ. of Physiol. Vol. 36. p. 405 (1907/08).
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wichtigsten darunter sind vor allem die häufigen Ödeme sowie der I in-

stand, daß mehrere in den Geweben enthalt(uie Substanzen in Lösung gehen
und fortgeschwemmt werden. Außerdem ist der Sauerstoffgehalt dieser

Lösungen recht gering, so daß sie mit Krfolg nur beim Studium (]('< re-

spiratorischen Gaswechsels von Kaltblütern benutzt werden können. Wenn
es sich aber um Warmblüterorgane handelt, sind die in diesen Salzlösungen
enthaltenen Sauerstoifmengen völlig ungenügend. Die Sauerstoffspanuung
kann allerdings erhöht werden dadurch, daß man die Durchblutung bei

niedriger Temperatur (18
—

200) vornimmt. Doch bedeutend empfehlens-
werter ist es, zur Durchbiutungsflüssigkeit gewaschene rote Blutkörperchen,
die in der Salzlösung suspendiert bleiben, hinzuzufügen.

In den Durchblutungsversuchen mit Hingersv^ier Salzlösung nimmt
der respiratorische Gaswechsel allmählich ab. Um diesem Ci)elstande ab-

zuhelfen
, empfiehlt Vernon

,
zur Ringerschon Lösung etwas Blutserum in

einer Proportion von 2<'/o5 außerdem kleine Mengen je nach den zu unter-

suchenden Organen verschiedener Substanzen (ILarnstoff für die Niere,

Dextrose für das Herz usw.) hinzuzufügen.

Die Temperatur des Blutes und des das Organ enthaltenden (iefäßes

muß 07—38" betragen, wenn es sich um Warmblüter handelt, und wenn

man einen möglichst hohen Gaswechsel eizielen will. Bei der Tutersuchung
von Kaltblüterorganen begnügt man sich mit der gewöhnhchen Zimmer-

temperatur (18—22«).
All diese soeben beschriebenen Methoden geben recht unbefriedigende

Resultate in bezug auf den Gaswechsel. Bedeutend bessere Resultate erzielt

man mit der Durchblutungsmethode von Heymuns und Kochmann (siehe

diesen Band, S. 355), die sich am meisten den normalen Bedingungen des

Tierorganismus nähert.

So beträgt z.B. in den Versuchen von Ludu'Kj und Schmidt^), von

v.Frei/^) und Gruber die Sauerstoffaufnähme des Muskels 02 ««^ für

100 g und 1 Minute, w^ährend in den Versuchen von Barcroft und Dixon^},

die die Methode von Heymans und Kochmann benutzen, der Herzmuskel

mindestens 1 crn^ Og für 100^ und 1 Minute aufnimmt.

B. Untersuchung des Gaswechsels fragmentierter Gewebe.

Diese Methode ist seit Spallanzanl*) \on einer großen Anzahl von

Forschern angewandt worden. Sie besteht darin, die Gewebefragmente in

') Ludwig und Schmidt, Das Verhalten der Gase", welclic mit dem IJhit durch

den reizbaren Säugetiernmskel strömen. Arbeiten aus der physiol. Anstalt zu Leipzig.

S. 1-61 (1868).

-) r. Frey, Versuche über den tStottwcchsel des Muskels. Arch. f. Physiol. S. r)3ri

bis 562 (1885).*

•') Barcroft and Di.roii, Gaseous metabolism of heart. .Tourn. of Physiol. \'ol. 35.

p. 182—204 (190G;07).

*) SjmUanzani, Memoires sur la rospiration. Französische Übersetzung von

J. Senehier. Genf 1803.

29*
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Gefcäße von bekanutem Rauminhalt, die mit Luft oder Sauerstoff gefüllt

sind, zu bringen und nach einer l)estimmten Zeit die verbrauchte Sauer-

stoffmenge und die entwickelte Kohlensäuremenge zu bestimmen. Bei der

Beschreibung dieser Methoden müssen wir folgende Punkte beachten:

1. Die Zubereitung der Gewebefragmente und

2. die Apparate zur Untersuchung des respiratorischen Gaswechsels

der Gewebefragmente.

1. Zubereitung der Gewebefragmente.

Die Vorbereitung des Tieres, dessen GewTbe untersucht werden sollen,

bietet keine besondere Eigentümlichkeit. Die Gewebe müssen so schnell

wie möglich nach dem Tode des Tieres verwendet werden. Wenn die Unter-

suchung Längere Zeit (mehrere Stunden) dauern soll, ist darauf zu achten,

daß keine Fäulnisprozesse eintreten, und man wird daher bei allen Mani-

pulationen so aseptisch wie möglich verfahren. Eine große Zahl früherer

Untersuchungen haben keinen Wert, eben weil die Forscher keine Maß-

nahmen zur Verhütung von Bakterienwirkung getroffen hatten. Es ist

allerdings nicht immer möglich, völlige Asepsie zu erzielen, namentlich

wenn es sich um gewisse Organe, wie Lunge oder Darm, handelt. Andrer-

seits ist das Präparat oft trotz aller Vorsichtsmaßregehi durch die Mikro-

organismen der Luft infiziert.

Die Größe der Oberfläche, die mit der Gasatmosphäre in Berührung
kommt, ist von großer Wichtigkeit für die Intensität des Gaswechsels.

In den vergleichenden Untersuchungen müssen die Gewebefragmente
von einem bestimmten Gewicht dieselbe Oberflächenausdehnung besitzen.

Zu dem Zwecke empfiehlt es sich, die einzelnen Gewebeschnitte zwischen

zwei Metallnetze aus verzinntem oder lackiertem Messing oder Kupfer aus-

zubreiten, wie es Lussana ^
) getan hat. Durch eine Metallfeder Averden die

Metallnetze aueinandergepreßt, so daß die Fläche des Gewebes eine gleich-

mäßig ebene ist. Wenn das zu untersuchende Gewebe zerrieben wird,

kann man den Gewebebrei in kleine Röhrchen aus lackiertem jSIetalldraht

nach dem Verfahren von Garnier und Lambert ^) bringen. Letztere Methode

eignet sich besonders, wenn man die Wirkung verschiedener Substanzen

auf den respiratorischen Gaswechsel des fragmentierten Gewebes stu-

dieren will.

2. Apparate zur Untersuchung des respiratorischen Stoffwech-

sels fragmentierter Gewebe.

Wenn es sich um größere Gewichtsmengen eines Gewebes handelt,

10 oder 20 g z. B., kann man zur Untersuchung des respiratorischen Gas-

*) Lussana, Sugli scambi respiratori del fegato e siil loro valoro in rapport al-

l'amilolisi epatica. Arch. di fisiol. ^'ol. 2. p. 445 (1905).

^) Garnier et Lambert, Action du chlorure de sodium sur l'activit^ cellulaire.

Arch. de Physiol. p. 421 (1898).
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wechseis sehr einfache Apparate benutzen. Zu dem Zwecke genügt es, die

Gewebsfragmente in ein kiftdicht verschUeltbares Gefät) zu bringen, welches

einerseits mit einem Quecksilberbeliälter, andi'erseits mit einem Eudiometer

in Verbindung gebracht werden kann. Das Quecksilber dient dazu, die zur

Analyse entnommene Gasmenge im Gefäß zu ersetzen. Das zu untersuchende

Gewebe darf nicht auf dem Boden des Gefäßes liegen, sondern muß frei

im Gefäße hängen, so daß es von allen Seiten von Gasatmosphäre umgeben
ist. Der Rauminhalt des Gefäßes darf nicht zu klein sein, 1000 cm ^ min-

destens für 10 </ Gewebe, wenn der Versuch eine gewisse Zeit dauern soll.

Fig. 115.

Es empfiehlt sich, die Luft durch reinen Sauerstoff zu ersetzen, weil da-

durch der Gaswechsel der Gewebe gesteigert wird.

Der Apparat von Tissot für länger dauernde Untersuchun-

gen des respiratorischen Gaswechsels überlebender Gewebe.
Wenn man den respiratorischen Gaswechsel eines überlebenden Owebes

längere Zeit verfolgen will, kann man den T/s-so^schen Apparate (Fig. Uö)

benutzen, der den Vorzug hat, nicht kompliziert zu sein. Das (iewebe wird

so aseptisch wie möglich vom Körper losgetrennt und in die sorg-fältig

sterilisierte Flasche F gebracht.

*) Tissot, ivcchorches sur la respimticui inusculaire. Arcüives de i'lijsiologie nor-

male et pathologique. T. 6. p. 838 (1894).
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Diese Flasche hat zwei Hälse, von denen der eine mit einem A'ier-

weghahn verbunden ist. Die eine der Bohrungen steht mit dem Aspirator t

in Verbindung, eine andere kommuniziert mit dem Rohre t/, das in die

Quecksilberschale c mündet, die dritte Bohrung steht mit dem Quecksillier-

reservoir R in Verbindung und die vierte kann mit den Kaliflaschen p und

der Barytflasche h verbunden werden.

Nachdem das zu untersuchende Gewebe in die Flasche F gebracht

worden ist, stellt man die Verbindung der Flasche mit dem Aspirator her.

Ein durch Kalilauge von Kohlensäure befreiter Luftstrom wird durch die

Flasche getrieben, um die eventuell in der Flasche befindliche Kohlensäure

auszutreiben. Der Hahn wird geschlossen sowie auch das Bohr a
,
welches

zu den Baryt- und Kaliflaschen führt. Wenn man nun das in der Flasche F
enthaltene Gas analysieren will, so beginnt man damit, dal) man die Ver-

bindung des Quecksilberbehälters R mit dem Glasrohr d hersteUt und letz-

teres voUständig mit Quecksilber füllt. Man verbindet darauf den Queck-

silberbehälter R mit der Flasche F. Durch Senken des Reservoirs R' führt

man in R eine gewisse Menge Gas ein, welches man durch das Rohr d in

einen Meßzylinder, der auf der Quecksilberschale ruht, überleitet. Das Gas

wird dann analvsiert. Wenn man den Rauminhalt der Flasche F kennt, ist

es leicht, die Gesamtmenge des verbrauchten Sauerstoffs und der ent-

wickelten Kohlensäure zu berechnen. Wenn man nun den Versuch fort-

setzen will , läßt man die Flasche F mit dem Aspirator t kommunizieren

und erneuert so die Luft der Flasche. Man verfährt im übrigen wie vor-

her. Diese Manipulationen können so lange fortgesetzt Averden, bis die Gas-

atmosphäre der Flasche F keine Änderung mehr aufweist, d. h. bis der

Gaswechsel völlig aufgehört hat. Will man den Versuch bei einer bestimmten

Temperatur ausführen, so kann man die Flasche F in ein Wasserbad von

konstanter Temperatur versenken.

Das Eindringen von Mikroben in die Flasche F während der Ver-

suchsdauer muß möghchst verhindert werden. Zu dem Zwecke wird ein

sterilisierter Wattebausch in die Mündungen der Flasche F gesteckt. Der

Luftstrom muß diesen Wattebausch passieren, bevor er ins Innere der

Flasche gelangt.

Mikrorespirometer von Thunherg. Wenn man den respiratori-

schen Gaswechsel sehr kleiner Mengen Gewebes untersuchen will, kann man
sich mit gutem Erfolge des Thunbergschen Mikrorespirometers (Fig. 116)

bedienen.

Mit Hilfe des kleinen ^likrorespirometers ^) bestimmt man bloß die

Sauerstoffzehrung oder den respiratorischen Quotienten, während das große

Mikrorespirometer 2) zur Bestimmung der verbrauchten Sauerstoffmeuge
sowie der gebildeten Kohlensäure benutzt w^erden kann.

^) Thtmherg, Eine einfache Anordnung, um die Sauorstnffzehrnng kleinerer Or-

ganismen oder Organe zu demonstrieren. Zentralbl. f. Ph}>iol. Bd. 19. S. 308 (1905).

^) Thunherg ,
Ein Mikrorespirometer. Skand. Archiv f. Phvsiol. Bd. 17. S. 74

(1905).
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Das einfache kleine Mikrorespirometer bestellt aus zwei kleinen (ilas-

flitschchen von gleicher Form und (iröße yl und B von einem Kauminhalt

von ungetahr 3 nn^. Die l)eiden Fläschchen sind durch ein Mittelstück

miteinander verbunden. Das Mittelstück ist eine weite, dickwandige Kapil-

lare, die ein wenig nach unten gebogen ist. An den beiden Enden der

Kapillare befindet sich je ein Dreiweghahn, so daß die entsprechenden
Fläschchen nach Belieben mit der Außenluft oder mit der Kapillare oder

auch mit beiden zugleich verbunden werden können. In der Kapillare be-

findet sich ein leicht beweglicher Petrolenmtropfen /, der als Index dient

und sich längs einer Millimetereinteilung bewegen kann. Durch ^'orversn(•he

bestimmt man die Kapazität, die einem Milümeter der Skala der Kapillare

entspricht. Die Biegung der Kapillare dient dazu, die einzelnen Teilchen

des Tropfens sich in der Mitte sammeln zu lassen, wenn der Tropfen durch

eine plötzliche Druckschwankung zersprengt worden war.

Fig. 116.

Das zu untersuchende Gewebe wird in eines der Fläschchen gebracht.

Der atmosphärische Druck wird in beiden Fläschchen hergestellt, indem

man durch geeignete Stellung des Hahns das Innere der Fläschchen mit

der Außenluft kommunizieren läßt; darauf werden die Fläschchen mit der

Indexkapillare vereinigt. Die Temperatur wird durch \'ersenken des Appa-
rates in einen Wasserthermostaten konstant erhalten.

Der Thunbcrgsche Apparat bildet somit ein in sich geschlossenes

System und die Änderuns des Gasvolums in dem Analvsenfläschchen wird

durch Verschiebung des Petroleumtröpfchens angedeutet. P)ringt man etwas

Kalilauge in das Fläschchen, welches das (^ewebe enthält, so wird die ge-

bildete Kohlensäure absorbiert und die Verschiebung des Tröpfchens nach

dem Organ hin zeigt die Menge des aufgenommenen Sauerstoffes an. Um die

Absorption der Kohlensäure durch die Kalilauge zu erleichtern, empfiehlt

es sich, die Fläschchen von Zeit zu Zeit leicht zu schütteln.

Läßt man die Kalilauge fort, so zeigt die \'erschiebung des Petro-

leumtröpfchens nach der einen oder anderen Seite des Apparates den re-

spiratorischen Quotienten an; der Quotient ist kleiner als 1 . wenn das

Tröpfchen sich nach dem Organ zu verschiebt; er ist größer als 1. w<iin
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das Tröpfchen sich nach der entgegengesetzten Seite verschiebt, und der

Quotient ist gleich 1, ^Yenn der Tropfen seine Anfangsstellung bewahrt hat.

Die Stelluugsänderuiig des Indextröpfchens zeigt nicht die absolute

reelle Größe des absorbierten oder entwickelten Gases an, denn die Volum-

veränderung in einem geschlossenen System wird durch die respektive

Druckänderuug in den beiden Fläschchen beeinflußt. Nach der Berechnung
von Winterstein erhält man die absolute Größe der Gasvolumenverände-

rung des das Gewebe enthaltenden Fläschchens, indem man den an der

Skala des Kapillarrohres angegebenen Wert mit 2 multipliziert.

Der Apparat ist sehr empfindlich und erfordert daher große

Vorsicht bei der Hantierung, da verschiedene Faktoren die Resultate

Fig. 117.

trüben kennen. Eine Hauptbedingung ist, daß die Temperatur im ganzen

System eine gleichmäßige sei. Man wird also einige ^linuten al)warten

müssen, bevor man den ^'ersuch beginnt, damit die verschiedenen Teile

des Apparates sich mit der umgebenden Temperatur ins Gleichgewicht

setzen. Die Spannung des Wasserdampfes muß in den beiden Hälften des

Apparates eine gleiche sein. Man wird deshalb in die beiden Fläschchen

etwas Flüssigkeit bringen.

Winterstein '

) hat diesen soeben beschriebenen Thunberr/^chen Mikro-

respirometer etwas abgeändert (Fig. 117), so daß der respiratorische Gas-

1) Winterstein
,
Über den Mechanismus der Gewebeatmiing. Zeitschr. f. allgem.

Phxsiol. Bd. 6. S. 315 (1905).
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Wechsel in verschiedenen Gasen untersucht weiden kann. Der freie Sdicnkel

des Dreiweghahnes, der die Fhischchen mit der Aullenluft koinnuiuizicren

läßt, ist nach oben gebogen, statt wie im Thunhcn/sdmn Apparate nach

der Seite, so daß der ganze Apparat bis über die Hähne — einschliel'ilich

der Indexkapillare
— sich unter Wasser befinden kann und die verschie-

denen Manipulationen vorgenommen werden können, ohne den Apparat aus

dem Wasser zu heben. Jedes der Fläschchen kann außerdem an seinem

unteren Teile durch einen Hahn mit einem Rohr in Verbindung gesetzt

werden, durch welches das gewünschte Gas in die Fläschchen geleitet

Averden kann. Jeder Teilstrich der Indexkapillare entspricht einem llaum-

inhalt von 2*1 mm^. Eine Verschiebung des Tröpfchens um Vs eines Teil-

striches kann noch genau bestimmt werden. Da die reelle Größe der

gesamten Volumveränderung des Gases in dem Fläschchen doppelt so groß
ist wie die an der Indexskala abgelesene (siehe oben), so folgt daraus, daß

21 X 2
\'olumveränderungen von

:^
= 1-4 w»«^ noch genau festgestellt wer-

o

den können.

Das eigentliche ^likrorespirometer von Thunberg ist durch

folgende Fig. 118 dargestellt.

Die Pipetten A, B, C sind in ein Wasserbad W von konstanter Tem-

peratur versenkt, das gehoben und gesenkt w-erden kann. Das zu unter-

suchende Gewebe wird in die Pipette A gei)racht. Pipette B dient als Kom-

pensationspipette. Die beiden Pipetten A und B stehen an ihrem unteren

Teile mit Kapillarröhren, die mit Quecksilber gefüllt sind und eine Milli-

metereinteilung tragen, in Verbindung. An ihrem oberen Teile können die

Pipetten durch die Hähne X und Y mit der Außenluft oder mit der In-

dexkapillarröhre /, welche ein leicht bewegUches Petroleumtröpfchen ent-

hält , kommunizieren. Die Analysenpipette A kami außerdem durch den

Hahn D mit dem Kaliapparat C verbunden werden.

Die Analysenpipette ui mit dem entsprechenden Quecksilberrohr kann

an den Punkten 6' und 7' losgetrennt werden, um das rutersuchungsobjekt
in die Pipette einzuführen.

Die Quecksilber enthaltenden Kapillarröhren können mit Hilfe der

Quetschhähne E und F mit den Quecksilberbehältern P und Q und mit Hilfe

der Hähne G und H mit der Außenluft verbunden werden. Die Hähne G
und H haben zugleich den Zweck, die bei der Füllung der Röhren mit

Quecksilber zurückgebliebenen Luftl>lasen beseitigen zu können.

Der Rauminhalt der Kompensationspipette B ist ungefähr öö— 70 cm^;

das Volumen der Analysenpipelte .1 ist {jh -10 cm^. Die Kapillarröhren m
und n haben eine Länge von 20 cm und besitzen eine Millimetereinteilung,

1 mm entspricht in den verschiedenen von Thunherg verwandten IJöhren

einen Rauminhalt von 14—oO rnm^.

Die Versuchsanordnung ist folgende: Mau beginnt mit der Finführung
des zu untersuchenden Gewebes in die Analysenpipette A. das Gewebe wird

in die Mitte der Pipette placiert. Die Pipette wird sodann eingesetzt und
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sorgiältig- befestigt. Das Wasserbad wird gehoben. Wenn die Atmung des

Gewebes in einer Luftatmosphäre stattfinden soll, so läßt man die Pipetten
Ä und B mit der Außenluft kommunizieren und führt durch Emporheben

Fig. 118.

der Quecksilberbehälter P und Q das Quecksilber in die Kapillarröhren m
und n bis zur gewünschten Höhe. Nachdem der Apparat sich mit der Tem-

peratur des Wasserbades ins Gleichgewicht gesetzt hat, werden die Pipetten Ä
und B mit der Indexkapillare 1 vereinigt. Man verzeichnet die Stellung des
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Quecksilbers in der Kapillarröhre der Analysenpipette A. Je nach dem Werte

des respiratorischen Quotienten, wird das Petroleumtröpfchen sich nach der

Pipette A oder der Pipette B verschieben. Wenn man nun das bei der

Atmuuii' verbrauchte resp. iiebndete Gas bestimmen will, stellt man das

Qnecksill)er in der Kapillarröhre der Analysenpipette so ein, dal.i das Iii-

dextröpfchen zur Kulllatie zurückkehrt. Man verzeichnet die neue Stellunji;

des (^)uecksill)ers in der Kapillarröhre m und unterbricht die A'erbindung

der Analysenpipette A mit der Indexröhre /. Der Hahn I> wird nun jj^eöffnet

und durch Emporheben des Quecksilberbehälters Q wird das Gas der Aiia-

lysenpipette A in den Kaliapparat C überj^eführt. Das Gas wird sodann von

neuem in die Analysenpipette »eleitet und die Kommunikation mit der

Indexröhre wieder herf>estellt. Mit Hilfe des Quecksilberbehälters wird das

Petroleumtröpfchen von neuem in die Nulllage zurückgebracht und die neue

Stellung des Quecksilbers in der Kapillarröhre m verzeichnet. Der Unter-

schied zwischen der Anfangsstellung des Quecksilbers inid der Stellung

nach dem Durchleiten des Gases in den Kaliapparat zeigt die Menge des

verbrauchten Sauerstoffes an. Die gebildete Kohlensäure wird durch den

Unterschied des Gasvoluraens vor und nach der Einführung des Gasgemisches
in den Kaliapparat angegel)en.

Wenn man zur Atmung des Gewebes ein anderes (ias als atmosi)hä-

rische Luft verwenden will, O.^ z. B., so beginnt man damit, dali man das

Quecksilber nur bis unterhalb des Hahnes G einführt. Das zu untersuchende

Gewebe wird sodann -in die Analysenpipette ^ gebracht. Die Röhrenmün-

dung k wird mit einem Sauerstoffgasometer verbunden und ein kräftiger

Strom des entsprechenden (iases durch die Analysenpipette getrieben, bis

alle in der Pipette vorhanden gewesene Luft verdrängt worden ist. Das

Gas strömt durch die Abzugsmündung / aus. Die Hähne (j und .V werden

sodann geschlossen, das Quecksilber wird in das Kapillarrohr m bis zur ge-

wünschten Höhe eingeführt und die an der Umbiegungsstelle des Queck-
silberrohres eventuell vorhandenen Luftbläschen werden durch Öffnen des

Rohres G entfernt. Die Pipetten A und B werden durch geeignete Ein-

stellung der Hähne X und 1' mit der Aul'ienluft verbunden, darauf wird die

Verbindung mit der Indexröhre hergestellt. Im übrigen verfährt man in

der früher angegebenen Weise.

Der IkMiuemlichkeit wegen nimmt man an, dal) das (iewi'be und die

umgebende (lasatmosi)häre in bezug auf den Stickstoff sich im Diffusions-

gleichgewicht befinden und dafi das entwickelte Gas ausschließlich CO2 und

das absorbierte Gas ausschlieijlich O2 sei.

Um die durch die verschiedene Spaimung des Wasserdampfes ent-

stehende \'eränderung des Gasvolumens zu vermeiden, empfiehlt es sich,

die verschiedenen Teile des Apparates mit Wasserdampf zu sättigen. Zu

dem Zwecke wird etwas Was.ser auf den I'oden der beiden Pipetten .1 und

B gegossen.

Bei der Bestimmung der Kohlensäure ist es besser, das (,)uecksill)er

in die Analysenpipette A nicht bis in die obere Kapillarröhre zu treiben.
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Man vermeidet auf diese Weise das Zurückbleiben von Flüssigkeitsteilchen

in der Kapillarröhre und die dadurch bedingte Verhinderung der Kommu-
nikation der Analysenpipette mit der Indexkapillare. Es empfiehlt sich also,

das Überführen des Gasgemenges der Analysenpipette Ä in den Kahapparat
zweimal vorzunehmen, wobei jedesmal das Quecksilberniveau die Ansatz-

stelle der oberen Kapillarröhre nicht überschreiten darf. Man mrd auch

darauf achten, daß keine Quecksilbertröpfchen am Gewebe haften bleiben

und daß das Quecksilber nicht isolierte Tropfen bildet.

Die Schnelligkeit, mit der das Gasgemenge aus der Pipette Ä in den

Kaliapparat geleitet und aus letzterem in die Pipette Ä zurückgeführt
Averden kann, hängt vom Diameter der Kapillarröhre, die die beiden Pi-

petten verbindet, ab. Bei einem Durchmesser der Kapillarröhre von r9w?m
kann die Gasanalyse in ;'>

—4 Minuten vollendet sein . während bei einem

Durchmesser von 1-4 w?m die Dauer der Gasanalyse 5—6 Minuten beträgt.

C. Atmung der in Flüssigkeiten suspendierten Gewebe.

Diese von Battelli und Stern eingeführte Methode besitzt gegenüber
den früher beschriebenen einige Vorzüge. Sie gestattet vor allem, den Me-

chanismus der Gewebeatmung besser zu analysieren, sowie den Einfluß der

Zusammensetzung der Suspensionsflüssigkeit zu studieren und zugleich

einen sehr energischen (iaswechsel zu erzielen. Die fein zerriebenen, in

einer Flüssigkeit suspendierten Gewebe müssen energisch geschüttelt werden,

damit immer neue Sauerstoffmengen in der Flüssigkeit sich lösen und so

den von den Geweben verzehrten Sauerstoff ersetzen.

Bei Anwendung dieser Methode ist folgendes in Betracht zu ziehen:

1. Die zum Schütteln dienenden Apparate,
2. die Gasanalyse,
:>. die Zubereitung der zu untersuchenden Gewebe,

4. die Zusammensetzung der Suspensionsflüssigkeit,

5. die Hauptatmung,
6. die akzessorische Atmung.
7. der Einfluß der verschiedenen Substanzen.

1. Der Schüttelapparat. Die zerriebenen Gewebe müssen, sobald

sie in (|ie die Flüssigkeit enthaltenden Flaschen eingeführt sind, energisch

geschüttelt werden. Zu diesem Zwecke kann man sich des von Battelli und

Stern'') benutzten Apparates, der in Fig. 119 abgebildet ist, bedienen.

Die Achse des Bades A ist mit der Achse einer Riemenscheibe, die

durch einen Elektromotor in Bewegung gesetzt wird, verbunden. Das Rad A
ist mit einer Exzentrik E versehen. An dieser Exzentrik ist die horizon-

tale Kurbelstange B—B', die ihrerseits in die vertikale Stange C eingefügt

ist, befestigt. C ist an ihrem unteren Ende in der Metallplatte P befestigt.

Letztere weist eine zirkuläre Bohrung auf, durch welche eine horizontale

*) F. Battelli et M'i« L. Stern, Reclierches stir la respiration elemeiitaire des tissus.

1er memoire. Jourii. de Pliysiol. et Pathol. generale, p. 1 (1907).
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Stange i¥, die an ihren beiden Enden an zwei Motallstiitzen befestigt ist,

geht. Die Platte P kann somit sich um die Stange 1/, die eine horizontale

Achse darstellt, drehen. An dem unteren Teil der vertikalen Stange C ist

ein vertikal gestelltes Holzbrett festgeschraubt. An seinem unteren Teil

trägt dieses Brett unter einem rechten Winkel ein horizontales Brett, das

zur Aufnahme der Flaschen F bestimmt ist.

Das Rad ^1 kann 150 Umdrehungen in der Minute machen, so dali

das Brett D 150 Doppelschwingungen um die Achse J/ macht. Die Flaschen

erhalten somit ;)()0 Stöße in der Mimite, denn jede Doppelschwingung des

l'"ig. 119.

Brettes ruft in den Flaschen ein Hin- und llerstoßen hervor. Die in den

Flaschen enthaltene Flüssigkeit wird auf diese Weise kräftig geschüttelt.

Das Brett und die darauf befindlichen Flaschen können mehr oder weniger

tief ins Wasser des Thermostaten R versenkt werden. Während des Schütteins

sind die Flaschen nur 2—3 cm tief unter Wasser; wenn man sie tiefer

senken wollte, würde man das Schütteln stark erschweren. Die Temperatur
des Thermostaten muß ungefähr :i8 40" betragen, wenn man die maximale

Atmungstätigkeit erzielen will. Oberhalb und unterhall) dieser Temperatur-

greuze ist der respiratorische Gaswechsel geringer.

2. Einleiten der Gase in die Flaschen. Messung der (iase.

Der respiratorische Gaswechsel der Gewebe ist in einer Sauerstoffatmo-
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Sphäre bedeutend stärker als in einer Luftatmosphäre, namentlich wenn die

betreffenden Gewebe sehr frisch sind, d. h. wenn sie den größten Teil ihrer

respiratorischen Fähigkeit noch bewahrt haben. Wenn aber die Gewebe

mehrere Stunden nach dem Tode des Tieres untersucht werden, zu einer

Zeit, Avo die respiratorische Tätigkeit derselben bereits stark herabgesetzt

ist, ist der Unterschied des Gaswechsels in einer Sauerstoffatmosphäre

gegenüber der Atmung in gewöhnlicher Luft kein bedeutender.

Wenn der Versuch in einer Sauerstoffatmosphäre gemacht werden

soll, führt man das zu untersuchende zerriebene Gewebe und die gewünschte

Flüssigkeit in die Flasche ein ,
darauf wird mit Hilfe eines energischen

Aspirators die in der Flasche vorhandene Luft ausgepumpt, bis zu dem

Augenblicke, wo die Flüssigkeit zu schäumen beginnt. Die Verbindung mit

dem Aspirator wird sodann unterbrochen und die Flasche mit einem Sauer-

stoffgasometer vereinigt. Nach vollendeter Füllung der Flasche wird die

Verbindung mit dem Sauerstoffbehälter abgebrochen und die Flasche wird

auf dem Schüttelapparat befestigt.

Wenn die Flasche mit Luft gefüllt ist, wird die Bestimmung des Sauer-

stoffes und der Kohlensäure, die in dem Gasgemenge der Flasche am Ende des

Versuches enthalten sind, nach den gewöhnlichen gasanalytischen Methoden

vorgenommen. Wenn aber die Flasche mit Sauerstoff gefüllt war, verfährt man
auf folgende Weise. Jede P'lasche wird durch einen Gummischlauch mit einer

Hem])ehchen lUirette, die als Wassermanometer dient, verbunden. Vor dem

Beginne des \'ersuches wird die Flasche vollständig in das AVasser des Thermo-

staten versenkt und darin so lange gelassen, bis das Gasvolumen im Innern

der Flasche konstant bleibt. Das T-Rohr wird nun geöffnet und die Flüssig-

keit in den Röhren H und 1 stellt sich auf dasselbe Niveau ein. Das T-Rohr

wird nun geschlossen. Die Flasche wird sodann teilweise aus dem Wasser

gehoben und der Schüttelapparat in Bewegung gesetzt. Nach Beendigung
des Versuches wird die Flasche von neuem völlig ins Wasser des Thermo-

staten versenkt. Man wartet 2— ?> Minuten, das ist die Zeit, die nötig ist,

um das Temperaturgieichgewicht zwischen der Flasche und dem Thermo-

staten herzustellen und stellt darauf durch Heben oder Senken der Röhre /

die Flüssigkeit in den Röhren H und / auf gleiches Niveau ein. An der

Röhre H kann man leicht die Vergrößerung oder Verminderung des Gas-

volumens in Kubikzentimetern ablesen. Man mißt die in der Gasatmosphäre
vorhandene Kohlensäuremenge nach den gewöhnlichen Methoden. Eine ein-

fache Berechnung gibt die Menge des verbrauchten Sauerstoffes an. Es

bleibt nur noch übrig, die in der das Gewebe enthaltenden Flüssigkeit ge-

lösten Gase zu messen. Die in Lösung befindliche Sauerstoffmenge kann

ohne weiteres vernachlässigt werden, namenthch wenn man bei 38° ope-

riert und wenn das Gewebe einen energischen Gaswechsel aufweist. In der

Tat nimmt das Gewebe während der Avenigen Minuten, die das Ablesen an

der Bürette K erfordert
,

allen in der Flüssigkeit gelösten Sauerstoff auf.

Um die in der Flüssigkeit gelöste Kohlensäure zu messen, wird die Flüssig-

keit mit Phosphorsäure angesäuert und die Kohlensäure mit Hilfe der
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pneumatischen Qnecksilherpumpe extrahiert. IJei der liereelinun^- der Kolilcn-

säure darf man jedoch die im Gewehe zu Uej^inn des \'ersuches präexi-
stierende Kolilensiiuremcnii'e nicht vergessen. Diese präexistierende Kolden-

säure wird in der Weise bestimmt, daß man eiiu' bestimmte Meni^e des

zerriebenen Gewebes ansäuert und die Kohlensäure mit Hilfe der (^ueck-

silberluftpumpe extrahiert. Um nun die Gesamtmenge der wähi-end des

Versuches gebildeten Kohlensäure zu berechnen, braucht man nur zu der

in dem Gasgemenge der Flasche enthaltenen Kohlensäuremenge die in der

Flüssigkeit gelöste hinzuzufügen und von der erhaltenen Summe die prä-
existierende Kohlensäurenienge abzuziehen. Wenn der Flüssigkeit Karbonate,
z. B. Natriumbikarbonat, hinzugesetzt worden waren, wird die .Messung der

durch das Gewebe entwickelten Kohlensäuie unmöglich, es sei denn, daß

man die vom Bikarbonat stammende Kohlensäuremenge vorher be-

stimmt.

Will man die Sauerstoffaufnahme fortlaufend verfolgen, so ist es

nötig, die Kohlensäure in dem Maße, wie sie sich i)ildet, zu entfernen. Zu

dem Zwecke kann man folgendes Verfahren benutzen (Bnttelli und Stern):

Das zu untersuchende Gewebe und die entsprechende Flüssigkeit werden

in eine Flasche von 25 cm Höhe und einem Ilauminhalt von löOO c»/» ein-

geführt. Die Flasche besitzt eine weite Öffnung, die durch einen (Tummi-

pfropfen verschlossen werden kann. Der Gummipfropfen hat 2 Bohrimgen.
Durch eine dieser Bohrungen geht ein Glasrohr V, das mit der graduierten

Hempchchen Bürette fl" verbunden ist (siehe Schüttelapparat Fig. 119); in

der anderen Bohrung befindet sich ein Messingstab 2\ der den Kaliapparat

trägt. Der Kahapparat besteht aus 2 Messingzylindern von verschiedenem

Durchmesser, die ineinander gestellt, an ihrem oberen Ende offen und an

ihrem unteren Ende geschlossen sind (Fig. 120). Die Zylinder sind lOcm hoch.

Der Zyhnder B hat einen Durchmesser von 2 cm und der äußere Zylinder A
einen Durchmesser von 3'5 cm. Der innere Zylinder ist in seiner ganzen

Ausdehnung durchlöchert, während der äußere Zylinder nur in seinem

oberen Teile in einer Ausdehnung von 7 cm von Löchern durchsetzt ist,

der untere 3 cm hohe Teil des Zylinders hat keine Öffnungen. An der

Vereinigung dieser beiden Teile befindet sich ein zirkulärer Bing C. der

nach innen und unten gebogen ist und bis zum inneren Zylinder reicht.

Die Löcher sind sehr zahlreich, dicht beieinander und haben einen Durch-

messer von 4 mm. In den inneren Zylinder B führt man die Kalistangen,

die bis an den oberen Teil des Zyhnders reichen, ein.

Die Flasche wird in der früher beschriebenen Weise mit Sauerstoff

gefüllt und energisch geschüttelt. Die bei der Atmung des Gewebes ent-

stehende Kohlensäure wird schnell durch die im Zylinder B befindlichen

Kalistäbe absorbiert. Häufig spritzt während des Schütteins etwas Flüssig-

keit auf den Kaliapparat. Ein Teil dieser Tröpfchen wird durch den äußeren

Zylinder Ä zurückgehalten, ein Teil aber gelangt zum inneren Zylinder und

zu den darin enthaltenen Kalistäben; von da aus gelangt die Flüssigkeit

ins Innere des Zvlinders und sammelt sich im unteren Teile des Zvlin-
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ders A. Der zirkuläre Ring C verhindert das Austreten der Flüssigkeit aus

dem Zylinder während des Schüttelns.

Wenn man nun die Menge des bei der Atmung aufgenommenen
Sauerstoffs bestimmen will, senkt man die Flasche vollständig ins Wasser

des Thermostaten und wartet 2—3 „Minuten, bis das Temperaturgleichge-
wicht hergestellt sei, d. h. bis das Gasvolumen unverändert bleibt. Die ver-

brauchte Sauerstoffmenge wird unmittelbar an der graduierten Bürette H
abgelesen.

3. Die Zubereitung der Gewebe. Das zu untersuchende Gewebe

wird in einer gewöhnlichen Fleischmühle fein zerrieben. Die Löcher der

Fig. 120.

Fleischmühle müssen einen Durchmesser von ungefähr 2 mm besitzen. Sind

die Löcher größer, so wird das Gewebe nicht genügend zerrieben und der

Gaswechsel wird dadurch herabgesetzt. Sind hingegen die Löcher kleiner,

so kann das zerriebene Gewebe nur schwer hindurchtreten, namentlich

wenn es sich um Drüsenorgane handelt. Das so zerriebene Gewebe wird

in einen dickwandigen, stark ausgebauchten Kolben gebracht und die

Flüssigkeit von bestimmter Zusammensetzung hinzugefügt. Die Menge der-

selben muß groß genug sein, damit das Gewebe in derselben schAvimmeu

kann. Man kann 2*5 cm^ zu je 1 g Gewebe hinzusetzen. Man erhält auf

diese Weise eine Gewebeaufschwemmung. Wenn es möglich ist, ist es rat-

sam, größere Gewebemengen zu benutzen, 40 g z. B. In dem Falle muß der

Kolben einen Rauminhalt von mindestens 1000 cm^ besitzen
,
wenn der-
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selbe mit Luft gefüllt wirrt; wirrt jertoch der \'ersiich in einer Sauerstoff-

atmosphäre ausgeführt, so genügt bereits ein Ilauminlialt von oOO cni\

Die Schnelligkeit rter Phitnahme rtes (lewebes nach rteni Torte des

Tieres spielt eine Hauptrolle in rter Intensität des respiratorischen (las-

wechsels. In rtieser Hinsicht i)ieten einige Gewebe zwei l'Inisen in ihrer

Atmimgsfähigkeit. Während der ersten Phase nimmt die Intensität des

Gaswechsels allmählich ab. Während der zweiten Phase hingegen bleibt die

Atmungstätigkeit mindestens einige Tage lang konstant. Die erste Phase

wird vonBattelH und Stern'^) als Hauptatmung, die zweite als akzessorische

Atmung bezeichnet. Der Atmungsprozeß rter ersten Phase ist an die \"\-

talität der Zellen gebunden, während rter Prozeli der zweiten Phase auch

in einem von Zellen völlig befi-eiten Au.szuge vor sich gehen kann.-)
Die Dauer der Ilauptatmung (erste Phase) ist in den verschiedenen

Geweben nicht gleich groß. 3) Im allgemeinen bewahren die roten Muskeln

des Rindes, des Pferdes, der Taube u. a. ihre Atmungstätigkeit zienrticli

lange, so daß man diese Gewebe zum Studium der Hauptatmung 1 Stunde

imrt mehr nach rtem Torte des Tieres verwenden kann. Die Niere des

Hundes und des Kaninchens besitzen in dieser Peziehung ebenfalls eine

große Wirterstanrtsfähigkeit. Hingegen weisen rtie Leber, rtas Herz, rtie

Bauchspeichelrtrüse u. a. eine sehr schnelle Yerminrterung ihrer Atmungs-

tätigkeit auf. So besitzt z. B. die Leber des Hundes eine Stunde nach rtem

Torte rtes Tieres oft nur ein Drittel orter Viertel rter Atmungsfähigkeit,
welche sie gleich nach rtem Torte rtes Tieres aufweist. Das Gehirn rtes

Hunrtes weist eine große Unbestänrtigkeit in rter Dauer rter Haupt-

atmung auf.

Die Hauptatmnng rter Gewebe bewahrt sich um so besser, je niertrigei-

rtie umgebenrte Temperatur ist. Wenn man also rtie Hauptatmung in einem

Gewebe, zum Beispiel in der Leber, einige Stunden nach dem Tode be-

wahren will, so schneidet man das betreffende Gewebe in Stücke von un-

gefähr o—4 cm Höhe und bringt sie in ein von Eis umgebenes Kristallisier-

gefäß. Aber selbst bei einer Temperatur von 0° verlieren gewisse Gewebe

nach 12—24 Stunden den größten Teil ihrer Atmungsfähigkeit.

Einzelne Gewebe, wie der Herzmuskel, die Skelettmuskcl des Hundes

und rtes Kaninchens u. a., besitzen keine akzessorische Atmung. Wenn man
niso diese (iewebe einige Stunden nach rtem Torte rtes Tieres untersucht,

beobachtet man keine orter nur eine sehr geringe Sauersfoffaufnahme. Die

akzessorische ist hingegen in rter Leber unrt rter Niere stark ausgeprägt.

Diese Organe bewahren folglich, nachrtem rtie Hanptatmung aufgehört, einen

ziemlich berteutenrten Gaswechsel währenrt mehrerer Tage unverändert.

^) F. Battelli et L. Stern, Recherches sur la respiration principale et hi respi-

ration accessoire des tissus animaux. Soc. de Biol. 'J\ G6. p. 372 (H)0*.)).

^) BaftelJl und Stern, I>ie akzessorische Atiniuiir in (Umi Tiergeweben. Bioch.

Zeitschr. Vol. 21, p. 487, 1909.

^) Battelli et Stern, Recherches sur la conservation de ractivit(5 respiratoire dans

les differents tissus animaux apres la mort. Journ. de I'liysiol. et de Pathol. generale,

p. 410 (19()7j.

Abderhalden. Handbuch der biochemi.schen Arbeitsmethoden. lU. 3U
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Der Grad der Frische des Gewebes ist nicht nur von Bedeutung für

die Intensität des respiratorischen Gaswechsels, sondern beeinflußt auch

stark die Wirkung der verschiedenen Substanzen auf die Atmungsfähigkeit
der Gewebe. Die Hauptatmung, welche an die Vitalität der Zellen gebunden

ist, wird durch gewisse giftige Substanzen, selbst in minimaler Dosis, stark

herabgesetzt oder gänzlich vernichtet (arsenige Säure, Blausäure. Fluor-

säure usw.), so daß der Gaswechsel auf ein Fünftel oder ein Zehntel herab-

sinkt. Dieselben Substanzen, selbst in bedeutend stärkerer Dosis, beein-

flussen nur unbedeutend die Atmungstätigkeit der Leber, der Niere, des

Gehirns usw., wenn diese Organe anderthalb oder zwei Stunden nach dem
Tode des Tieres untersucht werden, d. h. wenn sie nur noch die akzessorische

Atmung besitzen. Das Pn ein (siehe weiter unten) verstärkt nur die Haupt-

atmung und ist ohne Einfluß auf die akzessorische Atmung. Infolgedessen

l)leibt das Piiein ohne Wirkung auf den Gaswechsel der Gewebe, wenn die-

selben zu spät nach dem Tode des Tieres benutzt werden.

Wenn es sich darum handelt, die Hauptatmung allein, getrennt von der

akzessorischen Atmung, zu untersuchen, so kann man die Muskeln des

Hundes, des Bindes, des Hammels usw. verwenden. Die Leber der ver-

schiedenen Tiere (Hund. Pferd. Bind, Schaf usw.), einige Stunden nach

dem Tode des Tieres entnomuien. eignet sich vorzüglich zum Studium der

akzessorischen Atmung. Wenn man die Leber, die Niere, das Gehirn usw.

gleich nach dem Tode des Tieres untersucht, erhält man die Gesamtmenge
des respiratorischen Gaswechsels, der zum weitaus größten Teile der Haupt-

atmung zuzuschreiben ist, während ein kleinerer Teil desselben durch die

akzessorische Atmung verursacht wird.

Die verschiedenen Gewebe, selbst wenn sie sofort nach dem Tode

des Tieres verwandt werden, besitzen nicht die gleiche Atmungstätigkeit;
mehrere Gewebe weisen einen nur geringen (jaswechsel auf. Wenn man
einen energischen Gaswechsel erzielen will, so kann man die roten ^luskeln

der verschiedenen Tiere benutzen; die Muskeln der Taube eignen sich

hierzu ebenfalls, doch muß man darauf achten, daß die Taube sich in einem

guten Gesundheitszustande befinde und nicht durch längeren Aufenthalt

im Käfige abgemagert sei. Die Muskeln des Kaninchens besitzen eine ziem-

lich^ geringe Atmungstätigkeit. Die Leber und die Niere des Hundes oder

des Kaninchens eignen sich ebenfalls sehr gut zu den verschiedenen Unter-

suchungen, betreffend den respiratorischen (Taswechsel. Das Gehirn des

Hundes gibt unregelmäßige Besultate. Die Lunge, die Milz und der Pankreas

des Hundes oder des Kaninchens weisen einen sehr schwachen Gaswechsel

auf. Die übrigen Organe der Laboratoriumstiere, ^A^e die Thyroidea, die

Nebenniere, die Ovarien u. a., sind zu klein, um zu ähnlichen Untersuchungen
benutzt werden zu können. Unter den Geweben, die vom Schlachthofe be-

zogen werden können, eignen sich die Muskeln sehr gut zum Studium der

Hauptatmung. Die anderen Organe oder Gewebe können nur zum Studium

der akzessorischen Atmung dienen, da sie, bevor sie ins Laboratorium

gelangen, den größten Teil ihrer Hauptatmung bereits eingebüßt haben.
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4. Die ZusamiiK'usctzuiig der Suspeu.siüiist'lüssi'^koit. Die

Zusammensetzung' der Flüssigkeit, in der das zu untersuchende zerriebene

Gewebe suspendiert wird, hat einen großen Einfluß auf den respiratorischen

Gaswechsel der Gewebe, falls dieselben den größten Teil ihrer Hauptatmung
noch nicht eingebüßt haben. Ist jedoch die Hauptatmung verschwunden,

so daß nur die akzessorische Atmung in Betracht zu ziehen ist, so ist die

Zusammensetzung der Suspensionsflüssigkeit el)enso wie all die verschiedenen

anderen Faktoren von wenig Wichtigkeit.

Die Menge der Flüssigkeit muß groß genug sein, um das Schütteln

des Gewebes zu ermöglichen; sie darf anderseits nicht zu groß sein, weil

dadurch der Gaswechsel stark herabgesetzt werden kann. Gute Resultate

erzielt man bei Anwendung von 2-5—3 em^ Flüssigkeit (Blut oder alkalische

Lösung) für je 1
1?'

Gewebe.

Die Reaktion des Mediums spielt in der Zusammensetzung der Sus-

pensionsflüssigkeit die Hauptrolle. Dieselbe muß schwach alkalisch reagieren.

Die gewünschte Alkalinität erhält man durch Hinzufügen von Xa^ C( )i . 10 H.,

in einer Konzentration von 0'4—O-ö^/o, oder von NaHCOg in einer Kon-

zentration von 0'27o, oder besser noch von Na., HPO4. DiH, in einer

Konzentration von P/o- Wenn man bloß die Sauerstoffaufnähme bestimmen

will, kann man mit Erfolg folgende Mischung benutzen: Eine Lösung von

Na2HP04l2H2 wird durch Hinzufügen von HCl gegen Lackmus ampho-
terisch und darauf durch Hinzufügen von Nag CN3 . 10 H2 ( ) in einer Pro-

portion von 5:1000 alkalisch gemacht.
Die äußerst günstige Wirkung der phosphorsauren Salze hängt wahr-

scheinlich von der dreifachen dreibasischen Funktion der Phosphorsäure,
wodurch eine Regulierung der Alkalinität des Mediums erzielt wird, ab.

Der respiratorische Gaswechsel vollzieht sich ebensogut in einer

hypotonischen, wie in einer isotonischen Flüssigkeit. Es ist also überflüssig,

NaCl oder ein anderes Salz hinzuzusetzen, um die Flüssigkeit isotonisch

zu machen. Die Hauptatmung wird bei Anwendung hypertonischer Flüssig-

keiten stark herabgesetzt; auf die akzessorische Atnmng ist die Wirkung
dieser Flüssigkeiten bedeutend geringer.

Das Blut verstärkt bedeutend die Hauptatmung. Diese begünstigende

Wirkung ist zum weitaus größten Teile durch die P>liitkörperchen bedingt.

Das Serum übt häufig vielmehr eine inhibitonische Wirkung aus. Es ist

nicht notwendig, daß die Blutkörperchen intakt seien; man kann mit gleichem

Erfolge eine wässerige Lösung hämolysierter Blutkörperchen verwenden.

Die günstige Wirkung der gewascheneu Blutkörperchen wird noch ver-

stärkt, wenn die Flüssigkeit in der vorher angegebenen Weise alkalisch

gemacht wird. Es ist nicht notwendig, das Blut der gleichen Tierart zu

verwenden; die begünstigende Wirkung der verschiedenen Blutarteu ist

ziemlich die gleiche.

Verwendet man als Suspensionsflüssigkeit IMiit oder eine P/oige

Na.2 HPOi-Lösung und führt man den N'ersuch in einer Sauerstoffatmosphäre

aus, so erzielt man einen äußerst energischen (xaswechsel. wenn die Ge-

30*
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webe recht frisch sind. So kann zum Beispiel der ^luskel oder die Leber

des Hundes unter diesen Bedingungen pro 100^ Ge^Yebe in der ersten

Stunde 400 cm^ Sauerstoff aufnehmen und HOO—400 cm^ Kohlensäure ab-

geben. Der Gaswechsel nimmt mit der Dauer des Versuchs bedeutend ab.

5. Die Hauptatmung. Der fundamentale iltmungsprozeß;
das Pnein; die hemmenden Substanzen in den Geweben. Die

Hauptatmung verschwindet in den Geweben mehr oder Aveniger schnell

nach dem Tode des Tieres und ist an die Vitalität der Zellen eng

gebunden (siehe weiter oben). Alle Einflüsse, die die Vitahtät der Zellen

herabsetzen, hemmen zugleich die Hauptatmung. Es ist wahrscheinlich, daß

die Hauptatmung allen Geweben zukomme. In einzelnen Geweben, wie in

den roten Muskeln des Hundes und des Rindes, ist der respii'atorische

Gaswechsel gänzlich durch die Hauptatmung bedingt. In der Leber, der

Niere, dem Gehirn u. a., wenn dieselben gleich nach dem Tode des Tieres

untersucht werden, gesellt sich zur Hauptatmung auch die akzessorische

Atmung.
In der Hauptatmung kann man das Zusammen\nrken zweier Faktoren

unterscheiden: das Pnein und den fundamentalen Atmungsprozeß.
Aus den Geweben lassen sich mit Wasser eine oder mehrere Sub-

stanzen extrahieren, die die Fähigkeit besitzen, den respiratorischen Gas-

wechsel der Gewebe zu steigern.^) Diese Substanzen sind bisher nicht

isohert worden. Battelli und Stern haben angenommen, daß es sich um
eine einzige Substanz handelt und haben dieselbe Pnein genannt. ^) Die

von Pnein mit Hilfe von Wasser befreiten Gewebe besitzen nur sehr

geringen oder keinen respiratorischen Gaswechsel mehr, aber wenn man
ihnen das Pnein hinzusetzt, steigt der Gaswechsel wieder an. Unter der

Bezeichnung „fundamentaler respiratorischer Prozessus" versteht

man den Prozessus, der dem im Wasser unlöslichen Teile des Gewebes

zukommt und welcher nach Hinzufügen von Pnein die respiratorischen

Erscheinungen aufweist (Battelli und Stern).

Das Pnein ist nicht in gleicher Menge in den verschiedenen Geweben

vorhanden; die wässerigen Auszüge der Muskeln vom Kind oder vom Pferd

besitzen die größten Mengen dieser Substanz; in zweiter Linie kommen die

Auszüge der Leber und der Milz und erst in dritter Linie die Auszüge
de» Niere

,
der Lunge ,

des Pankreas
,

des Hirns
,

des Thymus. Das Blut-

serum, die Milch, der Harn scheinen kein Pnein zu besitzen. Das Pnein

erfährt in den Geweben keine Verminderung nach dem Tode; man kann

es 24 Stunden nach dem Tode aus den Muskeln extrahieren.

In mehreren Geweben kann das Vorhandensein von Pnein durch

gleichzeitiges Vorhandensein von hemmenden Substanzen maskiert sein.

*) Battelli et Stern, Ä ctivation de la respiration tissulaire par l'extrait des diffe-

rents organes et par les liquides de l'organisme. Archives internationales de Physiol. T. 5.

p. 262 (1907).

^) Battelli et Stern, Recherches sur la pncine et le processiis respiratoire fonda-

mental. Soc. de Biol. Bd. 65. p. 489 (1908).
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Die beste Art, die hemmenden Suhstanzeii zu entfernen, besteht in der An-

wendung von Essigsäure, wodurch diese Substanzen gefällt werden.

Um eine an Pnein reiche Lösung zu erhalten, rührt man fein zer-

riebenes Muskelgewebe mit 1-5 Gewichtsteilen Wasser 15 Minuten lang,

preßt sodann den Muskelbrei durch ein leinenes Tuch und zentrifugiert,

um die Lösung von eventuell vorhandenen gröberen Teilchen zu befreien.

Die etwas trübe Lösung, die man auf diese Weise erhält, kann ohne weiteres

benutzt werden, aber wenn man eine klare, durchsichtige Flüssigkeit haben

will, fügt man etwas Essig- oder Salzsäure in einer Proportion von O" 15:100

zu und filtriert. Die Lösungen von Pnein können im Marienbade oder im

Vakuum bis zu sirupöser Konsistenz eingeengt werden, ohne ihre akti-

vierenden Eigenschaften zu verUeren. Das Pnein wird durch Siedehitze

nicht zerstört; aber wenn man die bis auf sirupöse Konsistenz eingeengte

Pneinlösung auf 200" erhitzt, wird das Pnein zersetzt. Das Pnein dialysiert.

Das Pnein wird weder durch Säuren noch durch Alkahen einschließ-

lich des Baryts gefällt. Wenn man eine bis zu einer Densität von 1250

konzentrierte Pneinlösung mit H Volumen 95grädigen Alkohols behandelt,

wird der größte Teil des Pneins gefällt; das Filtrat enthält nur geringe

Mengen dieser Substanz. Durch Sieden mit CI3 Fe wird das Pnein nicht

gefäUt.

Das Pnein ist nicht autoxydabel; eine an Pnein reiche Lösung nimmt

keinen Sauerstoff auf. Das W^asserstoffsuperoxyd ruft keine Veränderung
der aktivierenden Fähigkeit dieser Substanz hervor.

Die Wirkung des Pneins ist durch keine andere bis jetzt bekannte

Substanz des tierischen Organismus erzielt worden.

Um die Wirkung des Pneins zu studieren, kann man entweder die

verschiedenen zerriebenen, aber sonst unveränderten Gewebe, oder die

roten Muskeln, die vorher mit Wasser behandelt worden waren, benutzen.

Das letztere Verfahren eignet sich bedeutend besser. Wenn man das Pnein

auf die nicht vorher gewaschenen Gewebe einwirken lassen will, kann man
die Leber, die Niere, das Gehirn usw. benutzen. Die Gewebe müssen schnell

nach dem Tode des Tieres zur Verwendimg gelangen. Wenn man zwei

oder drei Stunden oder noch weniger nach dem Tode des Tieres ver-

streichen läßt, bleibt das Pnein ohne Wirkung auf den respiratorischen

Gaswechsel dieser Gewebe, weil der fundamentale Prozessus eine Ab-

schwächung erfahren hat (siehe weiter unten).

Wenn man rote, nicht gewaschene ^Muskeln benutzt, mu(') man die-

selben im Gegenteil erst drei bis vier Stunden nach dem Tode des Tieres

verwenden; gleich nach dem Tode des Tieres bieten die Muskeln häufig

das Maximum ihres respiratorischen Gaswechsels und das hinzugefügte

Pnein bleibt in diesem Falle wirkungslos. Wartet man jedoch einige Stunden

ab, so ist die respiratorische Fähigkeit der Muskeln vermindert und das

Pnein kann alsdann seine aktivierende AVirkung zur (Jeltung bringen.

Der Gaswechsel eines Präparates, welches den fundamentalen Pro-

zessus besitzt, steigert sich anfangs mit der zunehmenden Monge des hin-
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zugefügten Pneins bis zu einem gewissen Maximum, das durch Hinzufügen

von neuen Mengen Pneins nicht überschritten wird.

Dieses Maximum wird häufig erzielt, wenn man zu 30 g frischen

Gewebes oder gewaschenen Muskehiickstandes (siehe weiter unten) das

Pnein von ungefähr 50 f/ Muskel hinzufügt.

Zar Untersuchung des fundamentalen respiratorischen Pro-

zessus wählt man die Muskeln von Pdnd oder Pferd; das ZwerchfeU eignet

sich ganz besonders zu dem Zweck. Der fundamentale Prozessus der anderen

Gewebe ist zu labil und wird durch Behandeln mit Wasser vollständig ver-

nichtet. Der Muskel wird wie gewöhnlich mit Hilfe einer Hackmaschine

zerrieben, während 5 Minuten mit Wasser verrührt und durch ein Tuch

unter Anwendung einer Handpresse gepreßt. Man erhält auf diese Weise

einen Muskeh'ückstand, der zum Studium der Eigenschaften des fundamen-

talen Prozessus dienen kann.

Es ist ziemhch schwer zu entscheiden, eine wie große Menge Wasser

zur Bereitung des Muskehiickstandes benutzt werden muß. Wenn die hin-

zugefügte Wassermenge zu groß ist, erhält man einen IMuskelrückstand,

der allein genommen keine respiratorische Tätigkeit mehr aufweist, aber

oft sich nur schwach durch das Pnein aktivieren läßt. Ist hingegen die

hinzugefügte Wassermenge zu klein, so erhält man einen Muskelrückstand,

dessen respiratorische Tätigkeit noch sehr energisch ist; das Hinzufügen

von Pnein hat in diesem Fall eine unbedeutende Wirkung. Die zu ver-

wendende Wassermenge muß sich nach der Reizbarkeit des Muskels richten.

Um diese Pteizbarkeit zu prüfen, versetzt man dem Muskel einen harten

Schlag. Ist die Reizbarkeit groß, so bemerkt man eine starke Kontraktion

des ganzen Muskelbündels. In dem Falle fügt man 3—4 GeAvichtsteile

Wasser dem Muskel von Rind, und 5—6 Gewichtsteile Wasser, wenn es

sich um Miiskehi von Pferd handelt, zu. Ist die Pieizbarkeit des Muskels

etwas geringer, so fügt man 2b Gewichtsteile Wasser zu dem Muskel von

Rind und 4 Gewichtsteile Wasser zu dem Muskel von Pferd. Endlich, wenn

die Erregbarkeit des Mukels nur gering ist, begnügt man sich mit 1-5 Ge-

wichtsteilen Wasser für den Muskel von Rind und 3 Gewichtsteilen Wasser

für den Muskel von Pferd. Der Muskel von Rind liefert einen weniger

feuchten und weniger gefärbten Rückstand als der Muskel von Pferd. Das

Gewicht des Muskelrückstandes ist gewöhnhch geringer als das Gewicht

des ganzen Muskels. Der Gewichtsverlust beträgt je nach der Behandlung

des Muskels V4
—

Vs des Gesamtgewichts. Der Muskelriickstand muß so

schnell ^^^e möglich nach seiner Zubereitung benutzt werden. Zu je lg
des Muskelrückstandes setzt man 2-5 crn^ der das Pnein enthaltenden

Flüssigkeit hinzu.

Der Muskel des Hundes eignet sich weniger zu diesei- Präparation;

der respiratorische Gaswechsel dieses Muskelrückstandes wird durch das

Pnein nur wenig aktiviert.

Der fundamentale respiratorische Prozessus besitzt in den verschiedeneu

Geweben eine ungleiche Stabilität. Er ist am widerstandsfähigsten in den
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Muskeln von Ilind und von Pferd, während er in der Leber, im Hcr/cn

usw. äuljerst labil ist; letztere Gewebe verlieren den grör.ten Teil ihrer

respiratorischen Fähitikeit sehr bnld nach dem Tode des Tieres. Diese zer-

riebenen Or<^ane, mit Wasser behandelt, liefern einen Iiückstand, der durch

das Pnein fast nicht aktiviert werden kann.

Die respiratorischen Ki^enschaften des fundanientalen respiratorischen

Prozesses werden durch Sieden in allen Geweben völlig vernichtet.

Mehrere Gewebe enthalten eine oder mehrere die Atmung- der Ge-

webe hemmende Substanzen, i) Diese Substanzen sind hauptsächlich in der

Milz, den Lymphdrüsen von Pferd und Pind, der Lunge von Hammel und

Pferd, den Hoden von Hammel und Hund enthalten. Das Blutserum wii-kt

ebenfalls häufig hemmend.

Die hemmende Substanz ist in Wasser löslich; sie wird aus iliren

wässerigen Lösungen durch schwache Säuren gefällt. L'm diese Substanz

zu bereiten, zerreibt man fein Milz oder Hoden usw. und rührt das Ge-

webe mit 1-5 Gewichtsteilen Wasser 10 Minuten lang um. Man preßt her-

nach den Gewebebrei durch ein dickes Tuch und erhält auf diese Weise

eine trübe Flüssigkeit, die häufig den respiratorischen Gaswechsel der Ge-

webe stark herabsetzt. AVenn man die hemmende Substanz in konzentrierterer

Form erhalten will, so säuert man den wässerigen Auszug der Milz, der

Hoden usw. mit Essigsäure in einer Proportion von 015:100 an und

zentrifugiert. Der Niederschlag ist reich an hemmender Substanz, während

der flüssige Teil keine hemmende Wirkung mehr besitzt.

Die hemmende Substanz wird durch Sieden zerstört; sie dialysiert

nicht.

Wenn man den EinfluC. der hemmenden Substanz auf den respira-

torischen Gaswechsel der Gewebe untersuchen will, wählt man ein Gewebe,

dessen Gaswechsel sehr energisch sei. zum Beispiel die Muskeln der Taube.

Zu 20
f/

Muskel setzt man 20 cm'^ eines Auszugs aus Milz oder Hoden,

25 ow^' Wasser und die nötige Menge NaoHPO^ . 12IL O, um eine Kon-

zentration von 1:100 zu erzielen, hinzu. In dem Kontrollversuche wird

der Gewebeauszug durch eine entsprechende Menge Wasser ersetzt. Die

beiden mit Sauerstoff gefüllten Flaschen werden eine halbe Stunde lang

energisch geschüttelt und darauf die verbrauchte Sauerstoffmenge und die

entwickelte Kohlensäure in der oben beschriebenen Weise gemessen. Wenn

die zum Versuche angewandte Milz, Hoden usw. reich an hemmender Sub-

stanz waren, kann der Gaswechsel um die Hälfte und noch mehr ver-

mindert sein.

Die Menge der hemmenden Substanz in einem bestimmten (iewebe

variiert von einem Tier zum anderen in derselben Tiergattung. In einigen

Fällen scheint diese Substanz in den Gewei)cn, die gewöhnlich die grölJten

Mengen derselben enthalten, gänzlich zu fehlen.

') F. BattelU et M'ie L. Stern, Nmivellcs rechcrches sur Taction quc les differeuts

tissus animaux exercent vis-ä-vis de la respiration musculaire. Societe de Biol. T. 02.

p. 832 (1907).
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6. Die akzessorische Atmung. Unter akzessorischer Atmung ver-

steht man den Atmungsprozeß, der längere Zeit nach dem Tode des Tieres

unverändert fortbesteht und von der Vitahtät der Zellen völlig unabhängig
ist (siehe früher oben). Die akzessorische Atmung ist wahrscheinlich en-

zymatischer Natur und ist namentlich in der Leber und in der Niere

stark ausgebildet. Um diesen Atmungsprozeß studieren zu können, muß
man die betreffenden Gewebe mehrere Stunden nach dem Tode des Tieres,

wenn die Hauptatmung bereits vöUig erloschen ist, verwenden.

Die Substanzen (Enzyme u. a.), die bei der akzessorischen Atmung
zusammenwirken, können als trockenes Pulver oder auch als klare, von

Zelltrümmern völlig freie Flüssigkeit dargestellt w^erden. Zu dem Zwecke

wird die Leber (oder die Niere) wie gewöhnlich zerrieben, mit 3 Volumen

Aceton versetzt, 5 Minuten lang verrührt und durch ein Tuch gepreßt.

Der Niederschlag wird sodann zwischen Filtrierpapier ausgepreßt und im

^'akuum über Schwefelsäure bei Zimmertemperatur getrocknet. Nach 2 bis

3 Stunden ist der Niederschlag trocken genug, um zu den \'ersuchen ver-

wandt zu werden.

Es genügt nun, diesen Niederschlag in Wasser zu bringen, worin er

eine Suspension bildet. Will man eine klare Flüssigkeit, die die akzesso-

rische Atmung aufweisen soU, erhalten, so läßt man den Acetonnieder-

schlag unter Luftausschluß in einer ODT^/oigen Ammoniaklösung unter

öfterem Schütteln digerieren. Die Flüssigkeit wird dann abgehoben und

zentrifugiert, wenn man dieselbe völlig klar herstellen will. Die Alkalinität

wird durch Hinzufügen von HCl herabgesetzt, bis die Flüssigkeit nur

schwach alkalisch reagiert. Die auf diese Weise bereitete Flüssigkeit wird

sodann wie gewöhnlich in Gegenwart von Sauerstoff energisch geschüttelt.

Die Erhaltung der akzessorischen Atmung in den Acetonnieder-

schlägen variiert je nach dem Präparat. In einigen Fällen nimmt die ak-

zessorische Atmung sehr bald ab, in anderen Fällen besteht sie wochen-

lang unverändert fort.

Anstatt des Acetons könnte man zur Fällung der Gewebe auch Al-

kohol benutzen. Doch hat man in diesem Falle den Nachteil, daß der

Alkohol durch die in mehreren Geweben enthaltene Alkoholase oxydiert

wird. Wenn der Niederschlag nicht äußerst trocken ist, könnte die Sauer-

stoffj^ufnahme durch die Oxydation des Alkohols und nicht nur der in den

Geweben präexistierenden Substanzen bedingt sein.

Die akzessorische Atmung ist in neutralem Medium ebenso stark wie

in leicht alkalischem. Eine etwas stärkere Alkalinität, z. B. 0'2% Na OH.

setzt die Kohlensäurebildung stark herab oder hebt dieselbe völhg auf,

während die Sauerstoffaufuahme kaum beeinflußt wird. Ein etwas stärkerer

Säuregrad hebt die akzessorische Atmung völlig auf.

Das Temperaturoptimum der akzessorischen Atmung ist in neutralem

oder leicht alkalischem Medium für die verschiedenen Gewebe ungefähr
oÖ^*. Das Temperaturoptimum der Hauptatmung ist ungefähr 40". \oy-

heriges Sieden der Gewebe vernichtet vollständig die Kohlen säurebilduug.
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Die Sauerstoffaufnähme besteht, wenn auch in sehr iiorinf>eiii .MalJe. fort,

namentlich in der Leber. Es handelt sich hier wahrschcinhch um autoxy-
dable Substanzen.

7. Der Einfluß der verschiedenen Substanzen. Die hier be-

schriebene Methode eignet sich vorzüglich zum Studium des Kinl'itisses der

verschiedenen Substanzen auf die elementare Atmung der Gewebe, unab-

hängig vom Nervensystem, von den /irkulationsändeningon usw. Man kann
auf diese AVeise die direkte ^^'irkung der verschiedenen (üfte, der Nar-

kotika, der Antipyretika usw., wie es Senta \) getan, untersuchen.

Man kann den Einfluß der verschiedenen Substanzen, sei es auf die

Hauptatmung (frischer roter Muskel), sei es auf die akzessorische Atmung
(Leber, einige Stunden nach dem Tode des Tieres entnommen) studieren.

Wenn man die Leber oder die Niere unmittelbar nach dem Tode des

Tieres verwendet, so wird die zu untersuchende Substanz sowohl die Haupt-

atmung als auch die akzessorische Atmung beeinflussen können.

Die Wirkung der hemmenden Substanzen ist bedeutend stärker auf

die Hauptatmung als auf die akzessorische Atmung. Es empfiehlt sich

also, zu ähnüchen Untersuchungen recht frische Gewebe, die einen sehr

energischen Gaswechsel aufweisen, zu verwenden. Die Muskeln der Taube

eignen sich hierzu vorzüglich.

Es gibt eine große Anzahl von Substanzen, die die Atmungsfähigkeit
der Gewebe herabsetzen. Unter den in der Hinsicht wirksamsten Substanzen

sind vor allem die arsenige Säure (die Arsensäure besitzt eine ziemlich

schwach hemmende Wirkimg), die Blausäure, die Aldehyde, und zwar das

Salizyl- und das Formaldehyd zu nennen. Das Natriumarsenik z. B. beein-

flußt die Hauptatmuug bereits in einer Konzentration von 1 : 50.000. In

einer Konzentration von 1 : 2000 setzt diese Substanz die Atmungstätig-
keit der Muskeln auf ein Minimum herab. Die Anästhetika, wie Chloro-

form, Äther, Chloralhydrat, schwächen ebenfalls bedeutend die Atmungs-

tätigkeit der Gewebe. Die Aminosäuren (GlykokoU, Leucin, Tyrosin) setzen

nach Lussana den Gaswechsel der Gewebe eberifalls herali.

Unter den Substanzen , die eine stark hemmende Wirkung auf die

Atmung ausüben, muß man auch die Galle nennen; ihre Wirkung- ist auf

die darin enthaltenen Gallensäuren zurückzuführen.

Die Zahl der Substanzen, die die Atnmngstätigkeit steigern, ist

äußerst gering. Außer den Substanzen, die durch ihre alkaUsche Iieaktion

wirken, wie die Karbonate und Phosphate, kann man nur das Hämoglobin
und das Pnein nennen. Der Gesamtaustausch des von Pnein befreiten

]\Iuskeh'ückstandes wird durch das Hämoglobin nicht gesteigert.

Ein besonderer Platz gebührt der Harnsäure, die durch das in ver-

schiedenen Geweben enthaltene urikolytische Ferment oder die Urikase

unter Kohlensäurebildung und Sauerstoffaufnahme zu Aihintoiu oxydiert

^) Senta, Action des antipyretiqnes et des alcaloides sur la respiratidn dos tissus

,in vitro". Arch. internationales de Pharmacodynamie et de Thörapie. T. 18. paff. 217 (U)08).
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wird.i) Die Niere des Rindes und die Leber des Pferdes oder des Hundes

sind die an Urikase reichsten Organe. Die Oxydation der Harnsäure voll-

zieht sich sehr schnell in Gegenwart dieser socl)en genannten Organe.
Bei Anwendung frischer Organe nähert sich der respiratorische Quo-

tient, der durch die Oxydation der Harnsäure bedingt ist, der Zahl 2. Die

Aufnahme von O2 und die Entwicklung von CO2 summiert sich mit der

eigenen Atmung des Gewebes. ^) Die Steigerung der Kohlensäureabgabe

entspricht den theoretischen Werten. So erhält man z. B. bei der Oxy-
dation von 1

ff
Harnsäure 133 cm^ CO2 mehr als in der KontroUflasche,

wo das Gewebe allein, ohne Harnsäure geatmet hat

Die Glukose, mehrere organische Salze, wie ameisensam^es, essigsaures

und milchsaures Natrium oder Calcium, desgleichen Aceton, die Purin-

basen, Harnstoff usw., haben keinen deutlichen Einfluß auf den respira-

torischen Gaswechsel der Gewebe, es sei denn, daß man diese Substanzen

in sehr starker Konzentration verwendet. In dem Falle setzen sie die

Atmungstätigkeit herab. Der Äthylalkohol steigert die Sauerstoffaufnahme

der Leber verschiedener Tierarten bedeutend. Diese Wirkung ist durch

ein besonderes Ferment, die Alkoholase
-),

welche den Alkohol zu Aldehyd
oder zu Essigsäure oxydiert, bedingt. Die Leber des Pferdes ist das an

Alkoholase reichste Organ.

II. Entwicklung von Kohlensäure in Abwesenheit von Sauer-

stoff.

Diese Untersuchungen bezwecken hauptsächlich, zu entscheiden, ob

die in einem Gewebe gebildete Kohlensäure in enger Beziehung zum auf-

genommenen Sauerstoff steht oder mehr oder weniger unabhängig von den

Oxydationsvorgängen ist. Mehr oder minder große Mengen Kohlensäure

präexistieren in allen Geweben; daher die Notwendigkeit, die in den zu

untersuchenden Geweben präexistierende Kohlensäuremenge bestimmen zu

können.

Mehrere der weiter oben beschriebenen Methoden können zum Studium

der Kohlensäurebildung unter Ausschluß von Sauerstoff angewandt werden.

In diesen Untersuchungsmethoden hat man folgende Punkte zu beachten:

' 1. Die künstliche Durchblutung ganzer überlebender Organe,

2. die künstliche Durchblutung des ganzen Tierkörpers,

3. die Untersuchung fragmentierter Organe,
4. die Bestimmung der präexistierenden Kohlensäure.

1. Die künstliche Durchblutung ganzer überlebender Or-

gane. Die künstliche Durchblutung unter Ausschluß von Sauerstoff kann

mit Hilfe einer der oben beschriebenen Methoden vorgenommen werden.

^) Battelli und Stern, Untersuchungeu über die Urikase in den Tiergeweben.
Bioch. Zeitschr. Bd. 19. S. 219. 1909.

-) Battelli et Stern, L'alcoolase dans les tissus auimaux. Soc. de Biol. Vol. 67.

p.419, 1909.

I
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Die Plüssigkeit, die zur l)uiclil)lutiini4- dienen soll, wird von dem darin

entlialtenen Sauerstoff durch Sieden befreit; oder man lälit duirli die

Flüssigkeit einen Strom eines inerten Gases längere Zeit streichen. Die

Gefäße, die zur Aufnahme des betreffenden Organes und der Flüssigkeit

bestimmt sind, müssen ebenfalls von dem darin enthaltenen Sauerstoff

befreit sein. Die ^'orbereitung des zu untersuchenden ( )rganes, die Messung
der entwickelten Kohlensäure usw. bieten keinerlei spezielle Kigentümlich-
keiten.

2. Die künstliche Durchblutung des ganzen Tierkiirpers
unter Ausschluß von Sauerstoff. In dieser von Battelli^) angegebenen
Methode wird der ganze Tierkörper künstlich durchblutet, indem das Herz

massiert wird, und die durch die Lunge entweichende Kohlensäure ge-

sammelt. Außer ihrer großen Einfachheit bietet diese Methode den Vor-

Fig. 121.

teil, die (3rgane intakt unter den sonst während des Lebens herrschenden

Bedingungen zu lassen. Diese Methode kann sehr gut beim Hunde ange-

wandt werden; die Kaninchen sowie die Meerschweinchen eignen sich nicht

recht dazu, weil bei diesen Tieren das Herz sehr iiald blutleer wird.

Um die aus der Lunge entweichende Kohlensäui-e aufzufangen, wird

die künstliche Atmung mit Stickstoff vorgenommen. Zu dem Zwecke be-

nutzt man die in der Fig. 121 dargestellte Anordnung.
Die Röhre T kann einerseits mit der Trachealkanüle und andrerseits

mit den als MüUcrschQ Ventile funktionierenden, mit einer Barvtlösnng

gefüllten Flaschen in Verbindung gesetzt werden. Die Flaschen sind mit

einem dickwandigen Gummiballon P von 600 cm^ Rauminhalt, welcher als

Saug- und Druckpumpe funktioniert
,

verbunden. Dei jedem Zusammen-

')
F. Battelli

,
Contributiou ä l'i^tude du metaholisme en cas de circuhition arti-

ficiello. Arch. internationales de Physiologie. T. 1. p. 47 (1904).
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pressen des Ballons P wird das Gas durch die Kanüle T nach Passieren

der Flasche B in die Lunge getrieben. Sobald die Kompression des Ballons

aufhört, sucht letzterer sein früheres Volumen wieder zu gewinnen und

saugt das Gas
, welches die Flaschen Ä, B

,
C passieren muß

,
an. Der

Gumraiballon sowie die Flaschen müssen natürhch vorher von Luft völlig

befreit und mit Stickstoff gefüllt werden. Man wird mehi-ere Reihen Baryt-

flaschen, die in der gleichen Weise angeordnet sind, bereit halten, um im

gegebenen Augenblicke die bereits benutzten zu ersetzen.

Die Versuchsanordnung ist folgende: Das Versuchstier wird gefesselt,

tracheotomiert und eine Kanüle in die Trachea eingebunden. Die Tracheal-

kanüle wird mit dem Rohr T verbunden.

Die spontanen Atembewegungen werden durch rythmisches Zusammen-

pressen des Gummil)allons verstärkt. Nach einer gewissen Zeit verschwinden

die Reflexe. Man öffnet alsdann die Brusthöhle, legt das Herz bloß und

massiert es kräftig, während die künstliche Atmung mit Stickstoff fort-

dauert. Die Zirkulation vollzieht sich sehr gut während der ersten Viertel-

stunde, später aber wird das Herz infolge der eintretenden Lähmung der

Vasomotoren allmählich blutleer. Man hebt dann den hinteren Teil des

Tieres empor und führt außerdem von Zeit zu Zeit eine isotonische, auf

40^ erwärmte Kochsalzlösung in die Vena femorahs ein.

Um das Abkühlen des Tieres soweit wie möglich zu verhindern, wird

dasselbe auf eine mit Wasser gefüllte und auf 450 erwärmte Zinkkiste ge-

legt und mit Wolldecken sorgfältig bedeckt. Man kann das Tier auch in

ein Salzwasserbad, das auf o8° erwärmt wird, bringen.

Wenn die Lunge durch das Gas, welches in dem zur künsthchen

Atmung dienenden System enthalten ist, nicht genügend erweitert ist, kann

man eine mehr oder minder große Menge Stickstoff durch das Rohr in

die Lunge einführen.

Wenn man es für nötig findet, werden die zur Absorption der Kohlen-

säure während einer gewissen Zeit benutzten Flaschen entfernt und durch

eine andere Reihe mit titrierter Barytlösung gefüllter Flaschen ersetzt.

Der Versuch wird bis zu dem Augenblicke fortgesetzt, wo die Barytlösung
keine merkbare Trübung mehr aufweist, was ungefähr nach 2 Stunden der

Fall, ist. Man vereinigt die in den verschiedenen Flaschen enthaltene Baryt-

lösung und bestimmt die Kohlensäure nach der gewöhnlichen Methode.

Man kann auch die in dem Blute und in den Geweben zui'ückge-
bliebene Kohlensäuremenge messen.

Mit Hilfe dieser Methode kann man konstatieren, daß die Abgabe
von Kohlensäure durch die Lunge während der ersten 15 ^Minuten der

künstlichen Durchblutung unter Ausschluß von Sauerstoff bedeutend ab-

nimmt; darauf bleibt sie während einer halben Stunde konstant und sinkt

dann aufs neue. Nach 90 Minuten erhält man nur geringe Mengen Kohlen-

säure. In den Geweben und im Blute bleibt nur sehr wenig Kohlensäure.

Die Reaktion des Blutes und der Gewebe ist ausgesprochen sauer.
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Die Menge der Avährend der zweistündigen künstlichen Durchblutung
unter Ausschiuli von Sauerstoff erhaltene Kohlensäure entspricht ziendich

genau der Kolilensäuremenge, die der Berechnung nach im Tierkörper im

Augenblicke des Todes durch Ersticken existieren nuil.ite.

3. Untersuchung fragmentierter (iewebe. Die T'ntersuchungen
an fragmentierten (ieweben unter Ausschluß von Sauerstoff sind von zahl-

reichen Forschern gemacht worden. Die verschiedenen Methoden
, die zur

Untersuchung des respiratorischen (iaswechsels fragmentierter (rcwebe in

Gegenwart von Sauerstoff angewandt werden und die weiter oben beschrieben

worden sind, können auch benutzt werden, wenn man die Gewebe in einer

Stickstoff- oder Wasserstoffatmosphäre atmen lassen will. Nachdem das zu

untersuchende Gewebe in den Apparat gebracht worden ist, treibt man
einen starken Strom des entsprechenden Gases, Stickstoff oder Wasser-

stoff, durch das das Gewebe enthaltende Gefäß. Der Apparat von Tissot

eignet sich sehr gut zu diesen Untersuchungen. Die Kaliflaschen ^^ (siehe

Fig. 115) sind mit einem das betreffende inerte Gas enthaltenden Gaso-

meter verbunden und die Aspiration des Gases wird mit Hilfe eines

Wasseraspirators erzielt.

Die Zubereitung des Gew^ebes, die Messung der entwickelten Kohlen-

säure bieten keinerlei Besonderheiten,

4. Bestimmung der in den Geweben präformierten Kohlen-
säure. Wenn man erfahren will, ob ein gegebenes Gewebe in Abwesenheit

von Sauerstoff Kohlensäure produziert hat, muß man vor allen Dingen die

Kohlensäuremenge, die im Augenl)licke des Lostrennens vom Tierkörper
im Gew^ebe existiert hat, bestimmen. Dieser Umstand ist von den meisten

Forschern, die sich mit dieser Frage beschäftigt haben, nicht in Betracht

gezogen worden.

Mehrere Methoden können zu dem Zwecke angewandt werden. Die

einfachste Art besteht in folgendem: Man ^^^egt schnell das zu unter-

suchende Gewebe und bringt es sofort in ein hermetisch schließendes Ge-

fäß, welches 10 Gewichtseinheiten auf 20" erhitztes
,

aber nicht siedendes

Wasser enthält. Die Flasche wird sodann vollständig mit Wasser gefüllt

und mit einem mit einem Hahn versehenen Glasstöpsel versehen. Alle Luft

kann durch den Hahn entfernt w^erden. Der Hahn wird geschlossen und

die Flasche bleibt ungefähr 5 Minuten lang bei einer Temperatur von 90".

Man läßt abkühlen und schüttelt die Flasche, um etwaige (^lasbläschen, die

an den Wänden der Flasche haften geblieben sind, zu lösen. Man öffnet

nun die Flasche und zerschneidet schnell das Gewebe in kleine Stückchen

mit Hilfe einer Schere, ohne das Gewebe aus dem Wasser zu heben. Das

Ganze wird nun in einen Ballon gebracht, mit Thosphorsäure in einer Pro-

portion von 1 : 100 angesäuei't und das Gas mit Hilfe der Quecksilber-

luftpumpe extrahiert, wobei man das Ganze leicht erwärmt. Die Kohlensäure

wird in der gewöhnlichen Weise gemessen.
Man kann auch die Kohlensäure aus dem Gewebe extrahieren, ohne

letzteres zuerst zu erhitzen, denn man kann annehmen, daß infolge der
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starken Azidität der Flüssigkeit jede Neubildung von Kohlensäure völlig

unmöglich gemacht wird. Das Gewebe wird schnell gewogen, in 10 Gewichts-

teile kalten Wassers getan und unter Wasser rasch in kleine Stückchen

zerschnitten. Das Ganze wird schnell in den Ballon gebracht, die nötige

Menge Phosphorsäure ,
um eine Gesamtkonzentration von 2 : 100 zu er-

zielen, hinzugefügt und das Gas mit Hilfe der Quecksilberpumpe extrahiert.

Die in den Geweben enthaltene Kohlensäure kann auch durch an-

dauerndes Sieden extrahiert werden nach dem Verfahren von SfintzingJ)
Die mit Hilfe der letzteren Methode erhaltenen Werte sind etwas höher

als die mit den anderen Methoden erhaltenen.

Die in den verschiedenen Geweben gefundenen Kohlensäuremengen
sind verschieden. In den Muskeln der Säugetiere findet man gewöhnlich
15— 20 Volumprozente Kohlensäure.

Das Vakuum allein genügt nicht, um sämthche in den Geweben ent-

haltene Kohlensäure extrahieren zu können. Ein Gewebe, dem durch das

Vakuum Kohlensäure entzogen worden ist, setzt seine Kohlensäureabgabe

fort, wie es Hermann -) gezeigt hat. Diese Erscheinung könnte dadurch be-

dingt sein, daß das Gewebe nach dem Tode immer mehr sauer wird und

somit neue Mengen gebundener Kohlensäure in Freiheit setzt.

^) Stintsing, Fortgesetzte Untersuchungen über die Kohlensäure der Muskeln.

Arch. f. d. ges. Physiol. Bd. 20. S. 189 (1871)).

^) Hermann, Untersuchungen über den Stoffwechsel der Muskeln. Berlin 1867.



K. Metliodeii zur Bestimmung der Atmung der

Pflanzen.

Von W. PaUadiii und S. Kostytschew, St. Petersburg, i)

Die Pflanzenatmung ist im wesentlichen Sauerstoffabsorption und

Ausscheidung von Kohlensäure und Wasser. Kohlensiiureproduktion findet

auch bei Sauerstoffabschluß regelmäßig statt, und zwar unter gleichzeitiger

Bildung verschiedener organischer Stoffe (meistens wird Äthylalkohol er-

zeugt). Der bei der Atmung stattfindende Gaswechsel ist ein Piesultat der

Tätigkeit verschiedenartiger Enzyme; infolgedessen faßt PaUadin-) die

Pflanzenatmung als die Summe verschiedener enzymatischer Prozesse auf.

Zum Nachweis der enzymatischen Natur der Atmung ist eine Erforschung
der Atmung abgetöteter Pflanzen erforderlich. Als ..abgetötet" werden nach

R. und W. Albert^) und Trommsdorff*) solche Pflanzen benannt, deren

Enzyme wirksam geblieben sind: als „tote" Pflanzen sind al)er diejenigen

aufzufassen, deren Enzyme zerstört worden sind. Auf (irund obiger Aus-

einandersetzung beziehen sich die beim Studium der Pflanzenatmung ge-
bräuchlichen Methoden auf folgende Bestimmungen.

1. Bestimmung der von den Pflanzen gebildeten Kohlensäure.

2. Bestimmung des von den Pflanzen absorbierten Sauerstoffes.

3. Gleichzeitige Bestimmung der ausgeschiedenen Kohlensäure und

des absorbierten Sauerstoffes.

4. Bestimmung der Produkte der ana('roi)en Atnmng.
5. Methoden der Abtötung der Pflanzen ohne Zerstörung der in den-

selben enthaltenen Enzyme.
6. Untersuchung der Atmungschromogene.

*) Die Abbildungen sind von Fürst A. Uchtomsk;/, Assistent am physiologischen
Laboratorium der St. Petersburger Universität, ausgeführt worden.

^) W. PaUadin, Die Atmung der Pflanzen als Summe enzymatischer Prozesse

(Siebenter internat. Physiologenkongreß, Heidelberg, 13. bis 16. August 1907). Meuioires

del'Acad. des sciences de St. Petersbourg. 8. ser. T. 20. Nr. 5 (1907); Über das NVesen

der Pflanzenatmung. Biochem. Zeitschr. Bd. 18. S. 151 (lUOÜ).

') R. und W. Albert, Chemische Vorgänge in der abgetöteten Hefezelle. Zeutralbl.

f. Bakt. 2. Abt. Bd. 7. S. 817 (1901).

•) Bichard TroinnisdorJ/', Über die Bozielmngcn der GraDischon Färbung zu che-

mischen Vorgängen in der abgetöteten Hefezelle. Zentralbl. für Bakt. 2. Abt. Bd. 8.

S. 82 (1902).

Abde ih a 1 den
,
Handbuch der biochemiscben Arbeitsmethoden. III. 31



480 W.Palladin und S. Kostvtschew.

I. Bestimmung der von den Pflanzen gebildeten Kohlensäure.

Bei den quantitativen Bestimmungen der von den Pflanzen gebildeten

Kohlensäure wendet man meistens Pe^to^A;q/b-sche Röhren i) an (Fig. 122).

Im pflanzenphvsiologischen Laboratorium der St. Petersburger Universität

bedient man sich dickwandiger, in einem Winkel von I^-jO** gebogener

Röhren; der kurze Schenkel der Röhren ist 10 cm, der längere 120 cm

lang. Der Durchmesser der Röhren beträgt 14 mm. Die von Pfeffer 2) be-

schriebene zweite Biegung mit kugelförmiger Erweiterung ist nicht not-

wendig: sind die Röhren genügend lang, so ist man bei beliebig leb-

hafter Gasdurclileitung vor Ausfließen des Barytwassers sicher. Andrer-

seits kann man das nur einmal gebogene Rohr viel bequemer waschen

und reinigen; die Reinigung des Rohres führt man mit Hilfe eines dünnen

Holzstabes aus. dessen Ende man mit etwas Josefpapier oder Baum-
wolle umwickelt. Das vordere Ende des Pe^^ew^-q/erschen Rohres verbindet

Fig. 122.

man mit dem mit Pflanzen beschickten Rezipienten durch eine Glasröhre,

die man in das Ende des Pe^^ewÄ^o/erschen Rohres mittelst eines durch-

bohrten Kautschukstopfens einführt. Damit das Gas in Gestalt möghchst
kleiner Bläschen das Pettenkofer^iQhQ Rohr passiert, bringt man an das

Ende des Zuleitungsrohres mit Hilfe eines Gummischlauches eine aus-

gezogene Röhre an. Die Fettenkoferschen Röhren montiert man auf einem

Holzgestell, das aus zwei senkrechten miteinander verbundenen Platten

besteht. Die vordere Platte ist 15 cm, die hintere 24 cm hoch. Beide

Platten sind mit den mit Tuch bezogenen Löchern versehen; in diese

Löcher legt man die Röhren und befestigt sie dann mit hölzernen Schrauben-

haltern. Ein jedes Holzgestell ist auf sechs Röhren berechnet. Das hintere

Ende je eines Pettcnkofersehen Rohres verbindet man mit einer der Ansatz-

röhren des weiten Glasrohres. Dieses Sammelrohr hat sechs Zuleitungs-

^) Max Pettenkofer, Über eiuen neuen Respirationsapparat. Abhandl. der mathem.-

physik. Klasse der k. bayrischen Akademie der Wisseusch. Bd. 9. 2. Abt. S. 231 (1862).

^) W. Pfeffer, Über intramolekulare Atmung. Untersuchungen aus' dem botanischen

Institut zu Tübingen. Bd. 1. S. 636 (1881— 1885K
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röhren und ein Ableitnniisrohr; das Ableitniifjsrohr verbindet man dnrcli

einen (Unnmischlauch mit einer ^gewöhnlichen Wasserstrahllnfti)umj)e.

Da die Wasserstrahlluftpnmpe eine weit gTÖLierc Lui'tnieii^ie erfordert,

als sie durch die Pettenkofen^rhvn Köhi-en, den Versuchszwecken i!:em;ir).

geliefert Averden kann, so schaltet man behufs Vermeidung der Luftver-

dünnung im Apparate einen von Palladiti ersonnenen Regulator. Man

gießt in eine dreihalsige Wulffflasche eine ca. 2 cm hohe Quecksilberschicht,

darauf eine ebenso hohe Wasserschicht ein. In die eine der beiden äulieren

Öffnungen der Flasche führt man mittelst eines durchbohrten Kautschuk-

stöpsels das aus den Pe/^e>?Äo/erschen Röhren leitende (üasrohr ein und

versenkt es in Wasser auf 1 cm (Fig. 12.')). In die andere äul'iere Öffnung
der Flasche steckt man das Ableitungsrohr, in die mittlere Öffnung aber

ein gerades Glasrohr, dessen unteres Ende auf 1 cm in Quecksilber ver-

senkt ist. Bei Anwendung der soeben beschriebenen

die Luftverdünnung im Apparate höchstens 1 cm Queck-
silberdruck betragen, denn

Einrichtung kann

wird die Gasdurchleitung
-<—«ss^

h}

f=^

{

verlangsamt, oder eventuell vollständig eingestellt, so

ist die der Luftpumpe fehlende Luft durch das mittlere

Rohr des Regulators geliefert.

Ein jedes Pettenkqfen^che Rohr beschickt man
mit 100 cw3 Barvtwasser. Das Füllen der Röhren ge-

schieht auf folgende Weise. Zunächst führt man in

den kurzen Schenkel des Pettenkoferschen Rohres

das Gaszuleitungsrohr ein, das man mit einem durch

Schraubenquetschhahn fest geschlossenen Gummi-
schlauch versetzt. Nun gießt man aus der mit einem

geräumigen Gefäß verbundenen Bürette eine abge-

messene Menge Barytwasser in das offene Ende des

Pettenkofersehen Rohres ein, wobei man das Rohr in Fig. 12s.

geneigter Lage hält. Dann wird das Rohr auf das

Holzgestell übertragen und möglichst schnell mit einem durchl)ohrten Kaut-

sciiukstöpsel verschlossen. Durch die Bohrung des Stöpsels hat man bereits

früher das Ableitungsrohr eingeführt, das mit einem durch Schrauben-

quetschhahn geschlossenen Gummischlauch versetzt ist.

Das Barytwasser bereitet man auf einmal in großen, 10 lö / fassenden

Glasgefäßen. Die zweckmäliigste Konzentration des Barytwassers ist: 7
;/

kristallisiertes Baryumhydroxyd auf je 1 / destilliertes Wasser. Werden
aber große Kohlensäuremengen produziert, so nimmt man 14, oder eventuell

auch 21 g Barvumhvdroxvd auf 1 / Wasser. Auf je 1 / Barvtwasser setzt

man 1
// Baryumchlorid hinzu. ^)

Nach vollendetem Füllen der Röhren mit Barytwasser werden die zu

untersuchenden Pflanzen oder Pflanzenteile in die Rezipienten hineingetan

*) H. Clause)!, Beiträge zur Kenntnis der Atmung der (lewächse und des pflanz-
lichen Stoffwechsels. Laudw. Jhb. Bd. 19. Ö. 898 (1890).

31*
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Hat man sechs Pettenkofersche Röhren, so ist eine gleichzeitige Arbeit

mit drei Rezipienten möglich. Die in die Rezipienten einströmende Luft

passiert zunächst einen mit Natronkalk beschickten Chlorcalciumzylinder,

wo sie von Kohlensäure befreit wird. Die aus dem Rezipienten entweichende

Luft leitet man zunächst im ^'erlauf von 1/2 Stunde durch ein mit

reinem Wasser gefülltes Peftenkofersches, Rohr, um Kohlensäure aus dem

Rezipienten zu entfernen. Die Luftbläschen müssen das mit Wasser gefüllte

Pettenkofersche Rohr mit derselben Geschwindigkeit passieren, die alsdann

bei der Lüftdurchleitung unter C'O^-Absorption eintreten wird; bei schnell

nacheinander folgenden Luftbläschen muß eine Gasstronigeschwindigkeit

von etwa H I pro Stunde vorausgesetzt werden. Der Apparat wird in folgen-

der Weise in Betrieb gesetzt: Zunächst leitet man einen Wasserstrom durch

die Wasserstrahlluftpumpe; das Luftsaugen erfolgt dabei durch das mittlere

Rohr des Regulators. Nun öffnet man den Quetschhahn am hinteren Ende

des Pettenkofer^cheY) Rohres und schraubt dann den am vorderen Ende

befindlichen Quetschhahn allmählich ab; mit Hilfe dieses Quetschhahns
stellt man die erwünschte Gasstromgeschwindigkeit her. Nach einiger Zeit

wird der Luftstrom eingestellt und das andere, neben dem ersten liegende

Rohr in Betrieb gesetzt. Zu diesem Zwecke sperrt man erst den hinteren,

dann den vorderen Quetschhahn des ersten Rohres und zieht den das

Rohr mit dem Rezipienten verbindenden Gummischlauch vor der Ab-

leitungsröhre des Rezipienten aus; letztere wird dann in den Gummischlauch

des zweiten Pettenkoferschen Rohres eingeführt und das Rohr auf die oben

beschriebene Weise in Betrieb gesetzt. Das ausgeschaltete Pettenkofersche

Rohr ersetzt man durch ein anderes mit Barvtwasser frisch gefülltes

Rohr usw. Auf diese Weise kann unter beständigem Röhrenwechsel eine

behebig lange Zeit gearbeitet werden. Fig. 122 stellt den gesamten in Tätig-

keit begriffenen Pettenkoferschen Apparat dar. Die ausgeschalteten Pettcn-

A-o/erschen Röhren entleert man nach L^mschütteln ohne Luftzutritt in die

150 cm^ fassenden Flaschen mit eingeschliffenen und mit Vaseline be-

schmierten Stöpseln. Die Flaschen werden bis zum nächsten Tage in

aller Ruhe belassen, damit sich der Niederschlag vollkommen absetzt.

Die Titration führt man mittelst (Oxalsäure aus und benutzt als Indikator

^ Phenolphtalein in alkoholischer Lösung. Dem Vorschlag Pe^^ewAo/ers gemäl'i

nimmt man 2'8636^ reine umkristallisierte Oxalsäure auf II Wasser. Ein

Kubikzentimeter dieser Lösung entspricht einem ^iilligramm Kohlensäure.

Für die Titration mißt man 25 cm^ vollkommen blank gewordener Bar\ t-

wasserlösung mit einer Pipette ab. Nachdem man die Menge des mit Oxal-

säure verbundenen Baryts in Kubikzentimetern ermittelt hat, multipliziert

man die erhaltene Zahl mit 4; diese Date drückt die Menge der während

der Versuchszeit gebildeten CO^ aus. Müssen mehrere Titrationen ausge-
führt werden, so bedient man sich mit Vorteil der von N. Maximow er-

sonnenen, automatisch zu füllenden Pipette (Fig. 124). Man fiült eine drei-

halsige 2—o l fassende und unten mit einem Seitenrohr versetzte Flasche

mit verdünnter Natronlauge. Eine der oberen Öffnungen verbindet man
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durch einen mit Quetschliahn versetzten (iunnnisclilauch mit der Pipette,

in die andere führt man ein mit (Üashaiin versetztes (ilasrolir. in die

dritte aber einen zum Eingießen der Lösung- dienenden und ebenfalls mit

Glashahn versetzten Trichter ein. Durch die untere Öffnung- fliellt die

Lösung heraus. Bei dem Offnen der unteren Öffnung \vii-d infolge der ein-

getretenen Luftverdünnung das liarytwasser in die Pipette aufgesogen. Man
schließt dann die untere Öffnung und öffnet eine dei* beiden oberen, wo-

durch das Barytwasser aus der Pipette in das Titrationsgläschen getrieben

Avird. Die in der Flasche und der Pipette enthaltene Luft ist infolge der

Anwesenheit der Kahlauge vollkommen kohlensäurefrei.

Einen sehr komphzierten nach dem Prinzip der Fettcnko/ersvhQn

Röhren konstruierten Apparat hat BJdckmann'^) ei'dacht. Sein Hauptzweck
bestand darin, das Eingießen und die Titration

des Barytwassers bei CO--Abschluß auszufühien.

In den weitaus meisten Fällen ist aber die ge-
nannte Vorsichtsmaßregel als überflüssig an-

zusehen.

Fig. 124.
Fig. Ith.

Die zur Aufnahme der Pflanzen bestimmten Rezipienten haben, je

nach den Eigenschaften der zu untersuchenden ( )bjekte, verschiedene Form

und (Jröße. Von Wichtigkeit ist es, daß der Rezipient zum größten Teil

mit Pflanzen gefüllt ist: die Anwendung großer Rezipienten für geringe

Pflanzenmengen kann Versuchsfehler bewirken. Für keimende Samen sind

U-Röhren resp. Chlorcalciumzylinder sehr geeignet. Für große Pflanzen

bedient man sich der Glasglocken; in die oberen Öffnungen dieser (ilocken

führt man zwei Glasröhren ein, deren eine am Boden der (Blocke endet:

die Glocken paßt man den abgeschliffenen (ilasplatten luftdicht auf. Hat

M Frost Blackmann
, Experimental Rcscarclios on Vegetable Assimilation and

Respiration. Nr. I. Philosopliical Transaotiuns. p. 48ö (1895).
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man die Atmung der Ober- und der Unterseite eines Blattes zu studieren,

so bedient man sich des Apparates von F. BlackmannS) Als Atmungs-
kammern dienen zwei Messiugriuge, denen an der einen Seite Glasplatten

angeklebt, an der anderen Seite aber je zwei Kupferröhren aufgepaßt
sind. Eine jede Kammer ist 5 mm tief; der Durchmesser der Kammern

beträgt 36 mm. Zwischen den Kammern wird das zu untersuchende Blatt

eingeklemmt und mit Wachs befestigt. Die Luft dringt durch das eine

Rohr ein und entweicht durch das andere Rohr. Für schmale Blätter

werden längliche Kammern angefertigt (Fig. 125).

Bei der Untersuchung der Atmung der Schimmelpilze wendete Purie-

witsch^) umgekehrt gestellte Erlenmet/ersche Kolben an (Fig. 126). Durch

das Rohr c wurde eine solche Menge der mit Pilzsporen geimpften Nähr-

flüssigkeit eingegossen, daß die Luftschicht z^^ischen der Oberfläche ee der

Flüssigkeit und dem Boden des Kolbens nur 1— 1-5 cm hoch war. Die

Flg. 127.

Pilzdecke entmckelte sich an der Oberfläche der Flüssigkeit. Durch

Öffnen des Quetschhahns gießt man die Nährlösung bequem heraus,

alsdann kann man eine frische Lösung, wenn nötig, anderer Zusammen-

setzung, dem Pilze zur Verfügung stellen. Bei dem Ausgießen der Flüssig-

keit tritt keine Änderung in der Lage der Pilzdecke ein; nur der mittlere

Teü sinkt etwas herunter. Bei der Bestimmung der vom Preßsaft von

Agaricus campestris gebildeten Kohlensäure bediente sich Kostytscheiv '^)

der ebenfalls umgekehrt gestellten zylindrisch-konischen Kolben (Fig. 127).

Verfügt man über geringe Flüssigkeitsmengen, so wendet man den 67m-

*) Frost Blackmann
, Expeiimental Researches on Vegetable Assimilation aud

Respiration. Nr. 11. Philosophical Transactions. p. 503 (1895).

^) K. Puriewitsch, Über die Atmung der Schimmelpilze auf verschiedenen Nähr-

lösungen. Berichte botau. Gesellsch. Bd. 16. S. 290 (1898).

') -S'. Kostytschetv, Zweite Mitteilung über anaerobe Atmung ohne Alkoholbildung.
Berichte botan. Gesellsch. Bd. 26a. S. 167 (1908).
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c^wd-o?^\scheii Apparat an') (Fii;-. \'2S). Bei sfiiicii Untorsiicliuiif^^cn iihcr die

Atmuiii»' der Alge Chlorothecium saccarophiluin stellte Palladhi')
Rollkulturell auf Gelatine her. /u diesem Zwecke eignen sich vorzüglich

Glascylinder mit engerem Halse, die man durch die mit je zwei recht-

winklig gebogenen llöhren versetzten Stopfen verschlieiit; in den oberen

Teil der Zylinder legt man etwas Watte. In obigen Versuchen wurden

HöO ()50c;y?3 fassende Zylinder oder öTÜcw?' fassende Ueageiizgliiser an-

gewendet. Die Wandungen der Versuchsgefäße bestrich man mit einer

dünnen Schicht der mit l^Voig^r Gelatine versetzten Nährlösung. Nach
dem Erstarren des Substrates

goß man eine Reinkultur der

Alge hinein und verteilte sie

durch Drehen an den Wan-

dungen der Gefäße (Fig. l-i9;

al= Algenschicht).

In letzter Zeit versucht

man auch Samenpflanzen
unter sterilen Verhältnissen

zu erziehen. Für die Unter-

suchung der Atmung der auf

verschiedenen Nährlösungen
unter verschiedenen ^'erhält-

nissen keimenden Samen hat

Polowzow^) folgenden Appa-
rat ausgearbeitet (Fig. i:'>0,7).

Für die im Anfangsstadiuni
der Keimung begriffenen
Samen dient ein wagerechtes,
etwa 250 c«^3 fassendes, beider-

seits zugeschmolzenes Glas-

rohr ^4 als Rezipient. Die ein-

geschmob^enen und mit den

mit Watte gefüllten Kugeln
versetzten Röhrchen a und h ermöglichen eine Luftdurchleitung. Die

Samen bringt man durch das mit einem Kautschukstojjfen verschlossene

weite Rohr e hinein. Zum becjuemeren Einsetzeu und Herausziehen des

Stopfens dient der (ilasstab i. Durch c wird die zum Auswaschen der

Samen bestimmte Flüssigkeit eingegossen, die alsdann durch das Rölirchen

d entfernt wird. Der mit dem Apparat durch einen dickwandigen (Jumnii-

FiK'. 129.

Fig. 128.

*) iV^. V. Chudiakow, Untersuchungen über die alkoholische Gärung. Landwirtsch

Jhb. Bd. 23. S. 891 (18<)4).

-) W. l'alladhi, tJbor normale und intramolekuhiro Atmung der oinzcUigon Alge
Chlorothecium saccharopliilum. Zentrall.l. f. Bukt. Bd. 11. Abt. II. S. UÜ (li)03).

') W. Folowzow, Untersuchungen über die Pflanzcnatmung. Mömoires de l'Acad.

des Sciences de St. Petersbourg. VIII. Serie. T. 12. Xr. 7 (1901).
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schlauch verbundene Kolben ß enthält die zur Ernährung der Samen
bestimmte Flüssigkeit. Den Apparat samt dem mit ihm verbundenen Kolben

sterilisiert man im Autoklaven. Die zu der Kultur ausgelesenen Samen
behandelt man unter beständigem Umrühren in einem verschlossenen

Reagenzglas im Verlauf von 10—15 Minuten mit einer Ol^/oigen Brom-

lösung und schüttet dann die Samen samt der Bromlösung in den Apparat.
Die Bromlösung verbleibt im Apparate noch etAva 10 Minuten und wird

schließlich durch das Rohr d entfernt. Zidetzt wäscht man die Samen
dreimal mit der Flüssigkeit des Kolbens B aus. Ist eine Untersuchung
der späteren Keimungsstadien erforderlich, so bedient man sich eines

senkrecht aufgestellten Apparates (Fig. 130, //).

Um einem Verwelken der zu untersuchenden Pflanzen vorzubeugen,
schaltet man zwischen dem Natronkalkzvlinder und dem mit Pflanzen ver-

Fig. 130.

setzten Rezipienten ein mit Wasser oder mit den mit Wasser getränkten

Bimssteinstücken gefülltes Gefäß ein.

Die Bestimmungen der Kohlensäure in Pe^;^'MÄ:o/'ersehen Röhren liefern

sehr genaue Resultate. Die Versuchsfehler beschränken sich in der Regel

auf höchstens ein MiUigramm.

Pettenkofersche Röhren können durch Kaliapparate ersetzt werden.

Die Anwendung der Kaliapparate ist in denjenigen Fällen besonders zu

empfehlen, wo große Kohlensäuremengen gebildet werden und wo ein rascher

Wechsel der Absorptionsgefäße den Versuchszwecken gemäß nicht geboten

ist. Man wendet am besten Geisslersche Kaliapparate mit eingeschhffenem

Chlorcalciumrohr an, die bei den organischen Elementaranalvsen gebräuchlich

sind. Die Kugeln des Kaliapparates füllt man etwa zu zwei Dritteln mit

40—45''/oiger Kalilauge. Bei Anwendung von konzentrierteren Kalilösungen
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tritt liiiut'ig Verstopfung der Röhren ein inloli-e Aussclieidunji: des kristal-

linistiien Kalihydr;its. Das Chlorcalciiimrohr beschickt man mit t'cstcin

Jvaliuinhydroxyd, und zwar in der Weise, dali ui;iii die liintcrc llidftc der

ku<>elt'örnii<>en Erweiterung- des Kohres mit gepulvei'tcin, den vorderen Teil

der ^Erweiterung und das Kohr seihst mit grol) zerkh'incrtcm K'aHum-

hvdroxyd füllt. Die beiden Enden des Kohres verschlielit man mit etwas

Watte.

]>ei dem Heinigen des Rohres ist das etwa zusammengeschmolzene

Kaliumhydroxyd durch Auswaschen, nicht aber durch Reiben mit einem

Glasstabe u. dgl. zu entfernen: im letzteren Falle kann das Rohr leicht

einen Riß bekommen.

Die auf die beschriebene Weise gefüllten Kaliapparate ermöglichen
eine vollkommene Kohiensäureabsorption auch in dem Falle, wenn man
einen lebhaften Strom von reiner Kohlensäure hindurchleitet. Das den

Kaliapparat passierende Gas muß vollkommen trocken sein: um dies zu

erreichen, schaltet man vor dem Kaliapparat eine mit konzentrierter

Schwefelsäure gefüllte Waschflasche ein. Diese einfache \'orsichtsma(.iregel

ist vollkommen genügend . indes ist ein vollkommenes Trocknen des

Gases bei lebhafter Durchleitung nicht zu erzielen, wenn man anstatt

Schwefelsäure Chlorcalcium benutzt: in kurzdauernden Versuchen kommt

allerdings der dadurch entstehende Fehler kaum in Retracht. Ist eine sehr

aroße Geschwindiükeit des Gasstromes geboten, so läßt man das (ias zu-

nächst einen Chlorcalciumzylinder, dann eine H, SO^-Waschflasche passieren;

der ChlorcalciumzyUnder muß aber vor der erstmaligen I^)enutzung mindestens

2 Stunden in einem Strome von reiner Kohlensäure belassen werden,

um die etwa vorhandenen basischen Chloride zu neuti'alisieren. Zuletzt

verdrängt man Kohlensäure durch Luft: dann ist der Zylinder zum (ie-

brauche fertig. Hinter dem Kaliapparate schaltet man ebenfalls eine mit

konzentrierter Schwefelsäure beschickte Waschflasche: dann folgt der mit

der Wasserstrahlpumpe verbundene Quecksilberregulator des (tasstromes

(Fig. 123). Sämtliche Bestandteile des Apparates verbindet man durch

Gummischläuche; vor und nach dem Kaliapparate bringt man je einen

Schrauben([uetschhahn an. Den Gasstrom reguliert man mit Hilfe des

hinter dem Kaliapparate befindlichen Quetschhahns; bei dem Wechsel der

Kahapparate schließt man beide (,)uetschhähne. schaltot den Kaliapi>arat

aus und ersetzt ihn durch einen anderen, der mit frischer Kalilauge be-

schickt und gewogen ist. Nun ()ffnet man den vor dem Kaliajjparate an-

gebrachten Quetschhahn und stellt mit Hilfe des anderen Quetschhahnes

die erwünschte Gasstromgeschwindigkeit her. Rei dem Wechsel tler Kali-

apparate ist es nicht nötig, die Pumpe außer Tätigkeit zu setzen, denn,

während beide Quetschhähne geschlossen bleiben, erfolgt das Fuftsaugen

dui-ch das mittlere Rohr des Regulators. R)eim Einschalten des ersten

Kalia])parates verfährt man in ganz analoger Weise, denn zunächst leitet

man einen Gasstrom ohne Kohlensäureabsorption, wobei man die (iummi-

schläuche der beiden H-SO^-Flascheu durch ein (ilasrohr verbindet. In betreff
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der allgemeinen Handhabung und Wägung der Kaliapparate muij auf die

Lehrbücher der analytischen Chemie verwiesen werden; beim Durchleiten

des Wasserstoffs muß ein jeder Kaliapparat vor der Wägung etwa

15 Minuten lang in einem Strome der kohlensäurefreien trockenen Luft

belassen werden, um den Wasserstoff aus dem Apparate zu verdrängen.

Was nun die Fehlerquellen dieser Methode anbelangt, so muß nur

auf die Möglichkeit einer Wasserverdunstung aus dem Apparate hinge-

wiesen werden. Ist aber das Chlorcalciumrohr in der vorstehend beschriebenen

Weise gefüllt, so kann ein nennenswerter Wasserverlust nur bei dauernder

und ausnahmsweise lebhafter Gasdurchleitung stattfinden; in diesem Falle

ist es geboten, hinter dem Kaliapparate ein wägbares H., SO*-Waschfläschchen

einzuschalten. A. Richter beschickt das Chlorcalciumrohr der Kaliapparate

mit dem mit konzentrierter Schwefelsäure getränkten Asbest. Bei An-

wendung der auf diese Weise gefüllten Kaüapparate ist ein Wasserverlust

vollkommen ausgeschlossen.

Die Resultate der Kohlensäurebestimmungen im Geisslersehen Apparate
fallen höchst genau aus: bei sorgfältiger Arbeit kann man sogar Bruchteile

eines ^lilligramms bestimmen.

Ist die Kohlensäureproduktion der Pflanzen sehr ausgiebig, so kann

man die Menge der abgeschiedenen Kohlensäure aus dem Gewichtsverluste

des Rezipienten ermitteln. Auf diese Weise bestimmte E. Büchner^) die

Gärkraft des Hefepreßsaftes.

II. Bestimmung des von den Pflanzen absorbierten Sauerstoffes.

Für die Bestimmung des absorbierten Sauerstoffes kann man den

Apparat von Wolkof und Maijer-) benutzen; doch ist für diesen Zweck

der einfachere Apparat von GocUewsld^) besser geeignet; derselbe ermög-

licht zugleich Bestimmungen der ausgeschiedenen Kohlensäure auszuführen.

„Es ist ein einfacher Kolben aus dickem (ilas A, dessen Volumen (welches

ungefähr 400 c»/^ beträgt) bis zu einem Striche«, welchen er an seinem

Halse trägt, genau mittelst einer Bürette bestimmt ist (Fig. 131). In diesem

Kolben werden die zum Versuche bestimmten Samen oder andere Pflanzen-

teile auf nasses Fließpapier oder auf l)efeuchtete Baumwolle gebracht. Der

/ Kolben wird mit einem gut schließenden, doppelt durchbohrten Kork ge-

schlossen. Im Kork stecken zwei Röhren: die eine h ist an der äußeren

Spitze ausgezogen und zugeschmolzen, sie bleibt während der ganzen Ver-

suchszeit geschlossen; die andere e ist zweimal unter rechtem AVinkel ge-

bogen und in Quecksilber ,
Avelches in dem Gefäße n enthalten ist . einge-

^) E. Buchner, H. Büchner und M. Hahn, Die Zymasegärung. Müncben und Berlin.

1903. S. 180.

") A.v. Wolkoff und Adolf Mai/er, Beiträge zur Lehre über die Atmung der

Pflanzen. Landw. Jahrb. Bd. 3. S. 481 (1874).

") E. Godlewski, Beiträge zur Kenntnis der rflanzenatuiung. Pringsheims J;ihrb.

f. wissensch. Botanik. Bd. 13. S. 491 (1882).
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taucht. Der äuJjere Schenkel dieser llülire ist ktiUhricrt und mit ciiici-

Millimeterskala versehen. An dem Häkchen an der Röhre /> hiiuixt ein kleines

Gefäß
(j

mit aboewogener Menge konzentrierter Kalilauge.

Für das Gelingen des Versuches ist ein völlig sicherer, liiftdiclitcr

Verschluß des Apparates erforderlich; um diesen zu erreichen, verliihi-t man

folgenderweise: Man verwendet einen guten, aber nur etwa i;i— 1") min

hohen Kork, welchen man bis zu dem Striclie a in den Hals des KoII>ens

hineinpreßt, so daß der Hals des Kolbens noch etwa 10 >nn/ hoch über die

Oberfläche des Korkes hinausragt. In diesen Raum des Halses gießt man
auf den Kork eine 6—8 mm hohe Schicht Quecksilber, darauf noch etwas

Wasser und nun braucht man nicht mein- zu

fürchten, daß die äußere Luft in den Apparat
bei negativem Drucke hiueindringen könnte. Um
das richtige Volumen der Luft, in welcher die

Samen eingesperrt sind, zu erhalten, muß man
zu dem Volumen des Kolbens A den Inhalt der

Röhre b bis zum Striche a und der Röhre e bis

zum Quecksilberniveau 1) addieren, dagegen das

Volumen sämtlicher Gegenstände, welche in dem

Apparate enthalten sind, von demselben abziehen.

Das so korrigierte Luftvolumen wird dann nach

der bekannten Formel

lgv = lgv' + lg(b—b'— b") -lg(l +0-00366t)

auf 1 m Druck O" Temperatur und Trockensub-

stanz reduziert.

Bevor man nach der Zusammenstellung
des Apparates zur Volumenablesung tritt, muß
mau etwa 1/2 Stunde abwarten, damit sich die

Temperatur des Apparates mit der der um-

gebenden Luft ausgleichen konnte.

Sobald die Samen den Sauerstoff einzu-

atmen und die Kohlensäure auszuatmen beginnen,

wird die letztere durch die Kaülauge absorbiert.

Das Volumen der Luft im Apparat wird infolgedessen vermindert und das

Quecksilber fängt an. in der Röhre e zu steigen. Von Zeit zu Zeit kann

mau die Höhe des Quecksilberniveaus in der Röhre c ablesen-) und da-

nach die Volumverminderung der Luft in dem Apparate berechnen. Diese

Volumenverminderung gibt uns direkt das ^'olumeIl des eingeatmeten

Sauerstoffes.

Fig. 131.

*) Eine genaue Ablesung des Quecksilberuiveaus in der Röhre r ist nur dann

möglich, wenn dieselbe hoher als das Quecksilberniveau im (iefäße h liegt. Das ist nun

leicht dadiu-ch zu erreichen, daß man den Kolben J. bevor in.iii die luilnc <• in (^liin-k-

silber taucht, etwas mit der Hand erwärmt.

^) Selbstverständlich wird gleichzeitig die Temperatur umi der Harometerstand

abgelesen.
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Was nun die ausgeschiedene Kohlensäure anbetrifft, so ist zu be-

merken, daß die ganze Menge dersel])en, A^on der Kalilauge absorbiert, in

dem Gefäße g als kohlensaures Kali enthalten ist und also in dieser auch

bestimmt werden kann. Um diese Bestimmung auszuführen, bricht man die

ausgezogene Spitze der Röhre 6 ab, öffnet den Apparat, gießt die Kali-

lauge aus dem Gefäßchen g in ein kleines Kölbchen aus
,
verdünnt das-

selbe mit Wasser und fäÜt die Kohlensäure mittelst Ba CI2. Der Nieder-

schlag wird auf dem Filter gesammelt, gewaschen, getrocknet, geglüht und

gewogen. Zum Waschen des Niederschlages benutzte GodlncsTd entweder

ammoniakalisches Wasser, welches vollständig frei von kohlensaurem Am-
moniak war, oder zunächst ein mit Ba CO3 gesättigtes und zuletzt reines

Wasser. Aus dem Gewicht des kohlensauren Baryt berechnet man die

Menge der Kohlensäure, welche man dann auf das Volumen bei 0" und

1 mm Quecksilberdruck umrechnet.

Es ist einleuchtend, daß man bei dieser Bestimmung noch eine Be-

richtigung einfügen muß. Das käufliche Kalihydrat, von welchem man die

Kalilauge bereitet, so rein es auch sein mag, ist nie von einer gewissen

Menge von kohlensaurem Kali frei. Die Kohlensäure dieser Verunreinigung
wird durch BaCl, mitgefällt, wodurch also die Menge des niedergeschla-

genen Ba CO3 bedeutend vermehrt wird. Es ist also unerläßlich, vorerst in

einer besonderen Probe die Menge dieser Verunreinigung zu bestimmen

und danach bei dem Versuch die entsprechende Korrektion durchzuführen.

Zu diesem Zwecke ist eben erforderlich, die zur Absorption der Kohlen-

säure bestimmte Kalilauge vor dem ^'ersuche abzuwiegen.
Will man sich mit einer einzigen Bestimmung des aufgenommenen

Sauerstoffes und der ausgeschiedenen Kohlensäure nicht befriedigen, aber

noch weiter experimentieren, so setzt man nun an die Stelle des heraus-

genommenen Gefäßchens mit Kahlauge sofort ein anderes
,
schließt wiedei-

den Apparat und l)eginnt das Experiment aufs neue."

III. Gasometrische Methoden zur gleichzeitigen Bestimmung der

abgeschiedenen Kohlensäure und des absorbierten Sauerstoffes.

Der Apparat von Godlewski ermöglicht zAvar eine gleichzeitige Ik-
'

Stimmung des absorbierten Sauerstoffes und der ausgeschiedenen Kohlen-

säure, doch sind für derartige Untersuchungen andere, nachstehend be-

schriebene Apparate empfehlenswerter, da sie bedeutend genauere Resultate

liefern. Der genaueste von all diesen Apparaten ist derjenige von Polowzow-

Richter (Fig. 132).i)

*) W. Polouzow, Uutersuchuiigen über die Pflaiizenatmung. Memoires de TAcad.

imperiale des scieuces de St. Pötersbourg. VIII s6r. T. 12. Nr. 7. p. 21 (russisch).
—

A. Bichter, Zur Techuik der Gasanalysen. Travaux de la societö imperiale des natura-

listes de St. Petersbourg. T. 33. p. 311 (1902—1903) (russisch). Der Apparat ist für einen

Preis von 55—65 Mk. zu beziehen von F. Müller in St. Petersburg. Stolarny pereulok 9.

oder von F. Kühn in St. Petersburg, Kazanskaia 5.
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Der wichtigste Teil des Apparates ist das Mel'irolir .1 .1' .1" .•!'". Der

lvalii)riorte Teil des Rohres befindet sich in einem mit Wasser fretulltcn

Ghiszylinder B, das äußere Ende A'" in der Quecksiiherwanne C. In die

Fig. lS-2.

Wanne C sind auch die Enden der Gaspipetten D und /•; einiiefiilirt. iKis

andere Ende des Meßrohres ist mit Hilfe eines dickwandigen (iiimnii-

schlauches mit der Birne H verbunden, welche mit (.hiecksilbcr gefüllt ist.

Mit Hilfe dieser Birne und des Glashahnes a kann man das (,)necksilber-



492 ^^ Tailadin imd S. Kostytschew.

niveau im Meßrohr auf beliebiger Höhe einstellen. Für feinere Verschiebungen
des Quecksilberniveaus dient die in einem Ansatzrohr in Quecksilber ver-

senkte Stahlschraube e.^)

Die Quecksilberwanne (' und die beiden Gaspipetten D und E sind

durch dickwandige Gummischläuche und ein T-Rohr mit der Birne G ver-

bunden. Wenn man die beiden Glashähne n und jj schließt und den Quetsch-
hahn M öffnet, so kann man die Wanne C mit Hilfe der Birne entleeren

oder mit Quecksilber füllen. Wenn man den Quetschhahn M schließt und

einen der beiden Glashähne w und ^9 öffnet, so kann man durch die ent-

sprechende Gaspipette Quecksilber in beliebiger Richtung (je nach der

Lage der Birne G) fließen lassen. Für feinere Verschiebungen der Queck-
silbersäule im oberen Rohr der Pipette D dient die Stahlschraube/. Die

Pipette D ist für Kalilauge bestimmt : die Pipette E ist eine Explosions-

pipette: Im oberen Teil der Kugel sind Platindrähte eingeschmolzen, die

an ihren Enden 1—2 mm voneinander abstehen; außerhalb der Kugel sind

die Platindrähte mit den Poldrähten eines Bithiukorß'schen Funkeninduk-

tors in Verbindung gebracht; letzterer ist seinerseits einem Zink-Kohle-

element angeschlossen. Das Element füllt man mit einer Chromsäurelösung,
welche aus 92

(/ doppeltchromsaurem Kali. 93*5 cm-'' konzentrierter Schwefel-

säure und 900 crn^ Wasser bereitet wird.

Das Ablesen am Meßrohr führt man mit Hilfe eines horizontalen

Ablesemikroskops aus, das auf Stellschrauben fußt und durch Auszug und

Zahntrieb in einer Höhe von 40—50 cm verstellbar ist. 2) Die genaue Ein-

stellung auf das Objekt ist durch Zahn- und Triebwerk ermöglicht. Man
stellt das Instrument so ein, daß eine jede Millimeterteilung des Meßrohres

durch das in der Okularblende des Mikroskops befindliche Mikrometer in

20 Teile geteilt wird. Für die Analyse sind scUießlich kleine Eprouvetten
mit eingeschmolzenem Glashalter (Fig. 182 Ä) notwendig. Die Länge der

Eprouvetten beträgt etwa 6— 7 cm.

Mit Hilfe der beiden Birnen G und H füllt man das Meßrohr, die

beiden Gaspipetten D und E und die Wanne C mit reinem ,
trockenem

Quecksilber. Nach dem Füllen der Gaspipetten und der Wanne C bis zum
Strich Im müssen nur 2—3 cm^ Quecksilber in der Birne G bleiben. Den

(xlaszylinder B füllt man mit destilliertem Wasser und deckt ihn mit einer

' Glasplatte, um das Trübwerden des Wassers möglichst lang zu verhindeni.

Von Zeit zu Zeit wird das Wasser abgehebert und durch frisches ersetzt.

Die Kugel der Gaspipette D füllt man zu einem Drittel mit verdünnter

Kalilauge. Am besten wendet man 77oige KaHlösung an, da dieselbe die

^) Das neueste Modell w eicht von dem hier abgebildeten in folgenden Beziehungen
ab: erstens ist der nicht graduierte Teil des Meßrohres 0' A" A"' ein enges Kapillar-

rohr; hierdurch wird eine bequemere und genauere Einstellung des Quecksilberniveaus
auf dem Strich erzielt; zweitens sind die Platindrähte innerhalb der Kugel E nicht

abwärts, sondern aufwärts gerichtet, was ein Verpuffen minimaler Gasmengen ermöglicht.

^) Modell von Leitz, Nr. 36 (nach Katalog Nr. 41). Da der graduierte Teil des

Meßrohres nur etwa 17—18 cw lang ist, so können auch die in geringerer Höhe ver-

stellbaren Kathetometer angewendet werden.
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Tension des Wasserdampfes nicht verändert: das /u aiialy>i<'i('iid(' (las

braucht man also in diesem Falle nach der Absorption der lv(ddens;iure

nicht wieder anzufeuchten. Will man konzentriertere (HO- 40Voigc) K-ih-

lösunj^en anwenden, so muß das Gas nach erfol^tei- Kohlens;iureal)sorption
vor der Messung in die Pipette K übeifidut werden, wo es dm-ch das den

Wänden der Pipette anhaftende Wasser wieder angefeuchtet wird. Das

Füllen der Absorptionspipette mit Kalilauge wird folgenderniarien ausge-

führt: Man beschickt eine Eprouvette mit etwa :> -4rm'' Kalilauge und

sperrt die Lauge mit Quecksilber; die Eprouvette übertrügt man mit Hilfe

eines eisernen Löffels in die Quecksilberwanne (' und setzt sie unter dem

Quecksilber auf das obere Rohr der Absorptionspipette so tief auf, dali das

Ende der Pipette in Kalilauge taucht. Jetzt saugt man mit Hilfe der Piirne

G eine entsprechende jMenge der Kalilösung in die Pipette ein, wonach man
durch Aufheben der Eprouvette das obere Ende der Pipette in (Quecksilber

versenkt; dann saugt man eine Zeitlang (^)uecksilber in die Pipette ein,

um die den Wandungen des oberen Rohres anhaftende Lauge zu entfernen.

Nach dem Füllen der Pipette ist also die in der Kugel enthaltene Kali-

lauge durch das im oberen Rohr l)efindliche Quecksilber gesperrt. Da die

Bestimmung des Sauerstoffes im Apparate von Folowzou-Richtcr durch

Verbrennung erfolgt, so sind für die Analyse Wasserstoff und Knallgas

erforderlich. Diese Gase bereitet man sich nach Bunsens^) ausführlichen

x\ngaben durch Elektrolyse; die genannten Gase müssen in den mit (,)u('ck-

silber gesperrten Eprouvetten aufbewahrt werden.

Vor dem Gebrauche muß der Apparat sorgfältig kalibriert werden.

Der linke Schenkel des im Glaszylinder ß befindlichen Teiles des Mel')-

rohres ist in Millimeter geteilt; am rechten engeren Schenkel des Rohres

ist aber nur ein Strich auf dem Niveau des Striches Im der Queck-

silberwanne aufgetragen. Bei der Analyse stellt man die Kuppe des Queck-

silbermeniskus im rechten Schenkel des Rohres genau auf den Strich

ein; die Messung des Gases findet also bei atmosphärischem Druck statt.

Das Volumen des inneren Raumes des Rohres zwischen () und 0' ist im-

bekannt und muß beim Kalibrieren ermittelt werden. Das Kalibrieren wird

auf folgende Weise ausgeführt: Man sperrt in einer Eprouvette ein paar

Kubikzentimeter Luft mit Quecksilber, überträgt die Eprouvette in die

W^anne 6', setzt sie unter dem Quecksilber auf das Ende des Meßrohres

auf und saugt mit Hilfe der Birne H und des Hahnes a zuerst etwas Luft,

dann eine geringe Menge Quecksilber, schließlich wieder Luft in das Meß-

rohr ein; dieses Verfahren ist dem oben beschriebenen Füllen der Absorp-

tionspipette analog. Das Volum des eingeführten Quecksilbers muß kaum

größer oder am besten ebenso groß sein als der Raum zwischen und 0';

hat man zu viel Quecksilber eingesogen, so entfernt man den Überschuß

mit Hilfe der Schraube e. Die eingeführte Quecksill)ersäule stellt man so

ein, daß die Kuppe des unteren Meniskus mit dein Striche () zusammen-

') Buiisen, Gasometrische Methoden. 2. Aufl. S. 7(5 und SO. Rraunschweig 1877.
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trifft und notiert dann mit Hilfe des Ablesemikroskops die Lage des

höchsten Punktes des anderen Meniskus im linken Schenkel des Rohres;

alsdann verschiebt man die Quecksilbersäule so, daß der hintere Meniskus

die Lage des vorderen einnimmt und notiert die neue Lage des vorderen.

Auf dieselbe Weise weiter verfahrend mißt man das ganze graduierte Rohr

mit derselben Quecksilbersäule und kann nun eine Tabelle der Korrektionen

abfassen. Das Berechnen der Korrektionen wird nach Bunsens '

) genauen

Angaben ausgeführt. Zu all den erhaltenen Daten muß die für den Raum
zAvischen und 0' ermittelte Zahl addiert werden.

Die Gasanalyse selbst wird auf folgende Weise ausgeführt: Das zu

atialysierende Gas muß in einer Eprouvette mit Quecksilber gesperrt sein.

Die Eprouvette überträgt man in die Wanne C, setzt sie unter dem Queck-
silber auf das Ende des Meßrohres auf, saugt eine entsprechende Gasmenge
in das Meßrohr ein und sperrt sie durch Aufheben der Eprouvette mit

Quecksilber. Alsdann entfernt man aus der Wanne die den Überschuß des

Gases enthaltende Eprouvette und ersetzt sie durch eine andere, die mit

reinem, trockenem Quecksilber vollständig gefüllt ist; diese Eprouvette läßt

man im Quecksilber schwimmen, indem man den Glashalter an den Haken h

anlehnt. Nun stellt man das Quecksilberniveau in der Wanne C genau auf

den Strich Im ein; den Quecksilbermeniskus im rechten engeren Schenkel

des Meßrohres stellt man mit Hilfe der Schraube e und einer Lupe auf

den Strich ein, notiert sodann mit Hilfe des Ablesemikroskops die Lage
des höchsten Punktes des Quecksilbermeniskus im linken Schenkel des

Meßrohres und berechnet nach der Korrektionstabelle das korrigierte Gas-

volumen. Jetzt überführt man das (ias aus dem ^lelirohr in die mit Queck-

silber gefüllte Eprouvette, die man hierbei unter dem Quecksilber auf das

Ende des Meßrohres so tief aufsetzt, daß das Ende des Rohres die Wöl-

bung der Eprouvette berührt. Die Eprouvette überträgt man alsdann unter

dem Quecksilber auf das Ende der Absorptionspipette D und saugt das

Gas mit Hilfe der Birne G und des Hahnes n in die Pipette ein. Bei An-

wendung einer verdünnten Kalilösuug muß das Gas etwa 10 Minuten in

der Pipette bleiben; während dieser Zeit läßt man durch Senken der Birne

G und eine entsprechende Drehung des Hahnes n Quecksilber aus der

Wanne in die Pipette tropfenweise fließen. Nach Ablauf von 10 Minuten

treibt man das Gas aus der Pipette in die auf das obere Rohr aufgesetzte

Eprouvette zurück; der größte Teil des Gases wird mit Hilfe der Birne G

ausgetrieben; zuletzt schließt man den Halm und entfernt den Rest des

Gases mit Hilfe der Schraube/, wobei man freihch das Quecksilberniveau

in der Wanne C so niedrig einstellt, daß man das Ende des oberen Rohres

mit der darauf aufgesetzten Eprouvette sehen kann. Bei dem A'erdrängen

des Gases aus der Absorptionspipette hat man dafür zu sorgen, daß keine

Spur der Lauge in die Eprouvette eindringt; ist es aber einmal geschehen,

so überführt man das Gas in die Pipette und ersetzt die verunreinigte

1) Bimsen, Gasometrische Methoden. 2. Aufl. S. 34 und 35. Brauuschwei? 1877.
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Eprouvotto durch eine andere, die mit reinem <^Mierksiil)er «.'efiillf ist: hei

Nichtbeachtung' dieser Vorsichtsmalirej^el kann die Lanj,'e leicht in das

Meßrohr eingeführt werden, wodurch hei (h'U naclifolgendcn Analysen he-

trächthche Fehler entstehen können. Nach der Absorption der Kohlensäure
wird das Gas in das Meßrohr überführt und wiederum gemessen; die Diffe-

renz der beiden Ablesungen ergibt die Menge der Kohlensäure. Jetzt treibt

man das Gas in die Eprouvette zurück: in die Wanne (' führt man die

mit Wasserstoff gefüllte Eprouvette ein, setzt sie auf das Ende des Meß-
rohres auf und saugt in das Meßrohr eine Menge des Wasserstoffes ein,

die man nach dem mutmaßlichen Sauerstoffgehalt des zu analysierenden
Gases annähernd berechnet. War die Menge der Kohlensäure geringer
als 8Vo^ so muß die aufgesogene Wasserstoffmenge etwa Vs des ursprüng-
lichen Volumens des zu analysierenden Gases betragen. Man ermittelt das

Volumen des Wasserstoffes und überführt ihn alsdann in die das zu ana-

lysierende Gas enthaltende Eprouvette; der Inhalt der Eprouvette wird dann

in die Explosionspipette eingesogen und verpufft. Die Explosion wird da-

durch hervorgerufen, daß man das Zink-Kohleelement für einen Augenblick
in Betrieb setzt; hierbei senkt man die Birne G möglichst tief und öffnet

gleichzeitig den Hahn p, wodurch ein Quecksilberstrom von der Wanne C
in die Pipette hergestellt Avird. Nach der Verpuffung treibt man das Gas

durch Hellen der Birne G in die Eprouvette zurück. Die Eprouvette über-

trägt man auf das Ende des Meßrohres, saugt das Gas in das ^leßrohr

ein und ermittelt das \'olumen des Gases. War a das Volumen des zu

analysierenden Gases nach erfolgter Kohlensäureabsorption, h das \'olumen

des Wasserstoffes und c das Volumen der Gasmischung nach der Explo-

sion, so ist das A'olumen des Sauerstoffes gleich . Die für Kdhleii-
o

säure und Sauerstoff ermittelten Daten überführt man in Prozentzahlen;

den Stickstoff berechnet man aus der Differenz. Ist der Sauerstoffgehalt

des zu analysierenden Gases sehr gering, so kann leicht vorkommen,

daß beim Durchleiten des Funkens keine Explosion stattfindet. In diesem

Falle fügt man etwas Knallgas hinzu und wiederholt die Verpuffung. Das

Volumen des Knallgases muß etwa Va des Volumens des zu analysierenden

Gases betragen. _
Vorstehend wurde eine Analvse der aus Kohlensäure, Sauerstoff und

Stickstoff bestehenden Gasmischung beschrieben. Es können jedoch im

Apparate von Folowzoiv-Richter auch Bestimmungen von Wasserstoff. Kohlen-

oxyd, Methan. Äthylen und anderer Gase ausgeführt werden. Eini' Analyse

der aus Kohlensäure, Wasserstoff, Sauerstoff und Stickstoff bestehenden

Gasmischung wird auf folgende Weise ausgeführt. Zunächst bestimmt man

die Kohlensäure, dann überführt man das Gas in die Explosionspipette

und verpufft es, eventuell unter Zusatz von Knallgas. Das Volumen des Knall-

gases mult etwa ein Drittel des Volumens des zu analysierenden Gases

betragen: bei einem Überschuß des Knallgases wird ein Teil des Stick-

stoffes zu Stickoxyd oxydiert, was bedeutende Analysenfehler zur Folge

Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. TTI. 32
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hat. 1) Hat nach der Explosion eine A'olumverminderung stattgefunden, so

setzt man dem analysierten Gase eine im ]\Ießrohr genau abgemessene

Menge der kohlensäurefreien Luft hinzu und wiederholt die Verpuffung
mit Knallgas. Bleibt das Gesamtvolumen nach der zweiten Explosion un-

verändert -), so berechnet man das Volumen des "Wasserstoffes auf folgende
Weise: war a dasVolumen des zu analysierenden Gases nach der Kohlen-

säureabsorption und b nach der Explosion, so ist das Volumen des Wasser-

2
Stoffes gleich -^ (a—b). War das mit Sauerstoff verbrennliche Gas reiner

o

Wasserstoff, so muß bei der Explosion keine Spur von Kohlensäure ge-
bildet werden; davon vergewissert man sich durch die Behandlung des

Gases in der Absorptionspipette mit Kalilauge. Für die Bestimmung des

Sauerstoffs nimmt man besser eine andere Gasprobe und zieht bei Zu-

lassung von Wasserstoff die in der zu analysierenden Gasmischung bereits

vorhandene Wasserstoffmenge in Betracht.

Betreffs der Ausführung der Analysen von Kohlenoxyd, Methan und

Äthylen muß auf die Handbücher der Gasometrie, besonders auf Bunsens

„Gasometrische Methoden" ^) verwiesen werden.

Die Genauigkeit der Bestimmuugen im Apparate von Polowzou-Richtcr

steht derjenigen der bewährten ^Methoden von Bimsen \md Doi/Pre*} kaum
nach: bei sorgfältiger Ausführung fallen die Kohlensäurebestimmungen bis

auf 0*15o/o, die Sauerstoffbestimmungen bis auf Ol^/o genau aus. Für die

Zuverlässigkeit der Analysen ist vor allem exaktes Kalibrieren des Meß-
rohres von Belang. Eine zweite notwendige Bedingung ist die Reinheit des

Meßrohres und des Quecksilbers ^): Die Quecksilbersäule muß im Meßrohr
leicht beweglich sein und an den Wandungen des Rohres nicht kleben

bleiben. Sol^ald man bemerkt, daß die Bewegung des Quecksilbers im Meßrohr
nicht gleichmäßig ist. muß das Rohr gereinigt werden. Zu diesem Zwecke
setzt man unter dem Quecksilber eine mit 15°/oiger Salpetersäure gefüllte

Eprouvette auf das Ende des ^Meßrokres auf und führt die Flüssigkeit in

das Rohr ein; nach ein paar Minuten treibt man die Flüssigkeit in die

Eprouvette zurück und wäscht das Rohr nach dem soeben beschriebenen

Verfahren mehrmals mit destilliertem Wasser. Dann entleert man das Meß-

rohr, den Gummischlauch P und die Birne H und trocknet das Rohr
mittelst Durchblasen der heißen Luft. Die Einstellung der Quecksilbersäule
auf den Strich im Meßrohr muß immer durch eine Bewegung in der

*) Hevipel, Gasanalytische Methoden. 3. Aufl. S. 112. Brannschweig 1900.

") Findet nach der zweiten Explosion wiederum Volumenverminderung statt, so muß
selhstrerständlich noch eine dritte Explosion ausgeführt und die nach der zweiten

Explosion notierte Yolumenverminderung hei dem Berechnen der Analyse in Betracht

gezogen werden.

») Bimsen, 1. c. S. 94, 127 und 130.

*) Doyere, Etudes sur la respiration. Annales de chimie et de phvsique. III. s^r.

T. 28. p. 5 (1850).

^) Über das Reinigen des Quecksilbers vgl. Hcmpel, Gasanalvtische Methoden.
3. Aufl. S. 86. Braunschweig 1900.
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Richtiiiiii- des rfeiles (Fig. i;>2, hei 0) erfolgen. Auch hat man dafür /u

sorgen, daß die \vährend je einer Analyse ausznfiihicnden Ahlesnngen bei

Konstantl)leiben der Temperatur voi'genommen werden. Die etwa stattge-

fundenen Temperaturschwankungen werden mit Hilfe eines im Zylinder 7^

in Wasser getaucliten Thermometers kontrolliert und durch '/iigiellen von

kaltem bzw. warmem Wasser sofort ausgeglichen. Kine nennenswei'te Ände-

rung des l>aronu'terstandes kann bei der kurzen Dauer der Analysen nicht

stattfinden.

Der FolowzoLvsche Apparat ermöglicht in kurzer Zeit eine ganze Ifeihe

exakter Gasanalysen auszuführen, da eine jede Analyse nur 20—80 Minuten

in Anspruch nimmt. Auch ist es von Wichtigkeit, daO sehr geringe Gas-

mengen für die Analyse genügen. Außerdem ist der Apparat einfach kon-

struiert und erfordert eine geringe Menge des Quecksilbers; es ist also

ersichtlich, daß derselbe für physiologische Zw'ecke vortrefflich geeignet ist.

Im ursprünglichen Modell von Foloiczow wurde der Sauerstoff durch

Absorption mit alkalischer Pyrogallollösung bestimmt. Die von Fichter her-

beigeführte Modifikation besteht im wesentlichen dai'in, dal) die Sauer-

stoffbestimmung durch Aerpuffung mit Wasserstoff ausgeführt wird. Die

Anwendung der Explosionspipette ermöglicht eine schnellere und zugleich

genauere Sauerstoffbestimmung zu erzielen; außerdem ist der modifizierte

Apparat für die Bestimmungen von Wasserstoff. Kohlenoxyd und anderen

(iasen brauchbar.

Der Apparat von Poloiczoic ist im wesentlichen eine Koml)ination

von zwei Timiriazeß'scheu Pipetten. M Die Handhabung der Pipette von

Timiriazeff ist aus obiger Beschreibung des FoIowzow?,q\iq^ Apparates und

der Abbildung (Fig. lä;>) leicht begreiflich. Die eine Pipette dient zur Be-

arbeitung der Gase mit Kalilauge
— die andere zur Bearbeitung mit

Pyrogallol. Die Messung der Gase wird in einem eigenartig konstruierten

Eudiometer ausgeführt (Fig. DU). Da das Quecksilberniveau im engen Teil

des Eudiometers eingestellt wird, so ist hierdurch ein sehr genaues Ab-

lesen ermöglicht. Andrerseits leidet aber das Timinazf;//]>('hQ Eudiometer

an dem Übelstande, daß es nicht für Gase beliebiger Zusammensetzung
brauchbar ist. Ist z. B. der Kohlensäuregehalt des (iases sehr groß, so wird

das Quecksilberniveau nach der Kohlensäureabsorption, infolge bedeutender

Volumverminderung des Gases, sich aulierhalb des graduierten Teiles des

Eudiometers befinden; was eine Fortsetzung der Analyse unmöglich macht.

Viel einfacher als die beiden oben beschi-iebenen Ai)i)arate ist der

Apparat von Bonnier und Alam/in'^) konstruiert; derselbe liefert trotzilem

ziemlich genaue Resultate. Noch einfacher ist die von Baranetzkii^) er-

') Timiriazef, Recherches sur la döcomposition de Tacide carl)oni(|ue daiis le

spectre solairo par los parties vertes des vösretaux. Annales de cbimie et de pliysique.

V. s6r. T. 12. p. 355 (1877).

2) G. Bonnier et L. Manr/in, Hecherclios sur la respiration et la tninspiratiiui des

cliampignous. Anuales des scicnces naturelles. I}iitani(iue. VI. si-r. T. 17. p. 210(18S4|.

") K. Purietvitsch, Bildung uiul Zersetzung der organischen Säuren hei Samen-

pflanzen. Abhaudl. der Naturforschergesellschaft in Kiew. 1893 (russisch).

32*
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sonnene und auf der Fig. 185 dargestellte Modifikation des genannten

Apparates. Auf einem Holzbrett ist das etwa 0*7 mm weite, mit der Kugel e

und dem Glashahn h versetzte Glasrohr montiert. Der etwa 70—100 cm

lange Teil c d des Rohres ist in Millimeter geteilt und kalibriert. Ein bei

der Kugel aufgesetzter Gummisclilauch verbindet das Rohr mit der Birne./!

die in der auf einem Stativ verstellbaren Messingschale liegt. Der Teil a

des Rohres ist in eine auf der Abbildung nicht dargestellte, mit Queck-
silber gefüllte Glaswanne getaucht. Das ganze Rohr, die Kugel c, der

Gummischlauch und die Birne/ sind mit Quecksilber gefüllt. Die Analyse

(T^

\/

A

Fig. 133. Fig. 134.

führt man auf folgende Weise aus. Die das zu analysierende Gas enthaltende

Eprouvette wird in die Quecksilberwaune eingeführt und unter dem Queck-
silber auf das Ende des Rohres a aufgesetzt. Durch Senken der Birne/
und gleichzeitiges Öffnen des Hahnes h saugt man eine entsprechende Gas-

menge in den Teil a b des Rohres ein und sperrt das Gas durch Heben

der Eprouvette mit Quecksilber. Sobald das eingeführte Gas den graduierten
Raum des Rohres eingenommen hat, schließt man den Hahn h und legt

die Birne / in die Messingschale. Jetzt senkt man die Nadel g, bis sie die

Oberfläche des Quecksilbers in der Birne berührt, und schraubt sie in

dieser Lage fest; diese Lage der Nadel bleibt wähi'end der ganzen iVnalyse
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imverändort. Xachdom mau die Liiuizc der (Jassäiilc eniiittclt hat. entfernt

man aus der Wanne die den rherschul) des Gases eutlialtende Kprouvette
und ersetzt sie durch eine andere Eprouvette, welche mit konzentrierter

Kalilauge tiefüllt ist. Durch Senken der IJirne /' und offnen des Hahnes //

führt man die Lau^jc in den Teil a h des Rohres ein. Durch Heben der

Birne treibt man die Laui?e sofort in die Eprouvette zurück und über-

führt iileichzeitiii' das Gas in den Teil a h des Rohres, wobei man darauf

Acht iiibt, dal) die (iassäule den Hahn // nicht erreicht. Die den Wan-
dunizen des Rohres anhaftende Lau<!:e absoi'i)iert die in dem zu analysierenden
Gase enthaltene Kohlensäure. Jetzt öffnet man wieder den Hahn h und

überführt das (las in den graduierten Teil des Rohres, wonach man die

Birne ./' so einstellt, dal) die Nadel
(j

die Oberfläche des Quecksilbers be-

rührt. Dann schließt man den Hahn und liest die Länge der Gassäule ab.

Die Differenz der beiden Ablesungen ergibt die Menge der Kohlensäure.

Jetzt führt man in obiger AVeise eine alkalische l'yrogallollösung in das

l-'ig. 135.

Rohr ein und bestimmt mittelst der vorstehend beschriebenen Manipulationen

die Menge des Sauerstoffes. Nach Beendigung der Analyse entfernt man
die Quecksilberwanne, verbindet das Ende a des Rohres mittelst eines

Gummischlauches mit einem kleinen Trichter, füllt den Trichter mit ver-

dünnter Salpetersäure, saugt die Säure in das Rohr ein und treibt sie

dann in die Eprouvette zurück. Diese Operation wiederholt man 2 omal.

wonach man das Rohr mit destilliertem Wasser mehrmals wäscht. Dann

entfernt man den Trichter, entleert durch Senken der Birne das Rohr und die

Kugel '- und trocknet das Rohr mittelst Durchsangen von Luft, wobei man den

das Rohr mit der Birne verbindenden (Jummischlauch entfernt. Der graduierte

Teil des Rohres ist mit einer Glasplatte gedeckt, wodurch ein wegen der An-

wesenheit des Experimentators mögliches Erwärmen des Rohres verhütet wird.

Bonnier und Manr/ln haben noch eine Modifikation des ursprünglichen

Apparates konstruiert M: das Wesen dieser Einrichtung ist aus der neben-

') Auberf, Xouvel appareil de .MM. liouiiicr et Maiigin pour Tanalyse des gaz.

Revue generale de botanique. T. 3. p. 97 (1891).
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stehenden Abbildung ersichtlich. Für das Einführen und Austreiben der

Gase und der Reagenzien dient der in einem mit (^)uecksilber gefüllten

metallischen Muffen mittelst Schraubenwindung bewegliche Kolben (Fig. lob).

Dieser Apparat liefert gute Resultate, steht aber dem Modell von

Baranetzky in der Beziehung nach, daß eine Reinigung des Muffens sehr

umständlich ist.

Mit Hilfe der vorstehend beschriebenen Apparate bestimmt man den

Prozentgehalt der einzelnen Bestandteile der zu analysierenden Gasmischung.
Ist dem Gange der Untersuchung nach eine Kenntnis der absoluten Mengen

(in Kubikzentimetern) des absorbierten Sauerstoffes und der gebildeten

Kohlensäure geboten, so muß nicht nur die prozentische Zusammensetzung,
sondern auch das Gesamtvolumen des Gases im Rezipienten sowohl bei

Beginn als am Ende des Versuches ermittelt werden. Handelt es sich aber

(JQ2
nur um die (iröße des Verhältnisses ^=r-, so ist der Inhalt des mit Pflanzen

0,

\

Fig. 136.

beschickten Rezipienten nicht von Belang; es genügt in diesem Falle eine

Bestimmung der einzelnen Bestandteile des Gasgemisches am Ende des

Versuches. ') Der Berechnung von —:— liegt die Tatsache zugrunde, daß bei
- 2

der Atmung weder Absorption noch Ausscheidung des Stickstoffes statt-

findet. Es seien o, h und c die am Ende des Versuches gefundenen Prozent-

zahlen für Kohlensäure, Sauerstoff und Stickstoff: es sei ferner bekannt,

daß bei Beginn des Versuches die im Rezipienten eingeschlossene Luft

normale Zusammensetzung (0^ == 20-9o/o; N"^ = T9-lVo) hatte. Ist c nicht

gleich 79*1, so bedarf die für den absorbierten Sauerstoff gefundene Zahl

einer Korrektion, die auf folgende AVeise berechnet wird: ist die Menge
des Stickstoffes gleich c, so war die dem Stickstoff ä(iuivalente Sauerstoff-

*) Bonnier et Mangin, Recherches sur la respiration des feuilles ä Tobscuritö.

Annales des sciences naturelles, ßotanique. VI. ser. T. 19. p. 229 (1884).
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menge gleich -^O'J.-— : hiernach ist die Menge des ahsorijicrten Saner-
iv'l

,
„„

,
. , 20-9. c

, , , .^ u.,x • C02
stoties gleich ^ttt-.— 1) inid das Verhältnis --- =

71)-1

791

. Wenn wir

c—h

201) r()2 .,~— berechnen und dnrch o ausdrücken, so erhalten wii- =—^—
.

<'^'l Oo cq-b
Durch eine Keihe von Analysen ermittelt man den von 20-iM)n „ bis

20-80o/o schwankenden .Sauerstoffgehalt der umgebenden Luft und berechnet

hiernach die (Jröße von q.')

Bei den Bestimmungen des gesamten (iaswechsels müssen die zu

untersuchenden Pflanzen in den Rezipienten luftdicht eingesperrt werden.

Zu diesem Zwecke können verschiedenartige Kinrichtungen angewendet
werden. Der Apparat von Bonnier und Mamjin-) besteht im wesentlichen

Kig. 137.

aus der Glocke A, die als Pflanzenrezipient dient (Fig. WM). Die in der

mit Kahlauge beschickten Flasche F von Kohlensäure befreite Luft wird

durch die INiliic a in die (ilocke zugeleitet und durch das Bohr l> in einen

(auf der Abbildung nicht dargestellten) Aspirator überführt. Nachdem man
die Glocke mit kohlensäurefreier Luft gefüllt hat, schlielit man die Hähne
r und r'. Das mit Wasser gefüllte Gefäli f ist zum Anfeuchten der Luft

bestimmt. In der Dauer des Versuches entnimmt man von Zeit zu Zeit

Gasproben aus der Glocke; diese Gasproben verwendet man zu den Analysen.
Die Entnahme der Gasproben führt mau auf folgende Weise aus. Man
stellt den Dreiweghahn R so ein, daß die Röhre h mit dem Gefäli l kom-

muniziert; durch Senken des (iefäßes V überfüllt man eine entsprechende

Gasmenge aus der Glocke A in das (Jefäli l\ dann stellt man den Hahn B
so ein, daß das Gefäß/ mit der Röhrer/ kommuniziert, und verdr.ingt

*) Deherain et Maquenne, Recherches sur la respiration des feuilles ä rohscurit^.

Aiuiales agronomiqiies. T. 12 (1886).

*) Bonnier et Manqin ,
1. c. Annales des .sciences naturelles. VI. si^r. T. 17

p. 221 (1884).
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das Gas durch Heben des Gefäßes V in die auf das Ende der Röhre d

aufgesetzte und mit Quecksilber gefüllte Eprouvette. Die entnommene Gas-

probe analysiert man in einem der oben beschriebenen Apparate. Das
Volumen des geschlossenen Raumes bestimmt man auf folgende Weise.

Mau entnimmt aus der Glocke eine Gasportion v, die man beim atmo-

sphärischen Drucke H mißt. Dann notiert man mit Hilfe des Manometers
M die Verminderung des Gasdruckes in der Glocke. Es sei h der Gasdruck
in^ der Glocke vor der Entnahme der Portion v und h' der Gasdruck in

der Glocke nach der Entnahme der Portion v.

..r^^SS)--..^^^,.-..^-^::^!^^^

Fig. 138.

Aus diesen Daten berechnet man das gesuchte Gesamtvolumen x des

Gases im Rezipienten auf Grund des j/anoffßschen Gesetzes.

X =
vH
h— h'

Bevor man eine Gasprobe für die Analyse entnimmt, muß man das

Gas in der Glocke gründlich umrühren. Dies bewerkstelligt man am l)esten

dadmx^h, daß man das Gas mehrmals in das Gefäß / und dann wieder in

die Glocke überführt.

Der Apparat von Bonnier und Mangin ist für große Mengen des

Versuchsmaterials bestimmt. Die bei Anwendung geringerer Pflanzenraengen

gebräuchlichen Rezipienten sind im wesentlichen nach demselben Prinzip

konstruiert, wie die soeben beschriebene Einrichtung. Im hiesigen Labora-

torium wendet man mit ^'orteil konische Kolben an, die auch für Kulturen

der niederen Organismen auf flüssigen oder festen Nährböden brauchbar

sind (Fig. 138). Ein jeder Kolben hat den Inhalt von 200—500 cw/^ und

ist durch einen doppelt durchbohrten und mit je einem Zu- und Ableitungs-

rohr versetzten Kautschukstopfen verschlossen: die Erweiterung c oberhalb

I
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des Stopfens füllt man mit (,)iie(ksill)('i-. um einen vollkommen luftdichten

Verschluß zu erzielen. Nachdem man im Wu'laufe hinreichend langer Zeit

kohlensäurefreie Luft durch den Kolben iieleitet hat
, versenkt man den

rechten Schenkel des Ableitun;;srohres h in Quecksilber; dieses Uohr dient

als Manometer; das Zuleitungsrohr n verbindet man durch einen mit dem

Schrauben(|netschhahn d versetzten dickwandif^en (Jumiiiischlauch mit einer

zur Entnahme der (Jasproben bestimmten (iaspipette. I)urch Kufnähme
einer entsprechenden Gasmeniie stellt mau das Quecksilberniveau im Ma-

nonieterrohr auf beliebiger Höhe ein und

füllt alsdann den Gummischlauch und den

linken Schenkel des liohres a mit Queck-

silber; hierdurch wird ein vollkommen

luftdichter Verschluli bewerkstelligt, da

die innere Atmosphäre des Kolbens von

dei" äußeren Luft durch (ilas und Queck-
sill)er getrennt bleibt. Die Entnahme der

Gasproben und die Ermittelung des Ge-

samtvolumens des inneren Raumes führt

man auf dieselbe Weise aus, wie es bei

der Beschreibung des Apparates von

Bovuier und Mam/in angegeben ist, nur

wird die auf der Fig. VM abgebildete (ias-

pipette von Bonnicr und Mungin im

hiesigen Laboratorium in einer aus der

Fig. lo9 eisichtlichen Modifikation ange-

wendet
,

die sich praktischer erwies als

das ursprüngliche Modell. Außer dem

Dreiweghahn ist an der Pipette noch ein

einfacher Glashahn ^S zwischen den beiden

Gefäßen / und /' angebracht. Durch ent-

sprechende Drehung des Dreiweghahnes
stellt man die Kugel l je nach Bedürfnis

entweder mit dem Rohr h oder mit dem
Rohr (l in Verbindung. Der einfache Hahn S dient zur Regulierung des Queck-
silberstromes. Die Pipette ist auf eine standhafte Holzfassung geschraul)t.

CO
Handelt es sich darum, das ^'el•hältnis —- sehr geringer Pflanzenmengen

zu bestimmen, so sperrt mau die zu untersuchenden Objekte in dick-

wandigen Reagenzgläsern mit Quecksilber ein. Mit Hilfe der (Ulas- oder

Baumwolle werden die Pflanzen im oberen Teil der Fprouvette festgehalten.

Die Entnahme der Gasproben führt man mit Hilfe einer Gaspipette von

Salef^) aus. Will man das Gesamtvolumen des (iases bestimmen, so füllt

mau das Gas mit Hilfe der Pipette in ein kalibriertes Eudiometer um und

mißt es nach den übhchen gasometrischen Methoden.

Fig. 139.

1) Berthelot, Trait(5 pratiquo de l'analyse dos gaz. l'aris 1906. p. 80.
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IV. Die anaerobe Atmung und deren Produkte.

In sauerstofffreien Medien kommt bekanntlich die Kohlensäure-

produktion der Pflanzen nicht zum Stillstand. Die bei Sauerstoffabschluß

abgeschiedene Kohlensäure wird nach zweierlei Methoden bestimmt: ent-

weder sperrt man die zu untersuchenden Pflanzen in geschlossenen Räumen
unter Sauerstoffabschluß ein oder leitet man durch den die zu unter-

suchenden Pflanzen enthaltenden Apparat einen Sauerstofffreien Gasstrom.

Will man Gasstrom anwenden, so leitet man Wasserstoff ein, den man im

Apparat von Bardeleben'') (Fig. 140) aus Zinkstäbchen und reiner, fünffach

verdünnter Schwefelsäure darstellt. ^j Der aus dem Apparate entweichende

Wasserstoff wird in einem konischen, mit einer konzentrierten Lösusig von

KaUumhvdroxvd und Pvro-

-^—5^ r^^ .-,x„ ^
gallol beschickten Kolben von

den Spuren des Sauerstoffs

und der Kohlensäure befreit.

Den Kolben verschließt man
durch einen Kautschukstopfen
mit drei Bohrungen. In die

eine Bohrung führt man ein

unter rechtem Winkel ge-

bogenes Glasrohr ein, welches

am Boden des Kolbens endet

und als Zuleitungsrohr dient.

In die andere Bohrung führt

man ein mit zwei Glashähnen

versetztes T-Ptohr ein. In die

dritte Bohrung stekt man
einen zum Eingießen der

Lösungen dienenden und

mit einem Glashahn versetzten Trichter. Das Zuleitungsrohr verbindet man
mit dem Rohre des Bardelebenschen Apparates durch einen dickwandigen
Gummischlauch, wobei man darauf acht gibt, daß die Enden der beiden

Röhren miteinander in Berührung stehen. Auch andere Bestandteile des

Apparates müssen womöglich in analoger Weise verbunden werden. Man
beschickt den Kolben zunächst nur mit Kalilauge und leitet Wasserstoff

ein; ist der gesamte Sauerstoff aus dem Apparate verdrängt, so gießt
man durch den Trichter eine konzentrierte Lösung des Pyrogallols zu.

Die in obiger Weise eingeführte Lösung bleibt auch nach monatelanger
Arbeit des Apparates ganz schwach gefärbt. Von Zeit zu Zeit wird die

sich am Boden des Bardelebensc\ien Apparates anhäufende schwere Lösung
des schwefelsauren Zinks abgehebert und frische Schwefelsäure zugegossen:

Fig 140.

1) W. Pfeffer, 1. c.

-) Um die Gasentwicklung zu befördern, gießt man in die Schwefelsäure etwas

Platinchloridlösung ein.
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auf diese Weise kann der niil hinreicliend groljer Ziiiknieu{^e vorsetzte

Apparat im N'erlaufe sehr langer Zeit henut/.t wei'den.

Der gereinigte Wasserstoff passiert alsdann den mit I'flanzen be-

schickten Rezipient und ein Fettenko/ersches Kohr bzw. einen (jeißler<,chcn

Apparat, wo die abgeschiedene Kohlensäure absorbiert wird, hci' liarde-

IcbenschQ Apparat ermöglicht eine gleichzeitige Kxpcrimentieruni; mit vier

llezipienten. da die Knd<'n des T-Hohres .1 mit noch je einem T-l!ohr

verbunden werden können. Das Durchsaugen des (iases führt man mit

Hilfe einer Wasserstrahlluftpumpe aus, unter Anwendung des vorstehend

beschriebenen Regulators (Fig. 128).

Bei Anwendung der Methode des geschlossenen Raumes ist manch-

mal der Stickstoff dem Wasserstoffe vorzuziehen. Den Stickstoff gewinnt
man aus Kaliumuitrit und Salmiak:

KNO-^ -f- NHa'l = K ("1 + lMI-O + N^.

Fif?. 141.

Für die Darstellung des Stickstoffs bediente sich Kosti/fschew^) der

auf Fig 141 abgebildeten Einrichtung. Den etwa oOO (///•' fassenden Ilnnd-

kolben A versetzt man mit einem (lemi.sch von S.") y reinstem Kaliumnitrit,

öo'ö
r/ Ammouiumchlorid und 180 c/y/» Was.ser; es ist zweckmiiliig. das

Gemisch vor dem (iebrauche die Nacht über stehen zu lassen, wodurch

ein ruhigerer Verlauf der Reaktion erzielt wird. Den Kolben erwärmt man

vorsichtig mit einem Bunseji^chQW Rrenner, wobei man darauf acht gibt,

daß die Flamme den Roden des Kolbens nicht berührt. Sobald sich alles

aufgelöst hat und eine lebhafte (iasentwicklung eingetreten ist. mnl'i die

Erwärmung bedeutend abgescliwächt oder evt'ntnell unterbrochen werden.

Das aus dem Kolben entweichende (Jas passiert die Reinigungsgefälje B, C

*) Kosfi/tschcir, Üher die normale und die anaerobe .Vtmuntr hei Abwesenheit von

Zucker. .Tahrbürher f. wissensch. Botan. Bd. 40. S. 003 {UMU).
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und i>, wo die bei der Eeaktion entstehenden geringen Mengen von Ammoniak
und Chlor zurückgehalten werden. Das U-Rohr B enthält mit konzentrierter

Schwefelsäure getränkte Bimssteinstücke, das U-Rohr C ist mit Natron-

kalk versetzt, die Waschflasche D ist mit konzentrierter Schwefelsäure ge-

fiült und dient zugleich zur Kontrollierung der Gasstromgeschwindigkeit.
Die Regulierung des Gasstromes wird durch entsprechende Erwärmung
oder Kühlung des Kolbens A erreicht. Da die Reaktion exothermisch ist,

so setzt sie zuweilen stürmisch ein; infolgedessen ist am Kolben das Queck-
silberventil V angebracht, durch welches der Überschuß des Gases entweicht.

Mit Hilfe des soeben beschriebenen Apparates kann man große Mengen
des reines Stickstoffs erhalten; für eine konstante Gasdurchleuchtung ist

aber obige Methode wenig geeignet, da der Stickstoffentwickler beständige

Aufsicht erfordert. Will man einen konstanten Stickstoffstrom erhalten, so

entnimmt man das Gas einer käuflichen Bombe und fängt es in einem

Gasometer auf.

Das Zuleitungsrohr des mit den Pflanzen beschickten Rezipienten ver-

bindet man mit dem Ableitungsrohre der Waschflasche D durch einen

mit Schraubenquetschhahn versetzten dickwandigen Gummischlauch: das

Ableitungsrohr des Rezipienten versenkt man in Quecksilber oder in ein

flüssiges Öl und leitet Stickstoff durch den Rezipient. Ist der Sauerstoff

aus dem Rezipienten verdrängt, so sperrt man den Schraubeniiuetschhahn,

zieht den Gummischlauch vom Ableitungsrohr der Waschflasche D aus und

füllt ihn durch einen Trichter mit ausgezogener Spitze mit Quecksilber;

den mit Quecksilber gefüllten Gummischlauch setzt man auf das Ende des

Rohres C der auf Fig. 139 abgebildeten Gaspipette auf. Weitere das Ein-

sperren des Rezipienten bezweckende Handgriffe sind auf S. 50:') beschrieben

worden. Der luftdicht verschlossene Rezipient wird in aller Ruhe belassen,

die Kohlensäureproduktion der zu untersuchenden Pflanzen bestimmt man
in der Weise, daß man mit Hilfe der Gaspipette von Zeit zu Zeit Gas-

proben entnimmt und analysiert. Das Gesamtvohimen des Gases im Rezi-

pienten ermittelt man nach der vorstehend beschriebenen Methode (S. 502).

Bei jedem Versuche muß man sich mit peinlichster Sorgfalt davon verge-

wissern, daß der Sauerstoff bis auf die letzten Spuren aus dem Rezipienten

verdrängt worden war: zu diesem Zweck sind qualitative Nachweise des

Sauerstoffs, wie z. B. Braunfärbung einer bei Sauerstoffabschhiß bereiteten

alkalischen Pyrogallollösung nicht ganz zuverlässig; am besten ist es, gleich

nach dem Einsperren des Rezipienten eine Gasprobe zu entnehmen und

in einem der oben beschriebenen genauen Apparate zu analysieren. Aach

muß freilich der Rezipient vollkommen luftdicht verschlossen werden.

Will man untersuchen, ob bei Sauerstoffabschluß neben der Kohlen-

säure noch geringe Mengen anderweitiger Gase gebildet werden, so ist es

oft empfehlenswert. Kohlensäure durchzuleiten. Dieses Gas erzeugt man
in dem oben beschriebenen Bardelebenschen Apparate, den man mit ^larmor

und verdünnter Salzsäure beschickt. Die in einer mit Sodalösung gefüllten

Waschflasche gereinigte Kohlensäure passiert den mit Pflanzen versetzten
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Rezipionteii und wird alsdann in einen mit konzentrierter KaliUuii^e j^^efüllten

Eudiometer oder umg-okehrt gestellten Kolben getrieben, wo sich die durch

Kalilauge nicht absorl)ierbaren Gase allmählich ansammeln. Auf diese Weise
wird der Prozentgehalt der zu untersuchenden Gase im Gasgemische ge-

steigert; andrerseits leidet aber die soeben beschriebene Methode au di'in

Übelstande, dal» ein dauerndes Verweilen in Kohlensiiui-e für die meisten

Pflanzen schädlich ist.

Xabokich bedient sich für Herstellung anaerol)er \('ili;Utnisse des

luftleeren Ptaumes. Die nachfolgende Beschreibung dieser Methode ist auf

Grund einer den Verfassern in dankenswerter Weise zur \'erfügung ge-

stellten schriftlichen Mitteilung von Prof. Nabokich abgefaßt, eine ausführ-

liche Beschreibung der Methode wird an anderer Stelle erfolgen.

Als Rezipienten dienen die Vi
— - Hassenden dickwandigen Uundkolben

(Fig. 14:2 J), die auch für Kulturen von niederen Organismen brauchbar

sind. Nachdem man den Kolben mit den zu untersuchenden Pflanzen ver-

setzt hat, schmilzt man den Kollienhals am Gebläse zu und verl)indet

Fi p. 142.

sämtliche Kolben mittelst eines Sammeh^ohres mit einer auf der .Vit-

bildung nicht dargestellten ÖUuftpumpe Geri/k-Duplex^), die mit einem

die Evakuierung der Rezipienten erleichternden Hahn versetzt ist (das

Rohr F auf Fig. 142 leitet zu der ÖUuftpumpe). Zwischen dem Kolben

und der Pumpe schaltet man den in ein (iemisch von Schnee und Kochsalz

versenkten Kühler a und die Trockengefälje C und I) ein. Das Absorptions-

rohr C füllt man mit konzentrierter Schwefelsäure. d;\s Rohr /> Iteschickt

man mit trockenem Phosphorsäureanhydrid; das Füllen dei- beiden Röhren

geschieht automatisch mit Hilfe einer Wasserstrahlluftpumpe. Dui'ch An-

wendung des Kühlers a schont man die Absorptionsmittel: eine regel-

mäßige Arbeit der Pumpe wird durch vollkommene Absorption von Wasser-

dampf gesichert und liefert eine Luftverdünnung bis auf 0-20 ///;// (Jueck-

silberdruck; zur Kontrollierung der Luftverdünnung bedient man sich des

Vakuummeters E. Die Evakuierung nimmt höchstens 20 -."»(» Minuten in

') Firma Arthur Pfeiffer in Wetzlar.
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Anspruch; einen einzelnen Kolben kann man leicht in 8—12 Minuten

evakuieren. Ist die gesamte Luft aus dem Kolben entfernt, so schmilzt

man das Ableitungsrohr des Kolbens am Gebläse zu; der innere Raum des

Kolliens ist auf diese Weise von der äußeren Luft lediglich durch Glas

getrennt; somit ist man vor Verlust der während des Versuches gebildeten

Gase sicher. Die Bestimmungen der gebildeten Kohlensäure führt man

folgendermaßen aus. Man schaltet zwischen den Röhren C und I) ein

großes U-Rohr B ein, das mit zwei Glashähnen versetzt ist; dieses Rohr

füllt man mit feinen Körnern von Natronkalk, die mit gepulvertem Natrium-

hydroxyd bedeckt sind. Wiegt ein gefülltes Natronkalkrohr etwa 100 g, so

kann es 8 (/ Kohlensäure absorbieren; empfehlenswerter ist es jedoch,

größere, etwa 300 g megende Röhren anzuwenden; hierbei muß man

allerdings über eine zu derartigen Belastungen brauchbare Wage verfügen.

Ein 300 g wiegendes Rohr absorbiert etwa 25 g Kohlensäure und kann

für eine ganze Reihe von Versuchen benutzt werden; das Anlegen eines

zweiten Rohres ist vollkommen überflüssig; hat man einen Überschuß von

gepulvertem Natriumhydroxyd in das Rohr hineingetan, so ist man vor

Wasserverlust sicher. Nach dem Füllen evakuiert man das Rohr 2—3mal

und wiegt es sodann dreimal, um das wahre Gewicht zu ermittehi. Nach

Beendigung je eines Versuches kann man entweder das evakuierte oder

das mit Luft gefüllte Natronkalkrohr wägen; in beiden Fällen fallen die

Kohlensäurebestimmungen gleich genau aus. Die \'ollständigkeit der Ab-

sorption der Kohlensäure wird mit Hilfe des Vakuummeters kontrolliert.

Das Auspumpen der Kohlensäure aus dem Kolben führt man auf folgende

Weise aus. Man verbindet den Kolben mit der ÖUuftpumpe und evakuiert

zunächst die Absorptionsgefäße, was etwa 3—5 ^Minuten in Anspruch
nimmt: alsdann schließt man den hinteren Hahn des Rohres B und bricht

das innerhalb des (iummischlauches befindliche und bereits früher angefeilte

Ende des Ableitungsrohres des Kolbens; das Entweichen des Gases aus

dem Kolben reguliert man mit Hilfe des Schraubenquetschhahns j/x Alkohol-

dampf wird im Kühler a zurückgehalten. Ist die Hauptmenge der Kohlen-

säure absorbiert, so setzt man wiederum die Pumpe in Betrieb und entfernt

hierdurch die letzten Spuren von Kohlensäure aus dem Kolben. Die Kohlen-

säurebestimmungen nehmen höchstens 15—20 Minuten in Anspruch. Will

man Alkoholbestimmungen ausführen, so öffnet man den Kolbenhals und

unterwirft den Inhalt des Kolbens und des Kühlers einer Destillation.

Näheres über Alkoholbestimmungen siehe unten. Bei Anwendung des luft-

leeren Raumes muß man im Auge behalten, daß durch Verweilen im

Vakuum allerdings neue Lebensbedingungen geschaffen werden, die im

normalen und anaeroben Leben bei gewöhnlichem Gasdruck nicht zustande

kommen und in einzelnen Fällen nicht ohne Einfluß auf die Versuchs-

ergebnisse bleiben können.

In den meisten Fällen ist die anaerobe Kohlensäureproduktion der

Pflanzen mit Alkoholbildung begleitet. Will man neben den Kohlensäure-

bestimmungen auch Alkoholbestimmuugen ausführen, so verfährt man auf



ö

Intermotliärer Stoffwechsel : Methoden z. Bestiinnmii^' d. Atmiuip d. Pflanzen. )09

foliiende Weise. Ist dem Wesen der Arl)eit nach eine konstante (iasdnicli-

leitnn» oeboten, so schaltet man zwischen dem He/.ipienten nnd dem zur Ab-

sorption der Kohlensänre bestimmten Apparate eine in schmelzendes Eis ver-

senkte und mit Wasser gefüllte Wascliflasche, deien .\l)leitnn<,rsrohr aufwärts

gerichtet nnd schlangenförmig gewunden ist. Nach lieendigung des Versuches

tut man das Versuchsmaterial und den Inhalt der Waschflasche in einen ge-

räumigen Destillationskolben hinein, spült den Üezipiciitcn luid die Flasche mit

Wasser nach, versetzt diin Kolben mit einer beträchtlichen Menge destilliei-ten

Wassers und destiUiert so lange, bis etwa die Hälfte der Flüssigkeit in die

Vorlage übergegangen ist. Das erhaltene Destillat wird wiederum abdestil-

liert usw., bis man nach der letzten Destillation etwa öO an^ der Flüssigkeit

erhält. Das letzte Destillat fängt man in einem gewogenen Kölbchen auf inid

ermittelt durch eine zweite Wägung das Gewicht der erhaltenen Flüssigkeit:

alsdann bestimmt man das spezifische Gewicht des Destillates mit Hilfe

eines genauen Pyknometers
i

) nnd berechnet den Prozentgehalt und die

absolute Menge des Alkohols. Das letzte Destillat mnfi blank sein und

neutrale Ileaktion aufweisen. Ist das erste Destillat sauer , so führt man

die zweite Destillation unter Zusatz von etwas Kalilauge oder Bleihydroxyd

aus: ist das Destillat alkalisch, so setzt man bei der nachfolgenden Destil-

lation etwas W' einsäure hinzu. Erhält man trübes Destillat, so stellt man

bei der nachfolgenden Destillation den Kolben schief, wie bei einer Destillation

unter Wasserdampfdurchleitung. Auch kann man das letzte Destillat nach

der Wägung durch ein trockenes Filter filtrieren. Vm einem übermäliigen

Schäumen der Flüssigkeit vorzubeugen, versetzt man den Destillationskolben

mit etwas Tannin.

Ein schneller (|uahtativer Nachweis des Äthylalkohols wird durch

folgende Reaktionen gehefcrt:

1. Reaktion von Berthdot.-) Man schüttelt die zu untersuchende

Flüssigkeit mit ein paar Tropfen Benzoylchlorid und Tberschuß von Kali-

lauge aus. Bei Gegenwart des Äthylalkohols eutwicki^It sich der eigenartige

Geruch des Benzoesäureäthylesters.

2. Jodoformprobe von Müntz^) 10 cm'^ des Destillates versetzt man

mit 2
cj

Natriumkarbonat und Ol g sublimiertem Jod und erwärmt das

Gemisch auf dem Wasserbade bei 60" bis zum Auflösen des Jods. Nach

dem Erkalten scheiden sich die charakteristischen Kristalle des Jodoforms

aus, die man unter dem Mikroskop leicht erkennt. Du- Jodoformprobe ist

beim Nachweis des Äthylalkohols nur in dem Falle zulässig, wenn das

Destillat keine Spur von Aldehyden und von Aceton enthält, da die ge-

nannten Substanzen ebenfalls Jodoformprobe liefern; hiernach muli man

*) Nabokich bedient sich des rvknometers von h'ciscfiaiiei: Sehr praktisch ist

;uich das Pyknometer von Ostwald.

-) M. Berthelot, Nouveau reactif de Talcool. Comiitos rendus. Paris. lAXlII.

S. 496 (1871).

") A. Miintz, Recherches sur la ferinentation alcooliquc intracellulaire des vegetaux.

Annales de chimie et de physique. 5. seric. T. 13. p. 543 (1878).
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das Destillat jedesmal mit Fuchsinschwefelsäure prüfen : tritt hierbei keine

Eotfärbung auf, so ist die Jodoformprobe zum Nachweis des Alkohols

brauchbar.' ) Pallodinund Kostijtschew '-) haben Aceton in den durch Erfrierung-

abgetöteten Pflanzen nachgewiesen. Ist die Menge der Aldehyde bzw. des

Acetons sehr gering, so können die genannten Substanzen auf folgende
Weise entfernt werden. Man versetzt die Flüssigkeit mit einem Überschuß

von Natriumbisulfit und destilliert unter gelindem Erhitzen, bis die Hälfte

der Flüssigkeit in die Vorlage übergegangen ist. Das Destillat versetzt man
mit einem geringen Überschuß von Barvtwasser und destilliert noch einmal.

Das hierbei erhaltene Destillat gibt keine Aldehyd- und Acetonreaktionen.

Aus den Untersuchungen von Palladin und Kostytscheic ^) ist ersicht-

lich, daß man auch bei kurzdauernden Versuchen Alkoholbestimmungen

bequem ausführen kann. Die pyknometrischen Alkoholbestimmungen fallen

in der Regel bis auf 25 mg genau aus.

Viele Forscher haben darauf hingewiesen, daß bei Sauerstoffmaugel

organische Säuren gebildet werden. So haben J. Stoklasa und A.Ernst*}

gefunden, daß in Wurzelausscheidungen nur l)ei Sauerstoffmangel Säuren

enthalten sind.

V. Die Atmung der abgetöteten Pflanzen.

Die hervorragenden Untersuchungen fJ. Büchners und dessen Mit-

arbeiter 5) zeigten, daß die Alkoholgärung der Hefe ein enzymatischer Pro-

zeß ist. Der Nachweis davon wurde durch zweierlei Methoden erbracht.

Die eine Methode besteht darin, daß man mit Hilfe einer hydraulischen
Presse aus Hefe einen gärungsfähigen Preßsaft darstellt. Nach der anderen

Methode erhält man durch Abtöten der Hefe mit Aceton gärungsfähige

Dauerpräparate.
Die genannten Methoden Büchners wurden auch beim Studium der

Pflanzenatmung angewendet. So haben Stoklasa und dessen Schüler '^

) dar-

getan, daß Zymase auch in Samenpflanzen enthalten ist. Durch Fällung

') Villiers uud Fai/olle nehmen au. daß Fachsinschwefelsäure durch reines Aceton

nicht gefärbt wird {A. Villiers et Fai/olle, Sur une röaction des aldöhydes. Differencia-

tion des aldoses et des cetoses. Bulletin de la societe chimique de Paris. Ser. III. T. 11.

p. 691 [1894]). Es ist hiernach geboten, noch andere Acetonreaktionen, vor allem die

bequeme Lec/ahche Probe anzuwenden.

^) W. Palladin und .S'. Kosfi/fscheir, Anaerobe Atmung, Alkoholgärung uud Accton-

bildung bei den Samenpflanzen. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 48. S. 214 (1906).

*) W. Palladin uud S. Kostytscheic, 1. c.

*) J. Stoklasa und A. Ernst, Beiträge zur Lösuug der Frage der chemischen

Natur des Wurzelsekretes. Jahrb. f. wissensch. Botanik. Bd. 46. S. 55 (1908).

^) E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegärung. München und Ber-

lin 1903.

^) Stoklasa und Czerny, Isolierung des die anaerobe Atmung der Zelle der höher

organisierten Pflanzen und Tiere bewirkenden Enzyms. Ber. d. Deutschen chem. Gesell-

schaft. Bd. 36. S. 622 (1903); Stoklasa, Ernst nndChocenski/, Über die glykolytischeu

Enzyme im Pflanzenorganismus. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 50. S. 303 (1906 bis

1907).
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des aus Samenpflanzen (lai'i>-estellten rrelisaftes mit Alkoliol eiliiilt man
einen gärnnj^sfähi^en Niederschlaji'. Sowohl der von Maxitnoir ^} -dus Asper-

gillus niger dargestellte Preßsaft, als auch die von Kostgfschew *) ei-|ialtenen

Acetondauerpräparate des genannten Pilzes bewirkten nicht nni- Kolilen-

säureproduktion, sondern auch Sauerstoffahsorption; der Gaswechsel dieser

Objekte war also der Atmung vollkommen analog. Die Untersuchungen von

Kolkivitz^) zeigten, daß die Kohlensäureproduktion der gekfimten Samen
durch Zerkleinerung nicht eingestellt wird, in letzter Zeit wurde der (Jas-

wechsel abgetöteter Pflanzen eingehend studiert. Aus den neueien Arbeiten

ist ersichtlich, daß die Pflanzenatmung allem Ansclunn nach nichts anderes

ist als eine Summe enzymatischer Prozesse" und daß einige vom theoretischen

Standpunkte aus wichtige Fragen nur durch Experimente mit abgetöteten
Pflanzen beantwortet werden können. Nachstehend ist die Methode der Abtötung
der Pflanzen ohne Zerstörung der in denselben enthaltenen Enzyme beschrieben.

Die unter Anwendung der iMethoden von Buchner mit Samenpflanzen

ausgeführten Untersuchungen zeigten, daß die Kohlensäureiu-oduktion der

dargestellten Präparate im Vergleich mit derjenigen lebender Objekte

außerordentlich gering ist. Diese Piesultate beweisen, daß beim Arbeiten

mit wasserreichen Samenpflanzen die Anwendung der Methoden von /iw/our

keine l^efriedigenden Resultate liefert; infolgedessen hat PoUadin*) eine

Methode der Abtötung durch niedere Temperatur ausgearbeitet; hierbei

wird die Zellstruktur der Pflanzen nicht zerstört.

Große, etwa 100 cm^ fassende Pveagenzgläser werden mit unvei-sehrten

oder zerstückten Pflanzen vollgefüllt und mit Kautschukstopfen gut ver-

schlossen. Damit die Sab^lösungin die Keagenzgläser nicht eindringt, be-

schmiert man die Pfropfen mit etwas Vaseline. Die Reagenzgläser werden

in einen mit Filz bezogenen Eimer gebracht und mit einem Gemisch von

Schnee oder fein zerkleinertem Eis, Natriumchlorid und Ammoniumnitrat

umgeben. 5) Man tut zuerst eine Schneeschicht von etwa '2-)\ an in den

Eimer hinein, den Schnee bedeckt man mit einer Schicht des Salzgemisches

und legt darauf die Reagenzgläser, wobei man die Zwischenräume zwischen

den Reagenzgläsern mit Schnee füllt. Die Pieagenzgläser deckt man mit einer

Schneeschicht, dann mit einer Schicht des Salzgemisches, legt darauf wiederum

Reagenzgläser usw. Die oberste Reihe der Reagenzgläser deckt man erst

mit einer Schneeschicht, dann mit einer Schicht des Salzgemisches, schließ-

lich mit Filz und stellt auf das Filz eine mit Schnee gefüllte Schale. Nach

einer Stunde sinkt die Temperatur im Innern der Iieagenzgläser bis auf

M Maximotv, Zur Frage der Atmung. Bericlite d. Deutschen hotan. (iosollsch.

Bd. 22. S. 225 (1904).

-) Kosfi/fscheir, l'ber Atmungsenzymo der Schinnncipiiz«'. Hit. d. DeutMlii-n lidtaii.

Gescllsch. Bd. 22. S. 207 (l'J04).

^) KoJkwitz, Über die Atmung ruhender Samen. Bor. d. DentsduMi li..t;ni. fifsoli-

schaft. Bd. 19. S. 2Sö (1901).

*) W. ralladin, Die Arbeit der Atmnngsenzyme der Pflanzen unter verschiedenon

Verhältnissen. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 47. S. 407 (IHOti).

^) Welter, Die tiefen Temperaturen. Crefeld 189ö.

Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. UI. 33
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— 20°. ^) Der mit den Reagenzgläsern versetzte Eimer wird in einem

kalten Räume für 24 Stunden in aller Ruhe belassen. Nach Ablauf dieser

Zeit steigt die Temperatur der Mischung je nach den Temperaturverhält-
nissen des Raumes auf — 10" bis — 3". Für eine Abtötung der in der

Periode starker Lebenstätigkeit begriffenen Samenpflanzen genügt eine

Temperatur von — 20° bis — 25". Nabokich ^) wendete für die Erfrierung

der Pflanzen flüssige Kohlensäure an; letztere verflüchtigt sich aber sehr

schnell; für eine vollkommene Abtötung der Pflanzen ist jedoch nicht so

der Grad als die Dauer der Temperaturerniedrigung von Belang. Auch ist

es wichtig, daß die Reagenzgläser möglichst dicht gefüllt sind; eine Er-

frierung der Pflanzen in denselben Rezipienten, die alsdann für den Ver-

such selbst dienen sollen, ist zu vermeiden; ist dies jedoch unvermeidlich,

so muß man ein Thermometer in das Innere des Gefäßes einführen, da die

Temperatur der Kältemischung mit derjenigen der zu erfrierenden Pflanzen

nicht immer übereinstimmt.

Für die Bestimmung der von den erfrorenen Pflanzen produzierten

Kohlensäure tut man das Versuchsmaterial in ein U-Rohr hinein und legt

in das vordere Ende des U-Rohres etwas mit 4 cm^ Toluol getränkte Watte.

Das die U-Röhre passierende Gas ist auf diese Weise mit Toluoldampf

gesättigt, wodurch eine Entwicklung der Bakterien verhindert wird. Toluol-

dampf hat keinen Einfluß auf den Titer des zur Absorption der Kohlen-

säure bestimmten Barytwassers.
Die Vorzüge der soeben beschriebenen Erfriermethode bestehen im

folgenden:

1. Die durch Erfrierung getöteten Pflanzen produzieren bedeutend größere

COa-Mengen als die aus denselben Pflanzen bereiteten Preßsäfte oder Aceton-

dauerpräparate ;
am wenigsten sind für SamenpflanzenAcetonpräparate geeignet.

2. Die erfrorenen Pflanzen werden in unversehrtem Zustande in die

Rezipienten hineingetan. Palladin wies nach, daß durch postmortale Zerstörung
der Zellstruktur der Pflanzen die Tätigkeit der Enzyme herabgesetzt wird.

Noch schädlicher muß freilich eine Zerkleinerung der lebenden Pflanzen wirken.

3. Durch Anwendung der Erfriermethode wird ein Arbeiten in Gas-

medien ermöglicht. Die in Wasser versenkten erfrorenen Pflanzen scheiden

bedeutend geringere CGo-Mengen aus als die in Gasmedien befindlichen.

Die Kohlensäureproduktion der erfrorenen Pflanzen ist ein enzyma-
tischer Prozeß; dafür spricht unter anderem die Tatsache, daß die Kohlen-

säureproduktion erfrorener Pflanzen meistens von Alkoholbildung begleitet

ist. Brenstein^) und nachher Nabokich*) beobachteten eine Kohlensäure-

*) Zur Kontrollierung der Temperatur steckt man in den Kautschukstopfen des

Reagenzglases ein Thermometer; die Kugel des Thermometers muß mit den zu erfrie-

renden Pflanzen in unmittelbarer Berührung stehen.

^) Nabokich, Über die Aussclieidung von Kohlensäure aus toten Pflanzenteilen.

Ber. d. Deutschen botan. Gesellsch. Bd. 26ar S. 324 (1908).

*) Brenstein, Über die Produktion von Kohlensäure durch getötete Pflanzenteile.

Dissert. Kiel 1887.

*) Nabokich, 1. c.
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Produktion der Pflanzen nach der Heliandlinif? mit iii)erhitzton» Wasserdampf
(bei 120") und nach einer Sterilisation im Autoklaven. liier hahen wir es

natürlich nicht mit enzymatischen Prozessen zu tun. hie im hiesif^en

Laboratorium ausgeführte und noch nicht publizierte Arbeit von K. Sfane-

ivitsch zeigt, da(j die mit Aceton behandelten trockenen Pflanzenteiie sehr

wirksame Dauerpräparate liefern. Auch andere Stoffe hat Sfancirifsrh für

Herstellung von l)auerpräi)araten angewendet. Je Hy der im lufttrockenen

Zustande von verschiedenen Flüssigkeiten im \'erlaufe von ö Tagen be-

handelten und alsdann im Wasser eingeweichten Weizenkeime haben
binnen 19 Stunden folgende COa-Mengen produziert:
Lebende Keime (Kontrolle) . . lG30/«(7

Getötet mit Toluol 818 „

„ „ Aceton 79"5 „

„ „ Benzol 81 „

„ „ Terpentinöl . . . 6G'9 „

Es besteht ein gewisser Zusammenhang

produzierten Kohlensäure und mit der Menge
Pitissigkeiten extrahierbaren Lipoide.

Getötet mit Chloroform . . . . CA 4 mg
„ „ Anilin 58 9 „

„ Äther 43 „

„ Alkohol 6-3 ,

zwischen der Menge der

der durch verschiedene

VI. Atmungschromogene und Atmungspigmente.
Die Untersuchungen von G. Bertram/ zeigen, daß die Oxydasen den

molekularen Sauerstoff nur auf aromatische Veri)indungen bestimmter

Zusammensetzung übertragen können, die Produkte der anaeroben Atmung
sind aber aliphatische Verbindungen; infolgedessen hat Pa/Zorfm ^

) in seiner

Theorie der Atmung die Meinung ausgesprochen, daß in den Pflanzen

immer Atmungschromogene enthalten sind, die den molekularen Sauerstoff

von der Oxydase auf die zu oxydierenden aliphatischen Stoffe übertragen.

Diese Atmungschromogene faßt Falladin unter dem Begriffe Phytohämatine
zusammen. Der Zusammenhang der Oxydationsvorgiinge bei der Atmung
wird nach Falladin durch folgendes Schema dargestellt:

Primäre Prozesse Sekundäre Prozesse

Anaerobe P^nzyme (Zymase u. a.) Luftsauerstoff

i

Katalase -), Reduktase

Gärungsprodukte (Alkohol

oder andere Stoffe)

Atmungsoxydasen

Phvtohämatin

Atmuug.'^produkte

(COo + H.,())

') Palladin, Die Atmungspigmente der rtlauzen. Zeitsclir. f. physiol. Chemie. Hd. 55.

8.207(1908). — Reinke, Einleitung in die theoretische Biologie. S. 281. Berlin 1901.

*) Zugunsten der Annahme einer Anteilnahme der Katalase in anaeroben Prozessen

spricht der Umstand, daß bedeutende Mengen des genaunton Knzymesin Hefe enthalten sind.

33*
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Den Nachweis der Atmungscliromogene erzielt man auf folgende Weise.

Die zu untersuchenden Pflanzen oder Pflanzenteile Averden zerkleinert, mit

destilliertem Wasser versetzt und ausgekocht; der erhaltene Extrakt wird

filtriert. ^) Da die Oxydase durch Kochen zerstört worden war, so ist das

erhaltene Filtrat mehr oder weniger farblos. Da aber die Chromogene

vieler Pflanzen bereits durch Zerkleinerung der Objekte zu den Pigmenten

oxydiert werden, so ist es oft notwendig, große Stücke der zu unter-

suchenden Pflanzen in kochendes Wasser hineinzubringen, und zwar nicht

viele auf einmal, damit die Temperatur des Wassers nicht herabgesetzt

wird; nach dem Auskochen werden die Pflanzen fein zerkleinert und wiederum

ausgekocht. Nur auf diese Weise erhält man aus manchen Pflanzen farb-

lose Chromogenlösungen. Die Oxydation der erhaltenen Chromogene zu den

entsprechenden Pigmenten wird durch Zusatz der nach der Methode von

Chodat und Bach aus Meerrettich dargestellten Peroxydase und ein paar

Tropfen verdünnter (0-5
—

l'OVo) Wasserstoffsuperoxydlösung erzielt. Hei

Gegenwart von einem Chromogen findet schnell eine Färbung des Filtrates

statt. Meistens tritt Rotfärbung auf (14. Ptuber, oder i:;. Purpureus nach

den Tabellen von Saccardo% die sodann in eine braune Färbung über-

geht (19. Latericius oder 20. Badius). Seltener tritt Lila- oder Violettfärbung

auf (49. Lividus, 12. Atropurpureus oder 6. Tumosus), die alsdann ebenfalls

in Rot- und Braunfärbung übergeht. Das Auftreten der Rotfiii'ining wird

durch Zusatz von ein paar Tropfen verdünnter Essigsäure befördert; ein Über-

schuß der Säure wirkt dagegen schädlich. Die Redaktion wird durch Sodazusatz

stark stimuliert; in diesem Falle tritt sofort dunkfiibraune Färl)ung auf.

Die mit den Blättern von Rumex Faticiiüa ausgeführten Versuche •')

haben dargetan, daß die Ernährung der Blätter mit Zuckerlösungen in

Dunkelheit (oder noch besser im Lichte) eine Anhäufung der Chromogene
herbeiführt. Die Atmungschromogene sind im Pflanzenreiche sehr verbreitet.

Für Vorlesungsversuche sind folgende Objekte besonders zu empfehlen:

Keimhnge von Vicia Faha, grüne oberirdische Rhizome von PoJypodiutu

nervifolium, Polypodium leiorhizon, Radix Filicis maris, Zweige \o\\ Biofa

Orientalis oder Thuja occidentalis und Corttx Chinae ruber.

Für die Oxydation der Chromogene von Hymenomyceton muß

man Tyrosinase anwenden.

In vielen Fällen kann man den Nachweis der Chromogene mit Hilfe

der Methode von MoUsck^) hefern.

Die zu untersuchenden Pflanzenteile werden in eine Glasglocke hinein-

getan, in der sich ein mit Chloroform gefülltes Gläschen befindet. Durch

*) Palladin, Die Verbreitung der Atmungschromogene bei den Pflanzen. Bericbte

d. Deutsch, botau. Gesellsch. Bd. 26a. S. 378 (1908).

*) P. J^. Soccardo, Chromotaxiaseunomenclator colorum. Editio altera. Patavii 1894.

^) Palladin, Über die Bildung der Atmungschromogene in den Pflanzen. Berichte

d. Deutsch, botan. (iesellsch. Bd. 26a. S. 389 (1908).

^) //. Molisch, Wiesners Rohstoffe des Pflanzenreiches. 2. Aufl. Bd. 1. 8. 423.

Leipzig 1900.
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Chloroformdampf werden die Pflanzen getötet, da aber nach dem Ahstcrlx-n

der Pflanze die Tätij^keit der analysierenden und oxydierenden Knzymc
diejeniiio der synthesierenden und reduzierenden Knzyme übertrifft, so

findet eine Oxydation der Chromogene statt. Die Oxydation (b-r Chroniojrent'

erfoliit meistens sehr rasch, so daß auf einmal en(lgidti}.;e l'.raiinl'ärbunf^

auftritt und die intermediäre Uotfärbung vermilU wird. Nur wenige Pflanzen

liefern dauerhafte Farbstoffe. So färbt sich Schcnkia Blumenaviuna '

) hoch-

rot und Aloe soccotrina-) dunkelrot; diese Färbung rührt von einer Oxy-
dation des .\loins her. Blätter von Poli/f/onwit tinctorium nehmen eine

blaue Färbung auf, die von einer Bildung des Indigotins hen'ührt. Man
kaim aus der genannten Pflanze ein schönes Dauerpräparat bei'eiten; zu

diesem Zwecke zieht man das Chlorophyll mit Alkohol aus. Das Präparat
wird im Alkohol aufbewahrt.

In einigen Pflanzen findet eine Anhäufung des Chromogens nur nach

erfolgter Autolyse unter sterilen Verhältnissen statt. So verhalten sich z. B.

Weizenkeime und etiolierte Blätter von Vicia Faba. Die Chromogene sind

also häufig an andere Stoffe gebunden. Solche Verbindungen hat Pttlladin

als Prochromogene bezeichnet.^)

Auch in lebenden Pflanzen ist beim Überwiegen der oxydierenden

Vorgänge eine Oxydation der Chromogene zu den Pigmenten möglich.

Darauf beruht die Frühlings- und die Herbstfärbung der Blätter, Auch die

blaue bzw^ rote Färbung der Blüten ebenso wie die bei den \'erletzungen

auftretende Ilotfärbung sind auf analoge Ursachen zurückzuführen.

Die chemische Struktur der meisten Chromogene ist zurzeit noch

wenig untersucht. Nach den gegenwärtig bekannten Tatsachen sind die

Chromogene den aromatischen Verbindungen beizuzählen. Fine Ablagerung

der Chromogene findet in Form von (ilukosiden statt.

') H. Molisch, über ein neues, einen karminroten Farbstoff erzeugendes Chromogen
bei Scheukia Blumcuaviaua. Berichte d. Deutsch, botan. Gesellsch. Bd. 19. S. 14'J (1901).

2) H. MoUsch, Milchsaft und Schleimsaft der Pflanzen. S. 1(1.'). Jona lUOl.

") Palladin, Über Prochromogene der pflanzlichen Atuuingsclironiogene. Berichte

d. Deutsch, botan. Gesellsch. Bd. 27. S. 101 (1909).



L. Methoden zur Bestimiiiimg der Exkrete bei der

Atmung der Bakterienzelle,

Von JuHus Stoklasa, Prag.

Die normale Atmung, d. h. die Aufnahme von Sauerstoff und die Ab-

gabe von Kohlensäm*e, ist in den meisten Fällen eine allgemeine Stoff-

wechselerscheinung der lebendigen Bakterienzelle. Kohlendioxyd und Wasser

sind stets die Produkte der Atmung einer jeden Bakterienzelle. Neben

diesen kann man aber unter den gasförmigen Exkreten noch Methan.

Wasserstoff, Schwefelwasserstoff, Ammoniak und Stickstoff konstatieren.

Diese Exkrete entstehen bei dem Abbau der Kohlenhydrate und bei der

Destruktion der spezifischen Eiweißverbindungen, sowie der Nitrate,

Nitrite und Sulfate. Der Charakter der Exkrete bei den bioenergetischen

Umsetzungen hängt sehr viel von der Art der Bakterien und von der Be-

schaffenheit der Nährlösung ab.

Bei genauerer Erwägung der Lebensvorgänge der Bakterienzelle er-

scheint es als wahrscheinlich, daß die aerobe Atmung eine sekundäre Er-

scheinung ist; der primäre Vorgang ist die intrazellulare Bewegung der

Atome im lebenden Molekül, verbunden mit der l^mlagerung von Sauer-

stoff innerhalb des Moleküls. Die Lebensenergie, die bei diesem anaero-

biotischen Prozesse verfügbar mrd, ist ein Produkt der Hydrolyse und der

Wanderung des Sauerstoffatoms. Die anaeroben Atmungsprozesse können

als ein Verbindungsglied der gewöhnlichen Atmung und Gärung bezeichnet

werden.

Bei der Atmung der obligaten Aerobionten konnte ich überall Kohlen-

dioxyd, Methan, Wasserstoffe), Schwefelwasserstoff, Ammoniak und Stick-

stoff in elementarer Form konstatieren.

Stickstoffmonoxyd ^) wollten Schlösimj, Gayoti und Dupetit und Tacke

bei der Nitratgärung beobachtet haben. Nach meinen Untersuchungen war

aber daselbst Stickstoffmonoxyd nicht festzustellen.

') Die Bildung von Kohlendioxyd, Methan, Wasserstoff, Ammoniak und Schwefel-

wasserstoff wurde bei der aeroben Atmung des Bacterium coli commune, Bacterium

lactis aerogenes und Bacillus aceticus etc. beobachtet.

2) Die kleinen Mengen von Stickstoffdioxyd (NO), Stickstofftrioxyd (N.^ Oj) und

Stickstofftetroxyd (X, O^), welche bei der Nitratgärung entstehen, können wir ebenfalls
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hei der Atmung der ohli^uten Aiiaörol)iünteii \v;ir in Wasserstoff-

atmospliärc Kohlendioxyd, Methan, Schwefelwasserstoff, Ammoniak, Stick-

stoff und Stickstoffdioxyd M nachweisbar;

in Stickstoffatmospliäre wurde neben Kohlendioxyd Methan. Wasser-
stoff

2), Schwefelwasserstoff und Ammoniak vorgefunden.

Auch eine größere Anzahl der Bakterien, welche zu der III. (Iruppe

gehören, und zwar die fakultativen Anaörobionten, scheiden bei der Atmung
Kohlendioxyd, eventuell Methan, Wasserstoff, Schwefelwassei'stoff, Ammoniak
und Stickstoff aus.

Um zu illustrieren, wie groß die Atmungsintensitat der Bakterien in

einem geeigneten Nährmedium ist, führe ich hier einige Beispiele an:

I. Anaerobiotische Atmung.

1 ^ Bakterieumasse von Clostrydium butyricum, auf Trockensub-

stanz berechnet, atmet durchschnittHch in 24 Stunden 0'511 y Kohlen-

dioxyd aus.

1 g Bakterienmasse von Bacterium Hartlebi, auf Trockensubstanz be-

rechnet, atmet durchschnittlich in 24 Stunden 027 ^ Kohlendioxyd aus.

II. Aerobiotische Atmung.

1
ff

Bakterienmasse von Azotobacter, auf Trockensubstanz berechnet,

atmet in 24 Stunden durchschnittlich 1-2729 </ Kohlendioxyd aus.

1 g Bakterienmasse von Bacillus mycoides ,
auf Trockensubstanz be-

rechnet, atmet in 24 Stunden durchschnittHch 0'2K-W/ Kohlendioxyd aus.

Nun schreiten wir zur Schilderung der einzelnen Methoden zur Be-

stimmung der E.xkrete bei der Atmung der Bakterienzelle.

zu den Exkreten der Atmung der Bakterienzelle rechnen. Nach Tacke (siehe Landwirt-

schaftliche Jahrhücher, Bd. 16, 1887
;
Bd. 18, 1889) ist die Zusammensetzung des tJases

bei der Nitratgärung wie folgt:

Zusammensetzung des Gases CO, NO N^ N
Nach 21 Tagen öfrSl 065 3813 4-41

29 ., 39-44 1-59 4847 lÜöOn

„51 „ 68-46 0-00 0-00 2969

') Der Stickstoff in elementarer Form und das Stickstoffdioxyd entstehen bei

dem Denitrifikationsprozeß, welcher Vorgang als eine Art von anorganischer intramole-

kularer Atnuing zu betrachten ist. Das Stickstofftrioxyd entsteht bei der Reduktion

des Stickstoffpentoxyds durch Wasserstoff.

^) Zum Beispiel Kohlensäure und Wasserstoff wurden bei der anaerol)en .Vtmung
des Clostrydium butyricum, Clostrydium polymy.xa, Bacillus amylozyma und Bacillus

butyricus beobachtet. Bei der Wasserstoffgärung der Zellulose entsteht neben der Kohlen-

säure immer Wasserstoff und bei der Methangärung der Zellulose neben Kohlensäure

stets Methan, wie dies OmeJianski durch seine Experimente dargetan hat.
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I. Apparat von W. Hesse.

W. Hesse^) hat schon im Jahre 1893 im Laboratorium des Professor

Dr. Walther Hempel in Dresden probiert, die bei der Atmung der Bakterien

entstehenden Gase quantitativ zu untersuchen. Im Prinzip war seine Me-

thode zur Bestimmung der Exkrete bei der Atmung der Bakterien wie folgt:

Er kultivierte die Bakterien in Gläsern von 50—100 cni^ Inhalt, die

Fig. 143.

mit gut eingeschliffenem Stöpsel versehen waren. An letzterem waren zwei

Kapillarröhren angebracht, deren eine tiefer in das Gefälj hinabreicht und

dort zur Aufnahme von Watte erweitert ist. Die Kapillaren sind mit Glas-

hähnen verschheßbar. Nachdem der Hahn des Watterohres verschlossen

^) W. Hesse, Über die gasförmigen Stoffwechselprodukte beim Wachstum der

Bakterien. Zeitschr. f. Hygiene. Bd. 15. S. 17 (189.3).
— Derselbe. t;ber den Einfluß der

Alkaleszenz des Nährbodens auf das Wachstum der Bakterien. Zeitschr. f. Hygiene.

Bd. 15. S. 183 (1893).
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war, wurde sterilisiert. .Jedes (i|;is erhielt 2^^ mi-^ eines pM'i;:!ieten Niihr-

inediuiiis. Anfaiif^^s wurde das (Tasp:eniisrli der l\.ullur!i:läser mindestens

täglich untersucht und dann letztere mit Luft oder Wasserstoff durcli^'O-

waschen. Zur Untersuchung wurden Gasprohen mit der J/cnipeh{\\'\\ llii-

retto entnommen und in die Kali- und riiosphorhürette zur I^x-stimmung

der Kohlensäure und des Sauerstoffes übergeführt. Der Aufhau der A|)pa-
rate ist wie im nachstehenden bcschi-iehen (siehe Fig. 148):

Der Apparat besteht aus einem kleinen, etwa öO r;//» fassenden Erloi-

wcy/erschen Kolben, in d(\ssen Hals nach Art der IJrcr/ischvhvw Wasch-

flaschen zwei liöhren eingesetzt sind, die durch gut. eingeschlitfenc (ilas-

hähne .1. B mit kapillaren Ausflußi'öhi'eii abgeschlossen werden können.

Um möglichst große Sichei'heit zu erlangen, dali nicht durch das Schmier-

mittel der Hähne ein Gasaustausch erfolgt, kann man die Hähne auch

zum Abdichten mit Quecksilber einrichten. Der Stopfen des Kolbens wii'd

vermittelst eines Glockenschliffes mit Quecksilbei- in der Weise abgedichtet,

wie es die Fig. 14;') zeigt.

In den Kolben wird ein passender Nährboden h gebracht und in

diesen die zu untersuchenden Bakterien durch Impfung eingeführt. Der

Apparat bietet die Möglichkeit, unter Umständen je nach dem Zwecke der

Untersuchung die Züchtung in Luft oder in einem beliebigen anderen

Gase auszuführen, welches man in diesem Falle dui'ch \'erdrängung der

Hähne einfühlt. Um die beim \ersuche auftretenden (iase zu untersuchen,

verbindet man den Apparat mittelst einer Dreiwegkapillare mit einer

Hempelschen (iasbürette mit Temperatur- und Darometerkorrektion: die

untere starke Erweiterung des Mellrohres der lUirette ermöglicht dann,

die Bürette als Aspirator zu benutzen. Etwa 10 cm^ der im Kolben ent-

haltenen Gase kann man sodann mit Leiclitigkeit lieraussaugen.

Hierauf werden diese Gase in der Bürette gemessen und in ganz

kleinen Absorptionspipetten mit den in Frage kommenden Absorptions-

mittehi /usammengebracht, wobei man immer durch Anwendung einer Drei-

wegkainllare jede Spur von Luft ausschlielU. Alle Operationen geschehen

über Quecksilber, die Pipetten sind mit Iieagens und (^)uecksilber gefüllt.

Da die Apparate sehr klein sind, die Kugeln der Pipetten brauchen höch-

stens 20 cm '^ Rauminhalt zu haben, so kann man den Pipetten die Form

der einfachen Absorptionspipetten geben.

II. Apparat von E. Godlewski.

Im Jahre 180() stellte A'. Goillcirski^) einen Api)arat zur Bestimmung
der gasförmigen Atmungsprodukte der Bakterien zusammen, welchen er

schon damals zu seinen Exi)erimenten bezüglich der durch Bakterien her-

*) E. Godletvski, nitryfikacyi anioniaku i xrödhicli wcRla podczas z\ wionia sie

fcrmoiitöw nitrvfikacvjiiych. Kozpraw Wydzialu iiiatoniiitu'ziio-przynxhiiczi'go Akadeniii

Ihniojetuosci w Krakowio. T. 30 (18%).
- K. (iodlncski und F. l'ohi ih'ksz , Über die

intraniolokularo Atmung. Extrait du Bulletin de TAcadi^mie des scienres de ("raoovie.

Krakau 1901.
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vorgerufenen Nitrifikation von Ammoniak verwendete. Später benutzte er

diesen Apparat mit Vorteil auch zu seinen Untersuchungen betreffs nor-

^^^^

maier und intramolekularer Atmung.

Dieser Apparat ist wie folgt kon-

struiert (siehe Fig. 144):

Den Hauptteil desselben bildet

ein konischer Kolben Ä aus dickem

Glas, welcher von einem aufge-

schliffenen Helm h geschlossen mrd.

Dieser Helm ist oben mit zwei ein-

geschliffenen und unter einem

rechten Winkel gebogenen Röhren a

und b versehen. In diese Röhren

können zwei eingeschliffene Ansatz-

röhren d und c eingesetzt werden.

An dem absteigenden Schenkel der

unter rechtem "Winkel gebogenen

Ansatzröhre c, welche mit b ver-

bunden wird, ist eine Millimeterskala

vorhanden. Auf diese Weise gibt es an dem Apparate,
wenn derselbe zusammengestellt ist, drei SchliffSchlüsse:

zwischen dem Halse des Kolbens und dem Helm, zwischen

den Röhren a und d und zwischen den Röhren b und c

Alle diese Schliffe werden mit Quecksilber gedichtet. Zur

Aufnahme des Quecksilbers am Halse des Kolbens dient

ein Glaskragen, welcher mittelst eines Kautschukringes

an den Kolben befestigt wird. Zur Aufnahme des Queck-

silbers für die Dichtung der Verbindungsschhffe der Röhren

werden kleine Glasmuffeln m und m' benutzt, welche über

die Schliffe geschoben werden. Diese Muffeln sind an beiden

Enden mit durchbohrten, auf die zu verbindenden Röhren

aufgesetzten Korken geschlossen. Seithch ist jede dieser

Muffeln mit einer Öffnung zum Ein- und Ausgießen des

Quecksilbers versehen.

Will man am Schlüsse des Versuches die Röhren

auseinandernehmen, um den Apparat zu öffnen, so braucht

man nur die Muffeln zu drehen, bis ihre seitliche Öffnung nach unten zu

liegen kommt, dann fließt das Quecksilber von selbst aus den Muffeln

heraus. Um die Bestimmungen der Volumina des sich im Apparate an-

nOHB

Fig. Ul.
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sammelnden Gases zu erniügliehen, nuil) zunäc.list der Volmiiciiiulialt des

Apparates ein für allemal bestimmt werden. Dies fi:escliielit diinh ^Vi(•^'unff

des leeren Apparates samt dem Helm und dann des mit destilliertem

Wasser jj-efüllten. Die Differenz zwischen diesen beiden Gewichten mit ent-

sprechender Korrektui- für die Temperatur des Wassers gibt das innere

Volumen des Apparates an. Der Volumeninhalt der Zuschuliröhre a und />

wird mit Quecksilber bestimmt, auch die Millimeterskaia an der Röhre c

wird mit Quecksilber kalibriert.

Der Gang des Versuches ist folgender: Man gielit in den Ivollx-n A
100—150cw3 Nährmedium, stülpt den Helm, dessen Rühren mit Watte-

pfropfen geschlossen sind, darüi)er und sterilisiert das Ganze im Auto-

klaven. Nach dem Erkalten (im Autoklaven selbst) öffnet mau den Kolben

und impft schnell das Nährmedium mit einer Tlatinöse. Hierauf schlielit

man den Kolben wieder mit dem Helm und setzt nach Entfernung der

Wattepfropfen von den Röhren a und h dieselben mit den Ansatzröhren

d und c in Verbindung. Die Röhre d ist vorher etwas ausgezogen worden,

damit sie bei endgültiger Schließung des Apparates leichter abzuschmelzen

wäre, die beiden Ansatzröhren werden an der Elamme sterilisiert. Nach

Anbringung der Ansatzröhren werden alle drei Schliffe mit Quecksilber

gedichtet und das Ende der Röhre c (nach Entfernung des sie schließen-

den Wattepfropfens) in eine kleine Glasschale g mit Quecksilber getaucht.
Nun schreitet man zur Evakuation des Apparates. Zu diesem Zwecke wird

die Röhre d mittelst einer Mischung von Lack und Terpentin mit dei-

Bleiröhre o, welche zu einer guten Sprengelschan Quecksilberluftpumpe

führt, luftdicht verbunden.

Jetzt setzt man die Pumpe in Bewegung und läßt sie so lange wirken,

bis die Höhe des Quecksilbers in der Röhre c und im Manometer der

Pumpe nur noch um die der derzeitigen Temperatur entsprechende Ten-

sion des Wasserdampfes vom Barometerstände differiert. Da während des

Pumpens Luftblasen eine Zeitlang beständig aus dem Nährmedium ent-

weichen, so dauert die Evakuierung des Apparates ziendich lauge, gewöhn-
lich etwa 2 Stunden. Nach beendigter Evakuation schmilzt man die Röhre

d an der ausgezogenen Stelle ab , wodurch der endgültige Abschluß des

Kolbeninhaltes nach außen bewerkstelligt wird.

Sodann macht es schon keine große Mühe, den Gang der Kohlen-

säurebildung bei der intramolekularen Atmung der im luftleeren Raum des

Apparates befindlichen entwickelten Bakterien ([uantitativ zu beobachten.

Es ist klar, daß die aus dem Nährmedium mit entwickelten Bakterien

entweichende Kohlensäure zunächst in das umgebende Wasser und dann

aus demselben in den luftleeren Raum diffundieren muß, was natüilich

das Sinken des Quecksilbers in der Steigröhre c zur Folge hat. Man i)raucht

also nur die Höhe der Quecksilbersäule in der Ilöhre r, den Barometer-

stand und die Zimmertemperatur von Zeit zu Zeit al)zulesen . um danach

das jederzeitige Volumen des Gases im .\pparat zu l)erechnen. (iewöhnlich

nimmt man die Ablesungen täglich vor.
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Wenn das Gasvolumen im Apparate sich nur wenig vergrößert oder

wenn man den Versuch aus irgend einem anderen Grunde abschließen will,

schreitet man zur Analyse des im Apparate angesammelten Gases.

Um eine Probe dieses Gases für die Analyse zu entnehmen, setzt'

man das zugeschmolzene Ende der Röhre d mit der Bleiröhre der oben

erwähnten Luftpumpe in Verbindung, läßt die Pumpe spielen, und wenn

das Quecksilber im Manometer der Pumpe auf die Höhe des Barometer-

standes gestiegen ist, und das charakteristische Geräusch des fallenden

Quecksilbers das Vakuum in der Pumpe anzeigt, setzt man ein mit Queck-

silber gefülltes Eudiometer auf den Auslauf der Pumpe auf, bricht mit

einer Zange die abgeschmolzene Spitze der Röhre d ab, und läßt durch

weiteres Pumpen eine gewisses (^)uantum Gas aus dem Apparate in das

Eudiometer steigen. Der Sicherheit halber hat man immer wenigstens zwei

Gasproben aus dem Apparate entnommen und analysiert.

Die in gasförmigem Zustande im Apparat angesammelte Kohlensäure

stellt aber noch nicht die ganze Menge der von den Bakterien gebildeten

Kohlensäure dar. Ein Teil der Kohlensäure bleibt ja im Nährmedium

gelöst und muß mittelst einer speziellen Methode bestimmt werden. Xach

Beendigung des Versuches wird der Inhalt des Versuchskolbens vorsichtig

in einem V2 ^Kolben abgegossen, der Kolben mit kaltem Wasser gut ausge-

waschen, damit nichts vom Nährmedium zurückbleibt und sodann in hOO cut^

der Lösung die Kohlensäure, die Milchsiiure, der Alkohol etc. bestimmt.

Die hier geschilderten Apparate wurden nach Godlewskis Angaben von der

Firma Müller früher Geisler in Bonn in verschiedenen Größen hergestellt.

Dieser Apparat läßt sich auch zur Bestimmung der Exkrete bei der

aeroben Atmung benutzen, denn er bietet die Möglichkeit, sowohl die

Menge des absorbierten Sauerstoffes als auch die der ausgeschiedenen

Kohlensäure gleichzeitig zu bestimmen, und zwar dadurch, daß in den

Apparat ein kleines (iefäß mit einem gewissen Quantum von Kalium-

hvdroxvdlösung gestellt wird, in welchem alsdann die absorbierte Kohlen-

säure bestimmt wird. Nachdem wir nun annehmen können, daß die Kohlen-

säure durch KaUumhydroxydlösung absorbiert wird, läßt sich die Sauerstoff-

abnahme aus der Verringerung des Gesamtvolumens der Gase im Apparat
berechnen. Diese ^'erringerung kann man leicht an dem Steigen des

Quecksilbers in einem seitlich am Apparat angebrachten Manometerröhr-

chen ablesen. Der absorbiei'te Sauerstoff wird durch neuen, welcher nach

Bedarf durch dasselbe Böhrchen direkt aus der Sauerstoffbombe in den

Apparat eingeleitet wird, ersetzt.

Modifikation des 6/o(i/e'M;s^-^scheu Apparates von Krzemieniewski.

S. Krzemieniewski ^
) änderte die GodleicsM^(i\\^\\ Apparate etAvas ab.

weil dieselben nach seiner Ansicht den Fehler besitzen, daß sie die An-

') S. Krzcmienietvskiy Untersuchungen über Azotobacter chroococcum Beij. Kx-

trait du Bulletin de TAcademie des sciences de Cracovie. Classe des sciences matlie-

inatiques et naturelles. Novembre 1908.
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\v(;ndiinf>' größerer Kaligefäl'ichon nicbt gestatten. In den von Kfzcmicnicivski

angestellten Versuchen mit nakterienkiiltnicn iniiUfcn diese (Jefäüe aus

diesem Grunde von Zeit zu Zeit umgewechselt werden, da sonst bei längerem
Stehen im Apparate die Kohlensäureahsorption infolge der vollständigen

Sättigung der geringen Mengen von Kalihydrat gänzlich hätte aufhören

müssen. Aus diesem Grunde konnte man sich auch ohne Wechsel der

Kaligefäße keinen genauen Begriff von der Sauerstoffal)sor])tiou machen,
anderseits wäre auch die Kohlensäureansammluug in dem Gasgemisch der

Apparate nicht ohne Einfluß auf die Entwicklung der Kulturen gewesen.

C

Fip. 145.

Nachdem man durch das Wechseln der Absorptionsgefiiüchen imnuM- der

tiefabr ausgesetzt ist, eine Infiziemng der Bakterienkultureu herbeizuführen,

versuchte Krzemienicirski durch Modifikation der (/'ot//r/r,s7.vschen Api)arate

auf einmal größere Mengen von Kaliumhvdrowd in diesell)eu einznfiihren.

Die von Krzemienieicski abgeänderten Apjjarate (siehe Fig. 14ö) be-

stehen im wesentlichen aus einer mäßig großen, flachen (ilasglocke A.

welche an eine runde Glasplatte B möglichst genau angeschliffen ist. Ebenso

wie der Hebn bei dem Godleirsfäiiche.n Apparat ist die (Jlocke mit llülirchen

versehen, von denen jedoch die eine sich nicht verjtniüt und zugeschmolzen

ist, sondern von einem mit Quecksilber gedichteten (üasliahn /(."> ge-

schlossen wird. Diese Apparate verhüten zwar von außen eine infizierung
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der Kulturen während des Versuches, können aber selber eine Infizierunt^

herbeiführen, wenn sie nicht gehörig sterilisiert sind, was mit erhebhchen

Schwierigkeiten verbunden ist. Krzemiemewski hat die Sterilisierung derart

vorgenommen, daß er die Apparate möglichst sorgfältig mit Sublimat,

Alkohol etc. ausgewaschen und sie schließlich mit einer Bunsen-Flsimme

durchgestreift hat. Nach der Zusammenstellung des Apparates wird die

Glocke über der Glasplatte ein wenig emporgehoben, und zwei auf einem Unter-

satz ruhende flache Gefäßchen, das eine mit der zusammen mit dem Gefäß

sterilisierten Nährlösung, das andere unter den Untersatz mit konzentrierter

Kalilauge hineingeschoben. Nach Infizierung der Nährlösung mit einem

ausgeglühten Platindraht wird die Glasglocke, deren Rand mit Vaselin

bestrichen war, auf die Platte aufgedrückt und die Verbindungsstelle von

Glocke und Platte mit einem Gummiring dicht gemacht. Zum Zwecke einer

noch sichereren Dichtung des Apparates kann man seinen unteren Teil

noch in Wasser tauchen, obgleich sich diese Maßnahme bei Krzemieniewskis

Versuchen als überflüssig erwiesen hat.

III. Apparat für die anaerobe Atmung der Bakterien von
J. Stoklasa.

Der von Stoklasa ^
) für die anaerobe Atmung der Bakterien benutzte

Apparat ist wie folgt arrangiert (siehe Fig. 146):

In den Zylindern CC befinden sich 500 cw^ der Nährlösung. Die

Zylinder mit der Lösung werden sterilisiert und im Inkubationsstadium

eine Woche belassen. Nach dieser Zeit impft man die Zylinder mit einer

Bakterienart. Durch die Nährlösung wird täglich während 2 Stunden ein

Strom reinen Wasserstoffgases hindurchgetriebeu.

Der dem Kippschen Apparate entströmende Wasserstoff passiert zu-

nächst die mit destilliertem Wasser beschickte Waschflasche H^ 0, dann

die U-Ptöhre CuO, welche Kupferoxyd enthält, sodann eine mit konzen-

trierter Natriumhydroxydlösung gefüllte Drechsehche Waschflasche NaOH
und weiter eine ebensolche dritte und vierte Ps, Ps, welche eine alkalische

Lösung von Pyrogallussäure (5^ Pyrogallussäure in 15 cm^ Wasser und

120^9 KOH in 80 rm^ Wasser) enthalten, und schließlich eine fünfte Flasche,

welche mit 0"5Voiger Subhmatlösung HgCla beschickt ist.

Den 40—50 cm hohen Zylinder C von 7— 8 cm Durchmesser schließt

ein gut dichtender Kautschukpfropfen, der 4 cm tief in den Zylinder

hineinragt.

Durch den zweimal gebohrten Pfropfen führen zwei Glasröhren, von

denen die zuleitende (2) bis nahe an die Oberfläche der Nährlösung in

*) Julius Stoklasa, Adolf Ernest, Franz Straiiäk uud E. Vitek, Beitrag zur

Kenntnis der chemischen Vorgänge bei der Assimilation des elementaren Stickstoffs

durch Azotohacter und Eadiobactcr. Zentralbl. f. Bakteriol.. Parasitenkunde und Infek-

tionskrankheiten. II. Abt. Bd. 21. Nr. 15/16, 20 21 (1908).

Diesen Apparat benutzte Stoklasa schon vor 10 Jahren zu seinen Experimenten

bezüglich anaerober Atmung der Pflanzen.
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d('n Zylindern reicht, während die ableitende (aj des Liehiffuchvu Kühlers

K den unteren liand des Pfropfens um ir) cm überragt. Sie stellen (wie

aus Fig. 146 ersichtlich) die Verl)indunL'' mit zwei kleineren, 11 rni hohen

Zylindern CHgl, CH(/IJ von öcm Durchmesser her.

die eine 4 cm hohe Quecksilherschicht enthalten.

In dem kleinen Zylinder, in den die Ab-

Icituniisröhre a führt, mündet eine knieartig ge-

i)ogen(', mit einem Ablallhahn versehene Röhre r,

die in das Quecksilber eintaucht. Die in Queck-
silber tauchenden llöhrenteile sind mit sterili-

sierter Baumwolle gefiült. Dasselbe gilt von der

in die kleinen Zylinder hineinragenden Mündung
des Zuleitungs-

und Ableitungs-

rohres a und z.

Das Ableitungs-

rohr reiclit bis in

das Quecksilber

des zweiten, klei-

neren Zylinders

und ist ebenfalls

mit sterilisierter

Baumwolle gefüllt.

Außer dem
Ivohre a münden,
wie schon erwähnt, noch zwei andere, knieartig

gebogene, mit Hähnen versehene Rohre ;• und r,,

in diesen Zyhnder CWjJI: das eine (VJ ver-

bindet ihn mit den Absorptionsapparaten, während

das andere (r) zum Heraustreiben des eAeiituell

noch zurückgebliebenen Kohlendioxydes dient.

Die Gase passieren nach dem Austritt aus

dem Zylinder CHgll zuerst einen Winkler-

schen Absorptionsapparat (H.^SO^), der mit

konzentrierter Schwefelsäure gefüllt ist, dann ein

25 cw hohes, 2-bcm w^eites U-Rohr (CuSOi) mit

Kupfervitriolbimsstein, ferner ein zweites U-för-

miges Rohr (CaChJ, welches Chlorcalcium enthält.

<Ias häufig erneuert wird. Das völlig getrocknete

Kohlendioxyd passiert zuerst eine U - Röhre

(Xa^CaOj, welche mit ausgeglühtem Natronkalk

gefüllt ist, sodann den mit Kaliumliydroxyd

(Lösung 2 :o) gefüllten Geißlcracheii Apparat. Um die aus diesem ent-

weichende, ganz unbedeutende Menge Wassers und Kohleiidioxyds aufzu-

fangen, sind weiter mit festem Kaliumlivdroxvd und Calciimichlorid ire-
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füllte U-liohre (CaCl^ + KOH) vorgelebt. Weiter rückwärts befindet sich

noch ein U-förmiges Schutzrohr, dazu bestimmt, in der Luft enthaltenes

Kohlendioxyd (und Feuchtigkeit) zu absorbieren. Es ist mit Calciunichlorid

und Kaliumhydroxyd gefüllt und mit dem Aspirator verbunden. Die beiden

Apparate NaoCaOo,, sowie der Geißlersche Apparat KOH und die Rohre

CaClz + KOH werden vor und nach dem Durchleiten der Gase gewogen.
Hier ist noch zu bemerken, daß der zur anaeroben Atmung benutzte

Wasserstoff oder Stickstoff vor dem Abwiegen der Absorptionsapparate
mittelst Durchleitung kolilendioxydfreier Luft entfernt werden muß. Hiezu

dient, wie aus der Illustration ersichtlich, ein spezielles Arrangement der

Apparate.
Die Zylinder ('Tund C) samt den Pfropfen, sowie auch ein Teil der

Rohre tauchen in einen kupfernen Thermostaten, der (wie aus Fig. 146

ersichtlich) mit zwei Thermometern und einem genauen Ätherthermoregulator,

sowie auf beiden Seiten mit Glasscheiben versehen ist, um durch letztere

die Vorgänge in den Zylindern verfolgen zu können. Die Zylinder samt

Stopfen und zugehörigen Rohren sowie der Kühler werden sterilisiert.

Die Pfropfen der ZyUnder werden durch Übergießen mit geschmolzenem
Paraffin völlig undurchlässig gemacht. Die oberen Öffnungen des kupfernen

Thermostaten werden vollständig mit Watte verstopft die mit Karbolsäure

imprägniert ist.

Der mit Wasser gefüllte Thermostat ist durch Türen verschlossen,

so daß der Zutritt von Licht verhindert erscheint. In 24 Stunden werden

20 l von chemisch reinem keimfreien AVasserstoff durch die Zylinder ober-

halb der Flüssigkeit durchgetrieben. Bei dieser .Anordnung der Ai)|)arate

läßt sich die Temperatur bis auf 40" C steigern.

Nach dem Versuche, welcher mehrere Tage, ja sogar .Monate dauern

kann, öffnet man den Pfropfen und nimmt eine bakteriologische Unter-

suchung vor, um sich zu überzeugen, ob man auch tatsächlich während des

ganzen Versuches mit Reinkulturen experimentiert hat.

Sodann gibt man den Inhalt beider Zylinder in eine 2 Z-Flasche und

sorgt dafür, daß in denselben keine Bakterienkulturen zurückbleiben, indem

man die Zylinder gründlich mit kaltem Wasser auswäscht.

Hierauf werden die Versuchskolben bis zur Alarke mit kaltem Wasser

gefüllt. Dieser ganze Vorgang muß in einem kalten Räume verlaufen, damit

aus der Lösung keine Kohlensäure entweicht. Die in der Lösung absorbierte

Kohlensäure wird alsdann in abgemessenen Quantitäten, und zwar immer

100—200 cm^ im Kolbcschen Apparate durch Phosphorsäure ausgetrieben

und sodann gewogen. Die Bestimmung des Kohlendioxyds wird nach der

Methode Kolbe-Fresenius-Classen ausgeführt, wobei noch zu bemerken ist,

daß sich vor dem G('i/?/erschen Absorptionsapparate drei U-förmige Röhren

befinden, von welchen zwei mit Kupfervitrioll)imsstein gefüllt sind, indes

die dritte Calciumchlorid enthält. Die in den Absorptionsapparaten während

des Versuches abgewogenen Quantitäten von Kohlendioxyd und die im

Nährmedium nach Beendiuung des Versuches festgestellten Kohlendioxyd-
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mengen «^ehen uns ein IMld dci- Gesanitnienj^c dos wjilirciid des <:;m/<'ii

Versuches bei einer gewissen konstanten Temperatur ausgeatmeten Kohlen-

dioxyds.

Um sicherzustellen, welche Kohlendiowdii n.in t i t ,1 teii |h (»

Gramm der Bakterienkultur ausgeatmet worden waren. eni|»t'ielilt
es sich, nachstehend beschriebene Methode zur Ausscheidung
der Bakterienmasse ans dem Xälirsnhstrat in .VnwenduMü /u
bringen.

500 cm3 der Flüssigkeit werden mit Essigsäure angesäuert, (hi/.n so-

dann verdünntes Natriumacetat zugesetzt, die Flüssigkeit gekocht und dieser
hierauf verdünnte Eisenchloridlösung langsam zugefügt, luid zwar so lauge,
bis sich kein Niederschlag mehr bildet. Die gefällte Bakterienniasse wird
auf einem gewogenen Filter gesammelt und zuerst mit heilieni Wasser,
hierauf mit sehr verdünnter Salzsäure und neuerlich mit wai-meni AVasser

gewaschen, bis keine Ei.senreaktion im Filtrat siclieizustellen ist. Dann
wird die Bakterienmasse zum konstanten Gewicht getrocknet, gewogen und
der Gesamtstickstoff bestimmt.

Nach meinen Untersuchungen beträgt das Gewicht an Trockensubstanz
der Bakterienmasse pro öOOan^ der ursprünglichen Nährlösung (welche
sich in dem Atmungsapparate befindet) jedes Kolbens ()T— O'IS^r. Der (ie-

samtstickstoff der Bakterienniasse pro Trockensubstanz von verschiedenen

Bakterien beläuft sich auf 8— 12-5o/o-

Neben Kohlendioxyd kann man bei der aiiaei-ohiii Atnitiug gewis.ser
Bakterienarten in reiner Stickstoffatmosphäre noch Methan und Wasser-
stoff nachweisen. Die Bestimmung des Methans und Wasserstoffs erfolgt
in nachstehender Weise :

Die Gase, welche sich bei der anaeroben .Vtmung in Stickstoff-

atmosphäre in dem Versuchszylinder i)ilden, werden behufs Bestimmung des

Kohlendioxyds durch einen chemisch-reinen Stickstoffstidin in die Absorptious-

apparate hineingetriel)en.

Die Bestimmung des Kohlendioxyds geschieht nach den bereits

geschilderten Methoden. Sodann wird das kohlendio.xyd- und wasserdampf-
freie Gas mit reinem Sauerstoff gemischt und durch einen \'erbreimungs-

ofen hindurchgetrieben. Die Einrichtung des letzteren ist ganz analog

jenem, der bei der elementaren Analyse verwendet wird. Das aus dem

Wasserstoff gebildete Wasser wird in Chlorcalciumröhren absorbiert. Duich

die Verbrennung des Methans entsteht Kohlendioxyd und Was.'^er. Diese

Menge des gebildeten Kohlendioxyds kann mit Leichtigkeit in beiire-

schlossenen Geißlerschon Apparaten mit Kaliundiydrat festgestellt werden.

Bei der Bestimmung des Schwefelwasserstoffs niuü die .\nordnung

der Absorptionsapparate eine spezielle .sein. Die Bestimmung desselben

wird nach den bereits bekannten Methoden vorgenommen. Das Ammoniak,

welches durch den Abbau der Eiweibstoffe oder durch die Uednktion der

Salpetersäure entsteht, findet sich in der Nährflüssigkeit vor und wird

nach den bereits bekannten Methoden bestimmt.

Al)ii fir li a 1 don
,
Handbuch der Ijioclieiiiischen Arhoitametlioden. Hl. 34
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Bei der anaeroben Atmuni? der Bakterien, wo zur Nährlösung als

Kohlenstoffquelle Monosaccharide, Disaccharide, Pentosen und gewisse Poly-

saccharide angewendet werden, entstehen immer Alkohol und Fettsäuren.

Die Bestimmung des Alkohols in sehr verdünnten Lösungen ist schon

im IL Band dieses Werkes von Dr. Fringsheim besprochen worden. Ich

erlaube mir aber auf neue Methoden, von welchen in diesem Werk noch

nichts erwähnt wurde, hinzuweisen, die sich nach meinen Erfahrungen
sehr gut bewähren.&'

Bestimmung des Alkohols nach Stoklasa und Erncst.

Zum quaütativen Nachweis des Äthylalkohols bedient man sich nach-

stehender Methoden ^
)

:

1. Die empfindliche Jodoformprobe nach Müntz.-)

2. Die Keaktion von Berthelot und Baumann.
Man versetzt die zu untersuchende Flüssigkeit mit Beiizoylchlorid

und zerstört den Überschuß davon durch schwache Kalilauge. Es tritt der

eigentümliche Geruch des Benzoesäureäthylesters hervor.

3. Der Alkohol läßt sich quahtativ in dem durch mehrfache Destillation

gewonnenen Destillate ganz exakt nachweisen, wenn wir den Alkohol durch

den Oxydationsprozeß in Aldehyd, Essigsäure und Kohlendioxyd verwandeln. 3)

Zur Oxydation des Alkohols l)enutzt man in einem besonders kon-

struierten Apparat die Chromsäure
;

die Oxydationsprodukte sammelt man
sodann in mittelst Eis gekühltem Wasser unter Berücksichtigung der ent-

weichenden Kohlensäure, welch letztere in Absoi-ptionsapparaten zur Be-

stimmung aufgefangen wird.

Zum Nachweis des Aldehyds verwendet man eine ammoniakalisch-

alkalische Silberlösung, welche schon von Spuren von Aldehyd reduziert

wird (Bildung eines Silberspiegels). Weiters dienen zum Nachweis des

jVldehyds nachstehende Reaktionen:

1. Bildung von Aldehydharz durch Erhitzen mit konzentrierter Na OH.
2. Die Reaktion mit Neßlers Reagens nach Crismer.

3. Die Jodoformprobe nach Lieben.

Die quantitative Bestimmung des Alkohols.*)

Die quantitative Bestimmung des Alkohols wird durch Verbrennung
in einem von uns speziell dazu konstruierten Apparate ausgeführt. (Siehe

Fig. 147.)

*) Julius Stoklasa, Adolf Ernest und Karl Vhocensky ,
Über die glykol} tischen

Enzyme im Pflanzenorganismus. Hoppe-Seijlers Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 50. Heft 4
und 5 (1907).

^) Müntz, Annal. de chim. et de phvs. Ser. 5. Bd. 13 (1878).

'') Georg Landsherg , Über den Alkoholgehalt tierischer Organe. Hoppe-Seylers
Zeitschr. f. physiol. Chem. (1904).

*) Der Alkohol entsteht bei der anaerobeu Atmung vieler Baktcriengruppen, wie bei

den Ammonisationsbakterien
,

Denitrifikationsbakterien und Desulfurationsbakterien etc.
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itSH

Der Apparat ist im rriiizii) ein

Vorbrenimngsrohr von nachstehender

Einrichtung' :

Ein kupfernes Rohr (R) vom Ka-

Hiier 2"ö cm und 60 cm LänjJ-e, welches

mit drahtförmiüem Kupferoxyd iiefüllt

ist, ist an beiden Enden mit Büchsen-

kühlern (BB) versehen. Von einer Seite

fügt sich an das
^
Rohr mittelst eines

Kautschukschlauches ein ca. 200 cm^

fassender Erlemneyer-KoXhaw (A) an,

der mittelst eines Quetschhahnes von

dem Rohre R getrennt werden kann.

Auf der anderen Seite ist das Verbren-

nungsrohr durch Kautschuk mit einer

Glasröhi-e verbunden, die mit einem

doppelt gebohrten Hahn (K) versehen

ist, so daß dieser

in der einen Stel-

lung (mit / be-

zeichnet) die Ver-

bindung- mit dem
Kolben C herstellt,

der mit demRück-
flußkühler (Ch)
versehen ist. An
letzteren schließt

sich die Armatur der Aus-

trocknungsapparate (L und

L^) mit wasserfreiem

Kupfersulfat und Calcium-

chlorid und des weiteren

einesteils die Absorptions-

apparate für die Gewichts-

bestimmung von CO.

{N Natronkalk, G ein

G('ißleri>,diev Apparat mit

konzentrierter Kalilauge,

UU Sicherungsrohr mit Cal-

ciumchlorid, letzteres ent-

hältauch zur Hälfte Natron-

kalk), andern teils ein direkt

zum Aspirator führendes

Zwcigrohr ( V), welches mit

einem einfach gebohrten

34 =
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Hahn (Ki) versehen ist. Der Hahn K mit doppelter Bohrung' kann auch

so gestellt werden, daß durch diese Stellung (mit // bezeichnet) das Ver-

brennungsrohr abgetrennt und die Verbindung mit den Wascliflaschen f\

(Barytwasser), F^ P3 (konzentrierte Kalilauge zur Zufuhr der CO-^-freien Luft)

hergestellt wird. Um das Rohr R in Glühhitze zu versetzen, benutzt man

ein System ^wwsewscher Flammen mit Flachbrennern.

Der Vorgang bei der Arbeit ist der folgende :

1. Werden soweit als möghch alle Fehler, die vorkommen könnten, durch

Absorption des in dem Apparat bereits vorhandenen CO., ausgeschieden.

In beide Erlenmei/er-Kolhen (A und C) wird etwas destilliertes

Wasser (ca. 20 cm^) gegeben, an das Verbrennungsrohr angeschlossen,

der Quetschhahn bei dem Kolben A geöffnet, dem Hahn (K) die Stellung

(I) gegeben und durch die Nebenleitung bei gleichzeitigem Öffnen des

Hahnes (K-i) der Aspirator in Tätigkeit versetzt, wol)ei man das Wasser

in beiden Kolben erhitzt, bis es zu sieden anfängt; der Sud wird etwa

5 Minuten lang währen gelassen. Dann löscht man die Flammen aus,

sperrt den Quetschhahn bei Kolben (A) ab und entzündet die FlamnuMi

unter dem Verbrennungsrohr. Nach einer Weile löscht man auch diese

Flammen aus. gibt sodann dem Halm K die Stellung II und läßt durch

Kolben C kohlendioxydfreie Luft durchleiten.

2. Die eigentliche Verbrennung:

Der Kolben A wird abgenommen, ein bestimmtes \'olumen einer unter-

suchten wässerigen alkoholischen Lösung hineingetan und wieder eingestellt.

Ist das Verbrennungsrohr bereits bis zur Weißglühhitze erhitzt, so wird die

Nebenleitung (V) zum Aspirator durch den Hahn r7v,) abgesperrt, die

Hähne der Absorptionsapparate für dK sowie der Quetschhahn bei Kolben

(^4) geöffnet und die untersuchte Lösung mäßig (bis zu mäßigem Kochen)

so lange erhitzt, bis Vi des ursprünglichen Volumens abgedampft sind. Im

Kolben C sammelt sich kondensiertes Wasser an und das durch die Ver-

brennung des Alkohols entstandene CO, wii'd durch den Aspirator in die

Absorptionsapparate abgesaugt. Nachdem das angegebene Volumen abge-

dampft ist, gibt man dem Hahn (K) die Stellung (//), verlöscht die Flammen

initer dem \'erbrennungsrohr, stellt den Kolben CA) ab, damit er infolge

des durch Auskühlen entstehenden Vakuums nicht springt, und erhitzt den

Inhalt des Kolbens C unter mäßiger Durchleitung von C()2-freier Luft bis

zum Kochen, welches 5 Minuten unterhalten Avird. Dann löscht man ein-

fach die Flamme aus, schließt sofort die (vor dem Versuch gewogenen)

Absorptionsapparate, wiegt in übücher Weise das CO2 und berechnet die

ihm äquivalente Menge Äthylalkohol. Es empfiehlt sich, den Inhalt des

Kolbens C im voraus auf Alkohol respektive (Jxydationsprodukte zu dem

Zwecke zu untersuchen, um sich zu überzeugen, ob derselbe vollständig

verbrannt wurde. Vor jeder neuen Verbrennung muß man natürlich das

eventuell reduzierte Kupferoxyd durch einen Luftstrom bei Weißglühhitze

oxydieren.

Eine Bestimmung bei 50 crn^ Lösung d^iuert H—4 Stunden.
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Nachstehend führe ich eiiii.ye Hesiiltate an, die wir diiich XCihicniicii

bestimmter, im voraus festj^estellter Menden ahsohiten Alkohols erhalten

haben. Der absolute Alkoiiol wird aus verkäuflichem 99Voi^^en Alkoiioi (hirch

Destination mit wasserfreiem CalciumoxyU in eine mit etwas wasserfreiem

Kupfersulfat gefüllte Flasche dar^^estellt. Der Alkohol wird gewogen.
Ks werden l-3ö2f/ absoluter Alkohol abgewogen, mit Wasser auf

1000 cm'^ verdünnt und in ÖO cni^ der Alkohol bestimmt.

Durchschnitt aus drei Verbrennungen 0-12s:iy CO,, was 0()f'>72,7

Alkohol oder <)!)-49Vo ^ler ursprünglich verwendeten Menge entspricht.

200 cm3 derselben Lösung' werden auf 1000 cy/^^ verdünnt und in

50 cm 3 dieser verdünnten Lösung wird der Alkohol bestimmt.

Durchschnitt aus drei Verbrennungen 0*0260^ CO, entspricht i)OVMyg
Alkohol oder 100'74<'/o des verwendeten Alkohols.

Von der letzterwähnten Lösung werden \i)0 crn^ abpipettiert.

Durchschnitt aus zwei Verbrennungen 0*0504 ^/COg entspricht O02()4^
Alkohol oder 97'9Vo des verwendeten Alkohols.

In den angeführten Fällen wurden jedesmal Vi des ursprünglichen
^'olumens abgedampft.

Von derselben Lösung werden \00 cm^ abpipettiert und nur die Hälfte

des ursprünglichen \'olumens abgedampft.

Durchschnitt aus zwei Verbrennungen 0'0449^ CO., entspricht 0'02;)5//

Alkohol oder 87'0o7o des verwendeten Alkohols.

Es werden 1-972;)^ Alkohol abgewogen, auf 500cwf=* verdünnt und

in 50 an-'' der Alkohol bestimmt; abgedampft werden ^4 des ursprüng-
lichen \'olumens.

Durchschnitt aus zwei Verbrennungen O"o788^ CO2 entspricht 0'198l)/7

Alkohol oder 100"71"/o des verwendeten Alkohols.

Von derselben Lösung werden h() cni^ abpijjettiert, mit 50 cm^ Wasser

verdünnt und bis auf V^ des ursprünglichen X'olumens abgedampft.

Durchschnitt aus zwei Verbrennungen 0"8705//CO, entspricht 0"194i5//

Alkohol oder 98"5oVo des verwendeten Alkohols.

Abgewogene 2'70o5^ Alkohol werden auf 500 0»^ verdünnt, in 50 cm^

der Alkohol bestimmt, V* des ursprünglichen Volumens abgedampft.

Durchschnitt aus zwei Bestimmungen 0'5202y COj entspricht 0-2728/7

Alkohol oder 100-91 "/o des verwendeten Alkohols.

Von derselben Lösung werden bOcm'^ abgewogen, 50<wMVas.ser zu-

gesetzt und auf V4 der ursprünglichen Lösung al)gedanii)ft.

Durchschnitt aus zwei Destimmungen 0-509()// CO2 entspricht 0-2()72//

Alkohol oder 98-85o/o des verwendeten Alkohols.

Aus den hier angeführten Daten ist ersichtlich, dal.i man mindestens

V4 des ursprünglichen \'olumens der Lösung zur N'erdampfung bringen

muß, soll man die Gewißheit erlangen, daß tatsächlich der gesamte Alkohol

bereits verdampft ist. Man sieht ferner, daß bei Beobachtung aller Vor-

sichtsmaßregeln sehr günstige Kesultate erzielt werden . aus welchen man
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in Verbindung mit der pikuometrischen Bestimmung auf das Vorhanden-

sein und die Menge des Alkohols schließen kann.

Wird der Alkohol nach Reischaucr-Aubry, und zwar durch sechsfache

fraktionierte Destillation je abwechselnd aus schwach alkalischer und schwach

saurer Lösung bestimmt , so kann man durch

Verbrennen und Bestimmen des CO. gegenseitig
die Richtigkeit der pikuometrischen Bestimmung
kontrollieren, was bei Ermittlung kle iner Mengen
Alkohol unerläßUch ist.

<5'

"B^

Hffi
>

I

233)

CO

IV. Apparat für die aerobe Atmung der

Bakterien von J. Stoklasa.^)

Die Anordnung der Versuchsapparate bei

vollem Sauerstoffzutritt (siehe Fig. 148) wird in

derselben Weise durchgeführt, wie das bei der

Anaerobiose gezeigt wurde. Nur ist der Unter-

schied der, daß die Bakterienkulturen in einen

Ferw^acÄschen Kolben zur Entwicklung gebracht

werden, Avelcher mit vier Drechschoh^ii Wasch-

flaschen verbunden ist, von denen die erste mit

einer konzentrierten Sublimatlösung, die zweite

und dritte mit einer konzentrierten Natrium-

hydroxydlösung und die vierte mit sterilisiertem

destillierten Wasser beschickt ist. Den Drechsd-

schen Waschflaschen legt man einen Zylinder
mit sterilisierter Baumwolle vor. Die Luft passiert

zuerst einen mittelst sterilisierter BaumAvolle

gefüllten Zylinder, dann die Sublimatlösung, dann

die Lösung von Natriumhydrat, endUch die

Flasche mit sterilisiertem Wasser, bevor sie in

den Ferw&acÄschen Kolben gelangt, wobei die

Zuführungsröhre das Niveau der Flüssigkeit im

Kolben nicht erreicht.

Der Teil A des Apparatarrangements wird

in einen geräumigen Thermostat gestellt und

die Temperatur des letzteren konstant erhalten.

Den Teil B des Apparatarrangements plaziert

man neben den Thermostaten auf dem Tisch.

Täglich werden 20 / Kohlendioxyd, Ammo-
niak, Salpetersäure und keimfreie Luft durch die

Kolben oberhalb der Flüssigkeit durchgetrieben.

*) Julius Stoklasa, A. Ernest, F. Strahdk und E. Vitek, Beitrag zur Kenntnis
der chemischen Vorgänge bei der Assimilation des elementaren Stickstoffs durch Azoto-

bacter und Radiobacter. Zentralbl. f. Bakteriol., Parasiteukunde und Infektionskrank-

heiten. U. Abt. Bd. 21. Nr. 15/16, 20/21 (1908).
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Je nach der Größe der Fernbachachen Kolben werden 250—öCKJrw» der

Nilhrlösnng angewendet. Jedesfalls niuli man für einen hinreichenden Sanerstoft-

zutritt zur Nährniissigkeit Sorge tragen. Dies ist aber nur dann iiuighch,

wenn die Nahrtlüssigkeit eine Schichte von einigen Millimetern Höhe bildet

to

und wenn die bei der Atmung entwickelten Gase täglich dmrli Absaugen

entfernt werden.

In Fig. 149 finden wir einen von Stnklasa speziell für die aerobe

Atmung konstruierten Kolben, in welchem :)()() cm -^ Nidirlösung in Anwen-

dung gebracht werden können. Diese Menge der Nährlösung findet sich
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in einer Schichte von einigen Millimetern Höhe vor. Der Kolben kann einen

Durchmesser im Boden haben von 40—60 cm. Es ist natürlich unumgänf?-
hch notwendig, daß man den Versuch bezüglich aerober Atmung der Bak-

terien in zwei oder drei verschiedenen Arrangements der Apparate vor-

nimmt, um über größere Mengen der Nährflüssigkeit mit Kulturen zu ver-

fügen. Die Bestimmung der Gesamtmenge des ausgeatmeten Kohlendioxyds,
Methans. Wasserstoffs etc. erfolgt auch hier nach den bei der anaeroben

Atmung geschilderten Methoden. Der Schwefelwasserstoff und das Ammo-
niak wird nach speziellen Methoden festgesteUt.

V. Modifizierter Pettenkoferscher Apparat nach R. Kolkw^itz.

Kolhvitz
')

bediente sich der bekannten Pettenl-ofer?,Q\iQT\ Methode,

wonach zu den Versuchsobjekten kohlensäurefreie Luft zugeführt wird,

welche nach dem Passieren des Versuchsgefäßes die dort aufgenommene
Kohlensäure in genügend langen Absorptionsröhren an Barytlauge abgibt.

Diese Mengen der Kohlensäure können bis auf i/so '^9 genau gemessen
w^erden. Die teilweise zu Karbonat neutralisierte Barytlauge wird durch

Oxalsäure titriert, wobei Phenolphtalein als Indikator dient.

Früher hat man den Luftstrom durch den Apparat gesogen. Kolk-

n-itz aber fand, daß es weit größere Vorteile bietet, ihn durchzudrücken.

Denn selbst bei \erwendung einer großen Saugflasche, die nach dem Ma-
rio^^ßschen Prinzip konstruiert ist, deren Luftverdünnung Kolkwitz außer-

dem durch einen elektrischen Regulator am Manometer konstant hielt, heß

der Luftstrom mit der Zeit an (Teschwindigkeit nach.

Kolkivitz' Apparatarrangement war wie folgt: Die austretende Luft

durchstreicht zwei U-förmig gebogene, mit Bimssteinstückchen gefüllte

Glasröhren. I"m die Kohlensäure der Luft zu absorbieren, sind diese Bims-

steinstückchen mit konzentrierter KaHlauge. d. h. 56o/oiger. entsprechend
dem Molekulargewicht getränkt. Der Abschluß der U-Röhren geschieht am
besten durch Gummistopfen, welche durch Glyzerinverschlüsse gesichert
sind. Den U-Röhren folgt eine kleine, gleichfalls durch Glyzerin verschlossene

Pettenkoferröhre. welche mit klarer Barytlösung gefüllt ist, um eine Kon-
trolle zu haben, daß die mit iUkali getränkten Bimssteinstückchen noch

absorbieren, und um die Luft noch mehr mit Feuchtigkeit zu beladen. Das

Glasrohr, welches das zweite U-Pohr mit dem Barytgefäß verbindet, ist im

Bogen hoch nach oben gekrümmt, damit nicht bei Gelegenheit ein Teil der

Barytlauge in das mit Bimsstein gefüllte Rohr steigt. Die mit Wasserdampf
gesättigte Luft, welche jetzt nur noch aus Sauerstoff und Stickstoff be-

steht, durchstreicht nun ein langes Rohr, in welchem sie auf die im Kul-

turgefäß herrschende Temperatur vorgewärmt \nrd. Das Ausführungsrohr,
welches die von den Bakterien kommende, mit Kohlensäure beladene Luft

zu den Meßröhren führt, steigt am besten erst ca. ^
3
m empor, denn wenn

^) R. Kolkiritz, Über den Einfluß des Lichtes auf die Atmung der niederen Pilze.

Fringsheiim Jahrb. Bd. 33 (1899).
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man bei höheren Temperaturen arbeitet, kondensiert sich beim Abkühlen

ein Teil des Wasserdampfes, der zurückfbelien iiiub. Es ist sehr vorteil-

haft, das Zu£>angsrohr duirh Anschmelzen zu Ncrzweigcn, und zwar in drei

Arme, von denen zwei in die abwechselnd in Benutzuni»- kommenden
rettenkoferröhren führen, während der dritte als eine öfters nützliche Aus-

führungsöffnunii' für gewölmlich geschlossen bleibt. Während die llarvtlange

der einen Röhre die ausgeatmete Kohlensäure absorbiert, wird die andere

gereinigt und frisch gefüllt, damit bei häufigem Wechseln der llöhren (z. 15.

alle 10 Minuten) der Versuch keine Unterbrechung und der Luttdruck im

Innern keine Veränderung erfährt. Oben an der Kugel des Kohres, die

auch durch eine schenkeiförmige r»iegung desselben ersetzt werden kann,

befindet sich ein gläsernes Ansatzstück zum Einfidlen der Darvtlauge. Da-

mit während des Einmessens die dabei verdrängte Luft austreten kann,

wird das Einfüllrohr zweckmäßig mindestens viermal weiter im I)ur(li-

messer gewählt als die AusflulSspitze der ri])ette. welche zum Einfüllen d<r

Lauge dient. Der Verschluß der Ansatzröhren geschieht sehr einfach tlincli

kleine Gummistopfen. Am anderen Ende der Pettenkoferröhren, nach unten

gerichtet, finden sich die 2—8 mm im Lichten messenden Köhren. welche

zum Abfüllen der Lauge dienen. Ihr Verschluß ist leicht durch ein Stih-k-

chen (Uiinmischlauch zu erreichen, in welchen man ein kurzes, solides

Glasstäbchen einschiebt. Hat die rettenkof<'rröhre eine Länge von ca. 1 w
und einen hebten Durchmesser von 1 2 an bei einei" möglichst starken

Wanddicke, so kann man sicher sein, daß selbst bei intensiver Atmung
bereits auf halbem Wege die Kohlensäure al)sorbiert ist. selbst wenn die

Luftbläschen von wechselnder Größe sind, ein Umstand, der auf das bessere

Durchrühi-en der Luft im Kulturgefäß nur günstig wirken kann. Im übrigen

ist es ein Leichtes, durch eine geeignete Verschnürung an der Stelle, wo

die Luft den Apparat verläßt, einen ganz regelmäl'iigen Manu- der Luft-

bläschen zu erreichen. Wenn nämlich die Luft verhindert wird, ruckweise

auszuströmen, sorgt die Kapillaritätskonstante schon dafür, daß die Luft-

blasen im richtigen Maß und Tempo abgeschnürt werden. Zur größeren

Sicherheit kann man, wie es Kolkivitz öfters getan hat, hinter die langen

llöhren noch ein Kontrollgefäß einschalten.

Ehe die Luft in die Atmosphiire des Zimmers ausströmt . wird sie

zur Kontrolle gemessen, einmal deshalb, weil dadurch eventuelh» l'ndichtig-

keiten und überhaupt Störungen leicht erkannt werden können, und daini.

Aveil damit auch li'rtümer in der Zeit ausgeschlossen werden. Die diesem

Zwecke dienende Gasuhr von S. p]lster in lierlin bietet einen Widerstand

von 2 mm Wasser und gestattet ein bequemes Ablesen von 10 c/// 3.

Die von den Dakterien ausgehauchte Luft soll möglichst schnell inid

vollkommen aus dem Knlturgefäß fortgefidn-f werden, damit keine .\n-

häufung von Kohlensäure stattfindet, die etwa Krstickungserscheinungen

an den Bakterien zur Folge haben könnte.

Das Kulturgefäß muß i-in^s von Wasser umgeben sein, wenn es

dessen Temperatur annehnu'u soll. Die 300—400 c///» fassenden Kultur-
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gefäße befinden sich in einem Bleclikasten. Über die Fläche der ersteren

steht eine ca. V2 cm hohe Wasserschicht. Um eine oleiohmäßio^e Tempe-
ratur des Wassers und der Kulturgefäße zu erzielen, ist ein Rührwerk er-

forderhch, welches das Wasser durchrühren und über das Glasgefäß fort-

treiben soll. Dieses Rührwerk wird mit Hilfe einer Babeschen Turbine

durch den Druck der Wasserleitung getrieben. Ohne Rührwerk differiert

die Temperatur des über dem Kulturgefäli stehenden Wassers von dem

übrigen um etwa 1°, mit Rühren um 0*04 » C. Der die Kulturen enthaltende

Blechkasten ist von einem Holzgestell umgeben, welches sich mit Teppichen

so dicht benageln läßt. daU die Kulturen gut verdunkelt sind. NatürUch

müssen kleine Öffnungen für den Durchtritt der Zu- und Ableitungsrohre

und für den Hebel des Rührwerkes freigelassen werden.

Um sich jederzeit von der konstanten Temperatur des Heizwassers

überzeugen zu können, benutzte Kolkwitz ein fast V/i m langes Thermo-

meter, welches unten in das Wasser eintaucht, oben aber über den Duu-

kelraum hinaus in der Luft frei sichtbar ist.

VI. Apparat von Theodor Pfeiffer und 0. Lemmermann.

Das schon vielfach benutzte l'rinzip. Gase nicht zu messen, sondern

die entsprechende Quecksilbermenge zu wiegen ,
bildet die Grundlage für

den Apparat zur Bestimmung der gasförmigen Stoffwechselprodukte der

Bakterien ,
welcher von Theodor Pfeiffer und 0. Lemmermann zusammen-

gestellt wurde.

Beide Autoren benutzten diesen Apparat, um die Denitrifikations-

prozesse zu studieren. Die ausführliche Beschreibung dieses Apparates be-

findet sich in ihrer Arbeit, betitelt ,.Ein neuer Apparat für gasanalytische

Untersuchungen" ,
Landwirtschaftliche Versuchsstationen. Bd. 50. S. 14?>

(1898).

VIL Apparat von Minkman.

Minkman ^) konstruierte einen speziellen Apparat zum Auffangen von

Gärungsgasen mit minimalem Quecksilbervolum und minimalem Queck-

silberspiegel. Zweck dieses Apparates ist, das Gas oberhalb des Queck-
silbers zu sammeln und dabei einen so klein wie möglichen Quecksilber-

spiegel zu bekommen, um die Bildung des giftigen Dunstes dieses Metalles

im Apparat und zu gleicher Zeit das Gewicht des Ganzen minimal zu

machen. Die Konstruktion ist folgende:
Zu Boden des Glases ist ein eiserner Ring vermittelst einer Gips-

schicht in der Weise gefestigt, daß nur die drei Haken herausragen.
Innerhalb des Glases und auf dem Gipsboden wird die Kulturflasche auf-

gestellt, deren Boden einen horizontalen Kragen mit drei Ausschnitten

\) M. W. Beijerinck und D. ('. J. Minkman, Bildung und Verbrauch von Stick-

oxydul durch Bakterien. Zeutralbl. f. Bakteriol.
,
Parasitenkunde und Infektionskraukh.

U. Abteil. Bd. 25. Nr. 1—4 (1909).
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hat, welch letztere die Haken des eisernen itin^cs diirciilasscii nnd hei

Drehung' der Flasche diese durch liajonettverschhilJ an dem T.odcn des

Glases befestij^-en, so daß das einzujt^ieliende Quecksilber die Kultnrflasche

nicht heben kann. Diese Flasche ist mit aut^(!schliffenem ,
weitem (Uas-

helm abgeschlossen, aus dessen tieräumiger Öffnung das Gas, ohne allzu

sehr überzuschäumen, entweichen kann. Die (rasempfangsglocke pabt ziem-

lich genau um die Flasche, so daß, wenn das Quecksilber in das (Has ge-

gossen und durch den Hahn der Kmpfangsglocke bis zum Hände des (ilas-

helmes aufgesogen wird, nur ein schmuler, ringförmiger (^uecksilbcrmeniskus

Quecksilberdunst abgeben kann in den schädlichen Kaum, welcher von An-

fang an etwas Luft enthält. Obschon es nicht zu vermeiden ist, daß der

innere Quecksilbermeniskus sich mit der etwas überschäumenden Kultur-

flüssigkeit befeuchtet, läßt sich mit dem Apparat doch befriedigend ar-

beiten. Anstatt Quecksilber kann in diesem Apparat eine gesättigte Chlor-

calciumlösung verwendet werden.

In anderen Fällen wird die Gärung einfach in einer geschlosseneik

Stöpselflasche eingeleitet und, sobald die Gasentwicklung beginnt, der

Stöpsel abgenommen und durch einen Gummistöpsel mit Gasabieiter er-

setzt, was leicht ohne Infektion geschehen kann.



M. Pliysikaliscli-clieiuisclie Untersucliung von
lebenden Zellen nnd Geweben.

Von Rudolf Höber, Kiel.
>

l.Die Innenspannung von Zellen und Geweben.

Die Innenspanuung setzt sich im wesentlichen aus osmotischem
Druck und Quellungsdruck zusammen. Es gelang bisher nicht, diese

beiden Drucke gesondert voneinander genau zu messen, sondern man muü
sich mit der Bestimmung der Summe, der Innenspannung, begnügen.
Indessen tritt wenigstens bei Zellen mit großem Zellsaftraum die Bedeutung
des Quellungsdruckes so weit zurück, daß hier die Innenspannung annähernd

mit dem osmotischen Druck des Gesamtzellinhaltes zu identifizieren ist.

Das Prinzip der Hauptmethoden zur Messung der Innenspannung
ist folgendes: Man bringt die Zellen in Berührung mit verschieden
konzentrierten wässerigen Lösungen eines Stoffes, für welchen
die Zellen für die Dauer der Messung praktisch undurchlässig
sind, und sucht diejenige Lösung auf, in welcher die Zellen eben

Wasser abgeben. Der osmotische Druck dieser Lösung ist dann
eben etwas größer als die Innenspannung der Zellen. Man be-

stimmt nun den osmotischen Druck der gefundenen (hypertoni-
schen) Lösung nach einer der üblichen Methoden (siehe Band I).

a) Die Innenspannung von Zellen. — Steht eine größere Anzahl

gleichartiger freier Zellen zur Verfügung, so kann man die Innenspan-

uung so messen, daß man diejenige der im genannten Sinne indifferenten

verschieden konzentrierten Lösungen aufsucht, in welchen gerade eine

Abnahme des Gesamtvolumens der Zellen (als Index der Wasserabgabe)
zustande kommt. Am geeignetsten für die Bestimmung des Volumens ist

der Hämatokrit.
Dieser speziell zur Messung des Blutkörpei-chenvolumens zuerst von

Hedin^) angegebene iVpparat besteht aus einer mit Graduierung versehenen

^) Hedin, Der Hämatokrit. Skaud. .\rcli. f. Physiol. Bd. 2. S. 134 (1892); Unter-

suchungen mit dem Hämatokrit. Ebenda. Bd. 2. S. 360 (1892); Über die Einwirkung
einiger Wasserlösungen auf das Volumen der roten Blutkörperchen. Ebenda. Bd. 5.

S. 207 (1895) und Über die Braucliliarkeit der Zentrifugalkraft für quantitative Bhit-

untersuchungen. Pßügers Archiv. Bd. 60. S. 360 (1895); siehe ferner: Gri/ns, Über den
Einfluß gelöster Stoffe auf die roten Blutzelleu. Pßügers Archiv. Bd. 63. S. 86 (1896).
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Kapillare, Avelche mit dor die tVcicii /eilen eiitlialtonden Siisponsinn /.. 1>.

mit Blut gefüllt und dann iu eine Zentrifuge j^cle^t wird. I>ie /eilen werden

nun aus ihrem Medium ausf^eschleudert und ihr (iesamtvohiinen an der

Teilung- der Kapillare abgelesen.

Das Verfahren ist be.sonders dann angebracht, wenn gröliere (Quanten
des natürlichen Suspensionsmittels nicht zur Verfügung stehen. Ist dies

aber der Fall, so kann man gleich den osmotischen Druck des Suspensions-
mittels bestimmen und ihn als Maß der Inneuspannuug der Zellen ansehen,

da Zellen und Medium meistens sich im Spanuungsgleicligewicht befinden.

Unter den verschiedenen angegebenen Foi-meu von Hämatokriten

sind die folgenden für den genannten Zweck am meisten zu em[)fehlen:
1. Der Hämatokrit von Koeppe'^) (siehe

Fig. 150): Er besteht aus einem lern langen, mit

trichterförmiger Erweiterung- endenden Kapillarrohr

a\ das kapillare Stück ist in hundert Teile geteilt.

Das Rohr kann an seinen Phiden durch zwei Kaut-

schukplättchen b visrschlossen werden, welche von

zwei durch federnde Metallbügel c miteinander ver-

bundenen Metallplättchen angepreßt werden. Zur

Füllung der Kapillare wird au das Trichterende

des Rohres vermittelst Grummischlauchs eine Pravaz-

spritze angesetzt und dann die Zellsuspension bis

zu einem bestimmten Teilstrich der Kapillare an-

gesaugt; ein durch Einstich gewonnener Bluttropfen
kann durcli ein Blättchen Ilirudin (von E. Sacchse iV

Co., Leipzig) ungei-innbar gemacht werden.'-) Zur

Bestimmung- der Innenspannung der Zellen werden

mehrere Rlihrchen bis zum selben Teilstrich mit

der Zellsuspension gefüllt, eines wird dann ver-

schlossen, in die übrigen werden Lösungen verschie- J

(lener Konzentration von Kochsalz, Traubenzucker

oder Rohrzucker (diese sind in den meisten Fällen ^"'k- '^o-

genügend indifferent) nachgesogen, so daß die Zell-

suspension sich im Trichterteil der Röhrchen mit den Lösungen vermischt.

Nun wird an jedes Röhrchen zunächst unten sein Kautschuki)lättchen an-

gedrückt und mit einer Nadel die Zellsuspension im Trichter noch besser

mit der Lösung vermischt, dann wird auch das Trichterende verschlossen.

Danach kommen sämtliche Kapillaren in die Zentrifuge und es wird zen-

ti-ifugiert, bis Zeilsäuleu von gleichbleibender Höhe ausgeschleudert sind.

-C

*) Koeppe, Über den Quelluugsjrrad der rotou BlutschtMlicii durch iliiuinndcknlarf

Sallzösungen und über den osmotischeu Druck des Hlutphismas. Ardi. f. IMiysiol. S. l,")-}

(1895); sieho ferner: Münchner med. WuclKMisciir. Nr. 24 (1K'.)3).

-) Sielic Kottmami, Über die IJestinimuug der IMutnitMiu'c boini Mmsclicu uu.l

Tier unter Anwendung eines neuen Priizisionsliauiatokriten. Arch. f. experini. Patbol.

IJd. 54. S. 356 (1900).
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Um-

ver-

Vei-

c.

Diejenige Lösung, aus welcher sich eine Zellsäule von derselben Höhe ab

gesetzt hat wie aus der unvermischten Zellsuspension, ist mit dem Zell

Inhalt isotonisch.

Die Zentrifuge soll gleichmäßig laufen und womöglich 3000

drehungen in der Minute machen. i)

Hämatokritrohre sind von Hugershoff in Leipzig zu beziehen.

An einem (für die Messung der Innenspannung sonst nicht zu

wendenden) Hämatokriten von Kottmann ist ein besonders sicherer

.Schluß der Rohrenden angebracht.^)

2. Das Trichterröhrchen von Hamburger^):
Es unterscheidet sich von dem i^oc^^peschen Hämatokriten

besonders durch den Dauerverschluß des Kapillarendes und

die größere trichterförmige Erweiterung (siehe Fig. 151).

Die 61mm lange Kapillare faßt bis zum Teilstrich 100

genau 0*01 oder 0'02 cm^, der Trichter ist mit etwa

0"2o bzw. 0*5 cm^ Lösung zu füllen. Zwecks Messung der

Innenspannung füllt man wieder ein Trichterröhrchen nur

in seinem kapillaren Teil mit der Zellsiisponsion. in anderen

Röhrchen füllt man die Trichter mit den verschieden kon-

zentrierten Lösungen, fügt dann in jedes das gleiche

Quantum Zellsuspension wie in das erste, setzt auf jedes

Röhrchen den Ebonitdeckel (siehe Fig. 151) und schüttelt

um. Dann wird zentrifugiert und dieTnnenspannung wieder

so wie beim Hämatokriten von Koeppe ermittelt. Die

Aufnahme und Übertragung der Zellsuspension in das

Trichterröhrchen geschieht mit Hilfe einer gradierten

Kapillarpipette.
Die Trichterröhrchen werden von Hugershoff in

Leipzig geliefert.

Beiläufig sei noch darauf hingewiesen, daß man mit

Hilfe des Hämatokriten natürlich sowohl die osmotischen

Drucke kleiner Flüssigkeitsmengen messen als auch unter-

einander isotonische Lösungen herstellen kann; Gleichheit

der Volumina gleicher Zell- bzw. Blutkörperchenmengen
ist in jedem Falle das Entscheidende.

(Allein zur Messung der Zellvolumina geeignet sind die Hämatokrite

von Kottmann (1. c.) und Banniger. *)

*) über eiue besonders leistungsfähige Zentrifuge von Thilenius siehe Koeppe,
Über das Lackfarbenwerdeu der roten Blutscheiben. Pfliigcrs Archiv. Bd. 107. S. 183

(1905) und Über die Yolumbestimmuug der roten Blutkörperchen durch Zentrifugieren
im Hämatokriten. Ebenda. Bd. 107. S. 187 (1905). Im übrigen siehe für Zentrifugen
Bd. 1. S. 116.

-) Kottmann, 1. c.

^) Hamburger, Eine Methode zur Bestimmung des osmotischen Drucks sehr ge-

ringer Flüssigkeitsmengen. Biochem. Zeitschr. Bd. 1. S. 259 (1906).

*) Banniger, Die Bestimmune des Blutkörperchenvoluraens. Berliner klin. Wochen-
schrift. S. 161 (1909).

Fiff. 151.
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Auch hei einzelnen /clh'ii hilU sich oft (h-r i;«'<iiiiii (h-r Wasscrfiit-

ziehiiiiLi;' (hircli eine hypertonische Lösuiii»- f^enüjAciid «^ciiaii IcstsfeUcii. um
daraus auf die Innenspauuuuii- zu schlielicn, es ^--ehuj^t hei allen /eilen

mit Zellniemhran; die Greiizplasmolyse, <l. Ii. das ehcn merkliche /ii-

rücl<weicheu des Protoplasten von der Zelhvaiid hei einer hestimmten Kon-

zentration (..Grenzkonzentration" ) irgend eines indifferenten Stoffes in der

die Zelle umgehenden Lösung, dient hier als Kriterium des ehen ein-

setzenden AVassercntzuges und der der Grenzkonzentration entsprerhende
osmotische I)ruck giht dann das MalJ für die lnnensj)aniiuiig. |)a nun eine

Zellniemhran fast ausschliel'dich hei den Pflanzenzelleu voi-kommt, so

heschränkt sich das An\vendungsgei)iet der plasmolytischen .Methode auf

diese.

Jedoch sind für die Exaktheit der Bestimmung der Innenspannuiig

einige besondere Verhältnisse zu berücksichtigen. Erstens mud die

Grenzplasmolyse längere Zeit bestehen bleiben: andernfalls, d. h.

wenn sie in einiger Zeit zurückgeht, ist entweder die Bedingung der Semi-

permeabilität der Protoplasniaol)erfläche für den in der plasmolysiereiiden

Lösung enthaltenen Stoff nicht genügend erfüllt oder es ändert sich durch

iigendwelche Keaktionen die Innensi)annung. i) Zweitens gibt die i)lasmo-

lytische Grenzkonzentration nur dann direkt die Innenspannung an, wenn

di(^ Zellwand unelastisch oder nicht elastisch gespannt ist. In vielen lullen

ist aber die Zeihvand zufolge der herrschenden Innenspannung gedehnt,

und der bestehende Gleichgewichtszustand ist dadurch definiert. daH die

Innenspannung gleich dem osmotischen Hiuck der Aullenlösung phis der

Zelhvandspannung (,,Turgeszenz") ist. Erhöht man nun den osmotischen

Druck der Außenlösung nur ein wenig, so tritt zwar Wasser aus der

Zelle aus, aber es erfolgt keine Plasmolyse, sondern die Zellwand

entspannt sich nur etwas, umschließt aber auch jetzt noch den Proto-

plasten eng. Erst wenn nach weiterer Konzentrationssteigerung in der

Außenlösung die Spannung der Zellwand geworden ist, führt nun eine

noch weitere geringfügige Vermehrung der Konzentration zur Plasmolyse.

Die dadurch jetzt ermittelte Innenspannnng ist dann offenbar größer als

die ursprünglich vorhandene, und zwar größer um das Verhältnis des

ursprünglichen Volumens der Zelle zum jetzigen Volumen. Man
sieht also, daß man die ursprüngliche Innenspannung wenigstens berechnen

kann, und man sieht ferner, daß bei der Anwendung der plasmolytischen

Methode zu berücksichtigen ist, ob bei Überführung der Zellen in Lösungen

st(^igender Konzentration noch vor Eintiitt dei- Plasniolvse eine \<tlum-

verringerung zustande kommt.-)

') Siehe hierzu: de Vries, Eine Metiiode zur Analyse der Tur^orkraft. .lalirh. f.

wissensch. Botanik. Bd. 14. S. 427 (1887).
— PantancUi, Zur Kenntnis der Tnrtrorregu-

lafioncMi (Ut Scliinimelpilze. J^benda. Bd. 40. S. S03 (l".in4).
— ran Iii/ssilhcrt/ln, Hi-action

osmotitiuc des celliiles vegetales ä la concentration du uiilicii. Moni, de IWcad. royalo
do Belg. T.58. p. 1 (1899).

^) l'avtdinlli. I. c.



542 R- Höber. ,

Was die Genauigkeit der plasmolytischen Metliode zur Messung
der Innenspannung anlangt, so folgt aus den Angaben von v. Bysselhcrghe

(1. c), da(i eine Druckänderung von 0'23 Atmosphären an der A'olumände-

rung von Protoplasten noch erkannt werden konnte.

Zur bloßen Orientierung über den Vorgang der Plasmolyse sind nach

de Vries (I.e.) und Overton^) als Objekte besonders geeignet: Spirogyra-

fäden, Wurzelhaare von Hydrocharis morsus ranae oder Trianea bogatensis,

Zellen aus der Blattepidermis von Tradescantia discolor u. a.

h) Die Innenspannung von Geweben. Auch die Innenspannung
eines Gewebes, d. h. eines festen Verbandes von Zellen, läßt sich am besten

durch den Beginn der Wasserabgabe bei einer bestimmten Konzentration

in der umgebenden Flüssigkeit bzw. duix'h das Ausbleiben einer solchen

bei einer etwas geringeren Konzentration bemessen. Am erfolgreichsten ist

hier als Kriterium irgend einer Wasserbewegung die Wägung des Gre-

webes verwendet worden. Bei Froschmuskeln ist z. B. Overton'-) so ver-

fahren, daß er durch deren Sehne einen ganz feinen Seidenfaden zog, an

welchem der Muskel an einer Wagschale aufgehängt werden konnte. Hatte

der Muskel eine Zeitlang in einer Lösung gelegen, so wurde er nach der

Herausnahme mit Fließpapier erst vorsichtig abgetrocknet, bevor ei- in die

Wage gehängt wurde. Die \\'ägefehler, welche von ungleichmäßigem Ab-

trocknen herrühren, betragen bei einem Sartorius, welcher zwischen 15 und

?yO cg wiegt, meist weniger als 0*25 e^, das Gewicht des Fadens beträgt

weniger als 1 m.g. Ks wurde so festgestellt, daß in einer ()"7"/oigen NaCl-

Lösung ein Froschmuskel gewöhnlich sein Gewicht nicht verändert, wäh-

rend er in einer O'ßo'^/oigen und meist auch in einer 0"675f'/oigen etwas

an Gewicht zunimmt.

Es ist aber nach (hrrfon''^) nicht ganz gerechtfertigt, hieraus den SchUiÜ zu

ziehen, daß der osmotische Druck einer 0'77oigen Na Cl-Lösung die Innenspannung der

Muskeln repräsentiert. Vielmehr ist die O'T'/oige Lösung hypertonisch und eine Lösung
von weniger als 0657o isotonisch, obgleich der Muskel in dieser Wasser aufnimmt.

Dies ist wahrscheinlich so zu erklären, daß die zwischen den Muskelfasern befindliche

Lymphflüssigkeit neben gelösten Stoffen von der Diffusibilität des Kochsalzes auch

schwer diffusible Stoffe, wie z. B. Eiweißkörper, enthält, welche das Perimysium nicht

oder schwer passieren können. Wird nun der Muskel in eine Na Cl-Lösung eingelegt,

welche wirklich sowohl mit dem Muskelfaserinhalt als auch mit der Muskellymphe iso-

touisch ist, so wird Xa Cl, das in der Lösung in höherer Konzentration enthalten ist

als in der Lymphe, in diese hineindiffundieren, ohne daß die schwer diffusiblen Sub-

stanzen die so erfolgte Konzentrationszunahme durch Herausdiffundieren wieder rück-

gängig machen. Vielmehr wird ein Ausgleich nur durch osmotischen Eintritt von NN'asser

zustande gebracht. Danach beruht also die Wasseraufnahme von Muskeln in einer fak-

^) Orerton, tJber die osmotischen Eigenschaften der lebenden rflauzen- und 'l'ier-

zelle. Vierteljahrcsschr. d. Naturforscher-Gesellsch. in Zürich. Bd. 40 (1895) und l! her

die allgemeinen osmotischen Eigenschaften der Zelle und ihre vermutlichen l'rsachen \nu\

ihre Bedeutung für die Physiologie. Ebenda. Bd. 44 (1899).

2) Overton, Beiträge zur allgemeinen Muskel- und Nervenphysiologie. Pffüffers

Archiv. Bd. 92. S. 115 (1902).

^) 1. c. S. 235.
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tisch mit ihrem Protophisma isotonischen Lösuiifr :iuf WrmehriiiiL' des interstitiollfn

Gewebswassers.

Hiermit stellt in l-horciiikiiuft, daß nach Urcrton der osmotische Druck des Am-
phibienbkites in der Tat nicht dorn einer OT'/oiffen, sondern etwa einer Oöö'/jigen
Xa Cl-Lösung entspricht.

Wie mit Muskeln kann man nach Overton auch mit LcIm riappcn
vom Frosch verfahren. Die soeben gemachte Einschränkung fiii- iVw, K.xakt-

heit der Messung der Innenspannung gilt hier al)er wegen des höheren

Eiweißgehaltes der Leberlymplie noch in vermehrtem Maiie.

Auch Blöcke aus der Niere von Säugetieren sind in der gleichen

Weise geprüft worden. ^) Hier ändert sich ahei- die Innenspamiimg hald

nach dem Tode durch die einsetzenden Ahsterbeerscheinungen erhehMrh.

Ferner lehren hier vergleichende Messungen an Rinden- und Marksuhstanz

zusammen mit Messungen des osmotischen Druckes des Harns, dali die

Ge^^^chtsänderungen in verschieden konzentrierten Lösungen weniger mit

der Innenspannung der Zellen als mit dem osmotischen Druck ihres Kx-

kretes zusammenhängen.
EndUch lassen sich, wie Organe, auch ganze Tiere (Froschiarven.

ausgewachsene Frösche, Adele Meerestiere) der Einwirkimg von verschieden

konzentrierten Lösungen unterwerfen und die eintretenden Gewichtsände-

rungen als ein gewisses Maß der Innenspannung verwenden. 2)

Neben Gemchtsänderungen hat man V 1 um ä n d e r u n g e n bei Gewel)en,

so wie bei den freien Zellen, zur Bestimmung der Innenspannung zu messen

versucht. Von Denioor^) ist dafür ein plethysmograpliisches Terfuliren

ausgearbeitet worden. Dabei werden ( )rgaue, wie Leber, Lunge. Niere, vor-

sichtig aus dem Körper herauspräpariert , in zu- und abführende Blut-

gefäße Kanülen eingebunden und dann die Organe in ein mit flüssigem

Yaselin gefülltes Gefäß versenkt. Das Gefäß wird mit einem dreifach dui'ch-

bohrten Deckel verschlossen; durch zwei der Bohrungen kommen die beiden

Kanülen für Zu- und Abfluli, durch die dritte wird der flüssige Gefäßinhalt

mit einer Marei/achen Kapsel verbunden. Das Gefäß muß so gefüllt wer-

den, daß keine Luft eingeschlossen bleibt. Nun werden dui'ch die Zufluß-

kanüle nacheinander vorgewärmte Kochsabdösungen verschiedener Konzen-

') Hirokawa, Über den osmotischen Druck des Nierenparenchyms. Beitr. /. ehem.

Physiol. u. Pathol. Bd. 11. S. 458 (1908).

2) Paul Bert, Sur la cause de la mort des aniuuuix d'eau douce. qu'ou plonge

dans l'eau de mer et ri^ciproquement. Compt. rend. de l'Acad. des Sciences. T. 97. p. 133

(1883). —
Durii), Wassergehalt und Orgaufuiiktion. I'ßüf/ers Archiv. Bd. 85. S. 401

(1901).
— Orcrfon, 39 Thesen über die Wasserökonomie der Amphibien und die os-

motischen Eigcnscliafteu der Amphibienhaut. Verhandl. d. physik.
- mediz. (iesellsch.

zu Würzburg. Bd. 36. S. 277 (1904). — Quinlon, Permeabilite de hi paroi exterieuro de

lTuvert(:4)re marin uon seulemeut ä Teau, mais encore aux sels. Compt. rend. de l'Acad.

des Sciences. T. 131. p. 952 (1900). — Hntri et Lalou . Pu-gulution osmotique des li-

([uidcs internes chez Jes Echiuodermes. Ebeuda. T. 137. p. 721 (1903).

8) Dcinoor, Role de la pression ()smoti([ue dans les phenomfeues de la vie aui-

male. Mömoires publ. par l'Acad. royale de Belgique. 2. serie. T. 2 (1907) et Archivcs

iuternat. de physiol. T. 4. p. 340 (1907).

Abderhalden, Handbncb der biochemischüii ArbeitSmifli.nl.M . III. 35
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tration ins Organ eingeleitet, welche durch die Abflußkanüle wieder aus-

treten. Der Druck der strömenden Lösungen sowie ihr Abfluß wird dabei

auf konstanter Größe erhalten. Dann schreibt die liarej/sche Kapsel die

VolumVeränderungen eines Organs auf.

Die bisher mit dieser Methode gewonnenen Ergebnisse sind teils da-

durch verschleiert, daß offenbar von Permeabilitätsänderungen begleitete

Absterbeerscheinungen mit hineinspielen, teils dadurch, daß die Volum-

änderungen der Organe nicht bloß Volumänderungen der Zellen, sondern

zugleich noch mehr oder weniger große Änderungen im Volumen der Blut-,

Lymph- und Sekreträume bedeuten.

Zur Bestimmung der Innenspannung kann man außer den erwähnten

osmotischen Methoden noch die Kryoskopie in Erwägung ziehen. In der

Tat hat Sahhatani'^) den Gefrierpunkt ganzer Gewebsteile zu bestimmen

versucht, das Verfahren ist aber mit ziemlich großen Fehlerquellen be-

haftet. 2) TJrano ^) hat statt der Gewebe selbst ihren frischen Preßsaft

kryoskopiert, Fredericq *) den Saft, der nach Erhitzen der Gewebe in einem

geschlossenen, im Wasserbad stehenden Gefäß auf leichten Druck ausfließt.

Von einer Messung der normalen Innenspannung kann bei diesen Methoden

natürlich gar keine Rede sein: immerhin scheinen sie zum Nachweis man-

cher funktionell hervortretender, stai'ker Veränderungen des Organinhaltes
doch nicht ganz unbrauchbar zu sein. ^)

2. Die Durchlässigkeit von Zellen.

Die meisten der bisher genannten Verfahren sind auch zur Prüfung
der Durchlässigkeit oder Permeabilität der Zellen geeignet.

Plasmolytisches Yerfahren nach Overton: Wenn ein Stoff in

hypertonischer Konzentration überhaupt nicht plasmolysiert.
so ist die Protoplasmaoberfläche für ihn durchlässig.

Es kommt jedoch auch vor, daß in einer hypertonischen Lösung zu-

nächst Plasmolyse eintritt, daß diese dann aber mehr oder weniger rasch

wieder zurückgeht. In diesem Falle ist folgendes zu scMießen: Entweder

wird die Plasmolyse dadurch rückgängig, daß der in der Lösung enthaltene

Stoff langsam eindringt, so daß nur zu Anfang seine Konzentration über

die Innenkonzentration der Zelle überwiegt, oder sie Axird dadurch rück-

gängig, daß die Zelle sich sozusagen gegen die Plasmolyse wehrt und

durch irgendwelche chemische Reaktionen ihren Innendruck in die Höhe

M Sabbatani, Determination du point de congelation des Organ es animanx. Journ.

de physiol. et de pathol. g€n. T. 3. p. 939 (1901).

-) Ilöber, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe. 2. Aufl. S. 40t'f.

(1906).

*) Urano, Neue Versuche über die Salze des Muskels. Zeitschr. f. Biol. Bd. 50.

S. 222 (1908).

*) Fredericq, Xote sur la coucentration moleculaire des tissus solides de quel-

ques animaux d'eau douce. Archives internat. de phjsiol. T. 2. p. 127 (1905).

*) Buglia, Über die physikalisch-chemischen Änderungen der Muskeln während

der Ermüdung. Biochem. Zeitschr. Bd. 6. S. 158 (1907).

I
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troiht. bis er so hoch oder liöhcr als der von (h'in aiincn hofiiidlichcn,

nicht eindiingeiiden Stoff eiitwickoltc Druck ist C.Aiiatoiiosc- 'i. Zwischen

den beiden Möijlichkc^iten kann man entscheiden. Man kann z. l!.. nach(h'ni

man die vorübergehende l'lasmolyse konstatiert hat, Zellen dei- gleichen
Sorte in die schwach hypertonische Lösung eines Stoffes legen, von dem
aus Untersuchungen an anderen Zellsorten bekannt ist, dal» er Daneri)la.s-

molyse macht; wenn er nun auch bei der vorliegenden Zellsorte dauernd

plasmolysiert, so beruhte der riasmolysenrückgang wahrsclieinlich nicht auf

Anatonose. sondern auf rermeabilitüt. Oder man legt eine Zelle, an der

die Plasmolyse zurückgegangen ist, nun danach in eine I^iisung. welche

den gleichen osmotischen Druck hat wie die temporär plasmulysierende

Lösung, welche aber einen Stoff gelöst enthcält, der nach sonstigen Erfah-

rungen in Zellen nicht eindringt; tritt nun allmählich von neuem Plasmo-

lyse ein, so handelt es sich um Permeai)ilität und nicht um Anatonose.

Ist zu befürchten, daß der Stoff, für welchen man die Zelldurch-

lässigkeit erproben will, in hypertonischer Konzentration giftige Wirkungen
entfaltet, oder stehen einem nur kleine Mengen von dem Stoff zui' \'er-

fügung, so kann man unter Zugrundelegung der Tatsache, dall in einem

Lösungsgemisch der totale osmotische Druck gleich der Summe der Par-

tialdrucke ist, nach Overton^) so verfahren, dal» man die isotonische L(>-

sung eines Stoffes, welcher nicht eindringt, durch den Zusatz einer kleinen

Menge des zu prüfenden Stoffes etwas hypertonisch macht und nun zu-

sieht, ob Plasmolyse eintritt oder nicht. Natürlich ist darauf zu achten,

daß die beiden Stoffe in der Lösung gar nicht miteinander reagieren.

Cytolytiscbes Terfahren nach Gri/ns^): Das Verfahren ist für die

T'ntersuchung der roten Blutkörperchen angegeben worden. In der isotoni-

sclien Lösung vieler chemisch indifferenter Stoffe sind Plutkörperchen gut

zu konservieren, lösen sich dagegen in der isotonischen Lösung anderer

anscheinend ebenso indifferenter Stoffe auf wie in destilliertem Wasser.

Diese Cytolyse kann darauf beruhen, daß infolge von r)urchlässigkeit der

Zelloberfläche der gelöste Stoff sich auf Lösung und Zellinhalt bis zum

(ileichgewicht verteilt, könnte aber auch auf einem (vielleicht nicht genauer

deiinierbaren) Angriff des Stoffes auf das Protoplasma beruhen. Man kann

sich darüber, was von beiden zutrifft, vergewissern, wenn man in weiteren

Versuchen die in isotonischer Konzentration cytolysierenden Stoffe in iso-

tonischer Salz- oder Zuckerlösung mit auflöst und zusieht, ob auch jetzt

noch Cytolyse eintritt. Ist dies der Fall, so kann die Cytolyse keine rein

osmotische, auf Permeabilität beruhende Erscheinung sein.

^) Siehe dazu: van Bysselberghe, I.e.

^) Orcrton, Über die allgenioiiicn osmotischen Kiiicnschaftpii der Zolle, ihre ver-

mutlichen Ursachen und ihre Bedeutunf.' für die riiysiolugie. Vierteljahrsschr. der

Naturforscher- Gesellsch. in Zürich. Bd. 44. S. 88 (18ili)) und Über die osmotischeu

Kisrenschaften der Zelle in ihrer Bedeutung für die Toxikologie und Pharmakologie.

Zeitschr. f. physikal. Chemie. Bd. 22. S. 18'J (18U7).

^) Griins, Über den Einfluß gelöster Stoffe auf die roten Blutzellen, in Verbindung
mit den Erscheinungen der Osmose und Diffusion. Pflügers Archiv. Hd. 63. S. 86 (ISOßV

35=^
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Bei der Untersuchung der Durchlässigkeit der roten Blutkörperchen

dient als Kennzeichen der Cytolyse gewöhnUch der Austritt von Hämoglobin.

Es lassen sich aber auch andere Kriterien verwenden, z. B. der Austritt von

Salzen, welcher gegebenenfalls durch Leitfähigkeitsmessungen festzustellen ist.

Zu beachten ist, daß häufig ein Stoff in geringer Konzentration rein

osmotische Effekte erzeugt, während er in größerer Konzentration speziell

schädigend wirkt. Äthylalkohol, für welchen Protoplasma durchlässig ist,

wirkt z. B. in einer O'OVoigen Kochsalzlösung bis zu loVo zugesetzt, nicht

hämolysierend, wohl aber oberhalb dieser Konzentration. Bei anderen Stoffen

hegt diese Konzentrationsgrenze anderswo, und ist in jedem Fall auszu-

probieren. Im allgemeinen liegt die molekulare Grenzkonzentration um so

tiefer, je größer die LipoidlösUchkeit. ^) Auf jeden Fall ist es ratsam, mit

relativ geringen Konzentrationen der fraglichen Substanzen zu arbeiten,

also von vornherein nicht reine isotonische Lösungen derselben zu verwenden,

sondern Gemische dieser Lösungen mit isotonischen Lösungen von Kochsalz,

Zucker oder sonst einem gewöhnlich nicht diosmotisch eindringenden Stoff.

Daß auch der Hämatokrit (siehe S. 538) zur Untersuchung der Durch-

lässigkeit zu verwenden ist, braucht wohl nur lieiläufig erwähnt zu werden;

Blutkörperchen, welche in einer isotonischen Kochsalzlösung ein besthiimtes

Volumen einnehmen, werden z. B. in einer isotonischen Lösung von Koch-

salz plus Äthylalkohol an Volumen zunehmen.

Kryoskopisches A^erfahren von Hedin'^: Dies Verfahren fußt auf fol-

genden Überlegungen : Wenn man in einem bestimmtenVolumen einer Lösung

eine bestimmte Menge eines Stoffes auflöst, so wird der Gefrierpunkt der

Lösung um einen gewissen Betrag S erniedrigt. Sind in die Lösung Zellen

eingelagert, welche mit ihr im Gleichgewicht sind, und nimmt man von diesem

System Lösung + Zehen das gleiche Volumen wie vorher von der Lösung

allein, und setzt nun die gleiche Menge des Stoffes dazu, so wird der

Gefrierpunkt der Lösung nun nur dann wieder um den Betrag S erniedrigt,

wenn sich der Stoff gleichmäßig über Lösung und Zehen verteilt hat. Bleibt

der Stoff ganz und gar in der Lösung, sind die Zellen also für ihn undurch-

lässig, dann wird die Herabsetzung größer als fV, geht von dem Stoff relativ

mehr in die Zellen als in der Lösung verbleibt, dann wird die Herabsetzung

kleiner als S.

Bei der Ausführung derartiger Versuche ist der direkte Zusatz des

zu untersuchenden Stoffes zu der Zellsuspension zu vermeiden, weil bei

nicht sofort erfolgender Auflösung und gleichmäßiger Verteilung des Stoffes

leicht eine Schädigung der Zehen durch den örtlich konzentrierten Stoff

zustande kommt. Es ist besser, den Stoff zuerst in einer bestimmten

Menge der Lösung, in welcher sich die Zellen befinden, aufzulösen und

dies Gemisch dann zuzusetzen.

') Fühncr und Neubatter, Hämolyse durch Substanzen homologer Reihen. Arcb.

f. exp. Pathol. Bd. 56. S. 333 (1907j.

2) Hedin, Über die Permeabilität der Blutkörperchen. Pflitgers Archiv. Bd. 68.

S. 229 (1897).
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Das Veri'aliren erlaubt auch, Difforcn/i'U in ilci- ( i esc h wind i;,'-

keit des Eindringens abzuschätzen. Es ist dafür nur nötit;. mehrere

(Tefrierpunktsl)estimniung'en nacheinanih'r in Intervallen, vom /eit))nnkt
unmittelbar nach dem Zusatz annefangen. auszuführen. Dringt ein Stoff

nur langsam ein, so wird die Gefrierpnnktserniedrigung anfangs am grollten

sein 1111(1 dann nach und nach sinken.

Wägungsverrahren nach Ovcrton^) In der isotonischen Lösung eines

nicht eindringenden Stoffes hehiilt ein Zellkomplex im allgemeinen sein

Gewicht (siehe dazu S. 542), in derjenigen eines eindringenden Stoffes nimmt
er an Gewicht zu. Bei der Ausführung des Versuches ist es aus den (be-

sonders S. 545) erörterten Gründen vorteilhaft . um dauernde Zellsrjiiidi-

guiigen zu vermeiden, den zu prüfenden Stoff, falls er giftig wirken kann, in

relativ kleinen Konzentrationen zu verwenden, indem man durch Mischung mit

einem indifferenten, nicht eindringenden Stoff eine isotonische Lösung herstellt.

Man kann das \'erfahren natürlich auch so üben, dal'i man den zu

prüfenden Stoff zu der isotoni.schen indifferenten Lösung eines nicht ein-

dringenden Stoffes zusetzt und zusieht, ob die nunmehr hypertonische Lö-

sung eine Gewichtsabnahme erzeugt oder nicht.

Das Verfahren eignet sich auch ausgezeichnet zur Feststellung v<ni

Unterschieden in der Geschwindigkeit des Eindringens. Wenn man

beispielsweise findet, daß ein Froschmuskel das in einer O'TVoigt'u Koch-

salzlösung erlangte konstante (iewicht nach Übertragung in eine Lösung
von O'TVo NaCl + 5% Methylalkohol keinen Moment ändert, obgleich

die Lösung stark hypertonisch (etwa lOfach isotoniscli) ist. so be-

weist das, daß der Methylalkohol sehr rasch ins Protoplasma eindringt.

Wenn aber andrerseits nach Übertragung in eine Lösung von 0-:)5"/o

NaCl + 4"57o Glyzerin, welche mit einer ungefähr ^"/„igen Kochsalz-

lösung isotonisch ist, der Muskel zuerst an Gewicht einbüßt, um allmählich

wieder an Gewicht zu gewinnen und schließlich sogar ein gröl)eres (iewicht

zu haben als zu Anfang, so beweist das. daß der Muskel für (ilyzerin zwar

permeabel ist, aber immerhin nur schwer.

Die Durchlässigkeit für Farbstoffe: Dctcn Feststellung erfordert,

wenigstens meistenteils, nichts weiter, als die Betrachtung der in eine Farb-

lösung übertragenen Zellen unter dem Mikroskop. Nur hei \'erwendung
sehr kleiner Farbkonzentrationen stößt man eventuell auf Schwierigkeiten.

(Gerade dabei kommt es aber der Untersuchung der I'ermeabilität für Farben

sehr häufig zugute, daß lokalisierte Anhäufungen der Farben im Innern der

Zellen zustande kommen. Bei vielen rflaiizenzellen beruht das darauf, daß

der Inhalt der Zellsaftvakuolen Gerbsäure birgt, welche mit allen basischen

Farbstoffen, mehr oder weniger leicht, unter Bildung von gefärbten, leicht

sichtbaren Niederschlägen reagiert. In vielen tierischen Zellen werden ba-

sische und saure Farbstoffe in Zellgranula gespeichert, häufig wohl zufolge

M (>(•f^/o/^ Beiträge zur allffemeinen Muskel- uiulNorveiipliysiologie. Pßilgers Xrfh'w.

Bd. 92. S. 11,-) (1002).
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einer auswählenden Löslichkeit in der Substanz der Granula,
^j Aber auch

wenn keine Einrichtungen für eine lokale Anreicherung der Farben vor-

handen sind, gelingt es öfter, eine bestehende Farbenpermeabilität festzu-

stellen; die Zellen sind dann eventuell deutlich diffus gefärbt (Höher. 1. c).

Bei Pflanzenzellen läßt sich die Anwesenheit geringer, diffus verteilter Farb-

mengen oft sehr schön dadurch nachweisen, dab man eine kräftige Plas-

molyse durch Zusatz von Zucker oder Kochsalz oder Kaliumnitrat in Sub-

stanz erzeugt; der Zellsaft wird dann durch den osmotischen Wasserentzug
so weit konzentriert, daß die wegen zu großer \'erdiiunung bis dahin un-

sichtbare Farbe nun zum Vorschein kommt.
Bei der Untersuchung von Pflanzenzellen ist darauf zu achten, daß

man sich nicht durch Farbeinlagerung in die ZeUulosemembran über die

Färbung des Protoplasmas täuscht (RuhJand-), Höber).

Mikrochemisches Yerfahreu von Overton *
) : Der schon erwähnte

Gerbstoffgehalt des Zellsaftes mancher Pflanzenzellen (z. B. bei Spiro-

gyren) ermöglicht das Studium der Permeabilität für eine große Zahl orga-

nischer Basen. Diese bilden nämlich vielfach sehr schwer lösliche ^>rbiudun^en

mit der Gerbsäure, welche im Zellsaftraum in körniger Form ausfallen.

Ähnliche Körnungen durch Niederschlagsbildung mit eindringenden
Stoffen können manchmal auch bei tierischem Protoplasma beobachtet

Averden. ")

Anhang: Über die Bestimmung von Lipoidlöslichkeiten und

Teilungskoeffizienten.

Durch die Untersuchungen von Ooerton ist gezeigt worden, dal)

die Durchlässigkeit der Zellen für gelöste Stoffe in den meisten Fällen mit

ihrer relativen Lipoid löslichkeit zusammenhängt, d. h. mit dem Ver-

hältnis, in welchem sich die Stoffe nach ihrem Gewicht auf Wasser und

auf lipoide Lösungsmittel verteilen, oder kürzer ausgedrückt: mit dem

Teilungskoeffizienten Lipoid : Wasser. Wegen der augeublickUchen

Bedeutung von Versuchen über die Durchlässigkeit seien anhangsweise die

wichtigsten Verfahren zur Bestimmung dieser Koeffizienten kurz erörtert.

Für die nach Overton physiologisch in Betracht kommenden Lipoide,

Cholesterin, Lecithin, dazu Protagon und Cerebrin selbst, sind die Teilungs-

koeffizienten bisher einwandfrei noch kaum bestimmt. Versuche nach dem

') Gurwitsch, Zur Physiologie und Morphologie der Nierentätigkeit. Pflüficrs Axdhiw

Bd. 91. 8.71(1902). — Höber und Könif/sberf/, Farbstoffausscheidung durch die Xiereu.

Ebenda. Bd. 108. S. 323 (1905).
— Höher, Die Durchlässigkeit der Zellen für Farbstoffe.

Biochem. Zeitschr. Bd. 20. S. 56 (1909).

^) Buhland. Beiträge zur Kenntnis der Permeabilität der Plasmahaut. Jahrb. f.

wissensch. Botanik. Bd. 46. S. 1 (19081.

^) Overton, Über die osmotischen Eigenschaften der Zellen in ihrer Bedeutung für

die Toxikologie und Pharmakologie. Zeitschr. f. physikal. Chem. Bd. 22. S. 189 (1897).

*) Jacobj und Golowinski, Ein Beitrag zur Frage der verschiedenen Wirkung des

Koffeins auf Rana esculenta und Rana teniporaria. Archiv f. experim. Pathol. u. Pharmakol.

Supplement. S. 286 (1908).
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gewöhnlichen Schema scheitern (hiran, dali Lecithin. Protatron und Cerebrin

keine mit Wasser nicht mischbare FUissigkeiten sind, vielmehr unter

Quellung Wasser in sich aufnehmen, und dal» Choh'sterin bei gewöhniirher

Temperatur fest ist.

Aus diesem (xrunde hat man sich bisher wesentlich darauf beschränkt,

1. absolute Löshchkeiten in den Lipoiden zu bestimmen und i*. die Teihnigs-

koeffizienten nicht für die Lipoide selbst, sondern für ihnen an Lösungs-

vermögen möglichst ähnhche, mit Wasser nicht mischi)are Flüssigkeiten

festzustellen.

a) liestimiiumg von Lipoidlöslichkeiten: Da die Lipoide selbst

nicht flüssig sind, so bestimmt man nach Overton die Löslichkeit in ihnen,

indem man sie zuerst in Lösungsmitteln löst, deren Lösungsvermügen

möglichst von demjenigen der Lipoide abweicht, und dann die Lösliclikeit

der verschiedenen Stoffe in diesen Gemischen prüft. Die Löslichkeiten in

den Lecithin, Protagon oder Cerebrin enthaltenden (Temischen beweisen

nur dann etwas, wenn die drei lipoiden Substanzen wasserfrei sind ( Xatlum-

sohn'^), Ruhland^). Die Fehlerciuelle eines anhaftenden Wassergehaltes fällt

bei Cholesterin fort; deshalb sind Cholesterinauflösungen zur Prüfung der

Lipoidhislichkeit am meisten geeignet.

Cholesterin löst sich leicht in Benzol, Xylol ,
Tohiolu. a.. am

empfehlenswertesten scheint Terpentinöl (Ol. Therebinth. rect. Ph. (i. \\ )
zu

sein, weil sein Lösungsvermögen (wenigstens für Farl)stoffe) besonders stark

von dem des Cholesterins abweicht (Buhland 1. c). Man benutzt am besten

heiligesättigte Lösungen.

b) Bestimmung von Teilnngskoeffizienten: Statt der Teiluniis-

koeffizienten Lipoid : Wasser sind bisher ganz vorwiegend diejenigen von

Ohvenöl : Wasser bestimmt worden (Overton^), Hans Meiß-r*). obgleich

das Lösungsvermögen von Öl für manche (Jruppon von Stoffen ganz von

dem der Lipoide abweicht. s» Die Voraussi'tzung für eine vei-hältnismäl'.i^-

einfache Bestimmung der Teilungskoeffizienten, ihre l'nabhängigkeit von

den jew^eiligen Konzentrationen in den beiden Lösungsmitteln, beridit auf

Gleichheit des Molekulargewichts der sich verteilenden Substanz in (h-n

beiden Lösungsmitteln bzw. Unveränderlichkeit des Molekularzustandes bei

verschiedenen Verdünnungen; diese \oraussetzung scheint bei sehr vielen

organischen Substanzen erfüllt zu sein. Die Mengenverhältnisse sind bei (h'U

Verteilungsversuchen so zu wählen, dalJ der sich verteilende Stoff in keiner

1) Nathansohn, Über die Regulation der Aufnalunc anorffauischer Salze diircli die

Knollen von Dahlia. Jahrb. f. wissenschaftl. Botanik. Bd. :W. S. (504 (1U()4).

2) Riüüand, Beiträge zur Kenntnis der reruiealiilitiit dfr riasnialuiut. Ebenda.

Bd. 46. S. 1 (1908).

8) Overton, Studieu über die Narkose. Jena 1901.

^) Hans Mei/er, Welche Kijrenschaft iler AnäsUu-tika bedin^'t ihre narUotisclie

WirkungV Archiv' f. experini. Pathol. u. Pliarniakul Bd. 42. S. 109 (1899) : auch Bd. 46.

S.338 (1901).

^) 1. c. S. 55; auch Orerton, Studien ültcr di.- Aiifnalimc .1er Anilinfarbrn durcli

die lebende Zelle. Jahrb. f. wissenschaftl. Botanik. Bd. 34. S. CC/.) (19(N»).
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der beiden Phasen eine konzentrierte Lösung bildet
;
denn der Verteilungssatz

gilt nur für ideale, verdünnte Lösungen.

Nachdem durch genügendes Schütteln bei bestimmter Temperatur die

Verteilung bis zum Gleichgewicht eingetreten ist, kann die Analyse der

Phasen auf verschiedenem Wege vorgenommen werden:

1. Gewichtsanalytisch: Man schüttelt eine abgewogene Menge einer

Substanz mit gemessenen Volumina der beiden sich nicht mischenden Lösunss-

mittel bis zum Gleichgewicht und analysiert dann die wässerige Phase, indem

man das Wasser verdampfen läßt und den Rückstand wiegt. Dies Verfahren

eignet sich für feste, möglichst wenig flüchtige Substanzen. Ist die

Löslichkeit einer Substanz im Wasser sehr viel geringer als im zweiten

Lösungsmittel, so ist es zweckmäßig, von diesem ein sehr viel geringeres

^'olumen zu nehmen, als vom Wasser.

2. Volumetrisch : Handelt es sich um Flüssigkeiten, deren Teilungs-

koeffizient bestimmt werden soll, so setzt man ein gemessenes Volumen

zu den gemessenen Volumina der beiden Lösungsmittel zu und bestimmt

nach dem Schütteln das Verhältnis der Volumenzunahme der beiden Lösungs-
mittel. Das ^'olumen der zu verteilenden PTüssigkeit muß klein sein im

Vergleich zu den Volumina der Lösungsmittel. Auch hier richtet man die

Volumina der Lösungsmittel nach der jeweiligen relativen Löshchkeit der

^'erteilungssubstanz. Für den Fall, daß an der (Frenze beider Phasen leicht

Emulgierung eintritt, empfiehlt Overton eine schnellere Trennung der Phasen

durch Zentrifugieren.

3. Durch physiologisches Experiment: Dies Verfahren ist von Overton'^)

bei der Untersuchung von Narkotika geül)t worden und hat u. a. den Vorteil,

daß man mit kleinen Mengen arbeiten kann. Man bestimmt dabei zuerst

die Konzentration, bei welcher kleine Wassertiere (junge Kauhiuappen,

Daphnien, Cyklops od. dgl.) gerade narkotisiert (oder sonst typisch beein-

flußt) werden. Dann stellt man eine etwas stärkere Lösung her und schüttelt

ein abgemessenes Quantum davon mit immer größeren Mengen Ö\ bis das

Öl so viel von dem Narkotikum aufgenommen hat, daß die wässerige Lösung

gerade wieder das Narkotikum in der kritischen narkotischen Konzentration

enthält. Man muß von der wässerigen Lösung um so mehr nehmen, je ver-

dünnter sie ist, weil sonst durch die Aufspeicherung von Narkotikum von

Seiten des Tieres die Konzentrationsberechnung fehlerhaft wird.

3. Einige elektrische Eigenschaften der Zellen.

Es sollen hier nur die wenigen elektrophysiologischen I'ntersuchungen
an lebenden Zellen beschrieben werden, bei denen l)isher neben der physi-

kalischen auch eine spezifisch physiko-chemische Methodik mit in Betracht

gekommen ist, sei es, daß die letztere sich in der Apparatur oder dal'i sie

sich in der Art der P)ehandlung des lebenden Objektes zur Geltung brachte.

1) Overton, 1. c. S. 65.
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Der Ruliestroin; EintluU von Elektrolyten. AVciin es sich hei

der riitersuclmii^ des Einflusses auf dni Ifulicsti-oin um Klcktrolyte

handelt, welche kiiioe Zeit auf die lebenden (iehilde wirken können, ohne

irreversible Veränderungen (SchiidijJiungen) zu setzen, so tut man ^zut, zu-

nächst die normalerweise in der Zelluni'2:el)ung vorhandenen Klektrolvte

zu entfernen, um dann die reine Lösung- des zu prüfenden Elektrolyten
zur Wirkung kommen zu lassen. Mau entfernt die normalen Elektrolvte

am besten, indem man das Objekt in eine isotoni.sche Nichtleiterlö>unj^

überträgt, in welche die normalen Salze dann mit dei- Zeit herausdiffun-

dieren. Als Nichtleiter eignen sich wegen der im allgemeinen bestehenden

Impermeabilität der Protoplasten für sie und wegen ihrer relativen che-

mischen Indifferenz die Zucker und sechswertigen Alkohole: am meisten

sind Rohrzucker, Tranbenzucker und Mannit verwendet worden. Für Frosch-

muskeln ist eine etwa T^/oigG Rohrzuckerlösung als isotonisch anzusehen

(Fahr^): Sartorien legt man auf 6—20 Stunden, mindestens aber bis zum
Verlust der P^rregbarkeit (Overion-), in größere Mengen der gekühlten

Lösung und schüttelt von Zeit zu Zeit um, wenn man nicht zur l'x'fönic-

rung der Diffusion die Benutzung eines Rühr- oder Schüttelwerks v(uvielit.

Nach dem Auswaschen der normalen Elektrolvte kommt das Objekt in

eine isotonische, den zu untersuchenden Elektrolyten enthaltende Lösung.

Bei Muskehl wird dann nach einiger Zeit ein Querschnitt angelegt und

von diesem und von einer Stelle der unversehrten Oberfläche mit Elektroden

zum stromanzeigenden Instrument abgeleitet.

Als unpolarisierbare Elektroden sind ausgezeichnet geeignet die

0.s^/rf//r/schenCalomelelektroden, mit physiologischer Kochsalzlösung, eventuell

mit Ringerlösung' gefüllt. Die strondiefernde Anordnung ist dann die folgende:

Ho- Ho-rih''^''/o
^^^*- El<'l^tro- ; lebendes

|isot.
Elektro- 1 O-l'^/J,.,. ,,

^' *=

iNaCli lytlösung-
j

Objekt lytlö.^ung iNaCl,
'^

" "^

Das System ist also vollkommen symmetrisch gebaut.

Einen ^luskel hängt man zur Stromableitung auf und läl'»t sein mit

Querschnitt versehenes Ende in die Elektrolytlösung tauchen, in welche

el)enfalls die eine Calomelelektrode, etwa von der Form der Fig. lö-J. ein-

taucht. Zu der anderen Elektrode kann man von einer Stelle der intakten

Muskeloberfläche mit einer kleinen spitzen Rolle von Flielii)apier odei- mit

einem Wollfaden, getränkt mit der Elektrolytlösung, ableiten. Eine für die

zweite Ableitung geeignete Elektrodenform ist in Fig-. 153 wiedergegeben.

Die elektromotorische Kraft des Ridiestromes milU man nach dem

Kompensation.sverfahren (siehe Bd. I), wobei als Nullinstrumeut ein empfind-

liches Deprez-dArsonval-dalvauometer oder ein Kapillarel<'ktrometer dient.

M Fahr, Über den Natriumgehalt der Skclettnuiskeln des Frosches. Zeitschr. f.

I5iol Bd. 52. S. 72 (1908). Ferner: Crano, Neue Vcrsnrhe über die Salze des Muskels.

Ebenda. Bd. 50. S. 212 (1908).

^) OvertoH, Beiträjre zur alltremeinen Muskel- und Nervenphysiologie. U. Mittcil.

Pflüf/ers Avch. Bd. 92. S. 34G (1SI02).
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Will man auch den Einfluß solcher Elektrolyte auf den liuliestroni

messen, welche auf die Dauer die lebenden Zellen schädigen, dann muß
man darauf verzichten, in der geschilderten Weise erst durch längere

Behandlung die normalen Elektrolyte durch den zu untersuchenden zu er-

setzen, bevor man ableitet. Beim Muskel kann man dann speziell so ver-

fahren, daß man, ohne erst einen Querschnitt anzulegen, von einer Stehe

des unverletzten Muskels durch mit Ringerlösung getränktes Fließpapier
zu einer mit Ringerlösung gefüllten Calomelelektrode ableitet und auf eine

andere unverletzte Stelle die zu untersuchende Elektrolytlösung wirken

Fließpapier

LösunsT

Calomel

Quecksilber

Calomel

Quecksilber

Fig. 152. Fig. 153.

läßt, aus welcher ebenfaUs zu einer Ringer-Calomel-Elektrode abgeleitet

wird. Man hat also die Anordnung:

u u Ol TV lebendes isot. Elektro- .. 'n /-i tt
Hg,HgCl Rmger ,,,

. ,^ , ,,.. Ringer |HgLl,Hg
I I

(Jbjekt lytlosung
&

|

» > .-

Man kann so feststellen, ob die Elektrolytlösung im Verhältnis zur

Ringerlösung irgendwie Ruhestrom entwickehid wirkt. ^
) Das Verfahren ist

aber nicht ganz einwandfrei, weil die elektromotorische Kraft der An-

ordnung nicht ausschlielihch der Ausdruck elektrophysiologischer A'orgäuge

ist; denn wenn man das lebende Objekt durch einen Baumwollfadeu er-

setzt, so kann die Anordnung auch dann Sitz einer elektromotorischen Kraft

*) Höher, Über den Eiufluß der Neutralsalze auf den Ruhestrom des Froschmuskels.

Pßiiffers Arch. Bd. 106. S.599 (1905) und Über den Einfluß von Salzen starker orga-

nischer Basen auf den Ruhestrom rud die Erregbarkeit von Froschmuskelu. Ebenda.

Bd. 120. S. 331 (1909).

ll
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seini), welche von Ändeningeii der lonenhewe^diclikeitcii dmcli den als

Diaphrafiiiui wirkoiideii Faden heniiiirt. In vielen Füllen ist diese elektro-

motorisehe. Kraft freilich zu vei-nachliissi^en (IIöhr,\ I.e.).

Katapliorese. Es scheint /wischen allen l(^i)enden /eilen und dm-r

elektrolytisclien Unioehung' eine Spaniunij^sdifferenz zu bestehen: diese kann
in ihrer Größe und Richtung je nach Art und Konzentration der um-
gebenden Elektrolyte wechseln. Bei freien, nicht aktiv beweLrlichen Zellen

kann man sich davon einigermaüeu durch Untersuchung der Katai)horese,
d. h. der Wanderung- der suspendierten Zellen in einem elektrischen Sj);in-

nungsgefälle, überzeugen: die Zellen verhalten sich dabei ähnlich wie Ionen,

welche, je nachdem sie positive oder negative Ladung führen, zur K;ithode

oder zur Anode wandern.

Ein zur Untersuchung' der Kataphorese geeigneter Apparat ist fol-

gender 2): In der Fig. 154 ist a ein starker Objektträger von rröcm Li'inge

Kiir. 104.

und 'dem Breite, durch welchen in einem .Vbstand von -2 111/ zwei Löcher

gebohrt sind. Auf der Unterseite werden die Löcher von kurzen Kohr-

stücken b umschlossen, welche durch Schliffe gut in die Enden iler Stücke A
und B eingepaßt sind. Diese Stücke bestehen aus je einem zweifach ge-

krümmten Iiohr, in welches ein Dreiwegliahn c eingesetzt ist. und welches

in das Gefäß d einer Calomelelektrode ausläuft. Die dritte llohi'ung des

Hahnes kommuniziert bei entsprechender Stellung mit einem kurzen Kohr-

ansatz, welcher senkrecht auf dem gekrümmten Bohr steht, in das der

Hahn eingeschaltet ist; der Querschnitt dieses Ansatzes ist in der I igur

durch e markiert.

Fig. 155 zeigt den Objektträger von oben. Sein(> l'>ohrungen wenh'ii

auf der Oberseite so von einem (ilasrähmchen umrandet, daß ein rings

eingeschlossener Baum f von '2'.) »im Länge. 4 mnt Breite und ca. 1 nun

Höhe entsteht, welcher zur Aufnahme der Zellsuspension dient. Der llaum

') Benedicenti, Sur la methode poiir l'ctiule des courants de dtimarcation dans les

musclcs. Arcl). itnl. de biidogie. T. 47. |).27 (UIOT). Siehe atirh: (>/,< r-Hlom. Hie rlektn»-

motorischen Erscheinungen am niliomlen Frosclinuislvi-l. J'ffii</i r.<- Arch. Hd.S4. S. l'Jl (l'.»01 ).

2) Hübe?; Resorption und Kataphorese. FJiüt/crs Arch. Bd. 101. S. ()2<.) (liK)4).



554 R- Höber. Intermediärer Stoffwechsel: Physikal.-chem. Untersuchung etc.

wird durch ein aufgelegtes Deckglas, das iu der Figur durch gestrichelte

Linien angedeutet ist. nach oben abgeschlossen.
Der ganze Apparat kann, auf einen Träger/ montiert, auf den Tisch

eines Mikroskops gesetzt werden: der Abstand zwischen Grundplatte und

Objektträger beträgt nur 22 mm.
Die Handhabung des Apparates geschieht folgendermaßen: die Elek-

trodengefäße ebenso wie die anschließenden Rohre werden bis zu den

Hähnen c bei geeigneter Stellung dieser (Kommunikation mit dem kurzen

Rohransatz) mit 1 -normaler KCl-Lösung

gefüUt und die Elektrodengefäße dann

oben mit Schlauch und Klemmschraube

verschlossen. Dann wird die andere Hälfte

der gekrümmten Rohre von den Enden

(bei b) her mit der Lösung gefüllt, in welcher

die Zellen suspendiert werden sollen; dazu

werden die Hähne c so gestellt, daß sie

j,,jg ^55 nach d hin abschließen, nach den kurzen

Rohransätzen hin freien Weg lassen. Ist

die Füllung erfolgt, so wird durch Hahndrehung auch dieser Weg verlegt.

Nunmehr werden die beiden gefüllten Teile A und B durch Einsetzen des

Objektträgers miteinander verbunden, der Spaltrau.m des Objektträgers

auch gefüllt, die Zellen darin suspendiert und das Deckglas aufgelegt, welches

durch einen Paraffinrahmen fixiert wird. Zum Schluß wird durch Hahn-

drehung die Kommunikation mit den Gefäßen d hergestellt.

Legt man nun eine Spannimg von 25—HO \'olt an, so sieht man im

Mikroskop die suspendierten Zellen in einer oder der anderen Stromrichtung
wandern. Eventuell muß die Untersuchung rasch vorgenommen werden,

weil sich sonst die Zellen auf dem Boden der Kammer ablagern.

Es ist zAveckmäßig, ein Okularmikrometer zu verwenden und in den

Stromkreis eine PoA/schen Wippe und ein Milliamperemeter einzuschalten.

Für Untersuchung einer zweiten Lösung braucht man nicht den ganzen

Apparat, sondern um- die Rohrstücke von l> bis c und den Objektträger a

zu entleeren.



Biologisclie (Tasanalyse.

\'oii Franz Slüllcr, nerliii.

Einleitung.

Für die Gasanalyse als allgeineiiie chcinischo Methode ^ibt es ein

auf die klassischen Arbeiten von Rohrrt Hunsen aiifü:eh;iiites Svstein der

Unterweisung'. Für die (Jasanalvse als Teil der hiolotiischcii ForschmiL'- da-

gegen besitzen wir kein Lehr- oder Handbuch, in weU-heiii die Methodik
und die gerade für dieses sehr subtile Arbeitsgebiet notwendigen kleinen

Kunstgriffe zusammengestellt sind. ¥s haben sich aber g:erade für die

Untersucbung- der von Mensch und Tier unter normalen und abnormen

Bedingungen aufgenommenen Gasgemische, für die Untersuchung dei- Ex-

spirationsluft und der Blutgase bestimmte Methoden als zweckmiUtig er-

wiesen und jedem, der auf diesem Gebiet arbeitet, ist i\('v Mant^vl einer

praktischen Anleitung fühlbar geworden.

Dieser praktische (Gesichtspunkt soll für die folgende /nsammenstellnng

maßgebend bleiben. Es soll angestrebt werden, eine Anweisung zu liefern,

auf Grund deren jeder im analytischen Arbeiten Geübte leicht den fiii- den

besonderen Zweck passenden Apparat zusammenstellen und sich in der

Handhabung der bekannten Apparate einüben kann.

ICinzelheiten der Technik finden sich in folgenden Brichein. die viel-

fach benutzt wurden und oft herangezogen werden sollen:

1. B. Bunsen, Gasometrische Methoden. 2. Autl. liraunschweig 1^77.

2. W. Hempel, Gasanalytische Methoden. )). Aufl. Braiinscliw<'ig l'.)(M).

8. /. Geppcrt, Die Gasanalyse und ihre physiologische Anwendung.

Berlin, Verlag Hirschwald, 1885.

4. C. Le Nhve Foster und J. S. Haidane, The investigation of niine

air. Charles Griffin c^- Co. Ltd. London, Exeter Street Strand. 1 !»().'>.

Vorbereitungen zur Gasanalyse.

Einrichtung des Analysenzimmers.

Für die im Laboratorium selbst vorzunehmenden gasanalytischen Ar-

beiten wählt man am besten ein nach Norden gelegenes Zimmer mit gn)llem
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Fenster, das vor starken Temperaturschwankimgen geschützt ist. Durch

weißen Anstrich kann ein an sich dunkler Raum erhellt werden. Das Zimmer
muß mit Gas- und Wasserleitung und einem besonders vorgerichteten Ausguß

(Fig. 156) versehen sein. Dieser besteht nach den Angaben von Hempel (S. 84)
am besten aus einem kleinen Sandsteintrog, dessen Porosität durch Über-

streichen mit Farbe beseitigt ist, oder aus glasiertem Ton, in Avelchem an

einer Ecke in einer Vertiefung ein weites Glasrohr mit Glaserkitt einge-

kittet ist, um etwa weggegossenes Quecksilber ansammeln zu können.

Der Faßboden muß durch Auskleben mit Linoleum ohne Fugen
vollkommen dicht gemacht sein. Die besonders häufig benutzten Stellen

werden mit großen
dicken Papptafeln ])e-

legt, von denen man
das verschüttete Queck-
silber leicht zusammen-

kehren kann.

VjgJ

VZJ

Fig. 156. Fig. 157.

Die Tische, auf denen die Analysenapparate stehen (1 w hoch), be-

sitzen zweckmäßig einen seitlichen Falz und sind mit Linoleum belegt

(Fig. 157). Behuf leichteren Sammeins des (Quecksilbers sollte man ihnen

ein wenig Gefälle geben und am tiefsten Punkt ein Abflußrohr aus Glas

anbringen, das mit Schlauch und Quetschhahn armiert wird. L^m Verunrei-

nigungen des Quecksilbers zu vermeiden, sollen alle auf den Tischen be-

nutzten Stative und Gestelle aus Eisen bestehen. Aus Messing oder Nickel

bestehende Instrumente sowie Messing- oder Kupferdraht dürfen nicht auf

den Tischen liegen. Da man bisweilen größere Mengen Wasser von Zimmer-

temperatur braucht, empfiehlt es sich, hoch an der Wand einen Kasten

oder einen gToßen Ballon mit der Wasserleitung zu verbinden, der durch

eine herabhängende Schlauchleitung stubenwarmes Wasser zu entleeren

gestattet.

Reinigung des Glases und der Glashähne.

Das Auffangen und Abmessen von Gasen geschieht füi* biologische

Zwecke fast immer in Gefäßen von Glas. Da an einer durch wenn auch

nur geringe Spuren von Staub oder Fett verunreinigten (ilasoberfläche
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nicht unbeträchHicho Menden von Sauerstoff verzcliit iiini Kdliloiisiiiin' pro-
du/.ieit \Yerden. da forner eine mit Wasser liefciiclitetc (llasnhcrfläclH'

Kohlonsiiiire absorbiert, da das Alkali des (llases sich aniniihlich in Wasser
löst und dann Kohleusiiure aufnimmt (vjii. dieses llandbiicli, Hd. I. S. :i),

müssen Flaschen und Köhren vor (\vm ( iebrauch ta(h'lh)s gereini},'t . mit

Säure befeuchtet oder eventuell getrocknet werdcu.M

Es empfiehlt sich, das Olas zunächst mit einem (!emisch von ("hrom-

säure und konzentrierter Schwefelsäure oder von ranchcndcr Salpetersäure
und konzentrierter Schwefelsäure unter lebhaftem rmschwcnken mehrfach

zu spülen oder in diesen Gemischen längere Zeit stehen zu lassen, darauf

mit Leitungswasser säurefrei zu waschen. Spuren von Fett siud dann

verschwunden. Schwerer ist die Gewinnung einei- trockenen ( »berfläche,

da der im Laboratorium vorrätige Alkohol und besonders der Äther fast

nie ohne Rückstand verdunsten, und schon die P)erühriuig des Äthers mit

dem nicht tadellos reinen Hals der Ätlierflasche genügt, um ein zuvor

völlig gereinigtes Eohr unsauber zu machen. Den Alkohol entfernt man
durch Spülen mit Leitungsw^asser . dann destilliertem Wasser. Äther kann

man meist vollkommen entbehren. Wenn man daher nicht frisch bezogenen

absoluten Alkohol und reinsten Äther in sauberer t'lasche zur \'erfügung

hat, ist es am bequemsten, das am Glas haftende Fett durch ein (ie-

misch von 1 Alkohol, 2 Chloroform imd :> Äther zu entfernen, dann mit

Alkohol und kräftig mit Wasser zu sinilen und im Sterilisator zu trocknen.

Benutzt man einen Stoff zum Austrocknen, der keine Fasern hinterlassen

darf, so folgt man der Bunscn^dum \'orschrift : Man umwickelt einen höl-

zernen Stab, dessen oberes Ende mit 10—20 um Oömni hervorragenden

Kupferclrahtstiftchen versehen ist, mit japanischem Papier (Papierservietten)

und trocknet damit das Piohr unter drehenden Bewegungen. Das Pajjier

soll nicht gerissen, sondern nur geschnitten werden.

Ein so vorgerichtetes trockenes Pohr oder (lefäl.i wird mit der durch

Filtrierpapier verschlossenen Öffnung nach unten stehend aufbewahrt. .Vber

auch dann genügt schon ein mehrtägiger Aufenthalt in einem viel be-

nutzten Laboratoriumsraum, um die Innenwand wieder unsauber zu machen.

*) So fand Haldaue in 70 fw" haltenden, nicht trockenen und unsauberen Flascheu

nach 4 Tagen eine Zunahme von 0057o^ n^cl» 1<^ 'l'-^g«-'"
^o" 012", „

« <>,
und in einer reinen,

aber feuchten Flasche, daß nach 12 Tagen die U03"/oige t'O, der atmosphärischen Luft

verschwunden war, während die (iasprobe in trockenen Gefäßen länger als 14 Tage un-

verändert blieb. Zunfz, Lehmann und Haf/eiiiann fanden bei Aufliewaiirung von Kxspi-

nitionsluft während fast 12 Monaten in einem gut gereinigten Uolir liei (legenwart von

einigen Tropfen Phosphorsäure :

CO,"/« «>»"o >«""''«

26. V. 1887 1-737 19162 79101

7. V. 1888 1-699 191ü9 79192

dagegen hei Benutzung eines längere Zeit nicht gebrauchten, nicht frisch gereinigten

Rohres in einer anderen Probe :

26 V 1887 2-298 18-6.-)6 7'.f(i4.-)

7. V. 1888 1-139 18-847 sooi 1
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Bei der Reinigung von Glas h ahnen entfernt man die Reste von

Fett durch die Mischung von 1 Alkohol, 2 Chloroform, 8 Äther, dann wäscht

man mit absolutem Alkohol und mit Wasser. ^Nlan trocknet nur mit Japan-

papier, nicht mit dem zu harten Filtrierpapier.

Undurchgängig gewordene Bohrungen dürfen niemals mittelst Draht

^^^eder durchgängig gemacht werden. Bekanntlich sind die Stopfen der

größeren H^hne immer, der kleineren oft hohl; durch selbst vorsichtige

Berührung mit Draht entstehen feinste Ivratzer, die später zu Sprüngen
werden können — der Hahn wird unbrauchbar. Man entfernt das in

den Bohrungen sitzende Fett entweder durch Strohhalme oder harte Borsten

oder gutgeglättete dünne Holzstäbchen, die mit Japanpapier umwickelt sind.

Form der Glashähne.

1

a
1

^^

4A \y. d

Die in der gasanalytischen Technik verwendeten deutscheu Glashähne

haben dank dem hohen Grad von Vollkommenheit, den die Glasindustrie

j I

Mitteldeutschlands seit

J^\__ __f7\_ /T^ ^\- Jahrzehnten eri-eicht hat,

^W^a "^=^6 \^c ^^ Weltruf erlangt, doch

müssen die in Sachsen

fabrikmäbig verfertigten

Hähne für genaues Arbeiten

von einem geübten Glas-

arbeiter nachgeschhffen
werden. Der einzige, der

früher solche exakt

schliebende größere Glas-

hähne mit verschiedenen

Bohrungen herstellen

konnte (unter ..exakt"' ver-

steht man, daß der Stop-

fen des Hahns ohne ein

Dichtungsmittel so fest in

die Bohrung einpaßt, daß

er fast gasdicht abschließt

und nicht mehr gedreht
oder seithch bewegt werden

kann), war Geissler, jetzt

Franz ]\Riller
,

Geisslers

Nachfolger in Bonn. Heute besitzen wir einige, wenn auch nicht viele, gute

Glaswerkstätten, und auch im Auslande werden bisweilen gute Glashähne

geschliffen.

Die einfachste Form (Zweiweghahn) ist Fig 158, Nr. I mit einer geraden

Bohrung. Dreiweghähne können in verschiedener Form gemacht werden :

1. durch eine Winkelbohrung (VI), 2. indem der Hahn außer der geraden

Querbohrung eine Schwanzbohrung besitzt (H), n. durch zwei parallele Quor-

717- --ffi^_

V
a

ML
V

€ bi

l''ig. 168.
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bohrungeu (III). Alle drei Formen ^jcwiiliioii Koiiiiiiuiiikatioii /wischen
höchstens zwei Ilöhren. Dreiwej^liiihne /iir N'eritindiin^^ von zwei oder
drei rechtAvinkelig- oder unter 60» zueinander stellenden Röhren hesity.en

T- oder Y-lJohnmi^'. Bei der ersten jj;elit die Verliindun^^ entweder ^'erad-

linig oder im Winkel von 90« oder gleichzeitig: beide Weire (IV). r»<'iiM

Hahn mit Y-Bohrung in einer Ebene (V) sind drei im Winkel von (U)"

abgehende Iiohre verbunden. Diese Bohrung kann dann weiter mit einer

Schwanzhahnbohrung in Verbindimg gebracht werden. Sehr kompliziert wird

die Herstellung, wenn man mehr als vier Wege zeitweilig in \eri)indiing

bringen will. So hat man, um ein Bohr mit vier anderen zu ihm recht-

winkelig stellenden zu verbinden, einen Doppelhahn mit zwei ineinander

sich drehenden Hahnstopfen konstruiert.

Zur Dichtung der Hähne schmiert man den Stopfen mit einem (ro

mische von Paraffin, Wachs und Vaseline o. Ä. Man schmilzt t^elbes Wachs
mit Vaseline über kleiner Flamme zusammen, setzt dann eine Sjuir Kolopho-
nium und Paraffin in steigenden Mengen hinzu, und zwar i)riiff man die

Konsistenz vor weiterem Zusatz so, da(j man einen Tropfen des (rc-

misches auf kalter Glasplatte erkalten läßt und nach ;-»0 Sekunden (^twa

versucht, ob die Fingerbeere beim Eindrücken in den harten Tropfen s(!hnell

eine Erweichung hervorbringt.

Ist das der Fall, so ist das Gemisch richtig. Man braucht über

und unter etwa 20" C verschiedene Mischungen. Geppert empfiehlt 1 Teile

weißes Wachs, o Teile Vaseline und 1 Teil Kolophonium. Auch Adeps lanae

anhydricus. Pharm. Germ. IV, oder ein Gemisch aus 2 Teilen weiliem Wachs
mit 1 Teil Adeps lanae wird empfohlen (siehe dieses Handbuch . Bd. I.

S. 15o). Ein gut gefetteter Hahn muß wasserklar durchsichtig sein . darf

keine Streifen zeigen. Die Bohrungen müssen fettfrei sein. Um dieses zu

erreichen, soll der Haliustopfen beim Einfetten uui- am äuileren und

inneren Teil, nicht in der Mitte, wo sich die Bohrungen befiiuh'ii. irefettet

werden. Ein richtig gefetteter Hahnstopfen darf vor Beginn der Analyse

nicht wieder herausgenommen werden, sonst muli man das Kinfetten

wiederholen.

Kautschukverbindungen.

Beim Arbeiten mit Quecksilber verwendet man als \'erbindung zwischen

größeren kugelförmigen oder röhrenartigeii Gefäßen sog. Patentschlaucli.

d. h. dickwandigen schwarzen Gummischlaucli, der einen Druck von meh-

reren Atmosphären aushält. Empfehlenswerter als der weniii: delinliare

Schlauch mit Einlage ist die äußere Umwicklung der Schläuche mit l.einen-

band oder das Umflechten mit Bindfaden. Letzteres stört die Beweglich-

keit am w(!nigsten und macht die Wand selbst gegen hohen Druck widei--

standsfähig. Für die Verbindung von (ilasteileii an den Apparaten >t'lb>t,

bei denen Glas an Glas stoßen soll, ist ein sehr gut elastischer schwarzer

oder roter Schlauch mit etwa doppelt so starker Wand als lichter Weite

zu empfehlen. Zur Sicherung bindet man ihn durch gewachsten, nicht zu

.\ hdorhaldi^n, Handbuch der biochemischon Arbeitsmethoden. 111. 3li
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dünnen Faden oder weichen, 1—^/^mm dicken Eisendraht. Dieser muß
mit einer Flachzange so angezogen werden, daß au den Stellen, an denen

der Draht zusammengezogen ist, der Schlauch sich nicht zwischen den

beiden Teilen des Drahtes einklemmt. An solchen Stellen wird der (xummi

immer schnell undicht. Ein luftdicht schließendes Gummischlauchstück darf

sich mit den Fingern nicht mehr um das Glasrohr drehen lassen.

Reinigung der Gummischläuche.

Verwendet man für die Verbindung von zwei Glasstücken Gummi-

schlauch, so sollen die abgeschmolzenen Glasenden möglichst ohne Zwischen-

raum miteinander verbunden werden. Denn Kautschuk absorbiert Sauer-

stoff und Kohlenwasserstoffe und ist für Kohlensäure durchlässig. Auch

gibt er Wasser an trockene Gase ab. \) Der zu verwendende (lummi darf

innen keinen Talcumüberzug haben, sondern muß glatt, schwarz oder rot

aussehen. Eventuell spüle man ihn sorgfältig aus. Man kann ihn zweck-

mäßig mit wenig Vaseline einfetten. Kautschuk enthält vom Vulkanisieren

Schwefelverbindungen, die sich in Berührung mit Laugen zu Schwefel-

alkali lösen. Eine derartige Lauge wird l)eim Stehen gelb und vei-zehrt

merkliche Mengen von Sauerstoff. Man soll daher den Gummischlauch erst

längere Zeit in Lauge liegen lassen, dann mit Säure und Wasser vor dem

Gebrauch ausspülen und die Lauge aus dem Absorptionsgefäß, in welchem

nur Kohlensäure absorbiert werden soll, so oft entfernen, bis sie nach mehr-

tägigem Stehen rein weiß bleibt. Um die Gasabsorption und Gasdiffusion

zu verhindern, wird auch Bestreichen mit Kopallack empfohlen. 2)

Reinigung des Quecksilbers.

Zur exakten Bestimmung von in Wasser nicht unbeträchtlich lös-

hchen Gasen muß man das Gasgemisch über Quecksilber auffangen und

analysieren. Teils um Sauerstoffabsorption und Kohlensäureentwicklung zu

vermeiden, teils um glatte Menisken zur scharfen Ablesung zu erzielen,

muß das Quecksilber vor dem Gebrauch von anderen metallischen Verun-

reinigungen befreit, staubfrei und trocken gemacht werden. Man muß ge-

stehen, daß eine sehr bequeme lleinigungsmethode des Quecksilbers von

beigemengtem anderen Metall noch nicht existiert.

Die von Weinhold empfohlene Destillation im Vakuum liefert nicht

völlig reines Metall. Der Apparat in der Modifikation von Hemjjel (siehe

Gasanalyt. Methoden, Fig. :-}6) besteht aus einem etwa 70 cm langen Rohr,

oben mit kugeliger Erweiterung. Das Rohr steht unten in einem kurzen

weiteren Rohr mit Korkverschluß. Durch den Kork führt ein mindestens

1-60 m langes dünnes Glasrohr bis fast an die innere Wölbung der kuge-

igen Erweiterung des erstgenannten Rohres heran. Das lange, dünne Rohr
ist unten S-förmig gebogen und besitzt in der Mitte etwa kurz unter der

Vgl. dieses Handbuch. Bd. I. S. 11.

^) Harbeck und Ltmge, Zeitscbr. f. anal. Chemie. Bd. 16. S. 30.
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KiiimiiiKluiig in (k'ii Kork einen soitlic-hcn Ansatz mit (il;islialin. I)as

kurze, weite, durch den Kork verschlossene Rohr besitzt zweckmäDi},' einen

seitiiclieii Tui)us. von dem eine
Kühlwasser.

->« dickwandige Schlauchverliinduiij;
zu einem Niveauj^'efäl,; führt.

Kinen lie(|ii('meren Apparat,
der oime Schwieri^'keit j^'estatten

Kiihlwaascr

Fig. 169.

m
Ki(f. 160.

soll, Quecksilber in sehr kuizer Zeit zentnerweise zu destilHereii. hat ./. Witzd

kürzlich beschrieben^): Fig-. Iö9 zeigt den Apparat komplett montiert. Kit:. IfiO

als Skizze.

•) J. Wetzel, über einen neuen Qiiecksillierdestiilationsapparat. Chemiker-Zoitun

Jg. 1908. S. 1225. Nr. 101. Bd. 32.

36*



562 Franz Müller.

^mi

Um den Apparat in Betrieb zu setzen, wird das zu reinigende Queck-

silber in Kolben i'' und das oben offene Gefäß C (siebe Fig. 159) eingefüllt,

das Knierohr c (Fig. 160) in eine Schale mit reinem Quecksilber getaucht

und der Apparat bei b
,

bzw. E mit der Wasserstrahlluftpumpe evakuiert.

Hierbei steigt das Quecksilber in dem innersten kapillaren Glasrohr c und

gleichzeitig durch den mantelfönnigen
Teil zwischen dem äußeren und dem
mittleren Glasrohr d in die birnen-

förmige Erweiterung i, bzw. ii bis zu

einer gewissen Höhe empor, die vom
äußeren Luftdruck und der Leistungs-

fähigkeit der Wasserluftpumpe ab-

hängig ist.

Durch Nachgießen von Queck-
silber in das Gefäß a, bzw. C kann das

Niveau des Quecksilbers in dem oberen

birnenförmigen Siedegefäß i so regu-

hert werden
,

daß es sich etwa 2 cm
unterhalb der Mündung des mittleren

Glasrohres e einstellt. Das Quecksilber

wird nun in dem Siedegefäß i mittelst

der Ringbrenner g erhitzt und der ein-

geschmolzene Kondensator h mit der

Wasserleitung verbunden. Nach oO bis

40 Minuten wird der Hahn bei />, bzw.

E g(^schlossen und die Wasserstrahl-

luftpumpe ausgeschaltet. Das verdamp-
fende Quecksilber kondensiert sich an

der nach unten spitz zulaufenden Kühl-

vorrichtung h und tropft in den oberen

Teil des mittleren Rohres e, wo der

aus Glas gefertigte Sch\\immer / die

dort angeschmolzene Kapillare solange

versclüießt, bis sich eine gewisse Menge
Quecksilber angesammelt hat, die ihn

emporhebt. Dadurch findet ein ruck-

weises Abfließen des destillierten Queck-
silbers statt. Es tritt eine Wirkung wie

einer Spenglerschen Quecksilber-

wird fast absolut. Das gereinigte

4-,

Fig. 161.

bei

pumpe ein. Das Vakuum im Apparat

Quecksilber verläßt bei c den Apparat.

Da Quecksilber im Vakuum des Kathodenlichtes bereits bei 155»

siedet, so ist ein Springen des Siedegefäßes bzw. des Kondensators nicht

zu fürchten, besonders wenn die Gefäße aus Jenaer Glas hergestellt sind

und eine direkte Flammenwirkung durch eine Art Baboblech (siehe Fig. 159)
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vermiedon wird. Die ijroüe Loistnnjjsfiihiirkoit des Apparatos orsiclit man

daraus, dal) in 10 Stunden etwa 2:>
/.y/ <,)ii('('ksill)er destilliert werden können.

Die bisher gebräuchliebe Destilliervorriehtunj,^ liefei-t in der {rleiclien Zeit

nur etwa 2V2 ^9 Quecksilber und ist viel wenif!:er handlich.

Man wird bei kleinen Quecksilberinengen meist mit der Keini|.'ung

vermittelst Salpetersäure auskommen. Zu diesem Zweck lälit man das Queck-
silber aus einer RM///'schen Flasche (siehe Fi^-. Dil, Nr. i), in deren Stopfen
ein rechtwinkelig: nmiiebot:!:enes Glasrohr (2) mit Olashahn steckt, lan^'sam

in eine Röhre (3) fliegen, in welcher sich eine 1 )ii hohe Schicht von ver-

dünnter Salpetersäure befindet. Die Röhre ist unten durch einen Stojjfen

verschlossen, in welchem eine U-förmig- gebogene Kapillarröhre (4) steckt.

Aus diesem tropft das Quecksilber dann in ein unterstehendes (lefäß (I)).

Durch Regulierung des Eintropfens kann das Austropfen entsprechend ge-

geregelt werden, sobald man im Anfang in 3 eine Schicht reinen Queck-

silbers unter die Salpetersäure geschichtet hat.

Rei einer anderen Art der Reinigung geht man so vor. daL« man

das Metall in einem Schütteltrichter, dessen Hahn nicht gefettet ist, mit

Salpetersäure, darauf mit Leitungswasser, dann mit destilliertem Wasser

kräftig schüttelt, durch einen Filter filtriert, in des.sen Spitze eine ganz

feine Öffnung ist oder bei ganz wenig geöffnetem Hahn aus dem Trichter

langsam abfließen läßt. Durch mehrfaches Filtrieren durch immer neue

Filter und Weggeben des letzten Restes Hg oder mehrfaches Abfließen-

lassen erzielt man bei Einlaufenlassen in natürlich tadellos staubfreie und

trockene Gefäße endlich ein klarspiegelndes, reines Metall.

Quecksilberwanne.

Die meist benutzten, aus Holz und (ilas oder aus Porzellan gefertigten

Wannen (siehe Fig. 162) haben den Nachteil, dal) in ihnen unnötig viel Queck-

silber gebraucht wird. Am zweckmäßigsten erscheint

eine Wanne aus Holz, deren Dimensionen etwa fol-

gendermaßen zu bemessen wären 1) (Fig. 1(3S):

Auf dem hölzernen Fußbrett A sind zwei

25 cm lange, 15 cm hohe und 12 cm breite Eichen-

bretter B und By montiert, die durch vier Schraui)en

zusammengehalten werden. Die innere Fläche ist

sorgfältigst geglättet und vor dem Zusammen- '*'

schrauben gefirnilH. Aus ihnen ist ein Spalt C ausge-

spart, der 15 cm lang, \i) cm tief und etwa 2 rw l)reit ist. Dieser Spalt

erweitert sich in einen Raum D von 7 cm Länge, 10 cm Tiefe und 7 rm

Rreite. An dem Spalt befindet sich unten ein AblalU'ohr mit \'erschlur. (in

der Figur nicht vorhanden). In dieser Wanne können selbst große Gefäße

') J.JIaldane, Sonic improved mcthoils of gas analysis. Jtmrn. of Thys. Vol. 22.

p.477 (1898) und seine Anleitung zur Grubengasanalyse (cf. p. 105).
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umgestülpt und jederlei Eöhren mit Gas gefüllt werden, ohne daß viel

Quecksilber gebraucht wird, außerdem ist die Reinigung sehr leicht.

Aichung der Glasröhren.

Man verwendet meist Eudiometerröhren von 10—12 mm Querschnitt,

die etwa 15—60 cm^ Inhalt haben . für geringe Gasmengen engere und

längere bis 1 ni lange, in denen das kleine Gasquantum ein recht großes
Volumen einnimmt. Sie sind in Vio oder Vs ^^^ dem Glase geteilt,

so daß man bis Yioo schätzen kann. Bei Vermeidung parallaktischer

Fehler durch Fernrohr- oder Spiegelablesung gelangt man bis V500 ^^p-

nauigkeit, zumal wenn zweimal bei verschiedener Einstellung abgelesen
wird. Für ganz kleine Volumina

kann man bei Quecksilber bis

auf 1 mm, bei Wasser auf 2 mm
Rohrdurchmesser heruntergehen

(siehe Mikroanalyse), muß dabei

aber für die Druckberechnung
die Kapillardepression in Rech-

nung stehen, für mittlere Mengen
auf 3"5—4 mm. Man teilt die

ganze Länge des Rohres so, dal^

die ganzen Teilstriche 3*5—4 mm
auseinander liegen und teilt

diesen Abschnitt in fünf Unterab-

schnitte. 80 kommt man wieder

zu 1/500 cm^ Abschätzung.
Wir sind heute in der glück-

lichen Lage, nicht mehr, wie es

Bimsen mußte, auf den Glas-

röhren die Teilung selbst ein-

ätzen zu müssen. Gute Glasbläser besorgen diese Arbeit für uns. Aber ..die

auf den Röhren (mit der Teilmaschine) eingeätzte Teilung kann nicht un-

mittelbar als Maß für den Rauminhalt dienen, da weder das Kaliber solcher

Röhren innerhalb größerer Längen gleichförmig ist, noch eine am Ende
etwa vorhandene Wölbung oder durch Einschmelzen von Drähten oder An-

bringung eines Seitenrohres hervorgerufene Änderung des Kalibers eine

unmittelbare Übereinstimmung der Teilung mit dem inneren Volumen
zuläßt".

Mau muß daher den Rauminhalt v der Röhren durch Auswägen be-

stimmen :

Ist p das durch Abwiegen ermittelte (Gewicht der FüUungsflüssigkeit

(Quecksilber oder Wasser), vdas gesuchte Volumen des Rohres, d* die Dichte

P_

d*'

Fig. 163.

der Flüssigkeit bei Temperatur t, so ist v
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Aus Tubelle 18 der JADiäolt-Börnsfcini^vhvh physikaliscli-cheinischen
Tabellen M entnehme ich tiii- niitMessinm-^ewichte f^ewoj^n-ne (Jewichts-

nieni^en bei 760 mm Luftdruck d.is Volunicu . «las 1 y entspricht. *) Es
ist bei

emporatnr
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4nvffu

Soll ein Gas in dem zu kalibrierenden Rohr über Wasser abge-

schlossen und analysiert werden so ist es prinzipiell fehlerhaft, mit Queck-

silber zu kalibrieren. Man kalibriert dann mit Wasser in genau der gleichen

Weise wie soeben beschrieben, nur hat man besonders genau das Ablaufen

des Wassers von der Wand abzuwarten. Die Umrechnung auf den Raum-

inhalt findet man ebenfalls in vorstehender Tabelle.

Schwerer ist die Aichung von langen, oben geschlossenen Eudiometer-

röhren: Die Röhre wird auf dem Quecksilbertisch senkrecht aufgestellt und

eine gemessene Menge Queck-
silber eingefüllt. Zur Abmes-

sung empfiehlt es sich, ein

ein für allemal kalibriertes

Gefäß zu benutzen (Fig. 165

nach Geppert). Dieses besteht

aus einer etwa 200 cm^

fassenden Kugel J, welche

in eine 4>«m weite Röhre

ausmündet. In dieser befindet

sich ein Schwanzhahn S,

dessen Schwanzbohrung zu-

nächst mit der Außenluft in

Verbindung steht . während

die Längsbohrung zu einem

Rohr führt, an dem sich das

eigentliche Kahbriergefäß K
befindet. Dieses besteht aus

einer Kugel, die in eine feine.

1 mm weite Kapillare aus-

mündet. Die Kugel A wird

durch die Schwanzbohrung
von S mit der Wasserstrahl-

pumpe leer gepumpt, die

Kapillare in Quecksilber ge-

taucht und sie sowie K durch

Hahndrehung bei S mit Ä
verbunden. Man läßt das

Quecksilber langsam steigen,

so daß keine Luftblasen an den

Wandungen und in der Hahn-

bohrung sitzen bleiben, bis das Quecksilber das Rohr über /S' erfüllt. Dann
Avird die obere Kugel A weiter direkt mit Quecksilber gefüllt. Man dreht nun

S so, daß die Luft durch die Schwanzbohrung mit ^kommuniziert und der be-

kannte Inhalt von K sich in das Eudiometer entleert. Bei ganz genauen Ab-

lesungen muß nach jeder Ablesung die Temperatur bestimmt werden. Man
liest dann vermittelst Kathetometers (Fig. 166) aus 2—3 m Entfernung den

f i!«i2-7ccrn

1 mm

Fig. 165.

Fig. 166.
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Stand des Quecksilberinciiiskus auf der TcilmiLi des llolm-s ah. und so fort.

Dabei hat man jeweils darauf zu aeiiten. dall kein (^hiccksilltcrtropfen an

der Wand des Rohres haftet, in(h'n) man vor der .Vhlesun«:: (his Eudio-

meter auf den Tisch aufklopft, oder indem man zur Verdränfrunj; von Luft-

blasen zwischen (riaswand und (^)uecksilber das llohr nnt dem rechti-n

Daumen vcrschlieiit und unter Drehen nnt der linken Hand in horizon-

tale und dann wieder in vertikale Laue l)rintit. Trotzdem wechselt die Höhe
des trockenen, unbenetzten Quecksilbei'meniskus im «jlcichen H(dn' nicht

unwesentlich, sobald das llohr vor der Ik'uutzun.i;- und nach der Ileini-

i,'ung einiiie Zeit unberührt gehangen hat. Die Höhe des mit einer Klüssig-

keitsschicht überschichteten Quecksilbermeniskus ist dagegen konstant.

Geppert empfiehlt deshalb unter einer Ätherschicht oder auch unter Wasser

zu kalibrieren. Ist viel Quecksilber durch den I\alibriera[)parat (Fig. Uiö)

gegangen, so legt sich feiner Stau!) an dessen Wand an. den man vermit-

telst einer in Äther getauchten Federfahne entfernt. Festhaftende (,»ueck-

silbertropfen werden durch ein

an der Schwanzhahnbohrung be-

festigtes Doppelgebläse entfernt.

Bei Berechnung des Inhalts

ist für Analysen in hängendem,
unten offenem Eudiometer zu

berücksichtigen , daß im hän-

genden pAidiometer (Öffnung
nach unten, Fig. 167, Stellung v

A und B) die Kuppen der Queck-

silbermenisken sich zwar an den-

selben Stellen (Fig. I (VT bei 7)

wie bei derKalibrierung in stehen-

der Stellung (Öffnung nach

oben, Fig. 167 , Stellung C)

befinden und demgemäl) in beiden Lagen gleiclu'

daü aber die von ihnen beurenzten Kiiume (inft'

Al)lesungsziffern liefern.

Fig. 167 schraffiert) ver-

schieden groß sind. Die Fig. 167 erläutert diese \'erhältnisse. Man nniß

daher in der KaHbriertabelle . die die Kaliber füi- bestimmte Skalenteile

bei hängender, unten offener Stellung (A) enthält, den durch die Linie F

(siehe C) und den Hg-Meniskus begrenzten Kaum doppelt hinzuaddieren.

Geppert nennt diesen doppelten Kaum den faktischen Korrektionswerf des

!)etreffenden Meniskus. Fr betraut bei Ilölii-en von

18 mm Dui'chmesser

14

12

10
11

11

11

+ 11 III III

-{- F()7 1)1w
+ \-(n ..

+ 0-S7 „

Geppert hat außerdem für Hühren von U»0 ISOwm Durchmesser

die Korrektionswerte bei l'.enetzung des (,)uecksilbers mit Wasser. Laugen usw.
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(siehe Fig. 167 B) in Tabelle 3 seines Buches gegeben. Daraus entnehme

ich folgende Werte:

~
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dichter Vorbimlun^- mit der (iasulir hciindct. So cniiittclt iii.in den l-N-ldcr

bei verschiedener Umdrcdinugsgcscliwiiidifikeit. l);is HtMincnisti! ist, die

trockenen Gasuhren hinter eine feuchte (iasuhr /u schalten, in diese liin-

einzuatmen und so dir Ai)\veichun<j:en bei verschieden ^nollcn Luftniengen
festzustellen.

Allgemeine gasanalytisclie Methodik.

Probenentnahme und Transport der Gasproben.

Soll eine Gasprobe aus Räumen entnommen werden, in welchen In-

dividuen gelebt haben, oder in denen dieGasmischunf? aus bestimmten (iründen

untersuchungswert erscheint, und an einem anderen entfernten ( »rte analy-

siert werden, so muß die (lasprobe tatsächlich eine I)urchschnittsi)robe des

vorhandenen Gemisches darstellen , ohne durch die

Ausatmunjisluft des Entnehmenden oder sonst wie

während der Entnahme verändert zu sein.

Man wählt zur Probeentnahme aus Luftkanälen

eine Stelle von mögUchst geringem Querschnitt. Im

Fabriks- und im Bergwerksbetriebe benutzt man große

Aspiratoren aus Zinkblech von etwa 10 l Inhalt, doch

kann man bei derartigen Metallbehältern niemals auf

tadellose Reinheit rechnen. Sauberer ist ein Aufsam-

meln in Glasgefäßeu, jedoch sind sie naturgemäli

schlechter zu transportieren, wenn sie nicht aus mit

Glasstöpseln versehenen, etwa 70 cm^ fassenden dick-

wandigen Flaschen bestehen (Fig. 169): In die trockene

und reine Flasche führt man an dem zu untersuchen-

den Ort einen langen Gasschlauch ein, durch den

(eventuell mittelst Pumpe oder Spritze) die innen

befindliche Luft heraus- und die umgebende Luft eingesaugt wird. Nach-

dem dies mehrfach geschehen, verschlieljt man und befestigt und sichert den

Stöpsel, wenn die Füllung im IJergwerk unter erhöhtem Druck gegenüber

der atmosphärischen Luft oder an Punkten mit vermindertem Druck (Herg-

spitzen oder Pallon) geschah, durch ein über den Stöpsel gidegtes festes

Gummiband, das durch ein nun um die Flasche geklebtes Etikett gehalten

wird. Zwecks Überfüllung zur Analyse unter (,)uecksilber kann man einen

üwwsmschen Kunstgriff benutzen. Man öffnet den (ilasstopfen untiM- (,)m'ck-

silberund setzt einen doppelt durchbohrten Stopfen fest ein. Zwei den Stopfen

durchsetzende (Hasröhren (Fig. 170 an, und hh^ werden durch je ein in dem

Schlauch sitzendes solides (Jlasstück d unterbrochen. Man hatte den Schlauch

an a und h, sowie an a, und b, durch fest umgebumlene Fäden befestigt.

Zur Entleerung und Gberfüllung des Gases wird jetzt auf u, ein mit (,)n«'ck-

silber gefüllter Trichter aufgesetzt und b' mit einem kai)illaren rberfüllrohr

verbunden und die Fäden um c gelockert, so daß die Sclilänche loser an-

Fig. 169.
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a,

liegen. Bei a strömt Quecksilber an dem Glasstück d vorbeigleitend ein,

bei b Avird Gas herausgetrieben.

Kleinere Proben werden in sich nach beiden Enden verjüngenden Glas-

röhren oder Glaskugeln aufbewahrt, die durch Gummischlauch mit rund ab-

geschmolzenen Glasstöpseln luftdicht verschlossen sind (Fig. 178). Schlauch und

Stöpsel müssen mit gewachstem
Faden oder Draht am Glas so

fest gebunden werden, daß sie

mit den Fingern nicht bewegt
werden können. Auch gleichge-

staltete Gefäße mit Glas-

hühnen werden verwendet

(Fig. 171, 172).

Sollen Gase entnom-

men werden, deren Einat-

a

Fig. 173.

Fig. 170.

Fifi. 171.

Vis. 172. Fig. 175. Fig. 174.

men schädlich wäre, so evakuiert man die Röhre zuvor oder füllt sie mit

Quecksilber, das man bei der Probeentnahme auslaufen läßt und versenkt

sie mit Hilfe eines auf Fig. 174 skizzierten, aus weiter Entfernung bewegbaren
Halters an der zu prüfenden Stelle. Durch Herausheben aus dem Quecksilber füllt

sich das Rohr. Durch Quecksilber verschlossen wird es heraufgezogen. War es

evakuiert und zugeschmolzen, so zertrümmert man die Spitze durch rasches

Aufstoßen und füllt dann. Will man die Röhren per Bahn versenden, so

benutzt man an einer Seite sich verjüngende geschlossene Glasröhren (Fig. 175),
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die man evakuiert und zuscliinilzt. Nachdem am Ort der Kiitiialimf die

Spitze abgebroclien, schmilzt man an einer schon zum /usammcnschmclzen vor-

bereiteten engeren Stelle des (ilasrohres über einem Licht oder einer Spiritus-

lampe zu, verpackt die Röhren in Kästen mitSiigespänen, die für jede Uöhre ein

besonderes Fach hal)en und tut die Kästen in eine gröDere Kiste mit Hen.

Sollen j2:rößere Gasmenj^en aus Mineralwässern oder (,)uellen auf},'e-

fangen werden, so füllt man eine mit zwei Hähnen versehene llli-clitrommel

mit Wasser, verbindet den einen Hahn mit einem Schlauch und herab-

hängenden Trichter, in den die Gasblasen beim Auslaufen des Wassers

hineingesaugt werden.^) Die Gasblasen sammeln sich in der lilechtrommel.

Für kleinere Mengen genügt es, einen Trichter mit einem an einer Stelle

stark verjüngten Probierglas oder einer Flasche zu verbinden, unter Wasser

gasfrei zu füllen und die Gasblasen in dem Glas hochsteigen zu la>seii.

Man schmilzt an der verjüngten Stelle zu.

Aufbewahren von Gasproben.

Gummisäcke können nicht zu längerem Aufl)ewahren von (iasgemischen

benutzt werden, da Gummi Gase absorbiert und hindurchlälit.-) Kbenso

^^ ^ verändern ( Jasgemische, wenn man sie

längere Zeit inMetallgefäben und selbst

wenn man sie in nicht völlig trockenen

und reinen GlasgefäHen aufl)ewahrt.

in wenigen Tagen ihre Zusammen-

setzung (siehe vorher S.oöT). Für sehr

Fig. 176

*) Fig. 8 auf S. 7 von Hempels Gasanalyse.

») Vgl. dieses Handbucli. Bd. 1. S. 11.
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große Mengen empfiehlt Hempd den folgenden, aus verbleitem Eisenblech

hergestellten Gasometer (Fig. 176). Er hat vor den sonst üblichen

den Vorzug, dali das Gas nicht wie dort über einer großen Flüssig-

keitsmenge steht, die die in ihr absorbierten Gase an das anders-

artige Gasgemisch abgibt und es so verändert , sondern durch eine

enge Schicht konzentrierter Chlormagnesium- oder Chlorcalciumlösung ab-

geschlossen ist. Die Glocke G hängt über dem völlig abgeschlossenen Hohl-

zyhnder C und taucht in die abschließende Salzlösung S. Der Gasometer

wird mittelst Zufuhrungsrohres in der Richtung des Pfeiles gefüllt. Das

Gas steigt durch Rohr r in die Höhe. Die Gasentnahme geschieht durch

Hahn h. Bei /, oben an der Glocke, befindet sich ein durchlöchertes Blech

mit Ringführung, damit die Glocke G sich stets senkrecht auf- und abbewegt.

Fig. 178. Vis. 179.

Will man eine kleinere Menge eines (iasgemisches ansammeln und

längere Zeit unverändert zur Analyse bereit halten
,

so muß dies über

Quecksilber geschehen. Als Gasometer dienen am einfachsten 2 Eprou-

vetten, von denen die engere in die weitere gestülpt ist und oben durch

einen festen Halter gehalten und bewegt werden kann. Man füllt das Gas

durch das Quecksilber hindurch ein, entleert es durch eine doppelt U-förmig

gebogene kapillare Gasleitung (Fig. 177j. Hempel empfiehlt zwei, durch

dickwandigen Gummischlauch verbundene Kugeln, von denen die eine in

ein kapillares, durch Gummi und Quetschhahn verschlossenes Auslaßrohr

mündet. Durch Heben oder Senken der Niveaukugel wird das Gas durch

die Kapillare ausgetrieben oder eingefüllt (Fig. 178).

Einen sehr bequemen Gasometer hefert eine umgestülpte Kochflasche

mit doppelt dm'chbohrtem Kork.i) In der einen Bohrung sitzt ein kurz unter

') Die Porosität des Kork hebt man auf durch Überziehen mit Paraffin. Schel-

lack (in Alkohol gelöst) oder Kollodium.
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(lein Kork cndeiulos Kapillarrolir. das zu einem NiveanffofiU) führt, in der

anderen ein bis unter die \Völl)unii- der Ku^^el führendes Kapillarnthr, das

mittelst (iummi und (^)uetsehlialin f^esehlosscn ist (Fij^r. 1T*.I).

Zur Aufhewahruuü etwas ^rölterer (ias(iuantitiiten dient einer der

beiden nebenstehend abgebildeten Ajtparatc ( ..'! onrni(|uet" ). die auf dem

gleichen l'rinzip beruhen (Fig. LSG u. 181).

Fig. 181.

Abmessen der Gasproben.

Allgemeines.

Die Worte von Heitipd (S. 4(i seines Buches): ..Wegen der Löslich-

keit der Gase in Wasser und den Reagenzien ist selbst unter Anwendung
von mit den fraglichen Gasen gesättigten Sperrüüssigkeiten keine sehr
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weitgehende Genauigkeit zu erreiclien", gelten, wie wir sehen werden, l)ei

den zu biologischen Zwecken empfehlenswerten Methoden nicht unbedingt,

wenn auch das Abmessen über Quecksilber das sicherere, allerdings unbe-

quemere Verfahren bleibt. Doch gehört zur genauen Analyse über Wasser,

zumal kleiner Gasmengen und wenn ein in Wasser leicht lösliches Gas,

etwa Kohlensäure vorliegt, eine gewisse Übung: Die Ablesungen müssen

schnell gemacht werden, das Gas darf nach dem Einfüllen und vor der

Ablesung nicht länger als etwa 10 Minuten im Rohr stehen, die Röhren

müssen an der Berührungsstelle von Wasserniveau und Gas möglichst eng
und aufs peinlichste gesäubert sein. An der Glaswand anhaftende Wasser-

tropfen bedingen sehr erhebliche Fehler. (Anderer Rauminhalt als aus-

kalibriert, stärkere Gasabsorption an der Wandschicht!) Man muß ferner

bei Änderung des Niveaus schnellen Wechsel des Flüssigkeitsstandes ver-

meiden, das Wasser muß langsam an der Wand herab- oder heraufgleiten.

Bei Beachtung dieser Vorsichtsmaßregeln gelingt es selbst in Röhren bis zu

1 mm lichter Weite, tadellos exakte Abmessungen vorzunehmen.

Abmessen über Wasser.

Man gestaltet für kleinere Gasmengen die Büretten so, daß die das

Gas abschließende Wasseroberfläche, wie gesagt, möglichst geringen Durch-

messer hat und liest den Stand des Meniskus entweder gegen ein

dahinter gehaltenes Stück weißen Papiers oder nach Färben des Wassers

durch eine Spur Rosolsäure u. ä. gegen den hell beleuchteten Hinter-

grund ab. Bei Abmessen von kohlensäurehaltigen (lemischen wird dem

W^asser eine Spur Schwefelsäure zugesetzt (d. h. eine Säure, die keine Ten-

sion besitzt).

Die einfachste Hcm.pehdie Bürette besteht (siehe Fig. 182) aus 2 Glas-

röhren von etwa Ibmm Querschnitt, die in eisernen Fußgestellen sitzen

und durch einen über 1 m langen, dickwandigen (lummischlauch in Ver-

bindung stehen. Das in 100 crn^ geteilte Meßrohr, bei dem jeder Kubik-

zentimeter wieder in Fünftel geteilt ist, verjüngt sich oben zu einer

7-2—1 mm weiten Schlauchspitze , auf der ein kapillarer dickwandiger

Gummischlauch mit Quetschhahn sitzt. Man verdrängt zunächst mit saurem

Wasser alle am Glase oder im Schlauch haftenden Luftbläschen, senkt dann

das Niveaurohr und saugt die Gasprobe in die Meßröhre ein, indem man,

wenn nötig, aus einem hochhängenden Gefäß Wasser in den Gasometer

nachströmen läßt. Will man längere Berührung der Gasprobe mit dem

Absperrwasser vor der Ablesung vermeiden, so saugt man eine mit 2 Glas-

hähnen versehene, zuvor getrocknete Meßburette (siehe Fig. 18o) mit der

Wasserstrahlpumpe leer und füllt dann das Gas in das leere Rohr ein, ohne

den unteren Hahn zu öffnen.

Zur genauen Abmessung stellt man die Verbindung mit dem Niveau-

rohr her, während das Wasser im Niveaurohr etwas höher als in der

Bürette steht, öffnet den oberen Hahn ganz kurze Zeit, schließt, ohne
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den Stand des Niveaurohrs /ii ändern, inid liest nun l.ci ricm licrrx-hen-
den Barometerstand und der Zimmertemperatur alt.

Will man die durch Temperatur- und narometerschwankiiiit^'cn be-

dingten Variationen im (iasvnlnnien ausschalten rcsp. das Alilcsc-n vmi
Temperatur und Barometerstand nach jeder Ahlcsini^- um.i,'eh(Mi, so liii;t man
Niveaurohr N außer mit Bürette ß durch ein T-Stiick mit ein.'i- ;ihnlich ge-
stalteten zweiten Bürette wie 2^ kommunizieren, die eine heliol)i;,'e Meni^e

Lult enthidt (..Theiuidharometer" i

(s. Fig. 184 TB). Man liest dann, indem
man den \Vasserspiejj:el im Niveau-
rohr .V in die gleiche Höhe des Wasser-
meniskus in /)' und Tß l)ringt. den
'^taud in B und T/i ah. Er sei in

ß = ^V, in TIi=z40cm\ Durch Tem-

peraturänderung ist der Stand nach

10 Minuten H = Hi), Tß = 4i\. Wenn

Temperaturausgleich schon erfolgt wäre,

so müliten nach dem Boi/kschvn Gesetz,
wenn S = Sf) geworden, 4nn^ auf

Fig. 182. Fig. 183.

4"25cm8 zugenommen haben. Mau wartet diesen Zeitpunkt al), d. Ii. bis die

beiden Gasvolumina w-ährend des gleichen Zeitintervalls sich gleichsinnig

und im Verhältnis ihrer Mengen verändern. Hat man aulicr der prozen-
tualen Zusammensetzung auch die absoluten Mengen zu bestimmen, so niul'»

jetzt der Stand des Barometers und der Temperatur notiert werden, um
das Volumen auf 0° und 160 nun reduzieren zu können, oder es muH das

reduzierte Volumen des im Thermobarometer befindlichen (iases bekannt

Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 37
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sein. Dann ergibt dessen augenblicklicher Stand den Eeduktionsfaktor (siehe

S. 593 ff., Tab. C).

Beispiel: Atemluftanalyse über Wasser mit Thermobarometer.

B

100-36

100-31

100-31

TB

93-86

93-89

93-89

Ablesung 1

nach 10' 2

„ 10' 3

Nach COg-Absorption:

Ablesung 1 97-58 93-89

nach 10' 2 97-63 93-98

„ 10' 3 97-64 93-99

B korrigiert

(Fehler der

Rohr-

kalibrieruug)

100-90

B korrigiert

infolge

Temperatur-

änderung

Resultat

7.

100-00

97-62 97-521) 96-64

Nach ()o-Absorptiou:

Ablesung 1

nach 1()' '2

,.
10' 3

„ 10' 4

79-95

80-00

80-09

80-10

94-00

94-10

94-20

94-22 80-60 80-322) 79-60^)

Es enthalten 100 cm ^ Gas: 3-36o/o CO2 und 17-040/0 O«.

Große Gasmengen (z. B. 200 l) bestimmt man am besten durch Wä-

gung in der durch Fig. 185 angedeuteten Art: Der Ballon Ä ist von dem
Fiillkessel F aus, der dabei hoch über A hängt, durch b mit Wasser gas-

frei gefüllt. Das Wasser erfüllt auch das Gasentleerungs- und Gaseinfüll-

rohr c. Das Wasser wird immer wieder zum gleichen Zweck benutzt, ist

mit der betreffenden Gasmischung gesättigt und besitzt die Zimmertempe-
ratur. Man wägt den Ballon mit Wasser gefüllt auf einer großen Dezimal-

wage ,
füllt dann von c aus bei Tiefstand des Füllkessels F das Gas aus

*) In TB haben 93 cm^ um 010 zugenommen. Also hat das Gas in B infolge

Temperaturänderung entsprechend zugenommen: 97 crn^ auch um Olü. Diese gehen
von dem abgeleseneu und auf Fehler der Rohrkalibrierung zuvor korrigierten Volumen

97-62 cot' ab.

") In TB haben sich die anfänglichen 9389 auf 9422, d. h. um 033 cm^ aus-

gedehnt. Wenn 94c?w'sich um 033 ausdehnen, so nehmen 80 cm'* um = 028 cm'^
94

zu. Diese durch Temperaturänderung bedingte Volumzunahme ist von dem auf Fehler

der Rohrkalibrierung zuvor korrigierten V^olumen 8Ü'60 cm abzuziehen.

') Es sind 100'31 ctn^ anfänglich als Menge der zu untersuchenden Gasprobe

abgelesen. Durch Fehler der Rohrkalibrierung ergibt sich -|- 0'59= 10090 cw^ als zu

analysierende Gasmenge. Diese sind nach CO^- und Oj-Absorption uud Korrektur auf

80*32 cm'^ vermindert worden. Um die prozentische Zusammensetzung zu finden, berechnen

^''^^
'

Trin~rrQn' x = 0"72 cw", die von 8032 abzuziehen sind,
lüu ij*yu
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fineni (JasenthiiKlmifrsapparat. (JasoniotcM- oder l'.ombc oin iintor VVnlrün-

^ting des Wassers uach /'.

Sobald fast ganz mit (ias gefüllt ist, kleninit man die Verbindung nach /'

ab, läßt den Überdruck bei r heraus und stellt mit Hilfe des bisher oben

geschlossenen Wassermanometers (/ auf Atmosphii rendruck ein. In A steckt

ferner bis zum IJoden reichend ein abgeschlossenes kalibriertes (ilasrohr.

das außerhalb des Stopfens durch ein U-lJohr in ein Meßrohr (r) fuhrt.

Ks dient als Thermobarometer und wird ein für allemal so eingestellt,

daß es bei 0« und 760 mm Druck bis zur Nullmarke mit Luft gefüllt ist.

Wenn die Teilung V^o der Füllung und Bruchteile dieses Wertes anzeigt.

Fig. 185.

ergibt die Ablesung direkt den Reduktionsfaktor für das Gas in der Flasche.

Fehlt dies Thermobarometer, so müssen Temperatur und Luftdruck abge-

lesen werden. Die Wassertemperatur gibt ein bei
(/

befindliches Thermometer.

Bei einer .späteren Wägung, durch die das entnommene (rasquantum

ermittelt werden soll, wird die Änderung des Thermobarometers in Kechnung

gestellt und beide (iasmengen auf 0" und H\() min redu/.iert verglichen.

Das gleiche Prinzip ist natürlicii auch für geringere (iasmengen bei

Benutzung kleiner, genauer Wagen verwendbar (Duriij).

Abmessen über Quecksilber.

A, Nach Bunsen.

1. Alte Methode.

Die einfachste Art der Abmessung üiier Quecksilber ohne äußeren

Wassermantel geschieht in etwa 20 cm langen, mit T«'ilung und mit einer

Schnabelöffnung versehenen, etwa 2'^ mm weiten Höiiren (Fig. IHti. /).

37*
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Ist das Gas nicht direkt in dem Meßrohr gesammelt, so füllt man
es (Fig. 186, 2) über Quecksilber um. stellt das Meßrohr mittelst Lot senk-

recht über der Wanne auf und liest nach etwa 1 Stunde, wenn das Gas
die Temperatur des Raumes

angenommen hat, unter Notiz

von Temperatur t und Baro-

meterstand B mittelst Fern-

rohrs aus etwa 2 m Ent-

fernung schnell ab (Fig. 186.

Nr. 5). (Die Körperwärme darf

die Gastemperatur nicht ver-

ändern.) Man stellt schon

vorher ungefähr ein, um recht

schnell al)lesen zu kömien.

Die Wände der Wanne müssen

aus Glas sein, damit man den

Stand des Quecksilberspiegels

an der Rohrteilung gleichfalls

ablesen kann. Bunsen em-

pfiehlt, zur besseren Beleuch-

tung der unteren Marke einen

Papierschirm mit Spalt ein-

zuschieben (Fig. 186, 4). Bei

Berechnung des sich aus Ab-

lesung bei a ergebenden kor-

rigierten \'olumens v ist der

faktische Meniskus f zu ad-

dieren (siehe S. 567) ,
wenn

das Meßrohr in aufrechter

oben offener Lage kalibriert

wurde. Die Differenz der Ab-

lesungen b~ a = d ergibt die

Höhe der dem herrschenden

Fig. 186. Barometerdruck entgegenwir-

kenden, also von ihm abzu-

ziehenden Quecksilbersäule.

Das Volumen v wird auf 0" und 760 ^nm reduziert.

Vi = (v-hf) (B
—d— w)

(1 + U-00367 t.r
[
w =: Wasserdampftension bei t").

Beispiel (Bunsen): Feuchtes Gas in einem langen Eudiometer

a = 317"3 mm
b = 565-9 „

d = 248-6 www

B = 746-9 mw
t = 20-20«

w = 17 6 mm
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a korrigiert nach Kalibertabelle des Rohres ci-^ribt v = .l\)-J1 cm^
Faktischer Meniskus f = ()-4

Druck = 746-9 — 24H-fi ITi; = 4H0-T

loj? 293-1 = 40702

loj? 480-7 = r)SlS7

14S8'.>

+ log compl. 1-0789 = 9(;90.", m

1 1 792

2. Nach Geppert vfrbessert.

Bei der alten Bunsenmethode dauert die einzelne Analyse recht lange,
nur selten wurden Kontrollanalysen von den mit ihr arbeitenden Forschern

gemacht. Ferner findet der Tcmperaturausgleich zwischen Luft aur>erhalb

des Eudiometers und in ihm abgesperrtem (ias nur langsam statt und die

Temperatur der Gasprobe ist nur mit grol.ier Mühe sicher zu ermitteln.

Geppert hat daher die Bunsenmethode dadurch sehr erheblich ver-

bessert, daß er die Eudiometer in Wasser versenkte und eine schnelle

Wiederholung der Ablesungen bei verschiedenem Druck als Kontrolle für

Ungenauigkeit der Bohrteilung und Kalibrierung ermöglichte:
In einem hohen mit Wasser gefüllten Glaszylinder, dessen Boden aus

einer Quecksilberwanne besteht, hängen senkrecht hintereinander ein njit

Wassermeniskus versehenes Gefälibarometer und ein (oder mehrere) mit

feuchtem (las (gesättigt) gefüllte Eudiometer. (Meniskus von leicht saurem

Wasser.) Mittelst eines entfernt und wagrecht stehenden Feinrohres liest

man den Stand der Quecksilberkuppen ab, und zwar im Eudiometer direkt

auf der Teilung (bj und für das Barometer indirekt durch das Eudiometer

hindurch (aj wiederum an dessen Teilung.

Das Gas steht dann unter dem Druck b—u. Das Volumen dvi^ (lases

ist durch die Ablesung b auch gegeben. Duich Änderung des Quecksilber-

niveaus in der Wanne verändert man den Druck und liest wiederum ab.

Die Einzelheiten des Apparates finden sich auf .S. (')72 und Fig. 22:1.

Man bestimmt meist nicht bei Trockenheit, sondern unter Dampf-

spannung von Wasser. Lauge u. a. Hat man die gleiche Flüssigkeit im

Barometer, so ist keine Korrektur für die Grolle der Dampfspannung nötig.

Fehlerquellen: 1. Das saure Wasser des Meniskus absorbiert CO«.

Bei lOOcm^ eines Gemisches mit o^/o CO., und dem liest atmosphiirischer

Luft, bei einem Volumen sauren W\'issers von 1 cm' und öOO ;/?/// Hg-Druck
würden 0-041 cm ^ Gas absorbiert sein. Bringt mau zur C(>2--^''-^<>i"!'f'<"'

etwa i\<:m'-^ ()"/o KOH in das Eudiometer, so wird von dem O -f N-(iemisch

etwa 0-03 "Vo absorbiert. Die l)ifferenz der abgelesenen (Jasmenge ergibt

also genau die absorbierte C0.2-Menge.

*) Vgl. S. 094. Bunseiis Zalil ist etwas vcrscliiodeii von den /ahloii dort.
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Dagegen muß, wenn man die absolute Menge eines COa-haltigeu

Gemisches kennen will, ohne Wasserraeniskus abgelesen und die fehlende

HgO-Spannung berücksichtigt werden.

2. Die Wasserdampfspannung muß vollkommen sein.

Das ist nach den Kontrollversuchen von Zuntz, Lehmann und Hayr-

mann^) der Fall, wenn man kurz vor der Ablesung die Eudiometer kräftig

schüttelt. Die Wand ist dann gleichmäßig benetzt (auch bei 4—6% KOH).
Am sichersten ist man kurz nach der Verpuffung von Knallgas oder Wasser-

stoff. In letzterem Fall bleiben die Volumina ?> Tage und länger konstant.

Hat man einmal sehr lange mit den Ablesungen gewartet und fehlt

der eriorderhche Wasserbeschlag in den oberen Teilen des Eudiometers

oder hat man stärkere Lauge benutzt, so erhitzt man den Flüssigkeits-

meniskus unter Schütteln auf 35—40° und kühlt das obere Ende des

Rohres.

Beispiele : a) 5 Eudiometer. 4—57o KOH-Meniskiis. N + H-Mischung.

Zahlen bedeuten cm^ bei 0". 760 ww.

Sofort nach V'erpuffung fl.

abgelesen \2.
24 Stunden später ... 3.

4 Tage später 4.

Sofort danach, unvollkom- \.

men auf 35" erhitzt J'

'

Folgender Tag, gut erhitzt, )

Wasserbeschlag überall an \ß.

Wand )

96-670
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d) Die folgenden Zahlen zeigen einige Nonnal-l)upp«'ll»('stininiuiigen

Gepperts:

Eudiometer
Weite Millimeter

18

10

18

18

lÜ

MeniekuB

Hg

Hg

H3SO,

KOH

KOH

Doppel hestitntnungan
KabikzßDtimetur

94-41

11213
17-488

18-458

22-855

17-161

4-472

5-254

()8-G45

7939
43-331

114-69

17-452

18-388

22-849

57-168

4-445

30-813

94-41

11215
17-497

18461

22-8()l

17 155

4472
5-253

68-647

79-398

4332
114-70

17-443

18-387

22-852

57-165

4-447

30-805

112152

B. Thermobaronieterprinzip.

Wie beim Abmessen über Wasser kann das Thermobarometerprin/.ij)
auch beim Arbeiten über (^)uecksilbor verwendet werden, nur müssen hier

verschiedene Modifikationen l*latz gi-eifen. Fig. 187 zeigt einen solchen

Apparat zur Blutgasanalyse nach A. Loewi/ ^), bei dem. wie jetzt fast aus-

nahmslos für biologische Zwecke, die Melirohre in Wasser stecken. .Meli-

bürette B und Thermobarometer TB stehen durch ein Y-Uohr mit dem an

dem Wasserkasten aufhängbaren Niveaurohr .V unten in Verbindnng. TU ist

durch Glashahn H^ verschlossen. Man mißt in TB ein mit Wasserdampf

gesättigtes Luftquantum ab, das bei 0" und 160 mm gerade 100 c///' be-

tragen würde. Zur Abmessung der aus dem Rohr r in B eingesaugten

(lasprobe wird das Volumen in B und TB i)ei zwei verschiodcupii Höhen

von N al)gelesen und folgendermaßen reduziert:

Es sei das abgelesene (tasvolumen in ß r^ v,

, , , .. .. .,TB ^- V

„ „ die Wassertemperatur = t

10 cm^ bei 0" und 760 nun — a

Dann ist die gesuchte wirkliche (irölie der abgeschlossenen (iasprobe
y Q

in B bei 0" und 760 mm — = -.

*) A.Loewif, Eine neue einfache Mothodo der Blntpasaiialyse. Anh. f. (Aimt 11.)

Phys. Jg. 1898. s'. 484.
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Dazu kommt die Druckkorrektion . da die Menisken in B und TB
verschieden hoch stehen, und Temperaturkorrektion.

H.

Cu

1 11 /^TMt^U S""
.--'H.

1

Fig. 187.

Wenn d die Höhendifferenz der Menisken in B und TB bedeutet.

ist V mit -^
760(1 + at)

zu multipUzieren (siehe Tabelle J, 8.589).

X = Vi .a
± ^'- 6̂0 (1 + 0-00367 t)
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Der z\Yeito
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Hier ergibt sich

I.
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diesen Kaum bis zu dem querf^ebohrtcu Zweiweghalin D mit (^uccksillici-.
schließt diesen, brinj^t bei der zweiten Stclliinjj: des Halms lM'li('bi{,'e Mcii^fn
Luft durch h in A, liest bei offenem Halm unter dem t,'erade herrschen-
den Atmosphärendruck die einffctuUtf Luftmcnf^^e ab, brin<,'t den Hahn in

die frühere Steliuni^-, so dal.) das A mit Manometer /./ in \'.Tbin<hm^'
steht und liest unter Einstellung- des (,)uocksilbers auf die .Markm zum
zweitenmal ab. Die Differenz der Ablcsun-^'cn «Mj:il)t di.- (iröLic des toten
Raumes in der Kapillare zwischen Hahn D und Marke in k. Jetzt schliel'.f

man entweder nach Notieren des Barometerstandes und der Temperatur
die Luft in B definitiv ai) oder man muH auf 0" und im mm Druck ein-

stellen. Zu diesem Zweck füllt man den toten Kaum bis an den Hahn h
mit Quecksilber, schließt den Hahn und liest bei Kommunikation von A
mit der Außenluft, nachdem der Apparat die Temjx'ratur des Kaumes,
in welchem sich auch das Barometer befindet, angenommen hat. den Stand
in A unter gleichzeitiger Notiz von Temperatur und Barometer ab. Es

betrage der tote Raum 20cm\ das (iasvolumen in A bei S-T')» und
758-3 ww« 97-0 f-m» (V). Dann wird

Y - V 753-3 -8-4') ^^'-^
760(1+0-00367.8-75)

= ^^ ^ '"' "

Dieser dem auf 0' und im tum reduzierten Volumen l'(I. den Inhalt

des toten Raumes, = OO'l cw^ entsprechende Stand wiid durch Heben
von G in A hergestellt und das Quecksilber bei / und k durch Einblasen

von Luft bei g in B wieder auf die Marken einirestellt. Das (ias in H
befindet sich nun natürlich unter fberdruck und es ist unmöglich . das

kapillare Ansatzröhrchen bei «y aj)zuschmelzen (eine Klemme hält nicht

dauernd dicht), ohne zuvor die Luft durch Einsenken des Rohres ti in eine

Kältemischung zu verdichten und so den fberdruck auszugleichen. Man
löst dazu die Verbindung bei a und schmilzt, sobald .Vtmosphiiicndnick
erzielt ist, mittelst Gebläses bei y ab. Komnuinizieren nun .1 und .Mano-

meter A:i und steht das Quecksilber in diesem bei den Marken, so gibt die

Ablesung der Proben in A die auf 0° und 760 uun reduzierten Volumina

ohne weiteres an. Die genaue Einstellung des Manometers geschiidit nicht

durch Heben und Senken von G allein, sondern in seither auch l>ei an-

deren Apparaten mit Vorteil verwendeter .\rt sehr exalf dm-ch eine bei n

angebrachte, den dickwandigen (tuminischlauch komprimierende breite

Stellschraube.

2. Prinzip von Bettcrson nach Bohr-Tohiescu.-) Die zu analysierende

Gasprobe befindet sich in einer je nach Bedürfnis verschieden gotalteten

Meßbürette B, in der der Stand des Quecksilbers in dem engen Teil gt'uau

abgelesen werden kann. B .steht durch ein horizontales Kapillarrohr, in dem

sich ein Tropfen Vasebnöl v befindet, mit einem etwa irleich grolien Ther-

') Tension des Wasserdampfes bei 8'75".

^) F. Tohicsen, Über den spezifiscbon Sauerstofffiohalt des Uliitos Skiiiid Ardi

f. Physiol. Bd. 6. S. 273 (1895).
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mobarometerrohr TB in Verbindung, in dem sich eine gewisse Menge mit

Wasserdampf gesättigter Luft befindet. B und TB stecken in demselben

Wassermantel W. Die Gasmenge in TB bleibt während des Versuches

konstant. Zu Beginn herrscht in TB Atraosphärendruck. Man schheßt jetzt

die Hahnverbindung mit der äußeren Luft und setzt die zu messende Gas-

probe in B durch Einstellen des Vaselintropfens im Differentialmanometer

Fig. 189.

m auf einen bestimmten Punkt der Kapillare vor jeder Ablesung ins Gleich-

gewicht mit der abgeschlossenen Gasmenge in TB. Die abgelesenen Gas-

mengen ergeben also ohne weiteres die reduzierten Volumina. Hat man
absolute Mengen zu bestimmen, so muß beim Abschluß des Gases in TB
Barometer und Thermometer notiert werden (natürlich nur einmal zu

Beginn), um auf Normalverhältnisse reduzieren zu können..
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Fig. 189 zeigt einen solchen Apparat zur I{Iiit.-a>;uialvs(' in diT nciiotcn
Form URch Bohr-Tohiesen.'^) Die grobe Kinstellung gcsciiidit diinli Hclx-n
oder Senken von .V, die feine durch die Schraube S.

o. Prinzip von Petterson nach Ilaldane^) (siehe Fig. 1<M)). In dem
zuerst zur Untersuchung von Minengasen konstruierten transportablen .\pi)arat
wird das zu analysierende (Jas durcji T-llahn //, und Sciikcu des Nivcau-
gefäßes Ny (Quecksilber) in H eingesaugt, darauf 11, gcsdilossefi. Das in

TB abgeschlossene Luftquantuni steht durch Uohr r,"niit dem T-llahn //,

Fiff. 190.

in Verbindung. H^ ist zunächst so gestellt, daü TB mit der AuIVnluft bei

0, und gleichzeitig mit der Kalilauge in Pipette A' durch Pohr /.-., kommuni-

M Ich verdanke diese sowie nocli melirerc spater folircnde Aliliildmiireii der

Freundlichkeit des Herrn Professor Chr. /Wir-Kopenliat^en, der nur die KorrektnrltoijiMi

eines bisher noch nicht erschienenen größeren znsainmenfassendon Aufsatzes über Blut-

gasanalyse in der entjregenkommcndsten und k(dle;,'ialst(Mi Weise zur Verfü^'iinp stclltr

Ich benutze diese Gelegenheit, ihm für sein Entgegenkommen auidi offentlicli alier-

herzlichst zu danken. Franz Milllrr.

*) Ilaldane, A convenient form of gas analysis apparatus. Journ. of Hygiene
Bd. 6, p. 74 (1906).
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ziert. Die Kalilauge in Pipette K steht bei entsprechender Stellung der

T-Hähne H^ und ^3, H2 bleibt geschlossen, gleichzeitig durch Ii\ mit B
in Verbindung. Man stellt nun die in B befindliche Probe zur Ablesung

ein, indem durch Verschieben von N^ (grob mit Zahntrieb Z) und K,

(Kalilauge, fein, lOfach so fein wie Quecksilber, da Vio des spez. Ge-

Avichtes) der Meniskus der Lauge in K in dem Kapillarrohr auf eine

bei kl befindliche Marke gestellt wird und schließt durch Drehung von

Hl die Luft in TB für die Dauer des Versuches von der Außenluft ab.

Vor jeder folgenden Ablesung (nach Absorption der CO2 in k^, des i\ in

kP, Verbrennung von CO in G usw.) wird nun immer wieder auf die

Marke k^ eingestellt. Man benutzt also statt des Vaselinöltropfens im Diffe-

rentialmanometer wie sub 2 hier die Marke des Kapillarrohrs k^ und die

Verschiebung der Kalilauge zur Einstellung, die sehr genau ist.

Reduktion der Gasvolumina auf den Normalzustand bei 0" und
760 222222 Druck.

Der Druck p, den das in ein Gefäß eingeschlossene Gas ausübt,

wird durch die Höhe der Quecksilbersäule ausgedrückt, die ihm das Gleich-

gewicht hält. Da sich aber das Quecksilber durch die Wärme ausdehnt

und spezifisch leichter wird, so ist die Höhe der Quecksilbersäule bei

gleichem Gasdruck und ungleicher Temperatur verschieden hoch. Außerdem
ist die Änderung der Skala des Barometerrohres (Glas- oder Messing-

skala) infolge der Ausdehnung der Wand und bei feucht gemessenen Gasen

die Wasserdampfspannung zu berücksichtigen.

Die Beziehungen zwischen Druck und Volumen werden durch das

Boi/lr-Mariofte&che Gesetz p . v = koust. ausgedrückt, der Einfluß der Tem-

peratur durch das Ga(/-Lussncsche Gesetz : Ist v» das Volumen des Gases

bei 0" mit dem Druck Po, so ist das \'olumen v bei t*» und dem Druck p :

v.p^po.vod -fxt), v^P^^d-fat)

a, der Ausdehnungskoeffizient der Gase ist 1/273 oder 0-00o67.

Ist V das Volumen und d die Dichte des Gases bei t» und h Milli-

meter-Quecksilberdruck, so ist das Volumen V° bei 0'' und IWmm

(1 + OVOmi t) h X 760'

die Dichte bei 0" und 160 mm

_ Dx(l -1- 0-00367 t) X 760~
h

Die folgenden, meist dem LandoU-Börnstehischen Buche entnommenen
Tabellen sind besonders häufig gebrauchte Werte.
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Tabelle A. Worte von Iüjj: -_-
760 (1 + 7. t)
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Tabelle B. Reduktion eines feucht gemessenen Gas-

volumens auf 0°, 760mm Quecksilber und Trockenheit, i)

Ist b der an gläserner Skala abgelesene, b^,
der auf 0" reduzierte Barometerstand,

t die Temperatur, e die zugehörige Maximaltension des Wasserdampfes und V das

abgelesene Volumen, so ist das auf 0", 760 w« Quecksilberdruck und Trockenheit

Werte von Log

reduzierte Volumen :

(1 + 0-003670 1) 760

"

(1 + 0003670t) 760"

für b= 730 bis 160mm und t= 5 bis IS-ö".

b=730TOm
Differenz

für

10mm
b=740»iw

Differenz
für

10 mm
b:=760TOm

Differenz
für

10 Wim
b=760TOm

Differenz
für

10 TOTO.
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Reduktion eines feucht gemessenen Gasvolumens auf
",

700 mm
Quecksilberdruck und Trockenheit.

Werte von Log
bo—e

(1 4-00030701) 700
für b = 730 bis 700 ni;w iiml t = 158 bis 240"'

730 mm
Differenz

für
10 TOTO

b = 740 »im
Differenz

fUr

10 ntm
b ^ 760fnn>

Differenz
für

10 mm
b ^ 760mm

Oiffarena
für

10 mm

158
160
162
164
166
168
170
172
174
17-6

17-8

180
18-2

18-4

186
18-8

190
192
194
19-6

198

200
20-2

204
206
208
210
212
214
210
21-8

220
222
224
226
22-8

230
232
234
236
23-8

240

9- -10
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Reduktion eines feucht gemessenen Gasvolumens auf 0^, 760 niui

Quecksilberdruck und Trockenheit.

bn—e
AVerte von Log q _i_ oou3670 i) 7('Q

^^"^ '' ~ "^"^ ""'^ 180 mm, und t = 5 bis 24^

770 mm
Differenz

für

10 »I7}1

780 »i »! b ^ 770 mm
Differenz

für

10 mm
780 1117)1

50
()•()

70
80
8-2

8-4

8-6

8-8

90
92
94

96
9-8

100
102
104
106
10-8

110
112
114

116
118
120
12 2

124
126
12-8

130
132
134

136
13 8
140
14-2

144
146
148
150
152
154
156

9- —10
99372
99181
98990
98797
98758
98720
98681
98642
98603
98564
98525

9- —10
98486
98447
98408
98368
98329
98290
98250
98211
98171
98132

9- -10
98092
98052
98012
97972
97932
97892
97852
97812
97771
97731

9- —10
97691
97650
97609
97569
97528
97487
97446
97405
97364
97323
97281

565
566
566
566
567
566
566
567
567
567
567

567
567
567
568
567
567
5('8

567
568
567

568
568
568
568
568
568
568
568
569
569

568
569
570
569
569
570
570
570
570
570
570

— 10
99937
99747
99556
99363
99325
99286
99247
99209
99170
99131
99092

—10
99053
99014
98975
98936
98896
98857
98818
98778
98739
98699

—10
98660
98620
98580
98540
98500
98460
98420
98380
98340
98300

-10
98259
98219
98179
98138
98097
980Ö7
98016
97975
97934
97893
97851

15-8

160
162
164
166
168
170
172
17 4

17 6
17-8

180
182
18-4

18-6

18-8

19
192
194
19 6

198

200
202
204
206
20-8

210
212
214
216
218

220
222
224
226
228
230
23-2

234
236
23-8

240

9-

9- —10
97240
97198
97157
97115
97073
97032
96990
96947
96905
96863
96821

—10
9(')778

96736
96693
96650
96()07

96564
98521
96478
96434
96391

—10
96347
96304
96260
96216
96172
96127
96083
96039
95994
95949

-10
95905
95860
95814
95769
95724
95678
95632
95587
95541
95495
95448

9-

9-

570
571

570
571

571

570
571

572
572
571

571

572
571

572
572
573
573
573
573
573
573

574
573
573
574
574
575
574
574
575
575

575
575
576
576
575
576
577
576
576
576
577

9-

9-

-10
97810
97769
97727
97686
97644
97602
97561
97519
97477
97434
97392

-10
97350
97307
97265
97222
97180
97137
97094
97Ü51
97007
96964

-10
96921
96877
96833
96790
96746
96702
96657
96613
96569
96524

-10
96480
96435
96390
96345
96299
96254
96209
96163
96117
96071
96025
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Tabelle C.

Reduktion eines Gasvolumens auf 0° und 7()(>7ii/ji Ouecksilhcrdruck.' )

Ist V das Volumen uml il die Dichte eines Gases hei t" und h mtn C^iiecksillierdruck, so

ist bei 0" und 760 ww Quecksilboidruck das Volumen: V^:

Diciitc : d„ =^ d ( 1 + 0( )03()7() t )

760
l+0U03G70t 760'

lind die

~
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Reduktion eines Gasvolumens auf 0" und 760 122121 Oueck-

silberdruck.

Werte für t = 10 bis 22".
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Reduktion eines Gasvolumens auf O' und 760 mm Oucck-
-Nr

silberdruck.

Werte für t = 22 bis 34'.
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Reduktion eines Gasvolumens auf 0« und 760 222221 Queck-
silberdruck.

Werte für t = 30 bis 150".
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Reduktion eines Gasvolumens auf ()" und IM nun Oucck-

silberdruck.

Werte fiir t ---- läO liis 270".

150
151
152
153
154
155
156
157
158
159

ICO
161
162
163
164
165
166
167
168
169

170
171
172
173
174
175
176
177
178
179

180
181
182
183
184
185
186
187
188
189

190

l+0003670t

1-

55050
55417
55784
50151
56518
56885
57252
57619
57986
58358

1-

58720
59087
59454
59821
60188
60555
60922
61289
61656
62023

1-

62390
62757
63124
63491
63858
64225
64592
64959
G5326
65693

1-

66060
66427
66794
67161
67528
67895
68262
68629
68996
69363

1-

69730

Log
1

1+0003670 t

l+0-008070t

L"B
1

1+0-008670 t

40
80953
80850
80748
80li4(;

80544
80442
80340
80239
80138
80037

I- -10
79937
79837
79736
79637
79537
79438
79338
79240
79141

79042
I- -10
78944
78846
78748
78651
78553
78456
78359
78262
78166
78070

• — Ifl

77974
77878
77782
77686
77591

77496
77401
77307
77212
77118

-10
77024

190
191

192
193
194
195
196
197
198
199

200
201
202
203
204
205
206
207
208
209

210
211
212
213
214
215
216
217
218
219

220
221
222
223
224
225
226
227
228
229

230

1-

69730
70097
704(54

7U831
71198
71565
71932
72299
726(56

73033

1

73400
73767
74134
74501
74868
75235
75602
75969
76336
76703

77070
77437
77804
78171
78538
78905
79272
79639
8000(5

80373

l-

80740
81107
81474
81841
82208
82575
82942
S33( )9

83(;7(i

84043
I-

84410

1-

1-

1-

9- -10
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Tabelle D.

Reduktion von Wasserdruck auf Quecksilberdruck, bezogen auf

Wasser von 4° und Quecksilber von 0".^)

Wasser
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Spezielle Methoden.

EINLEITUNG.

Man tt'ilt die speziellen .Methoden in Alt.s(ir|iti(in>an;dy>cii und \n-
brenniiniisanalysen. Sie werden im folgenden bei den einzelnen Gasen neben-

einander besprochen.
Bei den Absorptionsanalysen um[\ die Absorptionslösnn^' die Tem-

peratur des Arbeitsraumes haben, was für biolo<z:is('he \ersuehe meist ohne
weiteres dadurch gegeben ist, daß die Ab.sorptionspijx'tten fest mit den

Meßbüretten verbunden .sind. Arbeiten in der Nähe eines Ofens oder /entral-

heizungsradiators ist unstatthaft, da Temi)eraturerh(ihun<: von 1
» auf l(K>r-m»

Gas einen P\'hler von 0'3°/o verursacht. Die Absorjitionslösung darf vor der

Einfüllung auch nicht bei sehr viel anderer Temperatur als der des Analysen-
ziramers gestanden haben. Nur in Ausnahmsfällen erwärmt man bei der

Absorption ( Phosphor).
Weiter ist die annähernde Sättigung der Sperrflüssigkeit wie des Ab-

sorptionsmittels mit der zu untersuchenden Gasmischnng für genaue .Vnalysen

unbedingt erforderlich. Es sei z. 15. bei einer Luftanalyse das absperrende
Wasser durch eine vorhergegangene Analyse mit reinem Saueistoff gesättigt,

so tritt, wenn jetzt Luft über dem Wasser steht, etwas Sauerstoff aus und

Stickstoff dafür ein. Da Stickstoff in Wasser nur \/.,mal >(> löslich ist

wie Sauerstoff, wird der Fehler bei nicht langem \erweilen dei- Luft über

Wasser zwar gering sein. (Absorptionskoeffizient bei '20" (>, 0"().">1,

N — 0-016, CO — 0-028.) Anders, wenn das Wasser mit Stickstoff oder

Kohlenoxyd gesättigt war und dann fast reiner Sauerstoff zur An:ilyse ge-

langt. Man wird daher am besten, wenn größere Mengen der zu prüfenden

Mischung zur Verfügung stehen, das Gas in kleinen .Mengen ein- oder

zweimal ohne abzulesen durch den Apparat und die .Vb.sorptionslösungen

gehen lassen und dann auch die ersten Analysen ihm li mit Vorbehalt be-

nutzen. Analysiert man in dem Apparat meist das gleiche ( iasgemi.sch,

so läßt man den Rest der Analyse (meist Stickstoff) über den Absorp-

tionslösungen stehen und benutzt das gleiche absperr»'nde Wasser mög-

lichst oft.

Bei der Absorptionsanalyse muß man genau darülu-r unterrichtet .sein,

wieviel Gas das Absorptionsmittel zu absorbieren vermag, mit anderen

Worten, wie lange man dieselbe Lösung gewöhnlich zur Absorption an-

wenden darf. Kennt man die in der Absorpti(Uispipette enthaltene Klüssig-

keitsmenge und notiert die Zahl der gemachten Analysen, so kann man

mit Hilfe der folgenden Tabelle schnell Klarheit erlangen: In ihr ist der

von Hempel ermittelte ..zulis.sige Absorptionswert- pro 1 cm^ Lösung ent-

halten, d.h. ^n der Menge, die von l ctn-^ im günstigsten Fall absorliiert

werden kann.
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1 CTO-* der folgenden
G a s a r t

darf absorbiert haben

1 KOH : 2 H,0
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dieser Kohlensäiireabsorptioii durch Kiiiiülin.u von Natronlaii-^M' in Eudio-
meter mit Wassermantel siehe auch hei l'.hit^asanalvsc auf S^«;t:;.)

Beispiel derGeiiauii-keit.i) l.(Bunsen): Luft, der CO, /u^M-niiMJit wurde.
Kohlensauro % anf 100 cm'^ Luft

Zur Analyse verwendete ^- ^
^

üasmenge bei 0" nnd
^uRon.iBol,...

"="'' ^^'""'n"'"» '"" ^ „ Na UM DiffT.«
760 m»!. Hg etwa qq

i'h lianK'-iiiini Kudiotni-Ior (ohno
*

Miintnl) gi'fandon
250 f/«' 40-377„ 40U3"/) -0 34
24-5 ««=>

33-54''/o 33-.-,7"„=» +003
Das Beispiel zeij-t, daß im ersten Fall, in dem das Has^^emisch vor

der CO.,-Absorptiün getrocknet war, die Differenz viel t>röl'.cr ist als im
zweiten, in dem es mit Wasserdampf gesättigt bestimmt wurde Man er-

sieht daraus, wie erhebliche Fehler (8V2V0 des Wertes) durch nicht immer
zu taxierende Differenzen in der Wasserdamitftension bei \Ciw('U(lung von
für bioloi,nsche Zwecke schon relativ groß zu neuncnden Gasmcngcn ent-

stehen! Würden statt 2r)r/>^3 etwa nur bcm^ zur Verfügung stehen, so

wäre der prozentische Fehler noch ömal größer! Die alte /^//;/s/ »sehe
Methode ist dann also zu vermeiden. 2)

2. nach Gepj^ert:
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bei höherem genügt meist zweimaliges Hin- und Hertreiben. Nach der

Absorption bestimmt man in der Bürette die Vokimabnahme.

c) Nach Petterson.

In den in Fig. 188 gegebenen Büretten, sonst wie sub bj: Bei jeder

Ablesung muß das Quecksilber in dem Manometer auf die Marke einge-

stellt werden.

IL Kohlensäurebestimmung in großen Gasmengen bei relativ

geringem COa-Gehalt.

Hier sind außerordentlich exakte Methoden erforderlich. Ein Vorgehen

mit Ablesung und Absorption im gleichen Rohr wie la ist ganz zu ver-

werfen. Vielmehr kommen nur

Absorptionsmethoden in Frage,

bei denen das Meßrohr mit der

Absorptionspipette dauernd ver-

Fig. VJ2a. Fig. 192 6.

bunden ist und Ablesung wie Einstellung aufs genaueste ausführbar sind,

oder maßanalvtische Methoden.

I. Nach Pettersonschem Prinzip (ohne Korrektion für Druck- und
Temperaturänderung ) .

a) Petterson und Palmqvist haben einen älteren Apparate für die

Kohlensäurebestimmung sehr wesentlich vereinfacht, transportabel gestaltet

und wie folgt beschrieben ^) :

„Da wir wünschten, das Pettersonsche Prinzip für hygienische Kohlen-

säurebestimmungen zu verwerten, welche jetzt fast ausschließlich nach der

exakten, aber ziemUch umständlichen und zeitraubenden Methode von Petten-

kofer (siehe später) ausgeführt werden, bemühten wir uns im Vereine mit

*) 0. Petterson, Luftanalyse nach einem neuen Prinzip. Zeitschr. f. anal. Chem.

Bd. 25. S. 467—478 (1896).

•') Vgl. HempeJ, Gasanalyse. S. 308.
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Herrn C. Sonden, dem von Fctterson hoschriclMMicii Ajjp.ir.it eine einfacliere
und handlichere Gestalt /ii ^cheii niid wenn inil-lK h die Dauer jeiler Hesfim-

mung von einer halben Stunde oder mehr ant wenige Minnteii zu hesrhriinken.
Wir gelangten zu diesem Zieh', indem wir die Ijiltprohen in mit Feuchtig-
keit gesättigtem, statt in absolut trockenem Zustande analvsierten. Das
vollständige Austrocknen der Luft lälit sich nnr mitteist l-lKophorsäiire-

anhydrid ausführen und erfoideit einige Zeit. IJei Anwendimg trocken«T

Absorptionsmittel muli die Absorption unter beti-ächtlich gesteigertem Drncke
vor sich gehen, ein Umstand, welcher an die Anfertignng des Apjtaratos

(die Konstruktion der Glashähne, die Kinfiilhmg der absorbierenden Sub-
stanzen usw.) große Forderungen stellt,

liei Anwendung von feuchter Luft ver-

zi(diteten wir zwar auf dir(>kte P)estim-

mung des Wassergehaltes, erreichten

aber den Vorteil einer direkten Kohlen-

sänrebestimmung durch flüssige Ab-

sorptionsmittel, welche im Verlaufe von

ein paar dünnten sich vollzieht . ohne

die Röhrenleitungen einer nennenswerten

Drucksteigerung auszusetzen.
"

Die Fig. 19:') zeigt das Aussehen

des Apparats, welcher sich leicht trans-

portieren läßt. Über das Holzgestell wird

dann ein parallelepipedischer Kasten

von Holz gestülpt (in der Figur nicht

abgebildet), woran ein Bügel von ^letall

als Halter festgeschraubt ist. Ist der

Apparat an Ort und Stelle gebracht, so

wird das Glasgefäß 11^ mit Wasser ge-

füllt, Luft wird von außen durch Hahn c

eingenommen und die Kohlensäure darin

durch einfache Handgriffe, welche nur

einige Minuten in Anspruch nehmen,
mit einer Genauigkeit von etwa O'OlVo
bestimmt. Die Dimensionen sind in dem A])paiafe so klein wie möglich

genommen. So enthält z.U. die Meßpipette .1. worin die zu analysierende

Luftprobe eingenommen wird, nur etwa \Hcni\ Mit gröiieicn Lnftmengen
wäre es leicht, eine größere (Jenauigkeit zu erreichen.

In A und dem mit J vei-bundeiien gi'aduierten Skalenrohre .1' wird

die Luftprobe vor und nach der Kohlensäureabsorption (welche in dem

Orsa^schen Kalirohre B ausgeführt wird) gemessen. Durch Ilelieii oder

Senken des Quecksilbergefäßes A', welches mittelst eines mit Kupferdraht

umwickelten (Tummischlauchos mit dem unteren Teile A' dv^ gi-aduierten

Skalenrohres von A verbunden ist (hinter dem llolzgestell . in Fig. l'.Ui

nicht sichtbar), kann die Meliidpette .-1 nach llelieben mit (^»uecksilbcr

Fig. 193.
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oder Luft gefüllt oder entleert Averden. Man sorgt dafür, daß ein Wasser-

tropfen immer an der Oberfläche des Quecksilbers haften bleibt, die dar-

über stehende Luft ist dann mit Feuchtigkeit gesättigt. Bei den Volum-

ablesungen wird der Quecksilbermeniskus jedesmal so eingestellt, daß der

Druck in Ä genau gleich wird dem Luftdrucke im Kompensationsgefäße C.

Ein Differentialmanometer K, welches einen Tropfen gefärbter Flüssig-

keit (Petroleum, worin Azobenzol gelöst ist) enthält und durch kapillare

Glasröhren einerseits mit A, andrerseits mit C kommuniziert, dient als

Indikator bei dieser Operation. Man stellt einfach durch Bewegung des

Keservoirs E und schließlich (nach Schließen des Hahnes d nach E hin)

mit Hilfe der Schraube e das Quecksilberniveau in A so ein, daß der ab-

sperrende Flüssigkeitstropfen im Manometer auf den Nullpunkt zurück-

kommt. Es ist einleuchtend, daß man dadurch stets imstande ist, die Luft

in A auf denselben Druck, der im Kompensator C herrscht, zurückzuführen.

Da die Luft im Kompensator sowie auch in der ^leßpipette seit Anfang
des Experimentes von der äußeren Luft abgeschlossen ist (durch Schließen

der Hähne A', ^ und c). sind etwaige Schwankungen in dem äußeren

Luftdrucke ohne Einfluß, ebenso Temperaturveränderungen, welche sich

dadurch eliminieren, daß sie im gleichen Sinne und in demselben Grade
auf die Spannung der Luft in A und (' einwirken, sofern die Wasser-

menge im äußeren Gefäße, «welche die Hauptteile des Apparates umgibt,

gehörig umgerührt wird. Deshalb braucht Temperatur und Barometerstand

nicht beobachtet zu werden, die an der Skala abgelesene Volumverminde-

rung gibt direkt den Kohlensäuregehalt in Hundertsteln von Volumpro-
zenten an.

Da. die Luft vor der Absorption mit Feuchtigkeit gesättigt wird, nach der Ab-

sorption in der starken Lauge es aber nicht mehr vollkommen ist, sieht man, daß —
streng genommen — eine kleine Korrektion anzubringen wäre, um die für feuchte

Luft gefundenen Resultate auf den wirklichen Zustand der Luft zu beziehen. Diese

übi'igens leicht anzubringende Korrektion hat jedocli ihrer Kleinheit wegen keine Be-

deutung. Ein Beispiel soll dies näher erläutern: Nehmen wir an, daß die Temperatur
+ 23" C sei

,
und daß die Luft so trocken ist

,
daß sie nur O'ßß",, AVasserdampf bei

160 mt)i Barometerstand enthält. Setzen wir weiter voraus, daß die Luft bei der Ana-

lyse (d. h. mit Feuchtigkeit gesättigt) einen Kohlensäuregehalt von 04" „ gegeben hat.

Der tatsächliche Kohlensäuregehalt ergibt sich aus der Gleichung :

X : (100
—

0-6G) = 004 : 100,

X = 0039736.

Der Aualysenwert ist daher um 00002G4 zu hoch.

Bei jedem Versuche sind drei Operationen auszuführen.

1. Luft wii'd von außen durch c geschöpft und in A gemessen, indem
das Quecksilberniveau durch Schraube e im Skalenrohre A' auf den Xull-

strich eingesteht wird. Der obere engere Teil der Skala, wo jeder Strich

Vioooo des Volumens der Meßpipette angibt, wird bei Analysen von atmo-

sphärischer oder gewöhnlicher Zimmerluft benutzt, wo der Kohlensäure-

gehalt nicht mehr als höchstens 0-4''/o beträgt. Bei Analysen von sehr

verunreinigter Luft bedient man sich des unteren Teiles des Skalenrohres,
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WO jedes Teilstiick Vioon des ^rw/.qu Voluinons ant,nl)t. llri (I«m- NOIuiiiIm-

stimmuiii;' niüsseii die Hähne .V, //, A, <\ d f^cschlosson, n oftVii sein.

2. Die Häliiio d mid h werden j^eöffnet. n wird }j:eschlo.ssen und die

Luft von A in B üher^etiiliit. Nach ein oder zwei Minuten ist die Kohicti-

säiire absorbiert und die Lnt't kann nach A /nnick^^M'iiihrt wcnhMi: l> wird

geschlossen und a lieöffnet.

3. Das Quecksilberniveau in .1 wiid so ciniicstellt. dal. der index in K
seine normale Lage wieder einnininit. Die N'olnnivennindcrnnir wird in A'

abgelesen.

Durch Einnehmen von Wasser in A von c an> können \'erunreini-

gungeu leicht entfernt werden.

h) Tlgerstedt nnd Sonden l)eschreil)en ihi-e im l'rinzi|i irjeiclie Me-
thodik, die sie bei ihren liespirationsvei-snclien verwendet haben. folLM-n-

dermaijen'j:

„Versteht man unter ..relativem Druck" den Drnck «-inei- gcwis.'^en

Gasmasse, verglichen mit dem Drucke einer gewissen anderen, so kann,
wie bekannt, das von Petterson angegebene riinzip so ausgedrückt werden,
daß man die Analyse unter konstanten relativem Druck ausführt. Ks

geschieht dies dadurch:

1. Daß das zu analysierende (las (Luft) während der ganzen l'ntor-

suchung von der äußeren atmosphärischen Luft al)geschlossen ist. .XndeniuL'en

in dem Barometerstand bleiben dann natürlich ohne Kinfluß.

2. Daß das Analysengefäß durch ein sehr emi)findliches Diffeicntial-

manometer mit einem anderen (iefäß (Kompensaton in Writinduni: steht.

Jede einseitige Änderung des Druckes in dem einen (Jefäße wird an der

Flüssigkeit des Differentialmanometers .sichti)ar. und nur wenn der hruck

(d. h. der relative Druck) in beiden Clefäßen gleich ist. bleii)t die Klüssig-

keit unverändert ruhig. Stehen die beiden (Jefäße in einem gemeinsamen

großen Wasserbehälter, des.sen Flüssigkeit in stetiger Ilewcgung Lichalten

wird, damit die Temperatur überall gleichförmig sei. so wird der relative

Druck von Änderungen der Temperatur iniabhängig. Knthalten schließlich

die beiden Gefäße ein wenig Wasser, so sättigt sich die Luft bei der

waltenden Temperatur mit Feuchtigkeit.

Durch Absorption eines gewis.sen Lestandteiles der Luft wird das

(deichgewicht gestört und kann nur durch \ermin(len'.nir <h's einen (la.s-

volumens (in der Pipette //) oder Ausdehnung des anderen (in /) wieder

hergestellt werden. Diese Verminderung bzw. Ausdehnuiii,' ist dann ein .sehr

genaues Maß des absorbierten Gas(|uantums.

Fig. 194 zeigt die Anordnung des Apparates zur l\ohien>;iurebe-

stimmung der Luft. Im (dasbehälter (^ stehen die (Jlaspipetten /und //.

alle beide von der nämlichen Größe imd womöglich auch von der näm-

lichen Glasstärke. Dieselben sind mit Ililt'e von (^Mieck<ill>er u'-enau ire-

') K. Sondrn und H. Ti<icrstr<lt, riitorsiicliiui'rou (ll)or tlio Rospiration und den

Gesamtstoffwechsel des Menschen. Skand. .Virh. Bd. ü. Scp.-.\bdr. S. lOff. (lSi).'>).
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I

Fiff. 194.

_J»».- vn

aicht und mit genau kalibrierten Röhren („0—4" und „4—0") versehen.

Nach oben setzen sich die Pipetten in die Kapillaren III und IV fort, die
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durch die Dreiweghähno I'und 17 oiitwodcr mit dem Diff.TciitialmaiunncU'r

VII oder durch A7 bzw. A7/ mit (hn- itiiliorcii Ijift in VcrhiiKhinj,'

gesetzt werden können. Das Differentiahnanonictor 17/ enthalt ein cinzif^e.s

Tröpfchen Ol, das die Röhre in einer Länge von J :\ mm füllt. Auch die

kleinste Änderung des Druckes an der einen oder andi^vn Seite von
diesem ..Index" bewirkt bei ihm eine liewegunt:. Stehen die beiileii Seiten

des Index mit /und //in freier (Jaskommunikation. so bleibt der Tropfen
nur dann ruhig stehen, wenn der Druck in / und // völlig- ^deirh ist.

Absorbiert man — durch Einführung der Luft in das Alisctrptionsu'efäß A'

(durch den Hahn 17//) — die Kohlensäure, so entsteht, wenn man die

jetzt zurückbleibende Luft wieder in // zurückführt und dieselbe auf das

Anfangsvolumen zurückbringt, ein gewisses Vakuum.
Das so gestörte Gleichgewicht zwischen dem in / und // existieren-

den Luftdruck kann in zweierlei Weise wieder hergestellt werden: entweder
durch Einführen von so viel Quecksilber in //, wie man Koldensänre weg-

genommen hat, oder durch Auslaufenlassen von so viel Quecksilber ans /.

daß die Luft dort gerade soviel verdünnt wird, wie sie es in // dnrch

Verschwinden der CO.^ bei unverändertem N'olumen geworden wäre.

Bezeichnet A das Volumen von / und B das Volumen von //. sind

weiter die eingeteilten Röhren an / und // mit der nämlichen Einteihing

versehen, so wird die Beziehung zwischen der \'olumenverminderung in //

(d.h. dem wirklichen Kohlensäuregehalt der analysierten Luft — xi nnd der

entsprechenden Volumenvergrößerung in I(=y.) durch folgende (ileichung

dargestellt:
B— X A 7.B

woraus: x =
B A + x A + a

Die Einteilung ist so hergestellt i), daß jederjlauptteil (( 1. 1
—2

usw.) =r Viooo des Volumens von dem Xullstriche bis zu dem Hahne der

betreffenden Pipette ausmacht. Der Haui)tteil ist weiter in iT) kleinere irra-

duiert. von denen also jeder V25000 ^l^'"^ Pipettenvolumens entspricht. Dnrch

Schätzung kann man bis zu V2500001 fl- h. 0-000004 oder 0-004''/oo kommen.
Der größte Kohlensäuregehalt, der mit dem Api)arate bestimmt werden

kann, ist 7"97Voo, d. h. bei Anwendung der Pipette // allein 47oo und bei

Fortsetzung mit der Pipette / noch ."»-VlTVoo f'«'^'^"-

Die Pipette // steht nach unten durch das mii Tuch nmkleidete

Schlauchstückchen A7// mit dem Hahne A/L, dieser dnrch den mit Draht

umwickelten Schlauch AT mit dem (Jnmmigefäli AI7 in N'erbindnn^-.

Die Pipette / ist unten mit einem ebenfalls mit Tuch nmkleideten (ininmi-

beutel (XVII) versehen. Sowohl das Gefäß XVI als der Beutel XVII
enthalten Quecksilber. Zur letzten, feinsten Einstelluni,' des Quecksilbers

in den betreffenden Röhren dienen zwei Qnetschschranben (»/, nnd ;;»j.

*) Bequemer wäre os gewesen, wenn man lu-i .\nfertigiing ili>s Apparates ilit* Ein-

teilung so gemacht hätte, daß diese Rechnung üherfHlssig geworden wäre. Die Teil-

striche an der Kompensatorröhre kommen dann aber natürlirii nicht in gleichen Al>stand

voneinander.

Abderhalden, Handbuch der biochemischen ArbeiMraethoden. III. 39
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auf der Zeichnung (Fig. 194) nur mit Strichen markiert). Statt dieser

Schläuche mit ihren Quetschschrauben wurden später Mikrometerschrauben

angewandt, die in die Quecksilbermasse hineingeschraubt werden, unge-
fähr wie bei den Eeichert&chen Therraoregulatoren. Dadurch erhält man
ein viel schnelleres und sichereres Einstellen. Zur Einstellung des Index

ist die Röhre VII mit einer (willkürlichen) Einteilung versehen.

Alle Volumenbestimmungen sind von Sonden und Tigerstedt selbst

durch Auswägen mit Quecksilber gemacht , wobei die einzelnen Teile des

Apparates nicht aus den Augen gelassen wurden, ehe alle notwendigen
IMarken eingeätzt waren. Bei der Anfertigung eines Präzisionsapparates
von dieser Art ist es nicht erlaubt, sich auf andere — sei es noch so

geschickte Instrumentenmacher — zu verlassen ! Als Maßeinheit wurde

das Volumen von lg reinem Quecksilber liei -flS" C gewählt. Die Pipetten

fassen etwa 1000 dergleichen Volumeneinheiten. Welches absolute Volumen
die Pipette enthält, ist übrigens gleichgültig, wenn nur die Beziehung
zwischen der Pipette und der Skala richtig ist.

Das Stativ des Apparates ist aus vernickeltem Messing und steht

auf einer Mahagonischeibe. Die in dem (ilasgefäß Q enthaltene Wassermasse

Avird durch eingepreßte Luft in stetiger Bewegung gehalten.

Die Analyse wird in folgender Weise ausgeführt: Man sieht zuerst

nach , ob in den Pipetten etwas Wasser — zum Anfeuchten der Luft —
über dem Quecksilber ist, weiter, ob die zur Absorption der Kohlensäure

dienende Lauge im Kapillarrohre des Absorptionsgefäßes X an der Marke (a)

steht; wo nicht, bringt man sie genau dahin. Die Probe wird nun durch

Senken des Quecksilberbehälters XVI und Öffnen der betreffenden Hähne

entweder direkt aus der Luftleitung eines Eespirationskastens oder aus einem

Behälter hereingenommen, wobei die Vorsicht gebietet, die Kapillaren mit der

zu analysierenden Luft zuerst auszuwaschen. Nach Absperrung der betreffen-

den Hähne ist es wünschensw'ert, daß ein gelinder Überdruck in der Pipette II

vorhanden ist. Läßt man nun durch den einen Weg des Hahnes V diesen

Luftüberschuß austreten, so erhält man in der Pipette II Atmosphären-

druck, ohne Gefahr zu laufen, irgend welche fremde Luft durch die sehr

engen Kapillaren hereinzubekommen. Jetzt wird (durch den Hahn VI) die

Pipette I ebenfalls mit der Außenluft in Verbindung gesetzt. Die Skala

wird in // auf 0, in I auf etwa 0'5 eingestellt. Nun wird das Indexrohr (VII)

duixh die Hähne ]'/ und F je mit der Pipette I und II verbunden, die

zu der Pipette II gehörende Skala auf gesteht, weiter auch der Index,

wenn er nicht schon auf steht, mit Hilfe der Quetschschraube (Mikro-

meterschraube) m^ auf (d.h. so, daß der Nuhstrich den Index in zwei

Hälften teilt) eingeteilt. Man hat nun nachzusehen, ob sich die Einstellungen

im Laufe einer Minute ändern. Sobald dies nicht der Fall ist, zeichnet

man die Ablesung der Skala / an und geht weiter. Der Hahn V wrd nun

nach allen Seiten hin geschlossen, der Hahn Vlll aber geöffnet; die Luft

dann aus II ins Absorptionsgefäß A' hineingetrieben, wieder in // zurück-

gebracht, dasselbe nochmals wiederholt; nun wird das Niveau der Lauge
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an der Marke
(jx) eingestellt, der Hahn 17// ^M-schlosseii und der Halm 1'

geöffnet. Hat sich die Einstellung des Quecksilherniveaus in / geändert,

wird es in die Anfangslage /urik-kgehracht. Mit lliltV <l<'i- <,)u('ts('hschraul>e

(Mikrometerschraube) w., wird nun das Quecksillxu- in // so gestellt. daÜ

der Index auf bleibt und dann abgelesen. Ist der Kohleiisiluregchalt über

4"/oo, so kann der Index nicht mit Hilfe der Skala // allein auf (» gebracht

werden, sondern man mul) dann mit der Skala / fortsetzen, d. h. das (^iieck-

silberniveau in / so weit senken, bis der Index auf () zurückkehrt. Nach

der genannten Formel wird dann das Resultat ausgerechnet. Nach beendigter

Analyse treibt man die Luftprobe durch Quecksilber aus.

Wie bei jeder an einem feuchten Gase vorgenommenen Absorption.s-

analyse erhält man Resultate, die sich auf Trockenheit beziehen. Wo es

aber wie hier auf ein genaues Berechnen des absoluten Kohlensäure-

gehaltes der Luft ankommt, mui.5 man eine Korrektion für den Kinflul) des

in der Probe zunächst vorhanden gewesenen Wasserdampfes anbringen. —
Wird der durch Analyse gefundene Kohlensäuregehalt mit ^ bezeichnet, der

korrigierte mit ßc, der Feuchtigkeitsdruck der Kammerluft mit p und der

Barometerstand mit B, so gilt folgende Gleichung:

ßc = ß[l-^].

Da die Größe ^^^ klein ist, so kann für viele Fälle (stets, wenn das
B

W^asser nicht bestimmt werden soll) eine approximative Bestimmung von

p ausreichen.

Die Genauigkeit der Pe^^crso«-Methode.

a) Nach Tigerstedt-Sondni.

Auf Grund ihrer L'ntersuchungen über den Kohlensäuregehalt der

atmosphärischen Luft äußert Pahnqvist^): „Die Differenz zwischen zwei

Analysen derselben Luft übersteigt selten ein Hunderttausendstel des ganzen

^'olumens.'• Tigerstedt und Sonden haben die von FalDxjrist angeführten,

aus o07 doppelt gemachten Proben erhaltenen Ziffern mit Hilfe der kleinsten

Quadratmethode näher geprüft, wobei der wahrschiMuliche Fehler jeder ein-

zelnen Bestimmung (p)
= 0-00000»U wird. Fm ihre eigene .Vrbeit zu kon-

trollieren, machten sie nach Ausführung von \'2i\ do|»pi'lt iremachten Analysen

die gleiche Berechnung, wol)ei ein wahrscheinlicher Fehler — (XHHMHKvi

erhalten wurde (0-0063 pro Mille). Diese Ziffer gilt, wenn die beiden Luft-

proben aus einem Glasbehälter genommen waren. ISei Proben, welche so

gleichzeitig wie möglich aus der gleichen Leitung geholt waren wobei

Mangel an Homogenität der Luft und andere Faktoren von Bedeutung

waren — wurde der wahrscheinliche Fehler (aus ('»li (l(>|»p(>lten Proben be-

rechnet) = 0-0000087 (= 0-0087 pro Mille).

')
A. Palmqvist, Bib. Kgl. Sv. Vet. Akail. Ilamll. \>>d IS \U. II. Nr. 2. S. h.

;v.i
'
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Es wäre ja denkbar, daß die Methode /war übereinstimmende liesiil-

tate gäbe, jedoch mit irgend einem konstanten Fehler behaftet sei. Ein

solcher würde sich jedoch bei den Kontrollversuchen bemerkbar gemacht

haben, was nicht der Fall gewesen ist. Die Methode mit Hilfe einer

anderen zu probieren, hat deswegen keinen Sinn, weil es keine andere

Methode gibt, die hinlänghche Genauigkeit darbietet, i)

b) Nach Petterson-Palmqvist.

Folgende Tabelle 2) enthält einige vergleichende Bestimmungen, welche

gleichzeitig mit denselben Luftproben angestellt wurden: 1. mit dem be-

schriebenen Apparate ,
2. mit dem von Sonden und 3. nach Pettenkofers

Methode. ,,Es verdient bemerkt zu werden, daß die Luft bei solchen ver-

gleichenden Analysen, wenn sie wirklich auf 0-01 "/o genaue Resultate er-

gel^en sollen, nicht ohne weiteres aus dem Zimmer geschöpft werden darf,

weil die Zimmerluft nicht immer homogen genug ist. Die Luftproben müssen

aus in besonderen Reservoiren abgesperrten Luftmengen genommen werden."

Versuchsse rien

Kohlensänrebestim-

mung mit dem

tragbaren Apparate

Petterson-Pnlmqvist

Frozen t

Kohlensäurebestim-

mung mit Sonddns

Apparat

Prozent

Kohlensäurebestim-

mung nach Petten-

kofer

la)

1))

IIa)

b)

nia)
b)

c)

IV a)

b)

c)

Va)
b)

Via)

003
003
0-46

0-45

0195
0-20r)

0-21

0-23

0-225

0-22

008
007
017

0041
0038
0-4(J3

0-211

0-206

0-210

0-227

0-223

0077

0170

Pr DZ en t

0-22

0-21

0-23

0-23

010
0-09

II. Nach dem Thermobarometerprinzip

im Apparat von Zuntz-Geppert.

Die Genauigkeit beträgt zunächst 0-m cm^, nach einiger Einübung

bis O'Ol cm3 bei Verwendung von 100 cm^.^)

') 0. Petterson, Luftanalyse nach einem neuen Prinzip. Zeitschr. f. anal. Cliem.

Bd. 25. S. 477 (1896).

^) Hempel, Gasanalyse. S. 313.

3) A. Durig, Aufnahme und Verbrauch von Sauerstoff. Arch. (Anat. u.) Physiol.

1903. Suppl. S.220.
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III. Barytmethode

a) nach Saussio-i-^). inndifizicit von Hcssr'^).

Diese von Fcttcnkofer Ix'i seinen IJcspirationsvorsuchen licnut/tr
Methode beruht auf der Absorption der Kohlensäure durch l'.aryurnhvdrat-
lösung' und Feststelhinii- des F.aiTuiniiberschusses.

Man hält einen IJaHon mit konzentrierter IJarvtlautre vorrätig' (1 /.•</

I5a(0H)o + öO(^BaCl., auf4— :)/y/ A(|.(h'st.) (Lüsiuilt K). .le nach Verbrauch
wird das AVasser, so lange noch ungelöste Suiistanz voih.-nKh-n. wieder
ergänzt.

Aus Lösung K stellt man in einer nn-hrere Liter fassenden Flasche
mit doppelt durchbohrtem Stopfen eine verdünntere Lösung V her: ao nn^K
auf 1 l Aq. dest. Direkt wird A' gemacht
aus 1-7/7 ("ines Oemisches von 20 Teilen

Da (OH)., und 1 Teil 15a C'l, auf 11 Aq.
dest. In der einen l)oliruug der Flasche

befindet sich ein bis zum lioden reichen-

des U-förmiges Heberrohr, in der anderen
ein kurz unter dem Stopfen endendes

Dohr, durch das die Luft durch ein mit

konzentrierter Kalilauge und Bimsstein-

stiickchen gefülltes Absorption skölbclien

eintritt.

Außerordentlich empfelilenswert ist

folgende Anordnung (Fig. 195):
In einer 1 oder mehrere Liter fassen-

den Tro?^/;fschen Flasche A steckt ein bis

zum Boden führendes Bohi-. welches über

dem Stopfen in eine (Jlashahnbiirette ('

mit automatischer Nulleinstelhing ausmün-
det. Durch den anderen Stopfen geht kurz

unter ihm endend ein (ilasrohr, welches

durch ein oder mehrere Absorptionsgefälje F'b- i»^.

mit Kalistangen oder Natronkalk (ß) die

Kommunikation mit der Außenluft vermittelt. Die Ihirette ist oben gegen
dieAußenluft durch ein Xatronkalkrohr />' abgeschlossen. Man preßt vermittelst

eines Doppelgebläses Z>. das an die äußere (")ffnung des Natronkalkturmes

gesetzt wird, die Barvtlösung in der Hürette in die llölie. Sie läuft, wenn
die Nullstellung überschritten ist, von sell)st wieder ztu-iick. So ist die Kin-

stellung, ohne daß die Lösung mit kohlensäundialtiger Luft in Berührung
kommt, sehr leicht. Titriert wird mit einer o.xalsäurelösuug. die r)G;V2r) 7

1) Poggendorfs Ann. d. Tliys. B<1. 19. S. 391.

^) W. Ilcffsr , AnloitiiniT zur Hpstininiiinij dor Kohlonsiiurc in der l.iift. Viortol-

jahisschr. f. gerichtl. Med. N. F. Bd. :^1. S. 2.
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kristallisierte Oxalsäure auf 1 l enthält (1 cm^ = 1 an' CO,) und mit

Phenolphtalein (1 aus 250 Alkohol) als Indikator.

Gewinnung der Luftproben:

Ausgewogene Flaschen von 500—750 cm^ Inhalt mit doppelt durch-

bohrtem Gummistopfen werden am Untersuchungsort mit Wasser von

Raumtemperatur gefüllt, entleert und mit destilliertem Wasser nachgespült

(Atemluft !).
Die Temperatur und der Barometerstand werden notiert. In

die eine Bohrung des Flaschenstopfens steckt man eine 10 cwi^-Pipette,

die mit Lösung Y gefüllt ist. Man setzt den Stopfen auf, läßt die Flüssigkeit

auslaufen und verstopft nach Entfernen der Pipette diese Öffnung sowie

die zweite Öffnung luftdicht durch Gummischlauch und Glasstäbchen.

Es werden immer gleichzeitig zwei verschieden große Proben in Unter-

suchung genommen, bisweilen umgeschwenkt, einige Zeit stehen gelassen

und titriert.

Titration: Man titriert zunächst das Barytwasser am besten so,

daß man in ein 50 cm^-Kölbchen die etwa erforderliche Menge der Oxal-

säure gibt, 10 cm^ Lösung V hinzufügt und unter Phenolphtaleinzusatz zu

Ende titriert. So verhindert man die Absorption von COg aus der Umgebungs-
luft Avährend der Bestimmung. Dann ersetzt man den einen Glasstab durch

die tief hineingeführte Spitze einer mit der aufs zehnfache verdünnten,

titrierten Oxalsäurelösung gefüllten Bürette und läßt nach Phenolphtalein-

zusatz unter zeitweiser Aufhebung des Überdrucks durch Lüften des Glas-

stäbchens die Säure langsam einfUeßen, bis Entfärbung die vollständige

Neutralisation anzeigt. In 15—30 Minuten hat man 2 Bestimmungen aus-

geführt und berechnet.

Genauigkeit (siehe vorher Tab. S. ()10): Je größere Proben

analysiert werden, desto größer ist natürlich die Genauigkeit. So

müssen bei unverdorbener frischer Luft Proben von ^
^ bis 1 / verwendet

werden.

Beispiel: Probe = 223 cm\ t — 19", Bar. = 739 nmi, Titer 11-5 für

10 cm^ Barytwasser. Verbrauchte Oxalsäure 6"2 cm\ Also 11'5 — 6"2 = 5"3 cm^

Oxalsäure weniger zur Neutralisation nötig gewesen = 0"53 cni^ COg,

(223
—

10) 1000 , ,^ , j . ,^—
^:-ir-^
—- =

,
X = 2'49 cni^ (unreduziert).

Meist reduziert man die Luft zuvor auf 0" und 160mm (siehe Tab. i?,

S. 590).

Handelt es sich darum, nach dem gleichen Prinzip den Kolilensäure-

gehalt eines zirkulierenden Luftstroms zu bestimmen, wie dies bei Re-

spirationsversuchen notwendig ist, so läßt man die Luft durch ein oder

mehrere Pettenkqfersche (Fig. 196) oder Winklcrsche (Fig. 197) Absorptions-
röhren streichen, die mit PeZi^o^schen oder Beiset&chen Absorptionsapparaten

(s. Fig. 212) kombiniert sind. Die Titration geschieht wie oben.
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h) Nach 0. Warbtmi. '

)

Heißes Barytwasser ahsorl)i(M-t V(K schneller als kaltem. Man kann
daher in der Wärme die Schicht im Ahsorptiongefiili verkürzen niid '/ho
Normal- statt '/jo Normalharvtwasser nehmen.

Fig. 198 a zeigt eine fo/Z/orf/sehe Vorlage ans Jenaer Ojas mit Zn-

leitiingsrohr «, Ableitungsrohr 6. An b sitzt eine Doppelkngel. von der die
kleinere 2ö cm^ faßt. In dem Cnmmistopfen des Kolhens sitzen die kapil-
laren spitzen Enden zweier Büretten, die durch Schlauchverltinduntr und
Glashähne mit Vorsatzflaschen verbunden sind. Nach aulicn sind Büretten
und Flaschen durch Natronkalkröhren abgeschlossen (.s. Fig. 1 98 i ). In den
Flaschen ist Vio Normal-HCi, mit ausgekochtem Wasser lOfach verdünnt
und mit Phenolphtalein versetzt, und Barytwasser (1 cm

s —
i-;jr;;?ä"/,o„ HCl).

FiR. 197.

Fig. 196.

Analyse: Entweder durch einen Tropftrichter, der in dem (Jummi-

stopfen des Fraktionierkolbens i*'(Fig. I98A) steckt, oder aus einer Bürette,

die durch Hahn mit dem die zu analysierende Lösung enthaltenden Kolben

in Verbindung steht ,
wird die COo-haltige Flüssigkeit in F in der KiUte

einfließen gelassen. Zuvor hat man in F etwas verdünnte Schwefelsäure

1 Stunde im CO.,-freien Luftstrom gekocht und erkalten lassen. Der Luft-

strom hat eine Kaliflasche und ein breites, etwa 1 m langes Natronkalk-

rohr passiert, er tritt durch h ein. In die N'orlage wird Barytwasser aus

der Bürette einfließen gelassen und die \'()rlage in^Wasser von HO'' ge-

stellt. Dann erhitzt man in etwa •_'() .Minuten F zum Sieden und leitet

unter Regulierung des (Jasstroms zuerst lantisani, dann schneller {;! l pro

1) 0. Warhury, Maßaiialytisclie Bcstimimiii^' kleiner LU,-MfUgi-ii. Zcit-.-lir f

physiol. Chemie. Bd. 61. S. 261 (1909).
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Stunde) etwa 45 Minuten) lang Luft hindurch. Darauf wird das Absorp-

tionsgefäß abgekühlt auf Zimmertemperatur, die bisher geschlossene Klemme A-

geöffnet und unter Schütteln titriert. Wenn Phenolphtalein fast entfärbt

die Kugeln und spült sie
ist, wird k geschlossen, die Lösung
aus. Man öffnet h wieder und titnert

auf Hellgelb ist auf O"! crn^ genau.

steigt

zu

m
Ende, Der Umschlag von Eosa

Fig. 198 o. Fig. 198 6.

AVill man die von einem Tier abgegebene CO, bestimmen, so kann

man den Absorptionskolben direkt an den Respirationskasten anschließen.

Genauigkeit: Ablesungsfehler Q-'2cm^ ""Ixqo HCl.

1—2 mg CO., können mit 4^5Vo Fehler bestimmt werden.

Die Genauigkeit ist unabhängig von der zu analysierenden Luftmenge.

Titerstellung: In COa-fi'eiem Luftstrom (l'S ^ pro Stunde) und bei

etwa gleicher Verdünnung wie bei der Analyse.

IV. Gewichtsanalyse durch Bestimmung des Gewichtsverlustes nach

vorheriger vollkommener Trocknung des Gases oder der Gewichtszunahme
einer zuvor gewogenen Absorptionslösung.

(Siehe Elemeutaranalyse, dieses Handbuch, Bd. I, S. 290. )

L Kohlensäurebestimmung in kleinen Gasmengen.

1. Nach Bunsen-Geppert (siehe Blutgasanalyse: S. 673).

Für Kohlensäureanalysen in kleinen Gasmengen ist diese an sich

schon unbequeme Methode auch relativ ungenau, da man wegen der starken

Löslichkeit von Kohlensäure in Wasser die erste Ablesung über Queck-
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Silber ohne Flüssigkeitsmoniskiis inaclicn iiiiiii und iliinh Itini-liltlaM-n von

Exspirationslnft durch das Eudionu^tcr lioüt. volle Wasscrdaniiiftonsinn zn

erzielen, was doch nicht immer erzielt wird, wiiiii-eiid im llaronieterrohr

mit Wassermeniskus volle Wasserdampftension ^'Cf^cben ist.

So sah Gvppert^) sogar bei N'erwendung von etwa GS-.') rw»' (las

und je viermaliger Kontrolle der Al)lesung-, wenn ci- einen Tropfen Wasser

auf dem <,»>uecksilber beließ und nicht die ganze Wand mit Wasser voll-

kommen beschlagen aussah, sondern einige Stellen schwach oder nicht

bedeckt waren, einen Fehler in der (Jasabinessung von 0'()74 cm^ ^= etwa

OlP/o des Gasvolumens. Die zweite Ablesung geschieht nach Kinliringcn

von Kalilauge, und man ist .selbst bei verdünnter Lauge (spez. (lew. UMi)

nach 1 Tage Stehen, nur wenn man vor der Ablesung kriiftig schüttelt,

sicher, daß noch volle Wasserdampfspannung herrscht. Andrerseits ist man.

wenn man bald nach Zufuhr der Lauge abliest, bei ('( ).j-reichen (iemcngcn

im Zweifel, ob die Absorption vollendet ist. So fanden Zuntc, L'hiiiunn

und Hagemann (1. c. S. ;i4) bei 4Vo Lauge und ca. ^VsVo ^'<>2 di<^ Absorption

erst nach 24 Stunden vollendet, wenn man mehrmals kriiftig geschüttelt

hatte. Ganz sicher geht man, wenn man. wie schon auf S. öSO erwiihiit.

den unteren Teil des Eudiometers erwärmt, den oberen abkühlt. I>ann hat

man in dem ganzen Rohr Wasserbeschlag.

Beispiel'") für Änderung der H.J)-Tonsion diirdi I'infiihren von

Kalilauge
Eudiometer 18 mvi EudiomelerlO mm

Wasserstoffgas-Ablesung über , ^^jcm-' cm

Hg feucht (Wassorheschlag) .")7-254 24-l(X)

Sofort nach KOH-Einfüllung
— 24-108

1 Tag ., ,.
57-23r) 24105

2 Tage „ . 57- 172 24nyn

3 .. „ „ •')7 lOS 2408C.

4 ., ., „ 571().T 24-OH3

Es bedingt also selbst die verdünnte Lauge durch Austrocknung und

Änderung der Wasserdampftension nach 1 Tag Fehler von 004"' V Hei

kleinen Gasmei.gen wird der prozentische Fehler natürlich entsprechend

höher. Verwendet man die Geppertsche Methode, so muß man für die

COo-Bestiinmung so schnell nach Eintullung verdünnter (I i Lauge ablesen,

daß Austrocknung voraussichtlich vermieden ist.

Es gelingt ceteris paribus in weiten Eudiouietern (1S>»>») leichter,

volle Wasserdampftension herzustellen, als in engen (lo \2 iunn. ein

l'ehler. der bei dem leicht diffundierenden Wasserstoff des neis|)iels noch

erheblich weniger hervortritt als bei Luft und ähnlichen Gemi.'^i'hen. Die

Folgen mangelhafter Reinigung (unvollkommener W andbenetzungi .-iiid in

weiten Eudiometern auch sehr viel weniger bemerkbar als in engen Röhren.

Man soll also mit einem vorher sorgfältig gereinigten, relativ weiten Endio-

M Geppert, Gasanalyse, S. 70. Versuch 1 .(. Si

2) Eheuda. S. 88.
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meter unter geringem Druck (kleine (rasmenge) und bei recht vollkommenen

Wandbenetzung analysieren.

Fig. 199.

2. Nach Petterson-Tohiesen^) (siehe Fig. 199): Die abgebildete^Form
hat eine Kali- und eine Öa-Absorptionspipette. Bürette B faßt 35 cw?».

') F. Tohiesen, Skand. Arch. f. Physiol. Bd. 6. S. 273 (1895).

I
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Thennoharometei- L -JO an\ //ist ein Schwuiizhaliii zur Kinnalmif der

Gasprobe.

3. Nach Fetterson-Hdldane (siehe Fi^-. I'.IO, S. oHT): Diese Aiiordiiiiiij;

lallt, wie erwähnt, eine recht genaue, einfache Einstellung der (ias-

voinmina zu und kann in verschiedenen Formen lierirestellt werden , je

nachdem man den Apparat transj^rtahel. nur für i.iift- und (irulu-uiras-

analysen (Fig. 200) im Bergwerk oder Caisson oder fest aufgestellt im Fabo-

Cleciric La" i.

Fig. 200.

ratorium für verschiedene Gasgemische benutzen will. Im letzten Fall wird

es nach beifolgender Skizze (Fig. 201) aufgestellt. Für Luftanaly.^eii mit

wenig Kohlensäuregehalt besitzt das Mellrobr die lange gerade I-orm wie

in Fig. 201, für Gasgemische mit hohem Kohlensäuregehalt eine ausgebauchte

Form mit V4o-'i'eilung wie in Fig. 200.

Beispiele :

L Gasprobe cm^
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Fig. 201.

Die Ablesungen stimmen bis auf O'OOl cm^ bei wiederholtem Über-

führen in die Kaliabsorptionspipette.
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11. l>ei 4 Parallell)estiiimimii;('ii von Liii't t.ni.l lluhhiuc (»O-i.'). mvM).
0-0n5. (YOm^'n Kohlensiiuiv.

III. IVstiinmuiii>eii im I)ors:werk (Hd/doir):

Probe Stickstoff »0 Kohlensäure«',, Ort der l'r«l.....|itnahin..

I
1 ^"'G 12-4 Ein Rdrkstrom.

^- ^''•^ l-"7 Dicscilic Mine. Ilaiiptnlckstronj.
f
3 93 2 6-8 Wii- 1 zu anderer Zeit.

1 i W^ Ö-7 .. 2 .. „

IV. (uLibeDgase auf Flaschen {j^efiillt. im i.aboratoriiim aiiaivsicrt :

CO.,

0/
CO
H .

X

l-'lasclir 1
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Mau versenkt, entfernt durch einen Ruck H und öffnet so die Flasche;

das Wasser drängt durch Rohr G ein. Luft entweicht durch die zweite

Bohrung.

Bis etwa 100 m Tiefe kann man so vorgehen. In größerer Tiefe soll

die Flasche, mit Benzin gefüllt bei nicht fest schließendem Stopfen ver-

senkt AVerden.

3.1) (Fig. 203.) An der hohlen Krücke Z eines als Spazierstock aus-

gebildeten, innen zum Teil hohlen Stabes S befestigt man ein Glasrohr

mit einer seitlichen Öffnung und an ihm mittelst Gummiringes g einen

100 cwi^-Kolben F und mittelst Gummistopfens p einen Trichter T, der

bis zum Boden des Kolbens geht. Taucht man 1 m tief unter Wasser, so

füllt sich F von T aus. die Luft geht

durch das weite Glasrohr, ii. /heraus.

Die gefüllten Kölbchen werden

durch Stopfen mit Glasstab luftfrei

und gasdicht verschlossen trans-

portiert.

Für die LTntersuchung von

Brunnenwässern-) muß der

Brunnen unmittelbar vorher min-

destens 20 Minuten lang gleich-

mäßig und langsam abgepumpt
werden, bei Kesselbrunnen darf das

ausgepumpte Wasser nicht wieder

zurückfließen und das i\.bpumpen

bis zur Erschöpfung ist zu ver-

meiden. Enthält der Brunnen wenig
Wasser oder ist kurz zuvor schon

eine größere Menge Wasser ab-

gepumpt, kann die Zeitdauer be-

/\
M—^^saim

l^ -j^^M schränkt werden. Bei Wasserlei-

tungen muß das Wasser unmittel-

bar vor der Entnahme mindestens

20 Minuten lang abgelaufen sein.

Bei Prüfung von Schmutzwässem einer Kanalisationsanlage muß

man, da der Strom bei städtischen Anlagen des Nachts nur schwach und

mäßig verunreinigt ist, in den Morgenstunden mit Zunahme des Schmutz-

gehalts stark anschwillt, zum Mittag das Maximum erreicht und zum Abend

wieder abnimmt, stündlich oder zweistündlich Proben entnehmen.

--'-3

Fig. 202. Fig. 208.

*) C. Weigelt, Entnahme und Untersuchung der Abwässer. Verlag des Deutschen

Fischerei-Vereins. Berlin 1900. S. 29.

2) K. Farnsteiner, P. Buttenberg und 0. Korn, Leitfaden der chemischen Unter-

suchung von Abwasser. R. Oldenbourgs Verlag 1902.
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Bei Untersiuhiuin stcliciKlfn Wassers stellt in.iii »-iit weder, wenn
mü<^Iich (lurch Mischen eine Diirclisclinittsprohe her oder entnimmt hei

Teichen u.a. ^enügen(h' l'rohen teil< von (Ut Oheii'hiche, teils aus tieferen
Schichten und vermischt sie.

h) Bestinnnunii' der Kohlensaure.

1. Gehundene Kohlensäure.

a) Man versetzt 100 200 cw» Wasser mit I l> Tropten Methvl-

orangelösung- und fügt so lange /;-Scliwefelsäure hin/.u. bis die gelhlidie
Farbe in Rot übergeht. Jedes Kubik/entinieter entsju-icht '1-2 mrf CO.... Sind
außerdem andere schwache Säuren in dem Wassej- vorhanden, so gibt
diese Bestimmung natürlich zu hohe Werte. Man muH dann die Kohlen-
säure austreiben und wägen, vorausgesetzt. daCi nicht noch andere l'liichtige

saure Produkte mit weggehen.

ß) Gewichtsverlustmethode: Durch Kntwicklung und \ Vrtreibiiii;i in

wasserfreiem Zustand.

Ohne näher hierauf einzugehen, sei an die bekannten .\p|)arate von

Fresenius-Will, Rose, Mohr und Ähnliclie erinnert.')

Y) Durch Al)sorption in wasserfreiem Zustand (Gewicht.szunahme-

methode).'^)

A'olumetrische Bestimmung (besonders auch Dir Co., in testen

Körpern).

Hier sei nur der Scheibler^che Kohlensäureapparat als besonders be-

([uem genannt: Durch den Stopfen einer mit eingeschliffenem (ilassto|)fen

versehenen Flasche geht ein Kapillarrohr, das durch kapillare Schlain-h-

leitung zu einer dünnwandigen Gummiblase führt. Diese liegt in einem

Gefäß, in dem die Volumveränderung des Blaseninhalts von einem scharf

anzeigenden Wassermanometer registi'iert werden kann. Man wätrt oder

füllt die Flüssigkeit oder auch feste Substanz in die Stöpseltlasche, stellt

ein Gläschen mit Salzsäure hinein, .schliebt den Stopfen luftdicht nn<l

notiert den Stand des Manometers bei völlig zusammengedrückter (iummi-

blase. Durch Umschütten der Salzsäure entwickelt man die Kohlensäure,

die in die Gummiblase strömt. Die Ausdehnung ist durch den veränderten

Stand des Manometers gegeben.

2. Freie Kohlensäure.

Quantitativ läßt sie sich durch Ivosolsäure (0-2 in l(K)cm3 HO« oij.'«'ni

Alkohol) naclnveisen. Die orangegelbe Lösung wird durch klares r>arvtwasser

bis zur eben eintretenden rötlichen Färbung neutralisi(>rt und vor Licht und

Luft geschützt aufbewahrt. ')— 10 Tropfen davon setzt man auf weiTior

Unterlage zu 50—100 nn' des Wassers. Lst freie Kohlensäure vorhanden.

*) Näheres siehe Mohrs Titriernicthndcn, S. 590 ff.

-) Siehe hei der Bosprechunj,' ilcr X'i'ilirenming organischer Körper, Kh^nenlar-

analjse. Bd. I dieses IIandl)iiclies.
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SO tritt (ielbfärbung- ein. Diese Probe ist nur beweiskräftig, wenn keine

anderen Säuren gleichzeitig im Wasser vorlianden sind. Ist nur Bikarbonat

oder Karbonat vorhanden, so wird das Wasser violettrot.

Quantitative Bestimmung nach TrilUch^):

Man füllt 200 cm'^ Wasser in eine Glasstöpselflasche von zirka 2ö0 ciu^

Inhalt mit weiter Öffnung, die bei 200 m^ eine Marke hat (nicht

schütteln), setzt 10 Tropfen Phenolphtaleinlösung und dann aus einer genau

geteilten Bürette Natronlauge hinzu, von der 1^ 0-9091^ chemisch reines

NaOH enthält, lan^ davon = lni(/ freier Kohlensäure. Auf weißer

Unterlage sieht man den Umschlag in Hot sehr deutlich. :Man wiederholt

die Titration, da durch das Schütteln immer etwas COo verloren geht,

indem man fast die gesamte Menge Lauge auf einmal zusetzt.

?). Freie und halbgebundene Kohlensäure.

In eine 200*7-Flasche bringt man45cw?3 Barytwasser und 5 cm» Barium-

chloridlösung (Neutral 1 zu 10) und setzt 150 cm» des Wassers hinzu, ver-

schließt mit Gummistopfen, schüttelt um und läßt 24 Stunden absetzen.

Man entnimmt bOcm^ der klaren Flüssigkeit und titriert mit f^^-Scliwefel-

säure. Ebenso bestimmt man den Titer der 45 cm^ Barytwasser.

Sind Magnesiumsalze vorhanden, so ist für jedes MiUigramui MgO
Vlrnc/ CO'i abzuziehen.

Beispiel: 45 cm^ Barytwasser = 48"0cm» -f^-HeSOi.

bOciu^ der klaren Lösung = 9-8ci»3 -"^-HoSO^.

Im Liter sind 12-Omg MgO. \ cm^ W-H2SO, = 2-2 mg COo. Es

sind 12-0 x M = 1^-2 mg CO2 pro Liter also abzurechnen. Das Wasser

enthält: 48— (4x9-8) = 8-8cw.3 ^-HoSO, = 19-36 w^ CO2 oder im Liter

19-.H6 X 1000
, ., ^ ,,. ^ 1

(da loO cm 3 verwendet waren)
—^ 13-2= llo-9w?fjr freie und

halbgebundene Kohlensäure.

Sauerstoffbestimmung.

A. Verhrennungsanaly^se (nur wenn keine anderen brenn-

baren Gase gleichzeitig vorhanden).

1. Mit Kupferspirale (nach Kreussler"^). Die Luft wird in eine ganz

luftleer gepumpte Kugel eingefüllt, der Druck durch ein sehr genaues

Quecksilbermanometer bestimmt. Dann wird der Sauerstoff in einem Kupfer-

eudiometer durch eine elektrisch zum (ilühen gebrachte Kupferspirale A-er-

brannt und der Picststickstoff volumetrisch nach der Abkühlung bestimmt.

Die Methode ist sehr genau, aber äußerst umständlich und für eine große Zahl

von Analysen zu langwierig.

*) Eminerich imd Trillich, Anleitung zu hygienischen Untersuchungen. 3. Aufl.

München 19Ü2. S. 120.

2) U. Kreussler, Der Sauerstoffgehalt der atmosphärischen Luft. Landw. Jahrb.

S. 305 (1885).
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Beispiel: Luft:

T. 20-904'", O, 11. 20-933''„ O, III. 20928»'„ O,
201)81.. .. 20-919., .,' 20-914 ..

20-9 1;5., .. 20-923,, „ 20-935 _

2. Durch FAplosion. Die thcoretischon (iniiMlIaf,'*'!! lur die iioi der
\ erhrennuuo- hreniiharor (iase auftrctondcn KrsclicinuiiL't'ii sind vdii Hunsm
genau onnittelt. Nach Bunsnis Xu^rnhon führt mau die Sauf'rstdfflx'.siimiiiunf;

in lanuen Eudiometorn aus. iu die ölten zwei dünne i'latindralite eiiifrc-

.schmolzen sind. Das von Kohlensäure (dui'ch Kinfiiliren einer Kaliku^el
oder Kalilauge) befreite Gasgemisch wird hei Anwesenheit grol'.er Sauer-

stoffmengen mit dem 3— lOfaclien, bei Anwesenheit geringer Sauerstoff-

mengen mit dem gleichen ^'olumen AVasserstoff ;.remischt und durch elek-

trische Zündung verpufft. Zu CO.^-freier Exsj)irati(>nsluft setzt man ('.(»bis

80% des Volumens Wasserstoff hinzu. Im (lemisch ist dann ;'.(>%, Knall-

gas. Als Stromquelle dient ein Bunsenelement un<l ein /»'<///J.-o;-//s(her

Funkeninduktionsapparat. Da zuweilen die Explosion zu intensiv verlauft

und das Rohr zertrümmert, empfiehlt es sich, sich durch eine Scheibe

oder dergleichen zu schützen, wenn man nicht nach Gepprrf (siehe S. ')7«»

und 67o) die Kohre in einem Wassermantel hat.

-3 des verbrannten (iasvolumens bestehen aus Was.^erstoif. '

.^
aus Sauer-

stoff, die Sauerstoffnienge ergiebt sich durch Division der \'oluinverminderung
durch drei. Das Wasserstoffgas entwickelt man am besten durch Elektrolvse

des Wassers in einem kleinen Köhrchen unter Verwendung eines in Queck-
silber schwimmenden Zinkpoles. Ist zu viel Wasserstoff zugesetzt und da-

durch die Entzündlichkeit aufgehoben oder das (ias nur teilweise verbrannt,

so muß man reines Knallgas zusetzen, das wiederum elektrolytisch gew-omieii

\\ird. Dabei muß man, wenn es auf genaues Arbeiten ankommt, ein zweites

Eudiometerrohr mit dem gleichen Knallgas füllen, um durch Explosion die

Verunreinigung des Knallgases zu ermitteln. Man verlangt in der IJe^'el,

daß bei einer richtig geleiteten Explosion zwecks Sauei-stoffbestimmung

Verpuffung ohne Flamme oder mit bläulicher Flamme auftritt. Eine gelbe

Flamme zeigt an, daß Spuren von Stickstoff unter lüldung von N( ) resjjektive

N2 O4 oder NgOg verbrannt sind. Die O.j-Analyse wird dadurch natürlich falsch.

Es gehört eine nicht unbeträchtliche Übung dazu, um die.se Verhältnis.se

richtig zu beurteilen, und es geschieht nicht allzu selttu. dal\ man beim

Arbeiten nach Bunsen^i'hvn Vorschriften und trotz Üea'-htnng der richti-ren

Feuererscheinung evident fehleihafte Kesultate erzielt.

Genauigkeit: Bimsen selbst hat bei seinen Luftanalysen, bei denen

er zwischen 40 und 48 cm» verwandte, im Mittel aus i'C, Analysen einen

Sauerstoffwert zwischen 20-880 und 20-UTO. d. h. i-ine Maximaldifferenz

von 0-09Vo bekonnnen, oder 0-45« «l^*-^ Sauerstoffwertes. Em die.se Ge-

nauigkeit mit der Explosionsmethode zu erreichen, muli man so erhebliohe

(iasmengen verwenden. Hat man geringere und dazu (Jennsche von nie-

drigem Sauerstoffgehalt, so wird der Fehler grol'.er. wenn ihn auch die

Division der Kontraktion durch drei verkleinert.

Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 40
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Geppert hat für Sauerstoff-Stickstoffmischungen gefunden {^/o)'

Reihe I. Reihe II.

20-910, 20-928, 20-929 20-848, 20-863, 20-8;-i7

Reihe III. Reihe IV.

20-885, 20-570'\ 20-904 20-944^, 20-120«, 20-948, 20-912, 20-912.

In Reihe I, II wurden 47—53 cm^, in III, IV, mit Ausnahme der

Proben A, B, C, M~^9 crn^ verwendet. Probe A betrug 1-32, B 1-67,

C 1-46 cm^. Die großen Proben zeigen eine Übereinstimmung auf 0-037o.
Die Abweichungen bei A und B sind wahrscheinlich duixh Glasschrammen

in dem Eudiometer hervorgerufen gewesen.

Schaltet man A und B aus, so gaben Gepperts Analysen mit großen

Gasraengen Werte zwischen 20-94 und 20-84°/ o (siehe auch S. 676).

Bei Verwendung kleiner Gasmengen, zwischen 1*3—2-6 cm 3, schw^ankten

die Sauerstoffwerte von 11 einwandfreien Analysen zwischen 20-49 und

2O-940/0, d. h. um 0-45''/o.

Zuntz
,
Lehmann und Hagemann (1. c.) fanden in Luftproben von

69—90 nn^ :

20-939, 20-911, 20901, 20-963%.

Enthält das zu analysierende (lasgemisch brennbare Gase, so ver-

brennen diese natiii-lich bei der Verpuffung mit. Man mul), um dies

zu prüfen ,
das CO, -freie (Kalikugel) Gasgemisch in ein Eudiometer mit

Wassermeuiskus füllen, mit Knallgas verpuffen (30%), die Kontraktion (K)
ablesen und Kalilauge einbringen. K entspricht den Giengen Gruben-

gas -1- Wasserstoff, die Abnahme durch KOH der aus CH4 gebildeten CG...

B. Ahsorptionsanalyse.

Sie ist sehr viel einfacher und bei Einhaltung gewisser \'orschriften

fast ebenso genau wie die Explosionsmethode.

1. Absorption mit pyrogallussaurem Kali.

Nach den Erfahrungen von Hempel und Haidane löst man 10^
P}Togallussäure in 100 cm^ 75%iger Kalilauge (spez. Gew. 1-55). Es darf

keine ungelöste Substanz zurückbleiben. {Hempd warnt mit Alkohol ge-

reinigtes Ätzkali zu verwenden, da diese Präparate selbst nach ziemlich

starkem Glühen zu fehlerhaften Analysen Anlaß geben.) Die Lösung ent-

wickelt bei der 0.,-Absorption keine oder minimale, zu vernachlässigende

Mengen Kohlenoxyd (O'OP/o in Maximo). In konzentrierteren Lösungen

(30Vo Pyrogallol) entstehen 1-5 cm^ auf 100 cni^ absorbierten Sauerstoff, bei

geringer KOH-Menge bis 4 cm^. Zum mindesten muß soviel KOH vor-

handen sein, daß Cg Hg O3 + 3 KOH entstehen kann. Um bei sehr sauer-

stoffreichen Gemengen einen Fehler durch CO-Bildung zu vermeiden, ab-

sorbiert man den Sauerstoff nicht sofort im ganzen, sondern in kleinen

Portionen, jeweils mit dem Stickstoffrest früherer Analysen verdünnt.
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Die Absorption ciFonlort über lä" s('ll)st bei trrolJcii Oj-Mciif^M-ii mir

weniiie Minuten, unter 1.')" über 10 Minuten. S(;lir auLreiichni i.st. dalJ die

Farbeniinderuui^' der Lösung- ein sicliere.s l'rteil über die lleomli^ninj.' der

Reaktion gestattet: .so lange selbst nur mininiale Spuren Sauerstoff noch

vorhanden sind, fiirbt sieh die I'vrogaHuslösniig bnumschwar/. Ist der

Sauerstoff entfernt, .<o erscheint sie in dünner Sciiicht gelbgrilu. I)ie

Lösung muß in der sogenannten konii)inierten hoppeljjipette Iltmjteh

(Fig. 204) vor Berührung mit Luft ge.schützt verwendet werden, respektive
bei fester Verbindung mit dem

Analysenrohr (z. B. in Haldanes

Apparat, Fig. 1 90 A:, P, *S')
in einer

Pipette enthalten sein, die gegen
die Außenluft zunächst durch

einen Luftraum, der später nach

Absorption des Sauerstoffs in

ihm mit reinem Stickstoff gefüllt

ist, dann durch eine mit konzen-

trierter (75Vo) Kalilauge gefüllten

Pipette abgegrenzt ist.

Die mit der Außenluft in

direkter Berührung stehende N—

Lauge ist. wenn unbenutzt, durch

einen Gummischlauch mit

i

i

!l
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Fig. 205 zeigt einen nach Bempehchen Prinzipien zusammengestellton

Apparat, wie ihn ÄUivater und Benedikf^) zur Analyse des Bombensauer-

stoffs und der Luft verwendet haben: Der aus der Bombe strömende Sauer-

stoff passiert ein U-Rohr mit Natronkalk, in dem die vorhandenen Spuren

CO2 entfernt werden, dann eine T-Teilung, deren einer Schenkel kurz unter

Wasser mündet, deren anderer mit der Kapillare k des Apparates zur

Einfüllung der Analysenprobe verbunden wird. Das Gas tritt durch den

kapillaren Dreiweghahn ilf langsam (! ) in die im Wassermantel steckende

Bürette B (rechts), deren unterer Teil über 90 crn^ in 0'05 cm^ geteilt

ist. B ist zuvor von N aus, ebenso das linke Rohr durch das links hän-

gende Niveaurohr einschließlich der kapillaren Leitung mit Wasser gefüllt

worden.

Sobald das Wasser in B und N gleich hoch steht, wird die Zuleitung

unterbrochen, /.- durch den Quetschhahn q verschlossen und, indem N in

Augenhöhe so gehalten wird, daß die Niveaus gerade gleich hoch sind, ab-

gelesen, dabei die Wassertemperatur am Thermometer T notiert. Dann
verbindet man bei geschlossenem Hahn H die durch Ansaugen bis in das

kapillare Steigrohr s mit Pyrogallussäure gefüllte Hempelpipette P so mit

^^ daß beim \'ereinigen keine Luft bei q im Schlauch bleibt. (Füllen mit

Wasser.) Durch Heben von .Y wird das Gas vollkommen in F getrieben

und nach Absorption unter Schütteln in der von k abgenommenen Pipette P
(5
—15 Minuten) bei anderer Hahnstellung in die hnke Röhre zurückgeholt.

in der der Reststickstoff bei Gleichstellung der Menisken im Meß- und

Niveaurohr gemessen wird. Das Meßrohr ist von —20 in 0*05 cm'^ ge-

teilt und ebenso wie B und k bis zur Marke m auskalibriert.

Die Pyrogallussäuremethode ist sehr schnell ausführbar und gibt bei

Reihenanalysen außerordentlich genaue Übereinstimmung.
Hat man neben Sauerstoff noch brennbare Gase zu bestimmen, so kann

man entweder nach Bunsen in ein Eudiometer über Quecksilber eine mit

Pyrogalluslösung getriinkte Papierkugel an einem Draht einführen, nach

1—2mal 24 Stunden herausnehmen und die brennbaren Gase nach Über-

füllen in ein langes Eudiometer durch \'erbrennungsanalvsen ermitteln oder

im Haidaneapparat (Fig. 190) erst den Sauerstoff absorbieren, dann die

brennbaren Gase im Grisoumeter verbrennen (siehe S. 648 ff.).

2. Absorption mit Phosphor,

Man schmilzt gelben Phosphor in halbduuklem Raum oder abends

unter Wasser in einem Wasserbad bei etwa 50" und bringt ihn durch Hoch-

erforderlichen Lauge hinzu, schüttelt und füllt auf, schüttelt wieder, läßt den Schaum

sich ansammeln und treibt ihn vor Benutzung der Pipette heraus. Bei fast reinem

Sauerstoff reichen 155 cw* Lösung zu 5 Analysen von je 100 cw^. (Analytischer Wir-

kungswert \ cm'^ = 2—2^/^cm-Oo.)

*) W. 0. Attvater und F. G. Benedict, A respiration calorimeter. Washington, Carnegie

Inst., 1905. p. 35.
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saiiiicii in Glasröhren von etwa -2 nun licht.t Wen.- und Kiutamlu-ii in

kaltes Wasser in Staniienforni. Durcii leichtes Klo|tfeii an der IJohre filllt

die erstarrte Masse leicht heraus oder wird durch Draht heraus|.'osch<tl«Mi.
Die aus braunem Glas geferti^^te Absorptionspipette wird mit diesen Stantren
in destilliertem Wasser stehend möglichst ausj^nebig gefüllt und besondei-s «jie

Stellen, an welchen sich die letzten Spuren (Jas bei der Analyse befinden
(zunächst dem Analysenrohr), mit Phosjjhor reichlich erfüllt. liei Tempe-
raturen über 12— 14"C und einem Sauerstoffgehalt bis r)UVo verliluft die

Al)sorption in einigen (bis 10) Minuten, unter 14" dauert die Absorption
sehr lange, unter 10» ist sie nicht mehr ausführbar. Man mui; dann Tipetten
benutzen, die in einem heizbaren Aubenmantel mit warmem Wasser (lT) bi.s

28") stehen. Frisch gemachte Stangen absorbieren zuniichst nicht (pianti-
tativ (Ol

—
0'2%)- ^I''^n ninli mehrere Male erst Luft durchgetrieben halten.

Gemische von über 50% Sauerstoff müssen zuvor mit Stickstoff ver-

dünnt werden, da der Phosphor sich sonst entzündet und bei noch höherem

Prozentgehalt aber überhaupt nicht absorbiert. Die Phosphorabsorpfion
wird bei Gegenwart von Spuren anderer Stoffe gehiudert, wie Ammoniak,
verschiedene Kohlenwasserstoffe, ätherische (")le, Alkohol und viele andere.

All das macht die Methode (die Pipette hält vor Licht geschützt sehr

lange vor!) zu einer nur bedingt brauchbaren und diffizilen.

Unbrauchbare Stangen sind außen braun. Sie müssen umgeschmolzen
werden.

3. Absorption durch Kupferlösung.

Man füllt die Absorptionspipette mit dünnen Stangen von zusam-

mengerollten engmaschigen, ganz neuen fettfreien Kupfenliahtnetzen um!

einer Mischung, bestehend aus gleichen Teilen gesättigter Lösung des käuf-

lichen kohlensauren Ammoniak und einer Lösung von Ammoniak von o-*»;>

spezifischem (iewicht. Schützt man diese Lösung vor Penihrung mit der

AulJeuluft, so absorbiert sie, sobald sie eine intensive blaue Farbe angt^

nommen hat. den Sauerstoff bis zum 24fachen ihres \'olumens. hat also

viel größere Absorptionsfähigkeit als Pyrogallusänre. Sie ist auberdem von

der Temperatur unabhängig und soi^ar bei - 7° noch brauchbar. Ik'i

Sauerstoffgemischen über etwa ;J0% ist die Absorption nicht nndir «pian-

titativ. Dagegen gibt dann eine Kombination mit einer PhosphoriiijM'tte.

nachdem das aus der Kupferlösung kommende (ias dmch verdünnte H^SO,
ammoniakfrei gemacht ist, bei hochprozentigen (),.-( iemischen sehr LMite

Pesultate. A. Durig {\. a.) bekam so bei Verwendung von 2tH>— :;(K)rM»»

Abweichungen von weniger als 001 rw» Stickstoff. Kohlenoxyd und Ace-

tylen werden durch die Kupi'erlösung auch ab.sorbiert I Ferner ist zu

bedenken, daß man die Ammoniakspannung vor Ablesung des Reststick-

stoffs durch Waschen des Gases mit Wasser (xler sehr verdünnter Schwefel-

säure stets entfernen mub.
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4. Absorption durch Natriumtbiosulfat.

Ä. Durifj^) hat anknüpfend an H. Franzens Mitteikmg festgestellt,

daß die folgende Lösung zur Sauerstoffbestimmung gut verwendbar ist,

ohne von der Temperatur und der Oa-Konzentration des Gasgemisches

abhängig zu sein : 50 g Naa Sg O4 werden in 250 cm^ Wasser gelöst und vor

Einfüllen in die Pipette mit ?)0 g Natriumliydroxyd in Stangen in 40 c;/?^

Wasser gelöst, unter Vermeidung von Luftzutritt in einem kleinen Scheide-

trichter gemischt. So enthält die Absorptionspipette n c in Fig. 199 auf

S. 616 Eisendrahtnetze und eine derartige Xatriumthiosulfatlösung, die

andere Pipette a^Ci 10% KOH für die COg-Analyse. Es empfiehlt sich

aber, die Thiosulfatpipette durch eine Doppelkugel (mit Wasser und

Paraffinöl halb gefüllt) gegen die Außenluft abzuschließen.

Die Füllung hält für 40 Luftanalysen ä 100 cm\ Man soll das Gas-

gemisch 2mal in die Pipette übertreiben.

Naa S2 0, -f H2 -f
- 2 NaH SO3.

5. Absorption mit Chromchlorür.

Wenn man den Sauerstoff bei Gegenwart von Schwefelwasserstoff

oder Kohlensäure bestimmen will, so sind alle genannten Methoden nicht

anwendbar, bei ihnen muß die Kohlensäure absorbiert sein, Schwefelwasser-

stoff fehlen. Mit Chromchlorür dagegen gelingt die O.j-Analyse: Man erzeugt
die Lösung nsidiMoissan^) folgendermaßen: Durch Erhitzen von Chrorasäure

mit konzentrierter Salzsäure bereitet man eine grüne chlorfreie Lösung von

Chromchlorid und reduziert sie mit Zink und Salzsäure in einem Kolben von

der Art einer Spritzflasche, in dem man gleichzeitig den Niederschlag ent-

fernt: Das längere abwärts gebogene Ptohr der Flasche mündet nämlich in eine

Kugelröhre, die Glaswolle oder Asbest enthält. Zunächst läßt man den Wasser-

stoff durch diese Röhre entweichen, schheßt sie dann und senkt sie bis in

die Flüssigkeit hinein, so daß der Wasserstoff nun auch durch das kürzere

Rohr, das ein Kautschukventil trägt, seinen Weg nehmen muß. Die ent-

standene Chromchlorürlösung läßt man unter einem Kohlensäurestrom in

eine gesättigte Natriumacetatlösung einlaufen und wäscht den roten Chromo-

acetatniederschlag zuerst mit etwas Essigsäure, um etwa ausgeschiedenes

basisches Zinkacetat zu lösen, dann mit kohlensäurehaltigem Wasser. Das

Acetat läßt sich in feuchtem Zustand in mit Kohlensäure gefüllten Flaschen

beliebig lang aufbewahren.

Zur Absorption des Sauerstoffs wird der Niederschlag unter Luftal)-

schluß mit Salzsäure zersetzt. Es soll ein Überschuß von Chromacetat vor-

handen sein.

') A. Durif), Kleine Mitteilungen zur biochemischen Versuchsmethodik. Biochein.

Zeitschr. Bd. 4. 8.60 (1907).

-)
0. von der Pfordteu, Liehiffs Ammleu. Bd. 228. S. 112.
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C. Siaierstoflbestimuiiitifi im Wusscr

6-JU

1. Zur Bostimmunii- der im Wasser ahsorbiorffn (Jasc «jcuiuiit man
diese durch die in beisti'licndcr Fi^Mir ski/zit'rtc J!rir/i(inlt<v\u' Kinrichtim;,'

(nach Tiemann-Freusse^) nidditiziert) (Fi^^ 2(H)).

Sie besteht 2) aus zwei über Gasbrennern stellenden Kinliterkoch-

flaschen A und B, die mit dem etwa )\') mm weiten
, etwa :iO cm hinj^^en

und oben sich verjüngenden Gassammeh'ohr T verbunden sind. A ist durch
einen Kautschukstopfen mit kurz unter dem Stopfen end«'nd»'m. auL'.en recht-

winklig gebogenem Glasrohr a verschlossen, a fiilut durch // <• s cm tief in C
hinein. Zwischen a und l> sitzt ein Quetschhahn //. in der zweiten Hohnin^,'

befindet sich in C, kurz über dem Stopfen endend, das dreifach gebogene

Verbindungsrohr mit B (d). B hat einen zweimal durchbohrten Kautschuk-

Fig. 200.

stopfen, in dein das kurz über dem liodeii endende \Criiindungsrohr mit

d (e) und das hart an der unteren Fliiche des Stopfens endende Holir /'

stecken. Man verbindet mit / einen dünnen Kautschukschlanch V(tn zirka

1 m Länge mit gläsernem Mundstück versehen.

Vorbereitung: Man füllt B bis über die Hälfte mit aiisgekdclitein

Wasser und treibt dieses durch Eiiil)lasen von I-nft in den Schlauch bei /' in

C, c, h, so dali die Luft bis an den Quetschlialin h vollständig verdrängt

ist, und schließt h und g. Dann füllt man A bis zum Uaiide mit destilliertem

Wasser, preßt den Stopfen ein, so dali .iiicli n gefüllt ist, verbindet mit h

luftfrei und streift den guetschhahn // al).

Man erhitzt B zu gelindem. .1 zu etwas stärkerem Sieden. Die al)-

sorbierte Luft wird dadurch ausgetrieben; die in .Irin destillierten \\:i->er

1) Tiemann-Preussc, über die quantitative Bestimmnntf «los im Wjvsscr gelcistcu

Sauerstoffs. Chem. Bcr. 12. .Tir. 1879. S. ITtiS.

'-) Beschreibung nach Ihnipcl, Gasanalyse. S. 8.
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in A sowie in C gelösten Gase sammeln sich in dem oberen Teil von C
an. Man entfernt sie von Zeit zu Zeit durch Lüften des Quetschhahnes g
und Einblasen bei /. Sobald eine Ansammlung von bei gelindem Abkühlen

beständig bleibenden Gasblasen nicht mehr stattfindet, hört man auf, A zu

erhitzen, setzt den Quetschhahn h auf, löst die Verbindung mit a und

entleert A. Das in C sowie in B vorhandene Wasser ist dann voUständig
frei von gelösten Gasen. Luft von außen kann nicht hinzutreten, da die

Flüssigkeit in B andauernd im Sieden erhalten wird. In diesem Zustande

ist der Apparat zur Ausführung eines Versuches bereit.

Versuch: Man füllt A, dessen Volumen durch Auswägen ermittelt

ist, mit dem zu untersuchenden Wasser, drückt den Kautschukstopfen

auf, daß auch a luftfrei gefüllt ist, verbindet luftfrei mit b und erhitzt

A nach Abnehmen von h zu gelindem Sieden. Man treibt dadurch

die gelösten Gase in C. Gleichzeitig ent^\ickeln sich Wasserdämpfe. Man
hat das Erhitzen des Kolbens Ä nun so zu regulieren, daß durch das ent-

wickelte Gemisch von Gasen und Dämpfen die Flüssigkeit aus C nie weiter

als bis etwa zur Hälfte verdrängt wird, da man sonst Gefahr läuft, daß

Gasbläschen durch d und c in B übertreten und verloren gehen. Xachdem
man etwa 20 Minuten erhitzt hat, löscht man die unter A befindhche

Flamme. Die in A und C vorhandenen Wasserdämpfe verdichten sich nach

einigen Minuten und die Flüssigkeit steigt infolgedessen aus B nach C
und A zurück. Man beobachtet, ol) dabei in A eine Gasl)lase beständig
zurückbleibt. Ist dies der Fall, so erhitzt man A so oft, bis die zurück-

steigende heiße Flüssigkeit A vollständig ei-füllt. Man treibt endlich das über

der heißen Flüssigkeit in C stehende Gas durch Einblasen in den Schlauch

in ein Eudiometer oder ein Gassammeirohr irgend eines iVnalysenapparates.

2. Og-Analyse mit Auskochen, kombiniert im .. Ten ax'"- Apparat von
"

F. CG. Müller').

Der Hauptbestandteil des Apparates ist die nebenstehend (Fig. 207)
in i/io nat. Gr. wiedergegebene Tenaxbürette. Dieselbe besteht aus einem

lOnmt weiten, im mittleren Teil U-förmig gebogenen Sperrohr AB CD,
das sich oben zu dem Eingußtrichter A erweitert, unten bis auf 4 mm ver-

jüngt und bei C kugelförmig aufgeblasen ist. Am Scheitel der Biegung
bei B ist das 4 cw» fassende, in '/^ocm^ geteilte Meßrohr E angesetzt,

welches oben durch einen gut eingeschliffenen Glasstopfen F geschlossen

wird. Dieser Stopfen dient zugleich als Hahn und gestattet durch Um-
drehen, das Innere der Bürette mit dem kapillaren Ansatzröhrchen P in

Verbindung zu setzen. Es ist von dem Kühlraum G umschlossen; ebenso

steckt der untere Teil des Sperrohrs in einem Kühler H. dem das Kühl-

wasser durch das Trichterrohr / unten zugeführt wird, um oben durch ein

gebogenes Glasrohr und einen Schlauch abzufließen. An der abwärts ge-

*) Friedrich C. G. Müller, Der Apparat „Teuax" zur Bestimmung der Wassergase.
Bericht d. biolog. Station Plön. X. Jg. 1903. S. 177 (Verlag Stuttgart, Erwin Nägele).
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richteten Bioo-img der Bürette ist der Al»l;ii;lialiii /. aiiL^esctzt. D.-m C-m/,.
wird in senkrechter Stollunt»' in ein Stativ {gespannt.

Die zu untersuchende Wasserprobe hcfindct sicli («rasfrci (*in^M'f(illt)
unter einem durchbohrten Knutscliukstoijfcii in einem l\i;ib<licn X von
lOOfyy^s pa^^suno-. Nach Entfcrnnnir (U's in dri- Iloln iiii^' des Kölbchens stecken-
den Verschlußstäbchens schiebt man Stopfen nebst Fläscliclieii v(.n unten auf
das verjün<j:te Ende des Sperrohrs, wie Fi^^ 207 es zei^'t. Nunnielir irieiit man
bei A Erdöl ein, bis dasseli)e nacli Ausfüllung,' des unteren Kulirendes in

das Meßrohr steigt. Man fährt nach Öffnunir des Stöpsels F so lauere mit
dem Eingießen fort, bis das Öl dicht an die Kapillare des Ansatzes I)

reicht, worauf man den Stöpsel in Verschlußstellung mit der Norsicht wieder

einsetzt, daß kein Luftbläschen unter dem-
selben al)gefangen wird. Jetzt kann, nach-

dem noch der Kühler H und Üecher G
mit Kühlwasser gefüllt, das Auskochen der

Gase beginnen: Man bringt mit großer
Flamme den Inhalt schnell bis zum Sieden

und kocht dann mit ganz klein gemachter
Flamme 10 Minuten lang aus. Schon

während des Erhitzens und beim Beginn
des Kochens ist die Hauptmenge der (iase

in Form größerer Blasen in das Meßrohr E
emporgestiegen, wobei die verdrängte

Speriilüssigkeit nach Ä hinübertritt. Beim

Auskochen muß sich oben im Kölbchen X
und im unteren Teile des Rohres CD ein

wasserleerer Dampfraum bilden; doch soll

man darauf achten, daß die Trennung.s-

fläche von Öl und Wasser nicht über die

Erweiterung C hinaufsteigt. So oft dies

eintritt, entfernt man die Flamme auf

einige Sekunden, worauf das Wasser , den

Dampfraum ausfüllend, wieder aus dem
Fiohr zurückschnellt. Im Verlairf und nach

Beendigung des Auskochens wird eine l'ortion kalte s W as>er durch den

Kühler H gegossen.

In solcher Weise ist tler ganze (iasiielialt der ['idiie .uisuctriehi'n

und im Meßrohr gesammelt. Fm das (iasvolumen abzidesen. muß zunächst

aus dem Hahn L so viel Öl abgelassen werden, daß das (")l im offenen

Schenkel ebenso hoch steht wie im Meßrohr. Dann mul'i man mindestens

ö Minuten warten, damit die an der Wandung {U'> .Meßrohrs hangende

Flüssigkeit herabläuft. Außerdem muß die Kupix- der Trennnn;:>näche

klar werden. Es bilden sich nämlich in dem dickflüssigen oj jllasen.

welche imr langsam verscliwinden. Wenn man"s eilig hat. kann man in

folucnder Weise nachhelfen: Man schlielU ilie Eingußöffnung .1. wie in

Kig. 207.
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Fig. 207 gezeichnet , mit dem mit Halm M und Schlauch versehenen

Kautschukstopfen. Saugt man dann in schnellen Al)sätzen an dem Schlauch,

wodurch die Kuppe im Meßrohr ein wenig heruntergeht, um wieder zurück-

zuschnellen, so wird schon nach 5 Minuten wenigstens der Scheitel der

Kuppe sichtbar sein. Nun Uest man den Stand der Kuppe ab, gleichzeitig

die Temperatur an dem kleinen, in den Becher Ä gebrachten Thermometer.

Dazu wird der Barometerstand notiert. Damit sind die Daten für das

Gesamtvolumen gegeben.
Nun folgt die Bestimmung des Sauerstoffs durch Absorption in einer

Gaspipette K von der aus der Fig. 207 ersichtlichen Form und GröIie. Sie

ist bis zum Knie ihrer Kapillare mit einer Lösung gefüllt, welche aus

1 Volumen lOVoigem Salmiakgeist. 1 Volumen gesättigter Lösung von

anderthalb-kohlensaurem Ammon und 2 Volumen Wasser besteht.^) Außer-

dem enthält die Kugel Spiralen von Kupferdraht, welche die eigentlichen

Vermittler der Sauerstoffabsorption sind (siehe S. 627). Die Pipette ist

mittelst eines Stückes dickwandiger Kautschukkapillare mit dem Ansatz P
des Meßrohres verbunden und bleibt bei einer Reihe aufeinanderfolgender

Analysen daran sitzen. Nach 10 Bestimmungen muß die Flüssigkeit er-

neuert werden. Die an sich farblose Lösung wird durch Sauerstoffaufnahme

blau. Die Kupferspiralen reichen zwar für Hunderte von Bestimmungen, werden

aber schließlich aufgezehrt. Man hält deshalb einige Reservepipetten vorrätig.

Es ist nun ohne weiteres einleuchtend, wie man nach Aufdrehung des

Hahnes F das Gas durch Einblasen bei aus dem Meßrohr in die Pipette

hinuntertreiben und umgekehrt durch Saugen wieder zurückziehen kann.

Man beachtet dabei, daß weder Öl nach dei- Pipette, noch Absorptions-

flüssigkeit in das Meßrohr gelangt, was übrigens nicht das Resultat, son-

dern nur die Saulierkeit beeinträchtigen würde. Man treibt also das Gas

in die Pipette, zieht es nach 2 Minuten zurück, um es sofort nochmals auf

5 Minuten hinüberzutreiben. Jetzt ist der ganze Sauerstoff völlig absorbiert und

nach 5 Minuten Wartens kann das Volumen des Stickstoffs abgelesen werden.

Schließen sich mehrere Bestimmungen au, sei es sofort oder nach

Stunden und Tagen, so bleibt das Öl im Apparat und das Kölbchen an

seinem Ort. Nach Schließen der Hähne läßt sich das Kölbchen abziehen,

ohne daß Öl ausfließt, und ein anderes mit einer neuen Probe aufstecken,

worauf dann die Arbeit weiter geht, wie vorhin beschrieben.

Wenn das Meßrohr nach einer Bestimmung sehr verschmiert er-

scheint, wird es mit einem Röllchen Fließpapier ausgewischt, nachdem

durch Saugen an und Schließen von M das Öl heruntergebracht. Falls

die Bestimmungen sofort aufeinander folgen, läßt man nach dem Aus-

kochen das Kölbchen in kaltes Wasser tauchen, damit es bei Beginn der

neuen Operation abgekühlt ist. Auch aus dem Kühler E wird das Wasser,

falls es sich erheblich über die Temperatur der Umgebung erwärmte, mittelst

eines Schlauches abgehebert und durch kaltes ersetzt.

^) 1 Vol. Solutio conc. amm. sesquicarl). 1 Vol. Liquor Amin, caiist. 107o- 2 Vol.

aqua dest.
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In der ^escliildcrtoii Wrisc liilU sich jclr Aii;iI\nc. wi-uu man Kilc

hat, hinnen einer halhen .Stunde durchführen, wuhei mau aher nur 1') Minuten
am Apparat beschäftigt ist. Aus dem (iesafjten ^'elit hervor, wie einfach

und leicht verständlich Apparat und Methode. Natürlich verlan^zt auch der

„Tenax" Einübung-. Erst bei dauernder IJenut/unji: wird mau mit .-dien seinen

Eigenarten vertraut,

Was die Genauigkeit der .\blesung betrifft, so sind ilie oi ./»•: ent-

sprechenden Teilstriche des .Mel'irohres weit genug auseinamh'r. um mit

Sicherheit 0-01 abschätzen zu können, wobei dank der auf der Rückseite

angebrachten korrespondierenden Teilung die normale Lage der \isierlinie

gesichert ist. Es bleibt noch die Korrektion wegen der Kui)pelwii|bung.
von welcher übrigens die Sauerstoffzahl, als Differenz zweier .Vlilesungen,

gar nicht berührt wird. Man kann nun selber, sowohl die (Jrölie dieser

Korrektion als die Richtigkeit der Teilung mit Hilfe eines kh'inen ge-

prüften Meßzylinders von der Weite des Mebrohres feststellen. .Man setzt

den Apparat ohne die Pipette K zusammen und füllt ihn iranz mit ()!. so

daß dies beim Einsetzen des Stopfens in die Eingulj(iffnuug bis in den

Hahn M steigt, den man daim schließt. Nun dreht man /-'auf. läßt aus L
kleine Portionen Öl in den Meßzyhnder fließen und vergleicht nach genü-

gendem Abwarten die Ablesungen. Nebenbei bemerkt, darf kein Tiopfen
an L hängen bleiben; man muß abbrechen in dem Moment, wo sich ein

Tropfen loslöste. Auch tut man. um von dem Meniskirs im /vlind.'r un-

abhängig zu sein, vorab so viel Öl hinein, daß die Kuppe i^eiiau auf

rOO einsteht. Läßt man imn aus dem Apparat so viel ( )I in den /vlinder,

daß es z. B. bei 2 ob steht und man liest oben am Meßrohr i*-»»:; ab. so

beträgt die Korrektion — 0"08. Dies ist der Betrag, der bei einer größeren

Anzahl von der Unna Alt, t^berhardt \- Jäger in Ilmenau. Thüringen, be-

zogenen Tenaxbüretten übereinstimmend in Abzug gebracht werden mußte.

Mehrere Autoren haben mit dem Tenaxapparat niedrigere Zahlen

als mit der deich zu beschreibenden H7w/.-Arsclien .Methode gefimden,

welch letztere mit den berechneten (physikalisch absorbierten (iasmengeni

gut übereinstimmen.

Es ist nicht ganz sicher, worauf diese Abweiciumg beridit. .Möglicher-

weise absorbieren verschiedene Sorten Paraffiuöl verschieden große Mengen
von Gasen. Man wird in blinden Versuchen das Ol möglichst mit Luft

zu sättigen versuchen. Außerdem muß aber jedenfalls bei der Analyse das

Öl gut gekühlt werden, da. wenn es heißer wird, eine langsame aber ständige

Gasentwicklung hauptsächlich von Stickstoff stattfindet.') Endlich ist es

nicht unwahr.scheinlicli. daß im Paraffinum rniuidum leicht oxydable. den

Sauerstoff verbrauchende Substanzen oft enthalten sind. So findet man

Schwefelverbindungen und bei längerem Stehen Schwefelwasserstoff.»)

') W. Cronheim, Beiträge zur 0,-Bestinimiiiig ini W assor. /citschr. f. aneewandto

(,'hem. Bd. 20. S. 1939 (1907). — h'orsc/iini, Saiierstoffhestiniiming im Wasser. .\rrh. f.

Hygiene. Bd. 61. S. 4 (1907).
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3. Die Winkler&che Methode.^)

Versetzt man ein Wasser, das freien Sauerstoff gelöst enthält, mit

Natriumhydroxyd und Manganoehlorid , so tritt folgende Umsetzung ein:

2 MnClg + 4 NaOH = 4 NaCl + 2 Mn(0H)2.

Das Oxydulhydrat füllt als voluminöser Niederschlag zu Boden und

wird bei Gegenwart von Alkali in Oxydhydrat übergeftihrt:

2 Mn (OH). + O + Ho = 2 MnlOHig.

Setzt man zu dem Gemisch Salzsäure hinzu, so entsteht unter

Lösung des Niederschlags das wenig beständige Manganchlorid, das in

Manganchlorür und freies Chlor zerfällt:

2 Mn (OH )3 + 6 HCl = 2 Mn C\, + 6 H,

2MnCl3 = 2MnClo 4- CU.

Ist in der Lösung Jodkalium vorhanden, so macht das Chlor eine

äquivalente Menge Jod frei, das sich in überschüssigem Jodkalium löst

und durch Titration mit Natrium thiosulfat bestimmt wird :

Cl, + 2 KJ = 2 KCl + J,.

Es entsprechen 2 Atome Jod einem Atom Sauerstoff oder 126^
Jod = 8^ Sauerstoff, 1 cm^ y^ö". Thiosulfat zeigt also O'OQmg Sauerstoff=
0'0558cm3 bei 0« und 160mm an.

E r f r d e r 1 i c li e L ö s un ge n.

1. 100 (/ chemisch reines, nitritfreies Na OH werden in 200 r/
destil-

liertem Wasser gelöst und nach dem Erkalten 30
_^

Jodkalium zugesetzt.

Die Lösung wird in einer braunen Flasche mit gut schlieljcndem einge-

fetteten Glasstopfen aufbewahrt. Sie darf angesäuert nur wenig Kohlen-

säure entwickeln.

2. Man löst 40 f/ reines, kristaUisiertes Manganchlorür Mn Clo + 4H2O
in destiUiertem Wasser ad 100. Die Lösung muß eisenfrei sein und aus

einer angesäuerten Jodkaliumlösung nur Spuren von Jod ausscheiden.

3. Y^-Natriumthiosulfatlösung , aus der kurz vor dem Gebrauch

TW hergestellt wird, die sich schlecht hält. Die konzentriertere Lösung
ist in braunen mit Glasstöpsel verschlossenen Flaschen gut haltbar.

4. Konzentrierte clilor- und eisenfreie reine Salzsäure von 38"/o'

sp. Gew. = lll).

Ausführung der Bestimmung.

Am Ort der Entnahme füllt man braune, dickwandige Glasflaschen

von etwa 2öOcm^ Inhalt mit gut eingeschhffenen konischen Glastopfen:

1) L. W. Whikler, Chem. Ber. Bd. 21. S. 2843 (1888) und Bd. 22. S. 1764 (1889).
—

W.Croiiheini, Beiträge zur Sauerstoffbestimmung im Wasser. Zeitschr. f. angewandte
Chemie. Bd. 20. S. 1939 (1907).

— H. W^intem/ein, Die im Dunkel gehaltenen Seewasser

auftretenden Veränderungen des Sauerstoffgehalts. Biochem. Zeitschr. Bd. 19. 8.425(1909).
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der Inhalt der Flaschon ist .liiirh Aiiswä-cii l.cstiimnt. In .li.- l.i.s /uiii
Rand iietüUten Flaschen hißt man ans hingen riiictfcn je :U/«3 t|er Lösun;.'
1 und 2 einfließen und verschlid'.t die Flaschr iMif<T VeniuMchmi,' des
Eintrittes von Luftblasen. Darauf sclnittelt man <:ut um und kann dir
Proben so behebi"' hin-c stehen lassen. (Es war früher empfohlen, nur
je Im» zu nehmen, hat es sich aber ^ezeij,'t, daß die .Meniren beKie-eii-
wart von Karbonat erhöht werden müssen, da ManL^•lnk.•lI•b(.n,•lt <i.-h nicht

umsetzt.)

Nach mindestens 2standi<iem Stehen, wenn sich iler Niedorschlaj.'
abgesetzt hat. läßt inanöm» Salzsäure (Lösnnj,' 4) einfliel'.en und löst so
den Niederschlag, spült das Gemisch (|uantitativ in einen Filenmeverknlben
und titriert sofort (vgl. folg. Seite. Tabelle) unter Zu.safz von >t;irkelösnng
als Indikator mit Lösung 3. (Die Stärkelösung bereitet man ilunh Lö.sen

einer kleinen Menge wasserlöslicher Stärke in kaltem \Nas.ser.)

Berechnung: Ist der Inhalt der Flasche = V. sind «Ww^ lieagonzien
und ncm^ Tcro "Thiosnlfat verbraucht, so ist der in einem Liter Was.ser
enthaltene Sauerstoff :

Q-05öb2r).n.lU(Ä)

V— ß

H;it man sich den konstanten Faktor

00558 . 1000

V— 6

für jede Flasche berechnet so braucht man nur noch mit n /.u multiplizieix'n.

Bestimmung in verunreiniLrten ^Vässern.

In Abwässern wird ein Teil des wirksamen Chlors durch die \«'rnn-

reinigungen absorbiert. F.benso kann wohl ein Teil des abgeschiedenen Jods,

wenn man nach dem Ansäuern wartet, durch organische Substanzen

verbraucht werden. So findet man schon nach 1 Minute Stehen lu-i

Leitungswasser, das einige Zeit gestanden hatte, einen deutlichen Ver-

lust an Jod.

Um die absorbierte Chlormenge zu bestimnu'n, setzt man in einem

großen Kolben zu Icm' der zweiten Lösung l cm^ Natronlauge und etwa

10cm* destilliertes Wasser, schüttelt um und fügt 1Ucm<^ rancdjende Salz-

säure und etwa ÖOO cm^ destilliertes Wasser hinzu.

Von dieser frischen Manganchl(»ridlösung versetzt man je loOrw'

mit der gleichen Menge destillierten und des zu nntersuchendi'U Wassers,

fügt nach H Minuten zu beiden Pi'oben \>/ Jodkaliinn in Sub>tan/ hinzu

und titriert mit Y",(,-Thiosulfat. Die Differenz bei der Titratiiui ergibt die

für 100 cw» notwendige Korrektur, die der gefundenen Sauerstoffmenge

zugezählt werden muß.
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Störungen bei der Winklerschen Bestimmung.

A. Organische Substanz.

Beispiel (W. Cronheim):

Zeitdauer vom Ausäuetn bis

zum Beginn der Titration

Minuten

Verbrauchte Kubikzentimeter j-^jj-Thiosulfate

Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4

Sofort

1

2

3

4

5

75

120

180

2-96

1-78

1-31

0-74

6-17

5-94

5-26

351
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Maus und untersucht, ob das Tier bei längerem Aufenthalt darin am Leben

bleibt, sowie wenn das Tier mehrere Stunden lang am Leben geblieben ist,

ob das Herzblut Kohlenoxydhämogiobin enthält. Das Oxyhämoglobin (O., Hb)
verbindet sich bekanntlich mit CO zu Kohlenoxydhämogiobin (CO Hb); einer

Verbindung-, in der das Gas erheblich fester als im Sauerstoffhämoglobin

gebunden ist. Die Avidität der Gasaufnahme ist loOmal so groß wie bei

Sauerstoff.

Bei kleinen CO-Mengen in der eingeatmeten Luft (etwa i/jo ooo
—

^looo)

gilt das von Grehanf zuerst für den Hund aufgestellte Gesetz, daß bei

gleich langer und genügend langer Dauer der Einatmung (für Meerschwein-

chen IV2 Stunden) die vom Blut absorbierten CO-Mengen sich wie die

geatmeten Konzentrationen verhalten :

So fand Nidoux^) bei

Nr.
CO in der Ein-

atmungsluft
CO in 100 emS Blut

Absorbierte Mengen
bezogen auf Xr. 1

1

2

3

4

1//lOOOO
1

; 5000
1/

. 2500

/ico

075
1-45

2-7

7-0

1

2

ca. 4

10

Man kann also Meerschweinchen sehr gut benutzen, um die Verun-

reinigung der Luft auch quantitativ durch die Blutgasanalyse festzustellen

(siehe S. 675j.

CO Hb besitzt wie 0., Hb ein zweistreifiges Spektrum mit dem

Maximum der Absorption bei den Wellenlängen 1 = 570 und 542 u.'j^ im

sichtbaren und 1 — 416 a;x im ultravioletten Teil. Die zwei sichtbaren

Streifen liegen enger beieinander als bei 0-2 Hb, der Streifen um 570 beginnt

etwas mehr nach dem Violett hin , so daß er bei Verdünnung von 1 Blut

auf 100 die D-Linie nicht A^^e bei O2 Hb berührt. Außerdem ist die Gegend
im Ultraviolett im ganzen heller als bei 0, Hb. CO Hb liefert mit reduzierenden

Agenzien, wie Schwefelammonium oder Stokes-Pieagens, kein Hämoglobin mit

dem charakteristisch einbandigen Spektrum um ).= 559
[^[j-,

sondern bleibt un-

verändert. Doch tritt dieser Lmterschied erst hervor, wenn 10% des Ge-

samtfarbstoffs in CO Hb verwandelt sind. Darauf gründet sich eine aller-

dings wenig genaue Methode des quantitativen Nachweises: Man bestimmt,

wie große Mengen eines normalen Blutes von gleicher Verdünnung, wie das

zu prüfende, notwendig sind, um durch Schwefelammon die Umwandlung
des zweistreifigen in das einstreifige Spektrum zu bewirken.

Genauer wird die Blutabsorption, wenn man die kohlenoxydhaltige Luft

zunächst sauerstofffrei macht, etwa durch eine (billige!) Lösung von Eisen-

oxydul in Ammoniak, die, um eine recht große Oberfläche zu gewinnen,

sich in Flaschen mit vielen Eisendrahtuetzen befindet.

*)
M. Nicloux, Passage d'oxyde de carbone de la mere au foetns. C. R. de TAcad.

p. 132. 1. Juli lilOl.
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Ist Sauerstoff neben CO zu^^ej,^en, so hän^'t das Verhältnis, nach (h-m
CO von Hb gebunden wird, von den Massen der boiih'ii f;;ise ab. F;illt

die Konkurrenz mit dem Sauerstoff fort, so bindet lliiiDo^dobin aus einem
Gemisch von 016»/o CO mit indifferenten (rasen ebensoviel CO wie es

O2 bei 2IV0 Gehalt bindet. Das IIb ist dann zu DöVo mit CO {resatti{,'t.

Dagegen sättigt es sich bei 016«/o CO mit Knft izemischt nur zu etwa

50% mit CO.i)
Einen bequemen Apparat zur Sauerstoffentfernung zeigt V'vj. l'Oh.s)

Fig. 208.

Zwei je etwa 5/ fassende Flaschen yl und B stehen unten, durch

Schlauch s (mit Quetschhahn), oben durch eine gegabelte LeitJuig (mit

verschiedenen Schlauchklemnien) in \'eri)iiidung. Der Luftstnun kann durch

mit Wasser gefüllte Waschflaschen M'und \\\ oder eine verdünnte lllntlitsung

(Hb) geleitet werden, die sich in einem sogenannten K '«///sehen Absorptions-

gefäß c befindet.

^) J. Haidane, The actiou of carbon moDoxiilc "n 111:111. .Irnirn. <<f rii\-!ul \',il is.

pag. 430.

*) S. Kostin, Nachweis minimaler Mengen Koiileno.wil. l'/lii;/trs \vc\n\. \U\.K\

S. 572 (1901).

Abderbulden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 41



g^Q Franz Müller.

Man macht 3 Z gesättigter Lösimg von Ferrum sulphuricnm oxydulatum

cruclum in Wasser, filtriert und setzt erst in der Zehnliterflasche 1 / starken

Ammoniaks hinzu, verteilt die Lösung, die noch teilweise ungelöstes hellgrünes

Eisenoxydulhydrat enthält, in Ä und B auf den darin befindhchen zahkeichen

Eisendrahtnetzen. Dann läßt man zunächst durch langsames Hin- und Her-

leiten der zu prüfenden Luft, die bei a eingesaugt wurde, zwischen

AsB und BsÄ den Sauerstoff absorbieren, leitet den Gasstrom dann in

der Richtung der Pfeile und entsprechend bei Hochstand von B in anderer

Richtung im Laufe von mehreren Stunden langsam mehrfach durch C, wobei

die Ammoniakdämpfe in W oder W^ durch Oxalsäure entfernt werden, und

bestimmt den Kohlenoxydgehalt des (lOOfach verdünnten) Blutes kolori-

metrisch oder gasanalytisch (siehe Blutgasanalyse). (4 1 Eisenlösung ab-

sorbieren 80—100 l Luft, d. h. genügen zu 20—25 Versuchen.) Der Sauer-

stoff ist nach etwa 2 Stunden Hin- und Herleiten bis auf Spuren absor-

biert. Vm die Absorption zu begünstigen, stellt man C in Eis. So gelingt

es, Kohlenoxyd noch in Verdünnungen von 1 :40- bis 60.000 nachzuweisen.

Die genaueste kolorimetrische Blutprobe ist die Kunkehche Tanninprobe :

Zu je 5 cm^ der gleichen (100—200fach verdünnten) teils kohlen-

oxydhaltigen ,
teils CO-freien Blutlösung wird in 2 gleichweiten Reagenz-

gläsern 2°/oige Tanninlösung bis zur Totalfällung hinzugesetzt.

Nach einer Stunde oder länger tritt der Farbenunterschied zwischen

beiden Proben (graubraun und hellrosa) auf. ]\Ian vergleicht die Rosafärbung

mit einer Skala aus Proben, die aus je 5 cm^ CO-gesättigter Blutlösung

mit 10, 20, 25, ?>0, 50 cni^ normaler, ebenso verdünnter Blutlösung und

Tannin hergestellt sind.

Beispiel: 1 cm^ reines CO in 40 / Luft (1 : 40.000) gibt bei guter

Os-Absorption im Apparat (2 Stunden) deutliche Tanninreaktion.

b) Mit Jodsäurei): Kohlenoxyd wird bei 150" durch Jodsäm-e zersetzt

zu Kohlensäure und freiem Jod. 5 CO -{- 2HJO3 ^HgO -|- 5CO2 + J.,. Es

liefern 70 CO— 127 Jod. Das Volumen, CO bei 0** und 160 mm ist gleich

dem Gewicht (mg) dividiert durch 1-254. Wasserstoff und j\Iethan geben
die Reaktion nicht.

Man saugt 1— 2/ der Mischung (^'1000
—

V50000) langsam (lOcw^ höch-

stens pro Minute) durch ein U-Rohr, gefüllt mit Kalistückchen, dann durch

ein zweites mit Schwefelsäurebimsstein. So von CO.,. HgS, SOo. H2O befreit,

kommt das Gas in ein oben zugeschmolzenes U-Rohr, in dem sich 30 bi

40g trockener Jodsäure befinden. Dies Rohr steht in einem Ölbad bei 150".

Die jodhaltigen Dämpfe werden in einem Willscheji Kaüapparat absorbiert

durch Natronlauge (pcm.^ vom spez. Gew. 1-2 -1- ocm^ Aq. dest.). Hieran

schließt sich die ansaugende 3Iariottesche Flasche oder ähnliches.

s

n
*) 31. Nicloux, Dosage chimique de petites quantites d'oxyde de carbone dans

l'air. Ann. Chiniie et Physique. 7serie. T. 14. p. 565 (1898); Archives de Physiolosie.
5 s^rie T. 10. p. 382 (1898).
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Das Jod ^vi^l koloriiiiptrisch bostiimiit: iMc jodlialti^M- I,;iii<;o wird in

einen schmalen lOOD/r'-ZvIiiidcr (|ii;iiititativ iihor^'cspiilt (40—r)Orm»). mit

HoSOi deutlich anuesäuert, öcm^ Chlorotonii und weiiijr»' Zciiti^rraninu'

Salpeter zugesetzt und kräftii;- ireschüttclt.

Zur Farl)veri>leichuujLj;- der C'lilorot'onnjddlüsun.t,^ l»rin^^f man in einen

zweiten gleichen Meßzylinder 4'inn-^ Wasser. :tcm-^ Natronlau-re. Schwe-

felsäure, 5cm3 Chloroform, einige Zentigramm Salpeter und eine hestinimte

Menge einer Jodkaliundösung, von der \ nn^ — OVOOl KJ. so lange, bis

die Färbung beiderseits gleich ist.

Ist die Konzentration sofort zu liocli. so verdünnt man duicli reine.s

Chloroform.

Bei der genannten Jodkaliumlösung wiid das \ (»Iiimen

Va der gefundenen Jodkalimenge.
Zur Sicherheit soll man vor Beginn der Absorption, um .^|iun n .I(m1

zu entfernen, reine Luft einige Zeit hindurchsaugen.

Beispiel:

70 1 KJ
12 < l-2;>4 21h

Mischung 1 CO in
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Widerstand . d. h. die Länge der dünnen Gliihspirale ,
ist so zu bemessen,

daß an den von der Kalilauge benetzten unteren Enden des dicken Drahtes

keine Elektrolyse (Gasbläschen) auftritt. Der obere Teil von F geht in eine

Kapillare über, deren Ende seitlich abgebogen etwa 1 cm tief in V hinein-

ragt. Die Kapillare trägt einen Dreiweghahn D, durch welchen sie ab-

wechselnd mit den ebenfalls kapillaren Röhren a und b in Verbindung ge-

setzt werden kann. Zum Versuch bringt man in den unteren Teil von V
1—2 cm'* 2''/oige Kalilauge, fügt die nur im peripheren Teil der Schliffflächen

schwach gefetteten Teile aneinander, sichert die Verbindung mit Hilfe von

Gummiringen, die an

den Glashaken der

beiden Stücke von V

befestigt werden, und

evakuiert V von a aus

durch die Wasserstrahl-

pumpe. Hierauf ^^ird a

mit dem Rohr P, in

dem sich die CO-haltige

Probe befindet, verbun-

den, man öffnet den

Quetschhahn 1 und den

Dreiweghahn D. Dann

schließt man 1 und

läßt durch Öffnen von 2

einen Teil des Gases

in die mit mit Schwefel-

säm'e benetzten Glas-

perlen gefüllte Kugel
treten. Nach Verschluß

von 2 wird durch Öffnen

So fährt man fort, bis

Fig. 209.

ist.

her,

und

der

ein.

von 1 das Gas in V gesaugt,

annähernder Spanuungsausgleich in P und V erzielt

Jetzt erst stellt man zeitweise freie Kommunikation

damit die Spannung sich vollkommen ausgleiche,

läßt endlich, durch vorsichtiges Öffnen von 3. aus

inzwischen angesetzten Glaskugel W Wasser in P
um den Rest des Gases nach V zu bringen. Zweckmäßig läßt man

auch bei dieser Manipulation niemals alle Quetscbhähne zugleich offen.

Nach der Entfernung von P wird V mit Hilfe der Schliffstücke b c mit

dem Manometerschenkel 31 verbunden. Das Manometer wird außen an

die Wand einer recht großen Wasserwanue so angehängt, daß sich F, D
und möglichst auch b im Innern der Wanne unter Wasser befinden. Nach

einigen Minuten wird in F durch Einlassen von reiner Außenluft durch a

hindurch Atmosphärendruck hergestellt. Da die Zimmerluft häufig Spuren
von Leuchtgas enthält, welche das Resultat fälschen würden und auch
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ihr hoher CO-^-Gohalt oini^v Zeit his zur vollen Alisor|)ti(ni hraiichrn

würde, verwendet man zweckniäßif,^ ('()..-frei(! Luft ans dein rrcirn.
die in einer Gaspipettc über stariv vcrdiiiintcr Kalilauu'«' IxTcit

gehalten wird. Xnniiichr winl I) so iredrcht. daü a mit h koiiiinuiiiziiTt

und die FKissigkeit im Manomcterschcnkcl .1/ auf den Nullpunkt i-in^rc'-

stellt. Die Einstellung- }ieschi('lit duirh das am ManomctcrLM-fiir. <; iiuf.-n

angebrachte Kautschuksäckchen 5 (Saugpfro|)f('n). dessen N'olumcn mit Hilfe

einer Messingfeder und Stellschraube S sehr fein geiindert werden kann
(siehe später bei Blutgasanalyse 8. iu-\). Nach Kinstcllun-r auf den Nidl-

punkt setzt man das Manometer M duich Drehung v(ui /' mit V in \'er-

bindung und wartet nun unter öfterem Misclicu des Wassers in der Wanno.
bis der Stand sich nicht mehr oder in genau gleichem MaCo wie das daneben

hängende Thermobarometer ändert. Als Tliermobaromcter dient ein d<Mn

eben beschriebenen ganz gleicher Apparat.
Nach Ablesung des immer wieder auf eingestellten Manometers und

des Thermobarometers und der Temperatur des Was.sermantels schreitet man
zur Verbrennung des Kohleno.xvds, indem man die Tlatinspiralcn in beiden

Apparaten bis fast zur Weißglut durch einen entsprechend abgestuften elek-

trischen Strom erhitzt. (Straßenstrom von 1 10 \olt Spannung unter Kinschal-

tung eines Lampenwiderstandes aus fünf (llülilampeii mit je nach der Dünne
des Platindrahtes 10—25 Kerzen Stärke.) Mit ilem Lrglühen desTlatindrahtes

dehnt sich die Luft in V und im Thermobai-ometer aus und drückt die

Flüssigkeit im Manometerschenkel M herunter. Die kuglige Erweiterung / des

Manometerschenkels M nimmt die aus T verdrängte Luft auf, während das

Wasser in die kuglige Erweiterung // des ^Lanometerschenkels .V empor-

steigt. Die Erweiterungen müssen etwa ein Drittel des lidialtes von V
fassen. Der Druck des Gases in V steigt vermöge dieser Einrichtung beim

Glühen nur um etwa 15 hm Wasser. Nach etwa 20 Sekunden unterbricht

man den Strom so lange, bis die Hauptmasse des Gases wieder nach I'

zurückgekehrt ist (10—15 Sekunden). Dann glüht man abermals 2<) Sekunden

lang und wiederholt dieses Spiel etwa 20mal. Nun wird 'remi)eraturaus-

gleich ahgewartet und abgelesen, nach Einstellen in .1/ auf den gleichen

Nullpunkt wie zu Beginn, nachdem man durch vorsichtiges Schütteln, damit

die Lauge nicht zwischen den Schliff kommt und gelöste Kettpartikel an

der Innenwand verschmiert, für vollkommene .Vb.sorpticMi der Kohlensäure

gesorgt hat. Hierauf wird durch Wiederholung des (Jlühens kontrolliert,

ob die Verbrennung vollendet war. was meist der lall i>t. Man kann

sehr wohl 2—3 Verbrennungen gleichzeitig ausführen, indem man die

Platinspiralen mehrerer Apparate hintereinander in denselben Stromkreis

schaltet.

Es ist notwendig, das Thermobarometer genau wie die eigentlichen

Verbrennungsgefälje einzurichten und gleichzeitig zu erhitzen, um alle He-

dingungen möglichst gleichmällig zu gestalten. Ms verbieimt regelmäliig

beim (ilühen ein wenig Stickstoff der Luft, wie man dun-h das Auftreten

von Salpetersäure in der Kalilauge nach längerem Gebrauch nachweisen
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kann. Die Größe dieses Fehlers ist in den verschiedenen Apparaten gleich,

wenn die Glühspiralen gleich lang und aus gleichem Draht ge-

fertigt sind und die Verbrennungsgefäße annähernd gleichen Inhalt haben.

Man muß sich, ehe man die Gefäße in Benutzung nimmt, tiberzeugen, daß

ihre Manometer nach längerem Glühen parallel gehen.

Erhebliche Fehler können entstehen, Avenn die Luft des Zimmers
brennbare Gase (Leuchtgas) enthält. Es empfiehlt sich deshalb, den Druck-

ausgleich in V am offenen Fenster vorzunehmen oder besser, wie oben

gesagt, COo-freie Außeuluft zu benutzen. Nach dem Druckausgleich ist

die etwa in V und im Thermobarometer noch vorhandene Luftkohlen-

säure durch leises Schütteln des Gefäßes zur Absorption zu bringen.
Die größten Fehler entstehen aber, wenn der Apparat durch organische
Stoffe verunreinigt wird. Durch das Glühen der Spirale werden diese ver-

brannt und verbrauchen Gas
,

welches bei dieser Art der Analyse dann

auf CO bezogen Avird.

Zur Berechnung der Resultate ist es notwendig, den Rauminhalt des

Verbrennungsgefäßes einschheßlich der Glasröhren bis zum Nullpunkt des

Manometerschenkels M zu kennen. Durch Wasserwägung läßt sich die Kali-

brierung mit erforderlicher Genauigkeit ausführen.

Bei der Verbrennung verbinden sich zwei \'olumina CO mit einem

Volumen Sauerstoff zu CO.^, welche absorbiert wird. Die Abnahme des Gases

ist also, wie immer bei CO, mit 2/3 ^u multiplizieren. Da durch die stets

gleiche Einstellung des ^lanometers in M auf Null der dem Gase zur Verfügung
stehende Raum, das Gasvolumen, konstant bleibt, prägt sich die Änderung
der Gasmenge ausschließlich im Druck aus. Die Änderungen der Temperatur
und des Luftdruckes wirken auf die Manometer des Verbrennungsapparates
und des Thermoi)arometers in gleichem Maße. Man braucht daher nur

die Druckänderung des Thermobarometers von der des Manometers abzu-

ziehen, um die durch die Verbrennung bewirkte Druckäuderung a (mm)
zu finden.

Es betrage das Kaliber des Verbrennungsgefäßes mit Einschluß des an-

grenzenden lufthaltigen Manometerschenkels bis zum Nullpunkt v cm'^, die

Anfangstemperatur gemessen im Wasser der Wanne t^ so ist das auf 0»,

160 mm Hg Druck und Trockenheit reduzierte ^'olumon des Kohlenoxyds

gleich:

2v . a

3 X 760 X 13-65 X (1 -f- 0-00367 t)

oder vereinfacht

V . a

15.561 (1 +0-00367 t)
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Zur Erleichterung der llechiiiing ist in der folgrnd.Mi Taltellc der Wert von

1

I5.ö«i (1 + oou;;C)7 1)

für die praktisch wiclitijicii 'l'einperatiircn zwischen li> und i'i>o trctrelMMi-

Temperatur llin«r«B«
c Xnmerns Loffarithmn»

ft> l"

1^ OOOOOIjK) ö-781»27 - 10
13 O0000()i:-i 5-78775

^^-

14 O0000(;il 5-7S(523 ^?^
15 OOÜOOGÜI» 5-7K472

^^^

16 00000G07 5-78321
*^*

17 0-0000605 5-78171
^°^

18 0-0000603 5-78021
^^

19 0-0000601 5-77872
^*^

20 0-0000599 577723 ^*^

21 00000597 5-77575
^*^

22 00000595 577427 ^*^

Beispiel: Kaliber des VerbrennungSi-efüDes a =: 'MiA nn^; Teinp«'ratur
imMoment der Absperrung des Manometers und Th('rm<»i)aroineters = 14-2M'.

Anfangsablesung: TB + :',{\ unii

V. . / + 4S ..

Nach lümaligem Glühen: TB . . . . + :i:)-i' ..

V L><)-G .,

Nach abermals lOmaligom (ihilicn: IB. -f 4»)'l ..

V L>l-S ..

Nach abermals lOmahgem (ilühen: TB. + 49-l' ..

V - 18(i ..

Die durch die Verbrennung be\Yirkten Druckiimh'rungcn sind demnach:

Nach dem ersten Glühen . . . 29*6 + 4-8 + (a5-2
—

H'O) = «;•»; mm
„ „ zweiten „ . . . 21-8 + 4*8 + (46-1 --;J-0) = HU'T ..

„ „ dritten „ . . . IS-i; + 4-8 + (40-2 -:;•()) = «911 .,

Es war also nach dem zweiten Giülien die \erbrennung vollendet.

Durch Einsetzen der Zahlenwerte in die Formel halten wir

:-^7-54x69-6ö

00000611

log ;i7:)4
— i:>7449

log GDOr) = 1-84292

loa-
^ (siehe Tabelle korri-iert für 0-2'') — r)-78r)0:'. K»

="
0-0000611

^

9-2o:i;u ]<•

num. log 9-203:U
- (»ICOr«»^ ('(.
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Beispiele für Genauigkeit (Blutgas).

Nr. I.

Vor Verbrennung . . .

Nach 20maligem Glühen

Differenz= Kontraktion .

Also Druckdifferenz reell

Vol. CO im Blut . . . .

stand des Manometers in Kubikzentimeter Wasser

Kohr I Thermobarometer Rohr n

-4-00

10-30

-6-30
710
4-159

Nr. TT.

+ 0-80

+ 1-60

+ 0-80

— 0-80
— 6-80

-600
6-80

4-200

Stand des Manometers in Kubikzentimeter Wasser

Rohr I Thermobarometer Rohr n

Vor Verbrennung
Nach Glühen . .

Kontraktion . . ,

Druckdifferenz . ,

Vol. CO im Blut

+ 1-60
— 5-2.Ö

— 6-85

7-30

4-268

Nr. ITT.

-r015
+ 0-60

+ 0-45

— 0-75
— 755
— 6-80

7-25

4-470

Vor Verbrennung . . .

Nach 20maligem Glühen

Kontraktion

Druckdifferenz

Vol. CO im Blut . . . .

Stand des Manometers in Kubikzentimeter Wasser

Rohr I Thermobarometer Rohr n

-4-15

11-10

-6-95

7-45

4-363

— 0-50

±000
+ 0-50

— 200
— 8-60
— 6-60

710
4-384

IL Größere Mengen Kohlenoxyd in großen Mengen Luft.

Ein Gasgemisch, das CO enthält, muß vor der Absorption des Kohlen-

oxyds von Kohlensäure befreit werden. (Einführen einer KaUkugel oder

Absorption in Kalilauge.) Das Gemisch enthält dann in den meisten Fällen

Sauerstoff. Man entfernt ihn durch Absorption in Pyrogallol (s. S. 624).

Etwa vorhandene schwere Kohlenwasserstoffe, wie Äthylen, sind auch

noch zuvor durch Absorption in rauchender Schwefelsäure zu entfernen. Die

dabei gebildeten sauren Dämpfe müssen durch Tvalilauge absorbiert werden.

A. Absorptionsmethoden.

a) Salzsaure Kupferchlorürlösung (nach Winkler). „86^/ Tvupferasche

werden mit 11 g Kupferpulver (dargestellt durch Reduktion von CuO mit

Wasserstoff) unter Umschütteln in 1086 g Salzsäure von 1'124 spez. Gew.

(16° B) eingetragen und in die Lösung eine die ganze Flasche durch-

setzende Spirale von Kupferdraht hineingestellt." Die Lösung wird unter
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Petroleum in einer vollständig- frefüllten, mit K:uits(hiikst«»|ifi'n verschlossenen.
am Boden mit Tubus und Hahn versehciun l'lasche aufWewahrt und hei

der Abfüllung Petroleum nachiicfüllt. Zulässifzrr Alisorjitionswert 4 nn^ CO.»)

b) Ammoniakalische Kupfcrchloriirlösnni,'. 1 / i\\n<jn- sal/saurer Lüsinit;

Avird in ca. 5 l Wasser iiej^ossen und der Nit'dcrschl.ML' in cim-n etwa :;l'() <•;//'

fassenden, mit Glasstopfen versehenen Zylinder iretiillt. Kinc vorher an^'ehrarhte
Marke zeigt 62 cm^ an. Nach einigen Stuinh-n wird l>is zu dieser mittelst

Hebers abgesaugt, mit T'oo/o Ammoniak ganz vollgefüllt, umgescluittelt und
mehrere Stunden stehen gelassen. Hat man die.se Lösung benut/t, .so kann
man nach der Absorption im Rest Wasserstoff mit Talladium liestimmen

(siehe S. 655).

Die Lösungen werden in der Pipette Fig. 204 aufbewahrt und in

der üblichen Anordnung mit Melibüretten verbunden. I)a aber die ("< Mlintiunvr

in ihr sehr locker ist und eine erhebliche Mengen CO enthaltende Lösung
nicht unerhebliche Mengen CO-Gas an ein kohlenoxydärmeres Gasgenii.sch

abgibt, so verwendet man zur Absorption -J Pipetten und bringt das zu

prüfende Gas zunächst in eine Pipette mit einer oft gebrauchten, dann in

eine zweite mit einer noch wenig CO-haltenden Lösung. Für einigermaßen
exakte Analysen muß die gasförmige Salzsäure resp. das Ammoniak dunh
Überführen in eine Pipette mit destilliertem Wasser vor der Ablesung

entfernt werden.

Die CO-Absorption in der Kupferchlorürlösung vollzieht sich ziemlich

langsam, das Gas muß mehrfach übergetrieben werden.

B. Verbrennungsanalyse.
1 Vol. CO gibt bei der Verbrennung

'
, Vol. Kontraktion und bildet 1 \i>\. CO,.

Bei der Verbrennung wird also das doppelte Volumen der Kontrak-

tion an CO2 gebildet, die durch Kalilaugeab.sorjjtion bestimmt wird. Sind

die Beziehungen nicht so, daß die gebildete Kohlensäm-e das Dojipelte der

Kontraktion beträgt, so sind noch andere brennbare (Jase vorhanden.

L Nach Bunscn-Gcppert mischt man das ("(»-haltige (iasgenii.M-h

nach Entfernung der Kohlensäure mit reim r Luft oder Sauerstoff oder,

wenn durch den elektrischen Funken keine \eri)uffung zu erzielen ist

(13*75<'/o CO in 100 Luft verbrennen noch), mit elektrolytischem Knallgas.

Es darf auf 100 Vol. nicht brennbares Gas nie mehr als i't; M Vol. brenn-

bares Gas kommen, da sonst der Stickstoff unter gell)er Flamme zu

Salpetersäure und Stickoxyd mitverbrennt.

Die Bimsen^Q\\(' Analyse hat die Inannehmlichkeit , daß man der

Reinheit des zugesetzten Knallgases vollkommen sicher sein muli. dal", man

außerdem nicht immer das Mischungsverhidtnis beim ersten Versuch richtig

trifft und daß bisweilen eine zu starke Explosion «-rfolgt.

2.Verbrennungmit glühender Platinspirale(Grisounieter nach (
'(><iuUlon l

Viel bequemer als die Bunsenschi? Explosionsmethode ist die X'erbrenninii:

1) Hempel, Gasaualyse. S. 183.
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des CO in einem durch Quecksilber abgeschlossenen Raum durch eine

glühende Platinspirale von O'o5 mm Stärke in etwa 6 Windungen (siehe

Fig. 210'). Die Spirale sitzt in 2 mit Quecksilber gefüllten, den Stopfen

durchsetzenden Kapillarröhren, in die außen die Drähte von einer Akkumu-

latorenbatterie von etwa 12 Ampere mit zwischengeschaltetem verschieb-

baren (rraphitwiderstand, oder bei Verwendung des Straßenstroms von

220 Volt Spannung eines Glühlampenwiderstandes von o—10 16-kerzigen

Kohlenfadenlampen einmünden.

Diese vielfach von Grehant und seinen Schülern, in letzter Zeit von

Haidane benutzte Methode läßt sich in den verschiedensten Modifikationen

anwenden, sei es in der Hemjjehdien Anordnung diu-ch Übertreiben des

Fig. 210.

Gasgemisches in eine mit dem Analvsenrohr zu verbindende Verbrennungs-

pipette (vgl. Fig. 210), sei es durch feste Verbindung des Grisoumeters in

Kombination mit einer Kohlensäureabsorptionspipette mit dem Analysen-

rohr nebst Thermobarometeroder Pe^^ersowschem Regulator (siehe Fig. 1906^).

Man entfernt zunächst die Kohlensäure durch Kalilauge, läßt das Gasge-

misch dann mehrfach an der glühenden Spirale vorüberstreichen, liest ab

und ermittelt durch nochmalige Verbrennung, ob die Verbrennung vollendet

ist. Hat man ein stark CO-haltiges Gemisch, so verdünnt man die Gas-

probe mit dem Stickstoff, der von den vorhergehenden Analysen als Rest

übrig geblieben ist, um zu starke Explosion oder Verbrennung von Stick-

stoff zu verhindern. Hat man wenig CO, so ist diese Vorsicht nicht notwendig.

^) Hempel, Gasanalyse. S. 123.
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?K Verbrennun<i in der I'latinkaiiill.uv. Drclmhinult iiiid narli ihm
Winkler verwamlteri ein \()c,„ Iaii<i:('s. '2 nnu dickt-s l'latiiirolir von ^vl mm
lichter Weite, dessen Holdraiini dmcli :'. \ dünne l'latindrahtc fast voll-

kommen iiefiillt ist. Das Köln- liinft an dt-n Enden dinrli zwei nnten ^'e-

schlossene, oben offene Küldrüliren ans Messiii;,' von V.^mm Weite nn<l

ca. 8cm Länge nnd ist in eine )\hmm weite Knpferrojue einirelotet. hie
Lötstelle befindet sich innerhall) der Külilcr. /iir CO-Verbreininn^: wird die

Platinkapillare durch eine Gasflamme znr itot^dnt erhit/t. Ks wird an«e-
f^eben, dali diese Methode auch sehr g:eriiif,'e ("n-Men};en .scharf /ii be-

stimmen gestattet, da kein Stickstoff verbrennt, doch hat sie sich bisher

für l)iolügisclie Zwecke noch nicht eingebürirert.

Grubengasbestimmung (Methan).

Grubengas wird iinniei- durch \erl)it'nniuig bestiniiiif. •_' \'nl. luanciien

4 Vol. Sauerstoff und bilden 2 Vol. Kohlensaure.

CH, + 20, = CO, + L'll.o.

2 Vol. + 4 Vol. = 2 Vol. + (»Vol.

Die Kontraktion ist doppelt so grob wie die geiiiMeie Ktihlen^annv

Die CH^-Menge ist gleich der Kontraktion plus CO» dividiert durch :'..

Zur sicheren Feststellung, daß nur CH^ als brennbares (Ja.^ vorhan-

den, macht man in einer Probe nach CO^-Absorption und N'erbrennnnLMki

sowie Absorption der gebildeten COaCc) eine (Vliestimninng (Pvroiralloli.

'Vs (k -f c) plus der gefundenen O,-Menge sind der Sanerstoffgehalt der

Probe. Dieser Wert muß übereinstimmen mit dem Resultat der • »o-Absorp-

tion in einer zweiten Probe ohne \erbrennuni!-.

Um zu vermeiden, dal'i l)ei der Exi»losion in den langen y>M»,>7//-Kudio-

metern oder in irgend einer Explosionspipette zugleich Stickstoff verbrennt,

müssen nach den i^^msr^wschen Erfahrungen auf "iö—^iT \'olumen des (Je-

misches von Grubengas und Sauerstoff luo \ol. nicht brennbarer (iase zu-

gegen sein. Ein Luftgemisch mit ö— i;i Vol.-°/„ ^'H. verbrennt noch ohne

Zusatz.

Hat man auf Spuren von Methan und Wasserstoff in der Ausatninng>-

luft von Tieren zu prüfen {Zunfz, Lvhnnunt nn<l llufinnuun I. c). >o be-

freit man das Gasgemisch in einem Schnabelrolir (siehe Kit:, isr») <lnrch

Kahkugel von CO.,, füllt in ein zweites Schnabelrohr, um jede >pMr \on

KOH im Rohr zu vermeiden, dann in ein langes Endiometer mit nur etwa

•Inim Wassermeniskus, notiert das \'olninen mach Grppcri, siehe S. »m.".)

in Wasser versenkt, setzt etwa ;iü" o ganz reines Knallgas hinzu, verpufft,

bestimmt die Kontraktion, setzt n» oiu:«' 'vOlI hinzu, bestimmt am folgenden

Tage nach kräftigem Schütteln die gebildete ('(»..-Menge. Diese ent.vtammt

aus CH^. Die gefundene (iesamtkontraktion minus dieser Cll^-.MenLM' er-

gibt die H-Menge = V;i dieser Hestkontraktion.

Beispiel (Z, L, H): Gehalt der von Pferden exspirierten Luft an

lirennbaren Gasen.
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Nummer des Ver-

suches

Durch Verpuffen mit Knallgas

Kontraktion gebildete COj

in Prozent der Gasprobe

Prozente der Luft an

CH4 H

XXX

XXX a

0-090

0-115

0-110

0130

0045
0044
0-065

0-148

0-045

0-044

0060
0-106

0-018

Durch die Anwesenheit so kleiner Mengen CHi wird die Genauigkeit

der Sauerstoffanalyse (Verbrennungsanalyse) störend beeinflußt. Zuntz,

Lehnann und Hagemann (1.
c. S. 42) fanden die Oa-Menge im allgemeinen

um etwas mehr als das Volumen des vorhandenen CH^ zu klein (ca. O-Oo" o)-

Setzt man große Mengen H zur Explosion hinzu, wird der Fehler etwas geringer.

Hat man dagegen Gärungsgase ( Darmgase) zu analysieren, die keinen

Sauerstoff enthalten, in denen außer Grubengas Wasserstoff vorhan-

den ist, so füllt man das Gemisch über Quecksilber in ein graduiertes

Absorptionsrohr und entfernt, nachdem das Gas gemessen ist, zuerst die

Kohlensäure durch Einbringen einer Kalikugel, überzeugt sich darauf durch

Einbringen einer Phosphorkugel von der Abwesenheit von Sauerstoff und

analysiert nun folgendermaßen in einem langen ^Mwsewschen Eudiometer

im Wassermantel nach Geppert (siehe S. 67H) : ^lan setzt etwa die sechs-

fache Menge reinen Sauerstoffs (aus KCIO3) hinzu, explodiert, bestimmt

die Kontraktion, In-ingt T^/oige Kalilauge hinein und bestimmt die gebildete

Kohlensäure. Das Restgas soll nun, wenn kein Stickstoff vorhanden ist,

aus reinem, im Überschuß zugesetzten Sauerstoff bestehen :

CH4 -f- 2 O2 + 2 KOH = K2CO3 + 3 H,0 (2 Vol. + 4 Vol. = Vol.).

Dieser wird nach Zusatz von der Sfachen Menge Wasserstoff durch Explo-

sion bestimmt. W>nn die Kontraktion aber jetzt weniger als 300"/o des

Volumens des Restgases beträgt, so ist Stickstoff in einer Menge vorhanden,

die dem dritten Teil der an :-')OOVo fehlenden Kontraktion entspricht.

Die Genauigkeit der Analyse kann kontrolliert werden, indem man den

überschüssigen Wasserstoff wieder mit Sauerstoff zurückbestimmt. Der

nicht als Wasserstoff anzusehende Rest, d.h. zwei Drittel der an löO^/o

fehlenden Kontraktion (2 H., -1- O, = 2H2() 4 Vol. -f- 2 Vol. = Vol.), ist

als Stickstoff anzusehen und' diese Sticksto'ffzahl muß mit der zuvor gefun-

denen übereinstimmen. 1)

Beispiel:

Kohlensäuregehalt des Darmgases (gesondert bestimmt) . . . 89"927o

Restgas mit ganz geringem Verlust in ein Eudiometer gefiUlt.

Anfangsvolumen des Restgases 2-088 c;«^

I
Wasserstoff 60-82Vo

1 Methan •

O-öÖ«/«
Darin

*) C. oppenheimer, Zur Kenntnis der Darmgärung. Zeitschr. f. phys. Chem. Bd. 48.

S. 240 (1906).
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daraus berechnet der verl)rauclite Sauerstoff 'i

tatsächlich zu;:;-esetzter Sauerstoff
es mußten also noch vorhanden sein an Sauerst(»ff

Analyse des Restf?ases durch H-/usatz eririi)t Sauerstoff

folglich enthielt das Gas an hrennharen (iasen nur II inid (11,
Es bleibt also Stickstoffrest L>i»-(i-J« o <>d<M

1 0:

»i:

.••.1:

;;i;

).'> «

.'< » ..

.'7 ..

Clecirfc L«mp

Fig. 211.

In dem Eestiras nach Explosion und Koll-Absorption finden sich

nach der Sauerstoffanalyse 0'8)il n/?' N, davon p:ehen ab OlM'.i. die aus

dem zugesetzten nicht ganz reinen lionibensauerstoff stammen, es bleiben

0*612c/«3 oder 290:)Vo- Es findet sich also übereinstimmend ein Stiek-

stoffgehalt des ursprünglichen Gases von O'Ol ä c;;/^

Ist Grubengas nur das einzige brennbare (Jas wie gewöhnlich in den

Ber2:werks»asen bei schlagenden Wettern und in verhältnismäl'iL' geringer

Konzentration gegenüber grolJen Mengen von Ijü't vorhanden, so kann m.-m

') 2H„ + 03 = 2H,0 (4 Vol. -f- 2 Vol. =oVol.).

CH, + 20, = rb, + 211, (2 Vol. + 4 Vol. . 2 Vol.V
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sehr zweckmäßig den Haldane^chei^ Apparat benutzen, der mit dem Grisou-

mcter CoquiUons moniiert ist (Fig. 2115). Man mißt zunächst eine gemsse
Menge des zu untersuchenden Gasgemenges ab, absorbiert die Kohlensäure

in Kalilauge, bestimmt durch Zurückbringen in das Analysenrohr die Ab-

nahme, bringt den Rest darauf in die Verbrennungspipette, in welcher der

Platindraht zur leichten Weißglut erwärmt sein muß, und treibt den Gas-

strom mehrfach während einer halben Minute hin und her, läßt darauf

den Platindraht erkalten und die Pipette sich a])kiihlen, mißt die Kontraktion

und dann die gebildete Kohlensäure durch Absorption in der Kalilauge.
Darauf überzeugt man sich durch Wiederholung der Verbrennung und Ab-

sorption, daß das gesamte brennbare Gas entfernt ist und auch die in den

toten Piäumen der Verbindungskapillaren befindliche Kohlensäure durch

mehrfaches Hin- und Hertreiben entfernt ist. Endlich wird der noch vor-

handene Sauerstoff durch Absorption in Pyrogallussäure entfernt.

Beispiel.

Gasprohe 20024 cm
— CO, . 19-982

.,

U042 (/«=> --=0-217o CO,
uach Verbrennung 19480

,,

Kontraktion 0-502 ..

— COj 19-230 .,

gebildete CO^ 0-250 ..

nach 2. Verbrennung und Kohlensäure-

absorptiou 19-206
,.

weitere Abnahme 0024
Gesamtdiffereuz (0-502 -}- 0-250 -f- 0024) . 0-776

CH^ = 0-776 X Vs 0-259 «»» = 1-29% CH^
O2-Verbrauch 0776 X -/j 0517 „

nach Absorption des noch vorhandenen

Sauerstoffs 15642 ,.

O2 = 3-564 c;«»-f0-517 m»r= 4-081 cwi3=20-38»
„ 0,.

Resultat:

0, 20-38

CÖ2 0-21

CH, 1-29

N . 78-12

100-00

Bei den gewöhnlichen Bestimmungen von Spuren von Grubengas in

der Bergwerksluft genügt es, nm- die Kontraktion durch die Verbreunungs-

probe zu ermitteln, was in wenigen Minuten geschehen ist,

Ist eine Luft zu analysieren, in der die Bergwerkslampe nicht brennt

also größere Mengen brennbarer Gase und geringere Mengen Sauerstoff

vorhanden sein müssen, muß die Gasprobe vor der Verbrennung mit Luft

verdünnt werden. Den Stickstoffrest der vorhergehenden Bestimmungen
füllt man dann bei der Analyse in die Verbrennungspipette ein, bestimmt in

der zum Stickstoff hinzugefügten Probe Kohlensäure und Sauerstoff und
w^eiß nun, wie ^^el Grubengas etwa vorhanden ist (Probe Ij. Darauf wäscht

r>
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man das Anal.vsenrohr uml die Kalipiix'ttc mit Liitf ans. um vorhaudriH'

Koste von Gruheniias zu ontfernen . lullt die Ka|iillarvt'rl»indnri|.'cii mit

dem in der VerbrennuniAspipette ((Irisonmeter) autVchoheiieii Sti«'kstoff.

bringt eine größere Menge reiner Luft in das Analyst-nrohr. cnttVrnt die

Kohlensäure und bestimmt das Volumen der Lull. .Ict/t füllt man ilieses

Luftgemiscli in die Kalilaugepipette so vollkommen ein . dal', die Verbin-

dungen mit Queeksili)er gefüllt sind, miüt eine kleine Mcultc der /u unter-

suchenden Bergwerksluft in dem Analysen röhr ab (rmbcll). sodab in

der Mischung etwa 607o Methan nach Nerdünnuntr mit der kohlcnsain-efrei

gemachten Luft vorhanden sind. Nach Bestimmung (h's (lesamtvoiumens

von Bergwerksluft + COg-freier Aulienluft wird sofort in der \'erl>rennungs-

pipette verbrannt, die Kontraktion, gebildete Kohlensäure inid schlielilich

der Sauerstoff wie oben bestimmt.

Beispiel.
Probe I 19-9ß2

nach CO^-Absorptioii I',l-.'i44

0-41S = jJO'J" n
< (J,

nach Og-Absorption ITOlCi

24'.)8 - 12 51\ tJ-

Da der Sauerstoff nur aus Luft stammen kann, so entspriclit l^^nl^o <, an

12-51 X 100
Luft ^^I^TT;^

• ßas Gas enthält danacli SO'??",, Luft mit «'fu,! I.i" l\olil<ri<;iiin'-!-

20'93

-|-Stickstoff , so daß ein Rest von
25'''(, Grubengas bleibt.')

Die Probe wird daher zur Verbrenninig um das Fünffache mit Luft verdünnt.

Probe II: CO^-freie, reine Luft lG-34('> rm=>

Bergwerksluft •jn4(U ..

l'nilM> II. 4ilSr«/=«

nach Verbrennung 19 92ü ..

Kontraktion 0o44 „

— C(X 19ör,2 .

also CO.] U35S .

nach Sauerstoffabsorption KMHG -

also 0, 3-394 _

Aus Probe I ergibt sich, daß in den 4"118f»/^ der Probe II OOSCic;«' CO, ent-

halten sind, daher sind bei der Verbrennung ()-3ö.S— U-(»8tj = 0272 r»«' CO, gebildet

worden, d. h. genau die Hälfte der Kontrakti(Ui ()-r)44 rw*. Das brennbare Gas war also

wahrscheinlich reines Grubengas. Bei der 2. Analyse war an Sauerstoff vorhanden:

a) in den lG-346 c/w» Luft 3-421 r»i»

h) „ „ 4-118 cw» der Probe II nach Probe 1 l>-.')1.'» -

Summa O, ^ ,WM\ nn'

daher ist bei der Verbrennung verbraucht worden 393«; r»i'

- :\:v.\ i ..

U .')42 f/M'

') Haldaiic fand bei Analyse der in ungcbrauciiten Kimmen ciiL'liscljcr Berirworkc

stagnierenden sauerstofffrcieu Gasmischungen, die die Lampe ausloschen, aber keine

Explosion hervorrufen, und die, mit genügenden Lnftmengen gemischt, keine Stnnuifrou

des Befindens hervorrufen und dann die Lampen nicht mehr ausloschen. 78— 90" „ N
und 22^ r)7o C0„.
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also fast genau das Doppelte der bei der Verbrennung gebildeten Kohlensäure. Das

beweist, daß das brennbare Gas in der Tat reines Grubengas war.

Das Resultat der Analyse der Bergwerksluft berechnet sich danach:

0, 12-51

CO, 209

CH, 8-69

N ICyll

lOOÜU

Wasserstoffbestimmung.

Bei der Verl)reiiiiung mit Sauerstoff zu AVasser beträgt der H-Gehalt

2/3 der Kontraktion. 2 Ho + O2 = 2 H2 (4 Vol. + 2 Vol.= Vol.).

Es verbrennt noch ein Gasgemisch, das mit Luft gemischt auf

100 Volumina 5—727« H enthält.

1. Explosionsmethode (Bimsen). Apparat nach Geppert {sii^\\eS.612)^)

Vor der A'erbrennung werden die absorbierbaren Gase entfernt, bei

der Explosion darf auf 10 Stickstoff höchstens 6 Knallgas kommen, da

sonst die Gefahr besteht, daß Stickstoff mitverbrennt. Die Analyse muß
mit größerem Luftzusatz wiederholt werden.

Explodiert das Gemisch nicht, so setzt man elektrolytisches Knall-

gas hinzu.

2. Verbrennungsmethode im Grisoumeter.

Man kann zunächst ermitteln, wieviel Kontraktion die Beimischung
von 1 cni^ H in dem betreffenden Grisoumeter macht und berechnet dann

die H-Menge aus der Kontraktion.

3. Fraktionierte Verbrennung nach Hempel.'^)

Man leitet Gemische von Wasserstoff und Grubengas mit Luft ver-

dünnt durch eine U-förmig gebogene Glasröhre, in der sich Palladium

befindet und die zur Abkühlung in Wasser von Zimmertemperatur steht.

Der Gasstrom wird so geregelt, daß das Palladium höchstens an einzelnen

Stellen ins (rlühen kommt. Explosion muß vermieden werden. Das gebildete

Wasser wird von Zeit zu Zeit durch Erhitzen des Metalls auf Platinblech

entfernt. Da Methan mit Sauerstoff über Palladium erst bei 2000" ver-

brennt, wird allein der Wasserstoff entfernt.
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4. Absorption mit Palludiuin (Hnfiprl).^)

Ein 4: mm innen woitos, 20 rm lanL^cs U-Kolir .'lulialt i
,j

l'aija.lium-

schwamm oder ralladiuniscliwarz (aus Kcdiiktion von l'alladiumchliihlr mit
Alkohol in stark alkoholischer Lösunii; erhalten}. Man vcrhindct es mit d«T
das Gemisch von Wasserstoff und (Jruhenf^Nis entlialtcndeii (Jashiireftr uml
einer Wasser enthaltenden (iaspipette. Zuvor sind alle ahsorbierharen ( Jase

entfernt worden. Das U-l!ohr stellt in Wasser vmi DO- KXr. Das dem i seh
wird über Palladium :>mal hin und her fjetrieben, dann noch 2mal bei

Kühlung- mit Wasser von Zimmertemperatur.
..Die Differenz der Messungen jetzt imd v(tr (b-r Absorption ent-

spricht dem H-(iehalt der Menge Luftsauerstoff, die in dem r;dladium-

rohr vor Beginn des Versuches enthalten war. Diese Menge bestimmt man
ein für allemal, indem man das U-Kohr an (b-r einen Seite luftdicht

verschließt, im Wasser von 9" stellt und mit einem Mel'.rohr verbindet,
dann das Wasser gegen solches von 100" auswechselt und das bei der

Ausdehnung der Luft in das Meßrohr getriebene (,)uantum mißt. Die Aus-

dehnmig entspricht einer Temperatnrdifferenz von '.U", also dem dritten

Teil des eingeschlossenen Gasvolumens. Da das übergetriebene (Jas aber

bei Zimmertemperatur gemessen wird, nimmt es etwa V« des im U-Ktdir

enthaltenen Gasvolumens ein.

Das Palladium muß bei dieser Messung was.serfrei .sein, um \Va.s.ser-

dampftension zu vermeiden. Es wird durch überleiten von Luft
, dann

Ausschütten, GliUien auf Platin regeneriert und wieder eingefüllt.

Stickoxydulbestimmung (Lachgas).

Das Stickoxvdul kann durch W'rbrennung bestimmt werden.

2 Vol. NoO + 2 Vol. Ho = 2 Vol. N, + II, t».

d. h. die Größe der Kontraktion entspricht genau der .Menge des Stick-

oxyduls. Eine neuere Untersuchung-) hat die Kesultate von Hmipel ^) \m--

stätigt: die Resultate sind bei der \'erbrenniing in (TC/;/>er/schen Eudio-

metern nach Zusatz von der 2—Stachen Menge Wasserstoffgas erträglich.

Beispiel:

-^°t'^"S^" nach H-ZusatJ: na. l, I ^| mo.. N...
volum , .

10-231 ««=> 28-775 r;«« 281177o 18-ttö3rm' 185 2U\ 95-97' „

Geringe Mensen von Stickoxvdidgas nachzuweisen ist zurzeit nach

den Erfahrungen von Htmpd unmöglich.

») Hempel, Gasanalyse, S. 1152.

•-) Carl Oppcnheimcr, (ber die Ke.lnktlni. v..n Stickoxyil iliircl» alkalisctips I yro-

gallol. Chem. Ber. Bd.;)«. S. 1744 (1903).

=*) Hempel, Über die Bestimmung des Siieko.\\ilulnases. Ber. d. I>ciitschen i heni

Gesellsch. Bd 15. S. 903 (1882).

Abdeihaldon. Handbuch der biocUoraiscUen ArlwitMiKtbodm. 111. VI
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Goltstein^) hat unter Zuntz' Leitung nach Bunsens Angaben das

Stickoxydul in an N2O relativ reichen Gemischen (16—70o/o) absorptio-

metrisch bestimmt.

Nachdem in dem Gasgemisch der Sauerstoff durch Pyrogallat entfernt

ist. wird der aus N + N2 bestehende Rest in einem kalibrierten Eudio-

meter mit einer bekannten Menge destillierten Wassers bis zur Sättigung

über Quecksilber geschüttelt und die bei der betreffenden Temperatur und

Druck absorbierte NgO-Menge (N ist im Vergleich fast unlöslich) ermittelt.

Solche Bestimmungen werden bei mehreren Temperaturen und verschiedenem

Druck vorgenommen.
Mit Hilfe der Btmscnsahen Absorptionskoeffizienten wurde der Gehalt

an N^O berechnet und aus allen Werten das Mittel gezogen. Die Zahlen

wichen um höchstens O'öVo voneinander ab.

Stickoxydbestimmung.

Man kann Stickoxyd nicht durch Verbrennen bestimmen, da stets

Stickoxydul gebildet wird und selbst bei heftigsten Explosionen die Ver-

brennung unvollständig bleibt. Man bestimmt es durch Absorption mit

Eisenoxydulsalzlösung in der zusammengesetzten Absorptionspipette (Fig. 204).

Ein Teil p]isenvitriol wird in zwei Teilen Wasser gelöst (analytischer Ab-

sorptionswert ;i); Kali- und Natronlauge absorbieren Stickoxyd gas nicht,

beim Durchleiten durch eine mit Schwefelsäure angesäuerte Lösung von

übermangansaurem Kah wird es vollkommen zu Salpetersäure oxydiert

und kann auf diese Art entfernt werden. Durch alkalische PyrogalloUösung

wird es dagegen zum größten Teil in Stickoxydul verwandelt, der Rest

wird in bisher noch nicht ermittelter Weise absorbiert.

Bestimmung schwerer Kohlenwasserstoffe und von Acetylen.

Für biologische Fragen dürfte eine eingehende Besprechung der Leucht-

gasanalyse und ihrer darin enthaltenen gasförmigen Kohlenwasserstoffe

unnötig sein, zumal diese in der Gasanalyse von Hempel und in der großen

technischen Gasanalyse von Lunge sehr eingehend besprochen ist. Man al)-

sorbiert Cg H^ und andere schwere Kohlenwasserstoffe in rauchender Schwefel-

säure (Pipette mit H Kugeln, eine mit Glassplittern gefüllt), wäscht dann

in Kalüauge und bestimmt die Abnahme. Auch in Bromwasser (einige

Kubikzentimeter unter Wasser in der gleichen Pipette) wird Äthylen gut

absorbiert.

Ebenso wird man in den seltensten Fällen Veranlassung haben,

Acetylen zu bestimmen. (Vgl. Hempel, S. 206 und 261.) Es wird am

zweckmäßigsten durch Einleiten in eine ammoniakalische Lösung von Kupfer-

chlorür, Filtrieren des explosiblen Acetylenkupferniederschlages, Auswaschen

*) M. Goltstein, Über die physiologischen Wirkungen des Stickoxydulgases. Pflngers

Arch. Bd. 17. S. 331 (1878).
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•M <I<'S Kiipfcr-
mit Ammoniakwasser, Zersetzen mit HCl \ ...•,., i,,.,, w
Oxyds bestimmt.

Umstämllicher ist die Acetvlenhestimmiin-^r ,|,„.,.|i XiThroiiminfr „a,-||

Bunsen: Man versetzt das zu untersiiehendc (ins mit iniiidcstens 20 Tnleii
nicht brennbaren Gases, da die Explosion s«'lir lu-ftitr vcrlfluft ({r<-\volinlii-li

1 Vol. mit G— 7 Vol. Sauerstoff und etwa 24 Vol. Luft). Vor der Kxph.sion
muli das Gas von Kohlen.säure befreit sein. 1 \()I. C,I1, bildet l'VoI. ("().
Es verschwinden auf 2Vol. CoH., ;i Volumina.

Schwefelwasserstoffbestimmung.

Schwefelwasserstoff in irj^endwie erheblicherer Men-c in (ia>fonii

vorhanden, verrät seine Anwesenheit durch seinen (Jeruch: doch verliert

I

sich, wäe es scheint, die Schärfe des (reruchsinnes an Stellen, an denen

mit H., S verunreinigte Luft vorhanden ist. Der, übriirens sehr p'f;ihrdete.

Untersucher überzeuiit sich sicherer durch Schwärzimi,' des aniref«'uchteten

Bleipapiers, das bekanntlich .sehr fein rea.LMert. von dem Vorhandensein

von H, S.

Bei der Bestimmuni: sauirt man das (ias^'emisch zur 'rrocknuiiL' dnn-h

Schwefelsäure, dann durch eine sehr verdüimte Lösung' von .I«)d in .lotl-

kaliura mit etwas Stärkekleister unter \ermeidun;: der Belichtinii: dmch

direktes Sonnenlfcht und untersucht, sobald die Lüsuni: entfärbt ist:

H.^S + 2 J — 2HJ + S. Die aus den Absori)tionsirefälJen austretemle Luft

wird durch eine Gasuhr gemessen. Die Absorption nimmt man zwe<kmai'.ii:

in beistehendem Apparat vor (Fig. 212). / ist ein mit kon/entrierter Srhwefel-

säure befeuchtetes, bimssteingefidltes Trockenrohr mit Kugel K zum .\blaufen

der wasserhaltigen Säure, If die Absorptionsflaschi-. in der/vlinder /(."KJ rm

42»
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lang) mittelst Gummikappe luftdicht befestigt ist. In Z befinden sich

3 schwach konische Platinkapseln a h c von 4 cm Durchmesser, die fest

in Z eingepaßt sind und je 1 20 Löcher von V2 *'**** enthalten. Die Jodlösuug
Avird in W und Z gefüllt. // ist ein zweites Schwefelsäure-Trocknungsrohr.
Bunsens Methode der Absorption durch eine Braunsteinkugel oder die

gewichtsanalytische Bestimmung nach Fresenius'^) nach Absorption in

Kupfervitriol-Bimsstein erfordern besondere Einübung.

Bestimmung der Blausäure.

Das Gas wird in Kalilauge absorbiert, die Lösung mit salpetersaurem
Silber versetzt, mit Salpetersäure schwach angesäuert, der abfiltrierte Nieder-

schlag durch Glühen im Porzellantiegel in metallisches Silber übergeführt
und so gewogen:

HCX + KOH= KCN + H,0
KCN -f- AgNOg = AgCK + KNO3.

Spuren von Blausäure weist man auf doppelte Art nach : Erstens,

indem man das Gas durch verdünnte Kalilauge leitet, die Lösung mit

Eisenvitriol und einem Tropfen Eisenchlorid versetzt, schwach erwärmt,

mit Salzsäure angesäuert. Es scheidet sich Berlinerblau ab. Zweitens, in-

dem man die alkalische Lösung mit Schwefelammonium bis zur Gelbfär-

bung versetzt, so lange erwärmt, bis der Überschuß entfernt ist. In der

jetzt farblosen Lösung weist man das entstandene lihodansalz nach dem
Ansäuern durch Eisenchlorid (blutrot) nach.

Die Gewinnung und Analyse kleiner Gasmengen (Mikroanalyse).

Will man die Atmungsprozesse bei den verschiedensten Organismen,
auch Mikroorganismen, in Wasser oder wässeriger Lösung studieren, oder

handelt es sich um die Frage, nachzuweisen, ob Stickstoff von bestimmten

Bakterien geliefert wird, ob geringe Mengen Sauerstoff zum Leben notwendig

sind, handelt es sich weiter darum, zu untersuchen, wie die Assimilation

von Pflanzen bei verschiedener Beüchtung sich ändert u. a. m., so muß man
in Anbetracht der Kleinheit der zu untersuchenden Gasmengen die söge-

nannte Mikroanalyse heranziehen. Das gleiche Verfahren wird von Vorteil

sein, wenn man die Spannung und die Menge von Gasen untersuchen will,

die in natürlichen Wässern gelöst sind.

Apparat \q\\ Brodle und Cullis.-)

Unter Weiterausgestaltung eines zuerst von Barcroft und HamiJl^)
benutzten Prinzips haben Brodle und Cullis eine äußerst feine und relativ

^) R. Fresenius, Quantitative Analyse. 6. Aufl. Bd. 1. S. 505.

^) T. G. Broclie uud W. C. Cullis, Gasanalvsis in salt Solutions. Journ. of Phvsiol.

Vol. 36. p.405 (1908).

*) J. Barcroft and J. Hamill, The estimation of tlie oxygen dissolved iii salt

Solutions. Journ. of Phvsiol. Vol. 34. p. 306 (1906).
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leicht zu haiidhul)t'iii!(' Mi-tliodik ani-c^'eheii, um di.- m \\A»vvii:vr J...>mi-.

vorzüulich Salzlösung-, OHtlialti-uoii (iaso zu ltcw innen und zu .•inalysi«Mvn.
Ihr Apparat (siehe Fig. 21 ;i) besteht aus einer ca. Kmio,/» fassenden,

mit Quecksilber gefüllten Kugel, die durch einen etwa '/s '" lang<-n 1 »ruck-
schlauch in Verbindung steht mit dem Knt-

gasungsapparat. Dieser setzt sich aus 2 durch
ein weites kurzes Verbindungsstück verljimdenen

Glaskugeln (A, B) von im ganzen etwa SOr/;/»

Fassungsraum zusammen. Die obere Kugel mün-
det in ein Kapillarrohr D von y.,

— 1 nun lichter

"Weite und etwa b cm Länge, das durch einen

Glashahn C mit einfacher Bohrung abgeschlossen
ist. Die Kapillare liiuft aus in einem etwa
10 cm langen, gleichweiten Kapillarstück h\ das

zugespitzt in einer äuljerst feinen (H'fnung
endet. Die untere Kugel sowie die letztgenannte

Glasspitze sind umgei)en durch (ilasbecher (G^ F).

Der untere hat eine Ablal '.Öffnung H und wird

mit Wasser von beliebiger Temperatur, der

obere mit Quecksilber gefüllt.

Die Analyse der so gewonnenen (iasprolxMi
wird in einem etwa 40 cm langen und 2 mm
weiten kapillaren Glasrohr (Fig. 214) vorgenom-

men, das au dem einen Ende rechtwinklig um-

gebogen ist und sich dann zu einem kleinen

Glasbecher P erweitert . während das andere

Ende durch einen Schwanzhahn T in ein weites

Hohr S überführt, in dem durch ein Stück

Gummischlauch locker gehalten ein (ilasstab Q
steckt. p]s wird bei über den Entgasungs-

apparat gestülpt.

Handhabung des Apparates.

Bei geöffnetem Hahn c werden die Kugeln .1

und B sowie die Kapillarröhre vollkommen mit

<^)uecksilber gefüllt, darauf die Einfüllkugel etwas linjier

Öffnung aufgehängt und der \'erl>iudungs.schlauch

^y

Fiit.SlS.

f

al> die

durch

5

teuir

einen

Fig. 214.

Quetschhahn verschlossen. Man füllt iinu. indem man über <» ein etwa

10 cm^ fassendes Glasröhrchen L, das durch einen Gummischlaucn .V

verschlossen ist, überstülpt, 2'^ycige Scinvefelsaure unter Senken der

Fühkuuel in die Kugel .4 luid H ein. Sobald die Flüssigkeif einge-
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strömt ist, schließt man den Hahn c, senkt die Füllkiigel tiefer als B und

erzeugt so ein Vakuum. Durch Füllen des Bechers G mit kochendem Wasser

wird die Schwefelsäure in A^ B gasfrei gekocht, die Füllkugel sofort ge-

hoben und sobald der ganze Apparat wieder mit Quecksilber gefüllt ist,

die angesammelte Gasmenge durch die Kapillaren hindurch zusammen
mit einem Teil der Schwefelsäure bei o herausgetrieben. Nachdem diese

Operation noch einmal wiederholt ist, ist die Schwefelsäure gasfrei und

der Apparat fertig zum Beginn des Versuches.

Die zu prüfende Salzlösung wird in einer langen, genau geteilten

und mit Glashahn versehenen Pipette abgemessen, darauf mittelst Gummi-
schlauchs mit dem ÜberfüUrohr o verbunden und so unter Quecksilber

übergestülpt ,
daß die Spitze der Pipette mit o in Berührung kommt. Nun

öffnet man den Hahn der Pipette und läßt bei Tiefstand der Füllkugel

etwa 5—10 cm^ laugsam einfließen. Die in der Kapillare E, D bleibenden

Flüssigkeitsteile werden durch Quecksilber heruntergespült. Nach Schließen

des Hahnes c und bei Tiefstand der Füllkugel bringt man, nachdem die

Quecksilberoberfläche in dem Becher J'über o aufs sorgiältigste abgetrocknet

ist, die Flüssigkeit in A, B zum Kochen. Man stülpt nun den erweiterten Teil p
des Analysenröhrchens (Fig. 214), der ebenso wie seine Kapillare und Endrohr

vollkommen luftfrei mit Quecksilber erfüllt ist, über o und treibt das ent-

mckelte Gas zunächst in p, dann, indem man den Glasstab Q langsam heraus-

zieht, unter Nachströmen von Quecksilber in den kapillaren Teil des Ana-

lysenrohres. Zweckmäßig wird das Rohr während dieser Zeit möglichst

horizontal durch 2 feste Klammern über dem Entgasungsapparat gehalten.

Nachdem man 2—3mal in gleicher Weise verfahren ist und beim Über-

führen des Gases besonders darauf geachtet hat, daß keine Flüssigkeit in

die Analysenröhre eingesogen wird, beginnt die Analyse.

Analyse.

Die Analysenmeßkapillare (von P i)is T) muß gleichen Durchmesser

haben, sie ist zuvor durch Ausmessen einer kleinen Quecksilbersäule in

den verschiedenen Teilen des Rohres und durch Wägen des Quecksilbers

kalibriert. Sie muß vor der Aufnahme des Gases sorgfältigst gereinigt, ge-

trocknet und mit reinem Quecksilber gefüllt sein. Führt man das ent-

wickelte Gas aus der kugeligen Erweiterung (P) durch sehr vorsichtiges,

langsames Zurückziehen des Glasstabs in die Kapillare über, so kann man
das Eindringen von Flüssigkeit in die Kapillare leicht verhindern. Hat man
außerdem zwischen jeder Auskochung die in dem kapillaren Teil etwa an-

gesammelte Flüssigkeitsmenge immer wieder zurückgetrieben, so wird jeder

Verlust an Gas vermieden.

Zur eigentlichen Analyse wird die Meßkapillare unter der Wasser-

leitung mit fließendem Wasser abgekühlt, die Temperatur des Wassers

notiert, darauf die Länge der Gasblasen durch einen darunter gelegten
Millimeterstab gemessen. Die (2 oder o) einzelnen Gasblasen werden nun
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in der Art vereinigt, daß man das erweitert«' Ende (p) miti-r W a— r narli

oben wendet und jeden Hest nielit /u dem extrahierten (ias ^n-liöreiuler.

in der Kapillare etAva enthaltener I.nft iieranstreiht. Darauf dreht man
j»

in Wasser nach unten und vereinigt duirh Hin- und llerhewegen des

Quecksilbers in dem langen Rohr vermittelst des (ilasstabes die verscliie-

denen zur Untersuchung kommenden (rasblasen. Macht man dies schnell, so

ist keine Gefahr, daß erhebliche Mengen Sauerstoff oder Stickstoff <lurch

das nunmehr die innere Oberfliiche der Melikapillare benet/endo \Va--.r

absorbiert werden, während die absorbierte Kohlensaure ja jetzt nach

der ersten Ablesung ohne lielang ist. Man zieht noch etwa i tm^ \Va->ir

in die Kapillare ein, nimmt p aus dem W assei- heraus, tut Kalilauge in
//

und läßt diese mehrmals durch lUickwärts- und N'orwärtsbewegcu des (Ilas-

stabes in dem Kapillarrohr hin uud her lauten , bis die Wjlnde gut mit

der Lauge benetzt sind. Nachdem so die Kohlensäure absorbiert ist, wird

die noch vorhandene (xasblase bis nahe an die Einmündung der Kapillare

in p vorgetrieben, so die Kalilauge entleert und p mit Wasser ausgewaschen.
Darauf wird die (lasblase wieder nach derselben Stelle zuriicki:<diolt. in der

sie zunächst gemessen wurde und mittelst Miliimeterstabes in horizontaler

Lage und nach Abkühlung mit Leitungswasser gemes.sen. In gleicher \Vi-i>c

wird dann der Sauerstoff durch Absorption in der Hnldunr^rUi'W l'yrogallns-

säurelösung (siehe 8.624) absorbiert, ju mehrfach mit Wasser nachgewaschen,

w^as nur wenige Sekunden dauern darf, zumal wenn die (Jasblaso sich in

dem oberen Teil von p befindet, schließlich die übrigblt-ibende N-Menge
wie zuvor gemessen.

Die von den Autoren gegebenen Beispiele zeigen bei \ rrirleich mit

einer auf chemischem Wege bestimmten Sodalösung einen Kehler von

l-9Vo in der Kohlensäure. Die Luftanalyse ergab bei einer Länge der Luft-

blase von 243mm 20-947o Sauerstoff und TDlMiVo Stickstoff. Iin d.-n

Fehler zu vermeiden, der durch (iasab.sorption in <ler mit Kalilange

befeuchteten Kapillare stattfindeu kann, wurden besomlere \ersuche ange-

stellt. Es ergab sich bei einer Kapillare von 2mm Weite und l<»?;s spez. (Jew.

der Lauge — 0'847o- ß^i engeren Köhren wird die Korrektion größer. Im

Durchschnitt ergaben die Analysen F«'hler von nur (coiM-m» auf HH»o»>

Salzlösung. Es ist aber besonders darauf zu achten, daß die Wandung der

Meßkapiliare vor der Ablesung gut ausgetrocknet ist.

Wie man sieht, gestattet dies Verfahren eine re«ht genaue Ik'stim-

muüu- kleiner Gasmengen, die in wässeriger Lösung absorbiert sind. Es

erscheint nicht unmöglich, daß man eine ähnliche Methode auch für die

Bestimmung von lilutgasen wird verwenden können.

Apparat von I\r<>(jli.

Die Methode von Kro<ß ist im l'rinzip sehr ähnlich. Die beifolgende

Abbildung (Fig. 2Lo) wird auch ohne F.eschreibnng verständlich sein. Es

sei nur gesagt, daß in dem graduierten Kapillarrohr eine Länge von 20mm
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mmmi^(^f»A

Ä

Fig. 217.

einem Volumen von 1 cm"^ entspricht. Die ol)ere Öff-

nung (2) ^nrd benutzt, um den Apparat leichter zu

reinigen. Die Verschiebung der Gasblase geschieht

vermittelst der in Quecksilber tauchenden Schraub-

vorrichtung i. Zur Erleichterung der Ablesung und

Vermeidung der parallaktischen Verschiebung kann

man eine 6—8fach vergrößernde Linse benutzen, die in einem oben zuge-

Fiff. 215.
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schärften rechteckioen Holzklotz h;,lh oinm-lassen Ut ..... ;

ho,izo,„a,c.,„ s,„„c, ahioson .u k«n , ^^.z^Ws!:::::^^.
an (l.'ii ^ranzen Ziffern

niiitlluTiiiii t.'ilni. Fal-

len vordere und hintcrp

Miiie znsamnn'ii. so bo-

findet sieh das Aiitrc» in

der ^'leicluMi I Lilie. lU'-

qneiii ist es auch, die
\ero:ro(;enin-sliiis.' nicht j^anz zur Ilalfto
in das Holz einzustecken und in die Kante
des Holzes eine Xadel einzulassen die
ebenso weit herausra-t. wie d,.,- Linsen-
mittelpunkt iil.er der Kante steht. Man vi-
siert über die Nadelspitze. Kine Zunahme
der Temperatur seitHe-inn der.Vnalv.se um
Ol« gibt eine Korrektur von ()0<'m»2 im
Log:arithmus. Krogh erzielte hei (Jasbl.isen
von etwa Wem Läuire maximale Ablesunt,'s-
fehler von ± O-lmiii. d.h. ± op^ jj^.j

Kohlensäure wird der Fehler infol.L'e der
Lüsliclikeit des (iases in Wasser denn
hier wird die (lasMase nicht durch <,>ueck-
silber ab*,n^schlossen — :± O^",'

Fi«i. 21()(/ und -JlCb zei<;t das .Meli-

rohr bei der Anahse in verschiedener

Stellung, Fig. i'lT die
llill>ai.parate.

Keinii^iniLT des .\|»j>arates.

I>a es besonders darauf ankommt,
die .Melikapillare möglichst rein zu halten,

empfiehlt Kroijh, sie in die eine Hohrung
eines (iummistoj.fens zu stecken, welcher
auf eine Flasche pallt und in dessen anderer

iioliruiig ein (ilasrohr steckt, das zur

VVasserstrahl|iumpe führt. Man läl'.t von
oben starke Schwcfel.säure und eventuell,

wenn es nötig ist. Kaliund.ichromat in

2r)°/oiger Schwefelsäure einflier^on und

saugt nach unten durch. I>amit das seit-

liche .\n.satzstück / und das darin befin«!-

liehe Wasser imd (^)uecksilber nicht mit
Säure in Berührung kommt, hat man zuvor ein Futtbl;ischen als .Mtschlnl^

dazwischen geschaltet (siehe V'vj. i>isi.
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Das Mikrorespirometer.

Zur Demonstration des Sauerstoffverbrauchs und des respiratorischen

Quotienten kleinei* Organe oder Lebewesen kann man folgenden einfachen

Apparat benutzen, i)

2 kleine Glasflaschen (siehe Fig. 219a u. h) von 2—'dem^ Inhalt sitzen

an den Seitenteilen eines verzweigten Kapillarrohrs durch Schliffe fest.

An dem Rohr sind 2 T-Hähne. Der Mittelteil ist ein Pettersonsches

Indexrohr mit Petroleumtropfen von ;\m)}i Länge.

Änderungen im Druck der Flasche werden durch Wanderung des

Tropfens angezeigt.

Der Apparat steht natürlich bis über die Schhffe zur Ablesung in

Wasser. Es muß die Temperatur in beiden Flaschen gleich sein.

Um den Sauerstoffverbrauch zu zeigen, wird der Boden der Gefäße

mit Kalilauge bedeckt und in eine Flasche das Organ gebracht. Ist keine

Fig. 219 o. Fig. 219 b.

Kalilauge darin, so zeigt die Wanderung des Tropfens Steigen oder Fallen

des respiratorischen Quotienten an.

Komplizierter wird der Apparat, wenn auch die COa-Abgabe gemessen
werden soll.

Die Gewinnung und Analyse der Blutgase.

Nach längerer Pause ist die Blutgasanalyse im letzten Jahrzehnt wieder

sehr eifrig bearbeitet worden. Wir besitzen heute eine gut ausgebildete

Methodik, deren verschiedene Formen je nach Bedarf für verschiedenartige

biologische Fragen herangezogen werden. Doch ist es, wie kürzhch

Barcroft bei Zusammenfassung seiner Erfahrungen über Blutgasgewinnung

') T. Thunbe.rg ,
Ein Mikrorespirometer. Skand. Arch. f. L'liysiol. Bd. 17. S. 74

(1905); Zentralbl. f. Physiol. Bd. 19. S. 308 (1905).
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mit Recht gesagt hatM. miiiütz. einen vollständigen P.encht uller lllut-

gasapparate zu geben und die Frage historisch abzuhandeln. Es solli'U

daher im folgenden nur die dem Verfasser empfehlenswei-t erscheinenden

Apparate besprochen werden.

Vorbereitungen zui- lUutgasgewinnung.

Je nachdem man beai)sichtigt. das dem Tier entnommene Pdut sofort

zu entgasen und zu analysieren, oder das IJlut, vor Oerinnung geschützt,
aufzubewahren und erst einige Stunden si);iter zu verwerten, wird man
das rumpen- und Analysenzimmer verschieden zu wählen haben im
ersten Fall nahe dem Operationsraum, im anderen entsprechend den allge-

meinen Vorschriften für gasanalytisches Arbeiten, vor direkter Uesonnung
geschützt, an einem ruhigen Punkt des Gebäudes. Das Zimmer muß mög-
lichst konstante Temperatur haben und gut

gelüftet sein, so daß der COa-Gehalt in ihm
nicht abnorm hoch ist.

Blutgewinnung und Abmessung.

Verwendet man undefibriniertes Blut

direkt aus der Arterie oder Vene des Tieres,

so ist das Haupterfordernis, spätestens drei

Minuten nach Füllung eines geaichten und

mit Doppelhähnen versehenen Meßrohrs (siehe

Fig. 220) das Blut in den Apparat zur Ent-

gasung überzuführen. Pßüger hat gegenübei'

Ludwig gezeigt, daß bei nicht schnellstem

Arbeiten ein Sauei'stoffverlust von über lOVo
nuten eintreten kann.

Bequemer ist es, das Blut entweder in

irgend ein Sammelgefäß überzuführen, in dem sich einige Körnchen Ilirndin

befinden. Wir wissen, daß Hirudinzusatz die Blutgasmengen unbeeinfhirit

läßt. Auch kann man gemessene Quantitäten einer P/oigen llirudinlösnug
in OOVo Kochsalz in den Ansatzteil des Iiohres, den das Blut zunächst

passiert, einfüllen.

Fig. 2-20.

im Laufe der ersten 10 Mi-

das genannte Meßrohr oder

Beispiel: 1.
Hlut mit

Ringcrlösiing:

15-;i

17-7

14-7

Dasselbe Blut init

Riiigorlcisiiiig

und Hirudin:

l(')-8 17-7

14-7 ITvO

2. Katze kuraresiert, künstliche Atmung. Arterielles lÜiit.

') J. Barcroff, Zur Lehre vom Blutgaswcchsel in verscliiedeneii Oicanen. Ergeb-
nisse der Physiologie. Bd. 7. S. G99 (1908).
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ICO,
Oo

IL CO,

0,

Vor Hirudin:

30-7

191
34-7

13-7

Nach Hirudin-

iujektiou

(004 r/ pro kg):

34-7 31-6

19-6 18-0

37-2 —
13-6 —

d

Hirudin muß sehr langsam intravenös injiziert und abgewartet werden,
bis der Blutdruck nach der anfänglichen starken Senkung seine alte Höhe
wieder erreicht hat sowie bis die Atmung wieder normal ist. Sonst findet

man ganz abnorme Blutgaswerte (schlechte Atmung, Dilatation im Splanch-

nikusgebiet) (siehe Beispiel 2. I).

So gewonnenes Blut bleibt mehrere Tage lang ungeronnen, voraus-

gesetzt, daß die Wände der Röhren vollkommen frei sind von Gerinnsel-

resten. Die Erfahrungen mehrerer englischer

Autoren (Brodle, Barcroft, Cullis) haben ge-

zeigt, daß die Gassättigung bei Aufbewahrung
über Quecksilber oft stundenlang beinahe

gleich bleibt. In ihren Versuchen waren aller-

dings die absoluten Zahlen weniger bedeu-

tungsvoll, da die arteriellen und venösen Blut-

proben desselben Tieres nur vergleichsweise

vor und nach bestimmten Maßnahmen be-

nutzt und zur gleichen Zeit zur Entgasung

gebracht wui-den.

Beim Defibrieren durch Schlagen in der

üblichen Art (Glasstab, Holzstab, Glasperlen)

verliert man. wie H. Aron gezeigt hat, eine

nicht unbeträchtliche Menge roter Blutkör-

perchen, die im Gerinnsel stecken bleiben.

Die Blutmischung verändert sich. Um dies

zu verhindern, soll man das Blut mit einer

kleinen Menge vollkommen reinen, natürlich

säurefreien Quecksilbers so lange schüttehi.

bis die Quecksilberkügelchen in dem roten Schaum und Gerinnsel fein

verteilt bleiben. Dann enthält das so defibrinierte Blut die gleiche Menge
roter Blutkörperchen wie vor dem Defibrinieren. Allerdings sollte man
wohl unnötig langen Kontakt von Blut mit metallischem Quecksilber ver-

meiden, nachdem Barcroft neuerdings gefunden hat, daß nach Schütteln

mit Hg bei 38" die Tendenz zur Methämoglobinbildung zunimmt.

Das entweder direkt der Arterie entströmende oder aus der Vene

angesaugte Blut, wie das defibrinierte Blut wird in einem mit Quecksilber

gefüllten, einschließlich der Hahnbohrungen geaichteu Meßrohr (Fig. 221)

durch IV,,, I und V„ gesammelt. Bei dem Einströmen in die Pumpe resp.

einen anderen Entgasungsapparat nimmt das Blut den Weg IV„ III, I,

Fig. 221.
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II, Y,. Dcibei sind also T, und /]', mit (^)iiocksill)or, //. /. /// mit i;liit

gefüllt gewesen. Der Inhalt des Holires / einschlielilicli ilcr I'.oliniiifieii der

Hähne //und /// ist zuvor dmcli Aiiswägen festgestellt worden.

Statt der Dreiweghähne kann man auch Schwanzliähne verwenden

(Fig. 2216, c).

Verschiedenheiten der Blutgaszusammensetzung bei Vergleichung
verschiedener Blutproben desselben Tieres zu verschiedenen Zeiten.

Abgesehen von den methodischen, sei es beim Aiispnm|jt'n des Blutes,

sei es bei der chemischen Methode der Blutgasanalyse (siehe später) sich

einstellenden Fehlern erfährt man sehr häufig, wie die Zusammensetzung
der Blutgase sich in wenigen Minuten beim gleichen Tiere verändern kann,

obwohl anscheinend im Zustand des Tieres sich nichts geändert hat. Das
wußte schon Pßüger und andere ältere Forscher. Sie haben sich daher bei

der Beurteilung der Blutzusammensetzung, besonders der Gase des venösen

Blutes, die erforderliche Zurückhaltung in der Bewertung des Besultates

auferlegt.

Es ist immer außerordentlich schwer, zwei vollkommen übereinstim-

mende Blutproben von venösem Blut selbst kurz nacheinander zu ei'lialten.

Der Gasgehalt hängt ja eng mit der im Moment gerade vorhandenen Durch-

lüftung des Körpers zusammen. Hat man z. B. das Tier durch Morphiuminjek-
tion beruhigt oder das Blut durch Injektion von Blutegelextrakt oder ..Pepton"

ungerinnbar gemacht, so ist die Atmung schwächer, der Blutdruck im zweiten

Falle erheblich tiefer als normal. Macht dann das Tier zwei oder drei

ki'äftige tiefe Atemzüge oder steigt der Blutdruck plötzlich, wenn auch

nur für kurze Zeit, so ist die Zusammensetzung des \'enenblutes im

Moment nach diesem Zwischenfall eine vollkommen andere geworden. So

sah Barcroft einen solchen plötzlichen Wechsel im Kohlensäureg(dialt des

Venenblutes von 46 auf 19Vo5 ini Sauerstoff einen Aufstieg von 10 auf

227o- ^^ber auch bei einem regelmäßig atmenden Tier wechselt die Blut-

zusammensetzung durch \'eränderung in der tiefäßweite sehr schnell und

recht erhel)lich (siehe oben Beispiel 2). Doch findet man bei guter Atmung
ceteris paribus gute Übereinstimmung:

Beispiel: 3. Kohlensäure 37-64Vo, 2 Minuten später ;)S-Or)%

Sauerstoff 12-09«/o, 2 .. „ 12-19«/o

Beispiel: 4. Kohlensäure 45*77''/o, 1 Minute .. 4(röl"/o

Sauerstoff 19-72ö/o. 1 .< •• 19-727o

Dabei ist immer vorausgesetzt, daß das Blut sich während der Entnahme

und bei der Einführung in die Pumpe oder in den betreffenden .Vpparat

nicht entmischt hat, d. h. daß die Blutkörperchen sich mciit p-eseiikt haben.

Daraus entstehende Fehler sind außerordentlich hoch. So ist es fast nn-

möghch, von dem leicht sedimentierenden Pferdeblut exakt stimmende

Parallelbestimmungen trotz oft Aviederliolten Durchmischens zu erhalten.

Zuntz und Hagemann haben einen Apparat angegeben, der den Fehler
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der Sedimentierung bei Pferdeblut nahezu beseitigt: Sie entnehmen das

Bhit aus der Mitte einer damit gefüllten, unmittelbar vorher mit Hg ge-

schüttelten Kugel, wenn sie nicht den Gesamtinhalt des Sammelrohrs in

die Pampe bringen konnten. Es eignen sich daher zur Anstellung von

grundlegenden Testversuchen besser Blutarten, die nicht leicht sedimentieren,

vor allem Kaninchenblut.

Das Prinzip der Blutgaspumpenmethode.

Um die im Blut teils physikalisch absorbierten, teils locker chemisch

gebundenen Gase zu gewinnen, vermindert man den Partialdruck über dem
Blut so stark wie möglich. Die Gasaustreibuug wird durch Erwärmung des

Blutes beschleunigt. Da der geronnene Blutfarbstoff nicht unbeträchtliche

Mengen von Sauerstoff in nicht auspumpbarer Form zurückhält, so muß
die Erwärmung niedrig (bis 40") gehalten und die Schnelligkeit der Gas-

entziehung dadurch erhöht werden . daß man relativ kleine Mengen Blut

in relativ großen Glaskolben stark aufschäumen läßt. Auch vermeidet man
das Gerinnen von Teilchen an der (jlaswand dadurch, daß man das in

den Entschäumungskolben eingeführte Blut direkt in gasfreies destilliertes

Wasser eintropfen läßt.

Um ein recht hohes Vakuum zu erhalten, muß die Pumpe vor Beginn
des Versuches vollkommen luftfrei sein und es während der Dauer des Ver-

suches möglichst bleiben. Bei der Entgasung bilden sich erhebhche Mengen
von Wasserdampf und doch muß das Quecksilbergefäß der Pumpe voll-

kommen wasserfrei gehalt(!n werden, da nur i)ei minimaler Wasserdampf-

spaunung ein hohes Vakuum erzielbar ist. So muß das mit Wasser-

dampf gesättigte Gasgemisch eine Kühl- und eine Trockenvorrichtung
vor Eintritt in das Vakuumgefäß passieren. Zwischen diesen Teilen muß
außerdem ein meist verschlossener und nur während des Auspumpen s für

kurze Momente zu öffnender Hahn sitzen. Öffnet man ihn, so stürzt das

Gas und der Wasserdampf durch die Trockenröhre und von da wasserfrei in

die Vakuumkugel. Gerade der Spannungsunterschied zwischen einem wasser-

dampfgesättigten und einem wasserdampffreien Piaum unterstützt die

Schnelligkeit der Entgasung sehr erhebhch. Der Vakuumraum darf also

niemals Beschlag oder gar Tröpfchen von Wasser zeigen.

Da das Quecksilber der Pumpe, sobald es mit dem zum Schmieren

der Hähne erforderlichen Fett in Berührung kommt, erhebliche Mengen
Sauerstoff absorbiert, läßt man das entbundene Gas nicht mit geschmierten
Hähnen in Berührung, sorgt, daß der Blutentschäumungskolben fettfrei

ist und benutzt heute zur Blutgasanalyse ausschließlich Pumpen, deren

Vakuumteil keine Hähne enthält, sondern durch einen Glasschwimmer

gegen die Xebenapparate abgeschlossen ist. Dasjenige Modell ist am besten,

das die wenigsten Schliffe enthält, die möglichst wenig Fett zur Dichtung
brauchen. Mögen auch andere Systeme brauchbar sein, so sind doch die

meisten günstigen Erfahrungen mit dem System von Töpler-Hageii erzielt:
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Durch Heben eines (^)uecksill)er£refäße.s wird die \ akiiiinilvUirel voll-

kommen mit Quecksilber gefüllt, die Luft verdrängt und durch den (ilas-

schwimmer ein Abschluß gegen die anschlielienden Teile geschaffen. Heim
Senlven des GefälJes und Absinken des Quecksilbers sinkt der(Jlassch\vimnier

mit. Die Vakuumkugel ist gegen die Atmosi)h;tre durch ein über TCx-m

langes Kapillarrohr abgeschlossen.

Bei dem Trockenapparat wie bei dem Kntgasungskolben lälit sich

die Anbringung von Hähnen nicht vermeiden. Diese müssen, wie üblich

bei gasanalytischen Arbeiten, so geschmiert sein, dali sie leicht i)eweglicli

sind und daß die lieibuugsfläche vollkommen klar durchscheinend aussieht.

Man drückt zweckmäßig den Hahn, während man ihn bewegt, etwas in den
Schhff ein.

Fehlerquellen bei der Pumpenmetliode.

Die Genauigkeit einer durch Pumpen bewirkten (iasanalyse hängt,
wie nach dem Vorstehenden verständlich

, zunächst von der Art der (le-

winnung der Blutprobe ab. Sie wird beeinträchtigt 1. durch die Sauer-

stoffzehrung im frischen Blut oder durch bakterielle /ehrung wähi-eud

der Aufbewahrung, 2. durch schnelles Sedimentieren der roten Blut-

körperchen und 3. durch langsame Entgasung.

Ad 1 ist zu bemerken, daß man das aufzubewahrende Blut durch

steriUsierte Kanülen in sterile Kolben einfließen läßt, dort mit Queck-
silber oder mit gleichfalls sterilisierten Glasperlen defibriniert . dann auf

Eis oder eingefroren im Kälteapparat konserviert. Zusatz von 2— S^/oo

Fluornatrium ist auch empfehlenswert. Aufbewahrung im Meßrohr selbst ist

weniger empfehlenswert, da bei Kontakt mit dem Hahnfett aseptisches

Arbeiten unmöglich ist. Bohr empfiehlt, das Meßrohr vor (iebrauch und

den Blutkolben der Pumpe vor der P^vakuierung mit Fluornatriundösung
zu waschen.

Zum zweiten Punkt ist zu bemerken, daß nicht bloß Pferdeblut, welches

aus diesem Grunde, wie gesagt, zu gasanalytischen Arbeiten außerordent-

lich schwer zu gebrauchen ist, schnell sedimentiert, sondern daß auch ilas

Blut anämischer Patienten sowie von Hunden, Katzen. Kaninchen nach

Blutverlusten sich oft so schnell absetzt, daß es nur mit großer .Mühe

und durch kurz vor der Entnahme der Probe noch einmal wiederholtes

kräftiges Schüttein gelingt, gleichmäßig gemischte Blutproben zur

Analyse zu bringen. Daher ist das Einfüllen solchen Blutes in die

Pumpe aus einer Bürette oder durch teilweise Entleerung einer Pipette zu

widerraten.

Bei der Überführung in die Pumi)e ist zu bedenken, daß bei der \'er-

drängung des Blutes aus dem Meßrohr durch Quecksilber nur Spuren von

Blut an der Wand haften bleiben dürfen, weil die .\ichung ja sonst un-

richtig ist. Manche Autoren gehen daher so vor, daß sie das Blut aus

dem Meßrohr nicht durch (^)uecksilber verdi'ängen. sondern in einem durch
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zwei Schwanzhähne abgeschlossenen langen Rohr oder einer Kugel ab-

messen. Die Kugel oder das Rohr sitzen mittelst Schliff dem Schaum-

kolben auf. Der DreiAveghahu an ihrem unteren Ende gestattet Einfließen

des Blutes, eventuell direkt aus der Ader : Man läßt die ersten mit der Luft

in Kontakt gewesenen Anteile des einströmenden Blutes durch den oberen

Hahn abfließen, schließt dann diesen und befördert durch Drehen des

unteren Hahnes das Blut in die Pumpe. Man öffnet den unteren Hahn

erst, nachdem man das Verbindungsstück bis an den unteren Hahn heran

ausgepumpt hat. Das Blut fließt zum Teil in den Entgasungskolben ,
zum

Teil bleibt es in dem Meßrohr zurück, die letzten Reste werden aber

nach Kondensierung von AVasserdampf durch Abkühlen des Rohres von

außen bei dann folgender geringer Erwärmung durch heißes Wasser und

kurz dauernder Öffnung des Hahnes in die Pumpe eingesaugt. Man kann

auch mit frisch ausgekochtem Wasser nachspülen. Doch ist dann die Über-

führung mittelst Quecksilber bequemer und bei vorsichtigem Arbeiten

auch genau.

Ad ij : Die Gasgewinnung muß schnell geschehen, so daß durch zwei Ent-

leerungen der Pumpe schon etwa 95% des gesamten Gases dem Blut ent-

zogen und außer Kontakt mit ihm gebracht sind. Dazu ist zunächst nötig,

(lab das Blut Iiaum hat, in dem auf 40° erwärmten Entschäumungskolben
hoch aufzuschäumen, und der Kühler muß so gut kondensieren, daß der

Schaum im Kolben nicht antrocknet. Aus diesem Grunde sind auch, Avie er-

wähnt, vor Beginn des Versuches etwa 50 cm^ ausgekochten Wassers einge-

füllt worden. Sodann muß die Pumpe genügend Raum bieten, um die großen,

bei der in der Wärme schnell verlaufenden Dissoziation sofoi't entbundenen

(iasmengen zu fassen, und einen sehr gut funktionierenden Trockenapparat

haben, der den Wasserdampf zurückhält. Öffnet man den zAvischen Ent-

schäumungskolben nebst Kühler und dem Trockenapparat befindlichen Hahn,

so stürzt das Gas nebst Wasserdampf unter zischendem Geräusch in den

trockenen Pumpenkolben. Dabei passiert es mehrere mit Schwefelsäure und

Glasperlen gefüllte Gefäße, die den allergrößten Teil des Wassers zurück-

halten müssen. Sind Trockenvorrichtung und Kühlung nicht genügend, so

erzielt man infolge zu hoher Wasserdampfspannung im Pumpenkolben nie-

mals ausreichendes Vakuum. Aus dem weiten Raum, der durch Heben der

Quecksilberkugel resp. Hochdrücken des Quecksilbers mit Quecksilber ge-

füllt Avar und nun völhg entleert ist, treibt man sofort mit der ersten Ent-

leerung OOVn der gesamten Blutgasmenge durch ein langes Kapillarrohr

in ein Meßrohr. Die zAveite Entleerung der Pumpe nach zAveimaligem Öffnen

des Hahnes kann 3—4 Minuten nach der Entnahme des Blutes aus dem

Tier voUendet sein.

Die vollkommene Entgasung Avird l)eschleunigt, wenn man nach

etwa 15 Minuten und mehrfacher Entfernung der entbundenen Gase den

Blutkolben mit etAva 30 cm 3 kalt gesättigter Borsäure (auf 20 cm^ Blut)

füllt (Bohr). Doch führt soAvohl Erwärmen weit über 40° Avie Säurezusatz

vor Entfernung der Hauptmenge des Sauerstoffs infolge UniAvandlung
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des Oxyhämoj^lobins in Met- bzw. Acidliäiiio^lohiii /u Fixicniiii: des

Sauerstoffs in nicht aiispinnphjirer Form. Nach korrekt aus^fcführtcr Ent-

gasung soll nur reines Hämoglobin vorhanden sein, das die gleiche ().>-Menge
wie zuvor bindet.

über die Bedeutung, welche Undichtigkeit der rumjM'uliiihne und

Eindringen kleiner Mengen Luft für die (ienauijrkcit des Resultats hat,

sind die Ansichten noch geteilt: Da Bohr glaubt, dab der Stickstoff im

Blut nicht rein physikalisch absorbiert ist, sondern nach chemischen (be-

setzen gebunden wird, so kann er von dem durch Auspumpen erzielten

Stickstoffquantum nicht, wie Zuntz und seine Schider tun. ojine weiteres

das in der verwendeten Blutmenge ..physikalisch alisorbierte" (^)uantuin

abziehen, um die eingedrungene Sauerstoffmenge aus der so gefundenen

Luftstickstoffmenge zu berechnen, sondern er muß verlangen, dab die Pumpe
während der Zeit der Blutentgasung absolut dicht schliebt.

Nimmt man aber mit Zuntz an. daß der Stickstoff rein physikalisch

absorbiert wird, so macht ein Eintritt von geringen Luftmengeu keinen

Fehler, wofern man das Ende des Versuches, d. h. Auf-

hören der Gasentwicklung, noch richtig beurteilen konnte.

Häufisrer kommt es allei-dincs meines Erachtens vor, daß

man das Blut zu lange im Kochen erhält, da scheinbar

immer noch kleine Gasmengen aus dem Blut entweichen,

die jedoch in der Tat von außen immer wieder eindringen.

Der Versuch dehnt sich so unnötig lange aus. Hat man
einen die physikalisch absorbierte Menge übersteigenden

Stickstoff gefunden, so zeigt das Mehr an. wieviel Luft

eingetreten ist. Unter der Voraussetzung, daß diese Zimmerluft keine

erheblichen Mengen Kohlensäure enthält, kann man aus dem Stickstofftrehalt

den eingedrungenen Luftsauerstoff aus dem Verhältnis 7*.t'2 : 20'T leicht

berechnen und von der g(!fundenen Sauerstoffmenge in Abzug bringen.

Immerhin glaube ich, daß es richtiger ist, jede Undichtigkeit da-

durch zu vermeiden, daß man, wie Barcroft u. a. getan, alle Schliffe mit

einem Außenmantel umgibt, in welchem Quecksilber eingefüllt wird. Das

schließt aber in sich, daß kein Schliff horizontal liegen darf, sondern

daß alle Schliffe vertikal aufrecht stehen müssen (siehe Fig. 222 ).

Die Genauigkeit der Gaspumpenmethodik.

Die Genauigkeit der l'unipeimiethode hängt also ab von den l'ehlern

bei dem Auspumpen des Blutes und von Ungenauigkeiten bei der Abmessung
und Gewinnung der Blutproben, bevor man sie in die l'umpen überführt. Da

diese Fehler nicht im einzelnen zahlenmäßig zu belegen sind, soll hier nur

nochmals auf die durch fehlerhaftes Arbeiten des l'umiHMimeclianismus selbst

hen'orgerufenen Ungenauiiikeiten Bezuii genommen werden, liolir nimmt

an, daß diese 0-25Vo des Wertes, d. h. für 2(» \'ol.-" „ Sauerstoff = O-Oö ciu^

betragen darf. Haidane fand mit der /yoÄrschen rumpe (siehe S.C.SO) in

Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 43
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di-ei Doppelbestimmiingen des Sauerstoffgehalts von arteriellem Blut in

maximo O^Oö^/o. Barcroß erhielt in seiner Pumpe (siehe S. 681) bei ^'er-

wendung von 9—15 cm^ defibriniertem Blut :

Kohlensäure zwischen SO'So— oO-6, d. h. O-^Vo Differenz

Sauerstoff
„ 21-3—21-6, „ „ 0-8Vo

oder P/o der Kohlensäuremenge und r5% der Sauerstoffmenge. [Dabei
waren die Analysen in dem Haldane&chen Apparat (Fig. 201) gemacht.]

Fig. 223.

Bei der Prüfung von mehreren Pumpen mit verschieden großen Ent-

schäumungskolben fand Barcroß für Blutmengen zwischen 2*7 und 10-lcni'^

Differenzen im Sauerstoff von 0*8 oder 5Vo des Gasvolums, füi- Kohlen-

säure von 0-4—0'5 oder 1—2-7% des Gasvolums. Doch lassen sich aus

seinen Arbeiten zahlreiche, noch erheblich bessere Resultate entnehmen.
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Ich selbst erhielt in fünf, allcrilinj^s an zwei aiifoinaiider fol^n'iidcn

Tagen, vorgenommenen Vergleiehsanalysen von defiltriniertem Ilini<l('l»Ujt

bei im Mittel 25-48Vo Sauerstoff eine Maxinialai)\veichung von minus r:i2

und plus 0*59, oder in maximo etwa 6Vo des Hlutvolums. Doch war gerade
die eine am meisten abweichende Analyse erst am folgenden Tage ge-
macht und das Dlut über Eis aufl)ewahrt worden.

Analyse der Blutgase.

Die Genauigkeit der gasanalytischen Methodik hängt teils von der

Genauigkeit der Ablesung, teils von der Exaktheit der .Vbsorption von

Kohlensäure und Sauerstoff oder Kohlenoxyd ab.

Geppert hat in seiner klassischen Monographie über Gasanalvse f\"er-

lag Hirschwald, LsHö) die i^wy^scHSche Methodik sehr verbessert (siehe S. »"lOl

u. 624) und ihre x\nwendung für biologische Zwecke geprüft. Er hat ihr.

Avie schon auf S. 579 erwähnt, in Anlehnung an Regiiaults Verbesserungen
der gasanalytischen Methodik eine Form gegeben, die mit einigen un-

wesentlichen Abänderungen auch heute noch in einigen Laboratorien zur

Anwendung gelangt.

Die Fig. 22?^ zeigt den in dem Zuntz^ohQn Laboratorium fi'üher ver-

wendeten Apparat : In einer auf drei Eisenfüßen ruhenden eisernen

Quecksilberwanne Ä steht ein Vlm hoher und etwa 40c;« weiter (ilas-

zylinder. Er hängt oben in einem I\ing R, der mit Hilfe zweier übe^

Rollen laufender (lewichte g und Führungen in zwei bis nahe an die

Decke des Raumes reichenden Eisenröhren E leicht bewegt werden kann und

bei Anziehen an den Gewichten g den Zylinder nach der Decke zu hinauf-

zieht. Aus der Quecksilberwanne Ä münden durch drei mit Gummistopfen
verschlossene Ansatzstutzen ein Fülltrichter N und zwei U-fürmig gebogene

Glasrohrleitungen, von denen die eine</ in ein Kapillarriilirchen übergeht und

ein kleines Entwicklungsgefäß für Knallgas e trägt, während die zweite h

eine Verbindung zu dem Wasserstoffentwicklungsapparat C besitzt. Zwischen

den Eisenröhren E hängt ein drittes, etwa halb so langes Rohr l> an t'iner

beweglichen Scheibe F. Sie trägt sechs Aufhängungsvorrichtungen mit kleinen

Rollen r, über die dünne Drähte führen zur Befestigung je eines Gtppert-

schen Eudiometers von 15 bzw. lOnn» (,)nerschnitt. Li der Mitte zwischen

ihnen hängt ein aus zwei oben und unten zu einem weiteren llohr sich

vereinigenden Röhren bestehendes nasses Barometer B.

Die Ausführung der Analyse geschieht so, daß nach Füllung der

Wanne A mit Quecksilber und iMuhängen des Barometers B. an dem ein

feines Thermometer befestigt ist, die Eudiometer eingehängt werden, alles

bei hoch darüber frei hängendem Glaszylinder. Nun wird der (Jlaszylinder

in einen die Quecksilberwanne A ringförmig umgel »enden besonderen (,Mieck-

silberbehälter eingesenkt und mit stubenwarmem Wasser gefüllt. Die Dich-

tung übernimmt das Quecksilber, (ilaubt man, daß die Temperatur in

den Eudiometern gleichmäßig geworden ist, so beginnt man die Alilesung

43*
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mit Hilfe eines etwa 2 m entfernt aufgestellten Kathetometers K mit zwei

Fernrohren, von denen das obere zur Ablesung des Barometermeniskus

immer in gleicher Höhe fixiert bleibt, während das untere zur Ablesung
der Quecksübermenisken in den Eudiometern dient und daher je nach

der Höhe der Menisken verschieden hoch eingestellt wird. Um die Eudio-

meter im Wasser hängend so verschieben zu können, daß sie gut abgelesen

werden, ist dann noch eine Vorrichtung V zum Drehen tler Scheibe F er-

forderlich, die von dem Punkt aus in Tätigkeit gesetzt werden kann,

von welchem aus die Ablesung stattfindet.

Verwendet man 10 cni^ Blut, so kann man auf etwa bcrn^ Ge-

samtgas rechnen. Geppert selbst hat die Genauigkeit seiner Methodik bei

Luftmengen zwischen 2'5 und 1-3 cm^ geprüft und gezeigt, daß man bei

diesen kleinen Mengen von Luftsauerstoff Differenzen zwischen 20"5 bis

20*9o/o, d. h. 0*01 cm^ bei genauester Arbeit zu erwarten hat. Aber schon

dem Auge nicht einmal sichtbare kleine Schrammen in den mehrfach be-

nutzten Eudiometern können genügen, um größere Fehler zu bewirken.

So erhielt er in einem solchen Rohr AVerte bis herunter zu 2012 und

20'29. Der Grund hegt in der durch diese Schrammen felilerhaft gewor-
denen Kalibrierung (vgl. S. 62-4).

Sehr \äel bequemer ist der Analysenapparat von A. Loewy (siehe

Fig. 187). In ihm ist in dem „Thermobarometerrohr" ein Luftquantum ab-

gemessen, das bei 0° und 760 mm und Trockenheit genau 10 cm^ beträgt.

Das in einem Sammolrohr mit Hahn (r) angesammelte Blutgas wird in das

Meßrohr eingeführt unter Ablesung der umgebenden Wassertemperatur,
darauf in das Sammelröhrchen zurückgeführt imd eine kleine Menge starker

Kalilauge unter Quecksilber hineingetan, die Lauge und das Gas dmxh
Heben und Senken des Niveaurohrs in dem Meßrohr bei offenem Hahn H^
mehrfach hin und her geführt und der Kalilauge dabei eine große Ober-

fläche zur schnellen Absorption der Kohlensäure gegeben, ^lan führt darauf

das Gas in das Meßrohr zurück. Vor Beginn der ganzen Analyse war der

kapillare Ansatz des Meßrohres r bis zum Hahn mit Quecksilber gefüllt.

Jetzt muß er bis an den Hahn mit der Lauge gefüllt sein, denn die

Kahbrierung des Analysenrohrs B erstreckt sich auf den Inhalt des Rohres

einscliließlich Hahn H^ und verbindendes Kapillarröhrchen bis zu Hahn H^.

Nachdem das kohlensäurefreie Gas abgelesen ist, führt man es in die Ab-

sorptionspipette Cm, in der sich ammoniakalische Kupferlösung mit Kupfer-
drahtnetzen befindet. Nach etwa 10 Minuten wird es zurückgeholt, noch einmal

bei nach dem Meßrohr r hin offenen Hähnen H^ uud H^ im Meßrohr r auf und

ab bewegt, um die in den Kapillarräumenn enthaltene Gasmenge, die noch nicht

vom Sauerstoff befreit ist, durchzumischen, nochmals in die Kupferlösung bei

Cu gebracht, nach wenigen Minuten heruntergelassen und jetzt vor der end-

gültigen Ablesung zur Entfernung der zwar geringen, aber bei diesen kleinen

Gasmengen doch bedeutungsvollen Ammoiiiakmenge in dem Meßrohr noch-

mals auf und ab geführt. Es ist die Regel, daß man immer zur Kontrolle

Doppelablesungen bei verschiedenem Stand der Niveaukugel macht.
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Bcispip].

TB = Thcrmobarometerrohr. IS = Mcßrohi-. 7' = Temperatur.

Ablesung 1.

TB -19-96
\

B -22-40 J

^^^^

Resultat: Gesamtgas 10-595 cwt"

Ablesung 2

TB —21 02

B —23

Resultat: 10-593 an''

L-02 1

J-59J
T 16-94»

TB
B -^^^h'16-9ö«

-17-29 I

^ l*^-^-^

Resultat: Kohlensäure 7-259 cm^

TB —23-97
I r 16-96"B —6-27 J

Resultat: Sauerstoff 1-414 cm^

TB —21-07 1

U -17-90 I

' "''»"

Resultat: 7-260 fw'

7' 96-97«
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Hat man die Temperatur des Wassers im Wassermantel zu Anfan^^-

bestimmt und den jeweiligen Barometerstand abgelesen, so kann man mit

Hilfe der Landolt-Börnsteimchen Tabelle Nr. B (S. 590 ff.) die Gasmengen
auf 0'' und 760 mm reduzieren.

Vergleich der Genauigkeit der analytischen Methoden.

Für kleine Luftvolumina hatte Geppert als maximale Ablesungs-

fehler bei Ablesung ohne Wassermeniskus (wie es bei dem dem Blut ent-

zogenen Gasgemisch geschieht), 0-16%, niit Wasser- oder Laugenmeniskus

(wie es nach Absorption der Kohlensäure und vor und nach Explosion

bei Bestimmung des Sauerstoffs geschieht) 0*03—Ollo/o des Gasvolumens

angegeben. KontroUablesungen zeigten gewöhnlich in Eudiometern von 18 mm
Weite Differenzen unter O'Oo cm^ (= O'Ol cm der Skala des Rohres). Ln

allgemeinen stimmen die Ablesungen kleiner Gasmengen im 10 »»»-Rohr

auf 0'002 cm^ Große Gasmengen werden im weiten (18 mm) Rohr ebenso

genau wie im engen (10 mm) bestimmt.

Bei Verwendung von lange Zeit im Laboratorium gebrauchten Eudio-

metern geüngt es nicht leicht, diese Genauigkeit vollkommen zu erreichen.

So verwandten A. Bornstein und F. Müller entsprechend den Befunden

bei Blutgasanalysen 6—12 cm^ eines Gemenges von BO^/o Kohlensäure.

40/0 Sauerstoff und 66"/^ Stickstoff. In den Ablesungen wurden sie durch

mehrere Kollegen, die darin ebenso geübt waren, unterstützt und kon-

trolliert. Sie fanden in Eudiometern von 12 mm Durchmesser als maxi-

male Ablesungsfehler:

Prozent des

Gasvolumens

Für das Gesamtgas (Quecksilbermeniskus) 008—062
Nach Kohlensäureabsorption (mit Laugenmeniskus) . . 022
Nach Zugabe von Wasserstoff (Laugenmeniskus) .... 0'06

Nach Explosion (Laugenmeniskus) 007

LTnter der Annahme, daß aus 12 an^ Blut ö-ri2 cm^ Gas ausgepumpt

sein mögen, ergibt sich aus diesen möglichen maximalen Ablesungsfehlern

als mögliche maximale Differenz:

Für Kohlensäure 0-56Vo des Blutvolumens

., Sauerstoff 0-02 "/o „ „

,,
Stickstoff 0-40Vo •, ,;

Allerdings ist hier als ungünstigster Fall angenommen, daß ein sauer-

stoffarmes Blut vorlag. Man sieht, daß schon diese möglichen Ablesungs-

fehler eine nicht unbeträchtliche Differenz in Kohlensäurowerten, dagegen

eine sehr geringe in den Sauerstoffwerten zur Folge haben können, und

daß für den Stickstoff eine Unsicherheit von 0-4Vo methodisch möglich ist.

Die folgende Tabelle zeigt einen Vergleich der (lenauigkeit der drei

genannten Methoden bei der Analyse so kleiner Mengen willkürhch ge-

wählter Gasgemische.
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Drehung) versehene Pumpe muß über Nacht ihr Vakuum so halten, daß

das Quecksilbermanometer sich nicht ändert.

Es sind dann immer noch einige Gasblasen zu entfernen, die aber

durch zwei- oder dreimaliges Entleeren beseitigt werden. Handelt es sich

um die Untersuchung lebenden

Blutes, so verbindet man nun

m durch einen engen Gummi-
schlauch mit der Arterie und

füllt, je nach der Größe des

Tieres oder der gewünschten

Blutprobe, entweder nur Kugel 11

von 7 cm 3 Inhalt oder auch die

obere von 10 cm^ mit Blut. Nach-

dem die ersten Tropfen durch

den oberen Hahn Aveggeflossen,

wird oben geschlossen und die

Kugeln durch Drehung von

Hahn a mit dem Vakuum in 10

in ^'erbindung gesetzt.

Arbeitet mau mit Hirudin-

oder defibriniertem Blut, so ver-

bindet man das Blutmelirohr

(Fig. 220) durch Rohr iF und

ein kurzes« Schlauchstück (ka-

pillar, dicke Wandung, Glas an

Glas) mit dem Ansatzstutzen m,
öffnet Hahn /// (Fig. 220) nach

IV hin, dann Hahn « kurze

Zeit und entleert, während der

Assistent das Rolir hält, durch

zweimaliges Heben die in dem

Verbindungsraum vorhanden ge-

wesene Luft. Bei tiefstehendem

Quecksilberkolben 1 (wie in

Fig. 224) und auf 30" erwärmtem

Wasserbad i^, in dem das

AVasser tiefer als die Blutober-

fläche im Kolben steht, wird das

Blut in kleinen Portionen vom

Hahn /// (Fig. 220) aus durch

m, a, c m 10 einfließen gelassen (PteguHerung bei a). Es mrd sofort tief-

violett. Das Quecksilber strömt aus der Füllkugel VI in das Meßrohr

nach, bis es den Hahn III erreicht. Darauf schließt mau ab, läßt die

an der Wand haftenden Blutreste sich etwa :->0 Sekunden lang ansam-

mehi (das Meßrohr wird möglichst senkrecht gehalten), öffnet Hahn a

Fi". 224.
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weniiie Sekunden und liiüt das Quecksilber den letzten liest Blut sowie

die im Verbinduniisteiie l)efindliclie lilutnienj^e übertreiben. Xaelideni man
dies noch ein- oder zweimal wiederholt hat. entfernt man nach \'ers(lilnli

der Hähne rt und ///das lUutmellrühr. Der Ansatzstutzen ?^/ ist nun voll-

kommen mit Quecksilber i-efüllt. 10 -20(V/<3Blut sollen in 1 bis 2 Minuten

ül)ei-gefüllt sein.

Während des Überfüllens wird die ^'erl)indung• von Entschäuniungs-

apparat und Pumpe, Hahn d, schon einige Male für einen Moment geöffnet.
Durch kurzes Öffnen des Hahnes d läßt man jetzt das Gas durch den ganz
kalten Kühler 9 und den Trockenapparat 6' in 2 ein, schliebt Hahn d und
treibt das Gas durch Heben des Quecksilberkolbens / aus der Pumpe aus

in Piohr 4. Das wird 2—Hmal wiederholt. Dabei muli das Trockenrohr St,

immer kühl bleiben, während 8t„ in der oberen Hälfte bei Einströmen des

wasserdampfgesättigten Gases warm wird. Je nach Bedarf labt man aus U
einige Tropfen frischer Schwefelsäure einfließen. Man kocht etwa 10 Minuten
weiter bei ßO^ entleert, läßt ausgekochte heiße Borsäure durch m einfließen

und wiederholt während ca. 30 Minuten in Zehnminuten intervallen die Ent-

leerung. Hat die Pumpe gut geschlossen, so gehen jetzt höchstens ein oder

zwei kleine BUischen durch das Kapillarrohr 3 in 4 hinein. Man schließt

dann den Versuch nach etwa Y^ Sunden ab. Will man sicher sein, daß

die Kohlensäure vollkommen entfernt wird, so empfiehlt es sich stets, nach
der ersten Auspumpung einige Kubikzentimeter kochender, gasfreier, etwa

lO^/oiger Phosphorsäurelösung oder gesättigter Borsäure einzulassen und
nach Entfernung der Hauptgasmenge, noch höchstens 20 (im ganzen

45) Minuten bei SO—40" zu belassen.

Kohlenoxyd wird schwerer aus dem Blut entfernt. Man macht das

Blut durch Erwärmen in destilliertem Wasser im Kolben bei 80" voll-

kommen
(!) lackfarben und läßt durch m einige Kubikzentimeter ausge-

kochter, frischer, gesättigter Ferricyankahumlösung nachströmen. Dann
führt man nach mehrfacher Auspumpuug 20Voi&e Weinsäure oder Phos-

phorsäure ein.

Die Pumpe von Bohr (Fig. 225).

Diese Einrichtung hat den Vorzug, daß das Quecksilber automatisch

durch Wasserdruck . je nachdem man Hahn a oder h öffnet, hochgedrückt
und abgelassen werden kann und so dauernd sauber bleibt. Die Trocken-

vorrichtung sowie der Entschäumungsapparat sind kleiner, l-'iir größere

Blutmengen empfiehlt es sich mehr, die Form des Z?o?/^schen Apparates

anzuwenden, der jetzt so eingerichtet ist, daß das Steigrohr 7 (Fig. 224)

in eine Flasche mit Quecksilber führt, in dem das Hg durch PrelMuft ge-

hoben wird und beim Ablassen desselben in die Flasche zurücksinkt.

Bohr empfiehlt, bei P'inlassen des Blutes zunächst nicht zu erwärmen,

dagegen durch Drehen im Hahn n den Blutkollten bei offenem Hahn r

und geschlossenem Hahn t zu schütteln. Hahn t wird nur vorübergehend

geöffnet.
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Die Blutgaspumpe von Barcroft

C weniger

hat schon in ihrer älteren Form (Fig. 226) erhebliche ^'orzüge vor den
beiden genannten. So ist sie bis an die Verbindungsstelle x an der Wand
fest montiert und außerdem durch die federnden Glasverbindungen B und

leicht zerbrechlich als die anderen und ebenso bequem zu hand-

haben. Kühlraum xV und G werden

mit Eis-Kochsalzmischung gefüllt,

so daß die dazwischen passierenden
Gase sehr wasserarm in das

Schwefelsäuregefiili F, /), E gelan-

gen. Um das Stoßen des Blutes zu

verhindern und gleichzeitig das

Schütteln des Blutkolbens, wie Bohr

zu machen.

etwas aus-

gefüllten

einige liea-

Alle Hähne

es empfiehlt, unnötig
hat man in den mit

gekochtem Wasser

Schäuraungskolben A'

genzglassplitter getan,

sind durch Quecksilber nach außen

geschützt. Verbesserungsfähig er-

scheint nur eine Vorrichtung ])ei i\

die das Blutmeßrohr Fig. 220 anzu-

bringen gestattet, statt Verwendung
des abgebildeten Meßrolires P ohne

Quecksilberverdrängung. Schliff x
ist dadurch fest geschlossen, daß

der Kolben K nebst Kühler M
durch einen Halter festgehalten auf

dem Wasserbade stehen und gegen
den oberen fixierten und in C fe-

dernden Teil des Apparates leicht

nach oben drücken.

Ein, wie es scheint, noch be-

quemeres, jedenfalls viel biUigeres

Modell ( Fig. 226a) hat Barcroft zur-

zeit im Gebrauch.!) Es besitzt einen

Trockenapparat, in dem durch Drehung des Schliffes eine immer neue H2SO4-
Oberfläche geschaffen werden kann, und nur Kautschukstopfenverbindungen

(schraffiert in Fig. 226 a), die durch Quecksilber geschützt sind. Diese Ver-

bindung soll den Vorteil bieten, daß die Teile gegeneinander leicht beweg-
lich bleiben und dab daher viel seltener Brüche eintreten. Das Fett zum
Dichten der Hähne fällt ganz fort. Das Blutschäumungsgefäß ist ein Doppel-

Fig. 225.

^) Erscheint demnächst im Journ. of Physiol. Das Klischee wurde mir vom Autor

freundlichst überlassen.
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Druck

Fig. 22Ö.

kühler, in diesem Fall von warmem Wasser diii-chströmt, der Kühler ist

ein gewöhnlicher Kühler mit innerer nnd änlierer Kühlnng. Diese Teile

sind überall leicht zu bekommen, so dal» kostsjjielige Heparatnren. besondere
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Glasbläserarbeit fast ganz fortfallen. Das System wird zunächst mit einer

Strahlpumpe leergepumpt, dann mit der Bohrschen Quecksilberhebevür-

richtuug durch Wasserleitungsdruck.

Pumpe zur Entgasung Hemer Blutmengen.

Eine Art jMikropumpe für Blut hat Dreser kürzlich i) anknüpfend
an Barcroß und Hamills Methode der ^Mikroanalyse von in Salzlösungen

absorbierten Gasen-) veröffentlicht (Fig. 227):
In den kleinen Becher aS', der

durch Halter Z gehalten wird, bringt

man eine in M (Kapillare 2mm) ge-

messene CO-Menge durch Übertreiben

von n aus mit CO gesättigtem Wasser

über das in B befindliche Quecksill)er.

zw

Fig. il6n. Fig. 2-27.

Dann saugt man S auf dem Kautschukpfropfen K durch Senken der

Quecksilberkugel der kleinen Pumpe X fest, schließt den am Verbindungs-
rohr zu iV befindlichen Hahn, füllt durch T eine durch Differenzwägung

^) H. Dreser, Die Bestimmung der CO-Kapazität kleiner Blutmengen. Schmiede-

fter^r-Fcstschrift. Arch. f. exp. Patliol. Suppl. 1908.

^) J. Barcroft and F. UamiU, The cstimation of the oxygen dissolved in salt So-

lutions. Journ. of Physiol. Vol. 34. p. 306 (1906).
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ermittelte Blutprobe (2—'^g in ^/^cm^ Natriuinoxalatlüsiin^ auff,^efau!^^eii )

ein, spült mit im stanzen 2 cm^ O'OVoiger NaCl nach, entfernt S von A'

durch Heben von .V nach Verstopfen von ÜT, verschließt S unter Queck-
silber durch einen Stopfen, schüttelt Blut und Gas unter Wasser If) Miuuten,

lüftet den Stopfen unter Quecksilber, setzt S wieder auf K und zerstört

denBlutschaum durch /erplatzenlassen der Blasen im Entschiiumimirskolbcii /-'

(80 cm^ fassend), so dal') man dann das in S angesammelte Gas nun restlos

in eine Absorptionspipette überführen kann.

In der Pipette Mird der Sauerstoff und CO, durch lOVoise Na OH,
die mit Natriumhvdrosulfit und mit CO gesättigt ist, absorbiert, der Rest

dann in M wieder gemessen. Die Differenz der zwei Messungen der CO-

Mengen ergibt die CO-Kapazität des Blutes.

Chemische Methoden der Blutgasgewinnung.

Die Pumpenmethode hat sich wegen der Schwierigkeit der Handhabung,
der leichten Zerbrechlichkeit, sowie der hohen Kosten des dazu erforderlichen

Quecksilbers nur Eingang in einige wenige physiologische Laboratorien vej-

schafft. Die Sauerstoff- und Kohlenoxydbestimmung mit Ferricyankalium hat

demgegenüber den großen Vorzug, uns vom Quecksilber unabhängig zu machen.

Außerdem sind die erforderlichen Apparate viel billiger und man kann

unter Verwendung kleiner Blutraengeu beUebig viele Analysen zur gleicluMi

Zeit nebeneinander ansetzen. Man ist dadurch in der Lage, mehrere Kon-

trollbestimmungen sowie Reihenanalysen von Blutgasen kurz nach der Ent-

nahme aus dem Tier zur Analyse zu bringen, und da die Berechnung sehr

einfach ist, noch am gleichen Tage das Resultat in Händen zu haben. Die

Methode beruht auf der Tatsache, daß sauerstoffhaltiges oder kohlenoxyd-

haltiges Blut in Berührung mit Ferricyankalium den gesamten O., Iizw.

CO beim l'bergang in Methämoglobin gasförmig al)giltt. Das gei)ild(>te

Gas wird entweder durch Messung der Volumänderung bei konstantem

Druck (Franz Müller) oder ]\I essung der Druckänderung lu'i konstantem

Volumen (Hnldane, Barcroft) bestimmt-

Die Richtigkeit der erhaltenen absoluten Werte zeigen folgende Ver-

gleichszahlen mit der Gaspumpe (siehe auch Tab. /:; auf S. i')i»S):

Gas liliUart Pnmpe

0,

CO,
Defibriniertes

Hundcblut
17-7, 17-4

130, 140

Ferricyanidapparat Beobachter

17-6. 171

13-9, 13-2
Barcroft

CO,

Defibriniertes

Schafblut

2212
43-3

22-2, 21 3
- 43-9

Barcroft uiiil

Franz Müller^)

0..
Defibriniertes

Huncleblatam6./XII.
12-7

12S, 12-4. 12-5;

120
Dicselbou

0..

Vom gleichen Hund
cutnommen
am 8. XII.

11 Hl 9-7. 9-4. 9-7 Uiesclboii

') Bisher nicht publiziert.
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Andrerseits ist nicht zu verkennen, daß die Reaktion des Blutfarb-

stoffs mit dem Ferricyankalium noch nicht völhg' geklärt ist und daß bei

der Benutzung dieser Reaktion zur Sauerstoff- und Kohlenoxydbestimmung
bisweilen trotz korrekter Arbeit noch unerklärliche Fehlschläge vorkommen.

Das hat schon Haidane, dann ich selbst für Sauerstoff, und in letzter Zeit

Plesch für Kohlenoxyd beobachten müssen. So besteht bei Hunde- und

Menschenblut große Neigung, den durch das Ferricyankalium ausgetriebenen

Sauerstoff sofort meder aufzunehmen, resp. den in der Luft des Apparates

vorhandenen Sauerstoff zu verbrauchen, so daß man keine scharfe End-

ablesung erzielt und die Resultate unsicher werden. Die Tabelle D auf

S. 697 zeigt solche Bestimmungen an ganz frisch gewonnenem Blut.

Haidane hatte als wahrscheinlichsten Grund bakterielle Umsetzungen
vermutet. Da ich dasselbe bei ganz frisch dem Tier entnommenem Blut

und sofortiger Verarbeitung bemerkt habe, da es Y\?iQ\i Barcroft gleicher-

weise im arteriellen und venösen Blut desselben Tieres auftritt, kann Bak-

terienbildung bei frischem Blut jedenfalls nicht der (xrund sein. Da außer-

dem Plesch bei Kohlenoxydblut dasselbe beobachtet hat. so kann der Grund,

wie ich glaube, nur entweder darin liegen, daß manches Blut schwer voll-

kommen lackfarben wird (besonders Hundeblut) — und nur dann entbindet

Ferricyankalium das ganze Gas — oder daß in bestimmten Blutarten und

zu bestimmten Zeiten Stoffe enthalten sind, die nach Entstehung von

Methämoglobin begierig O.. aufnehmen, sogenannte reduzierende Substanzen.

Über die Natur derselben können wir kaum Vermutungen äußern. Interessant

dafür ist in obiger Tabelle (S. ßs:V) die 2 Tage auseinander liegende Ver-

suchsreihe am gleichen Hund, die am 6./XU. tadellos mit der Pumpe
stimmende Zahh'n, am S./XH. lOVo Differenz ergab.

Diese P'ehler sind allerdings für die absoluten Mengen bedeutungs-

voll, aber glücklicherweise für relative Bestimmungen, d. h. für den Vergleich

des arteriellen und venösen Blutes des gleichen Tieres unter verschiedenen

Umständen bedeutungslos, da Barcroft in seinen zahlreichen Analysen ge-

funden hat, daß sowohl das arterielle wie das venöse Blut mit den gleichen

Fehlern behaftet ist. Sie sind ganz vermieden bei der neuesten soge-

nannten Differenzmethode von Barcroft (siehe später). Um die Unsicher-

heit, daß das Blut nicht völlig lackfarben ist. zu umgehen, wird neuerdings

von Krogh und Bohr Saponin oder Sapotoxin empfohlen. So kann man

sogar Vogelblut lackfarben bekommen. Es muß sich zeigen . ob dann doch

noch die genannten Differenzen auftreten.

Wenn man daher auch zugeben muß. daß die Ferricyanidmethode

gewisse Gefahren in sich birgt, so ist sie doch so ungemein viel bequemer

als die Pumpenanalyse und für Reihenuntersuchungen allein brauchiiar, daß

man sie möghchst ausgiebig für biologische Fragen verwenden sollte. Man
wird sie aber, wenn es auf die absolute Menge ankommt, durch die Queck-

silberpumpe kontrollieren müssen und die Untersuchungen nicht am Hunde

allein zu machen haben, da gerade das Hundeblut solche Abweichungen

relativ oft aufweist.
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J)i(' verschiedenen Ferricyanidapparate und ihre Handhabunji.

A. Der Apparat von Huldanc in der neuesten Form nach Barcroft.

Der Apparat besteht, wie die Fif?. 228 zeii>t. aus zwei fi'onau lileichen.

mit MilHuieterteihins- versehenen Kapillarröhrchen . die auf einem Ihvtt

nebeneinander montiert sind und unten

durch zwei kapilhire Schlauchstücke ni

und n und ein s^iäsernes U-Koiir p
(Fig. 229) miteinander verbunden sind.

Auf die Schkiuclistücke wirkt eine fein

arbeitende Schraubenvorrichtung BC
und verändert den Stand des in den

Kapillaren befindlichen Wassers. An

einem iUteren ^lodell befindet sich an

Stelle von m, n und p ein kleines birn-

förmiges Glasgefäß, in dem vermittelst

(Jummistopfens die beiden Manometer-

röhren fest stecken. An ihm ist ein

schwarzer Kautschuksaugpfropfen

(..Schnuller") festgebunden, auf den

dann B C einwirken , nachdem alles

luftfrei mit Wasser gefüllt ist. Mir selbst

erscheint diese ältere Anordnung prak-

tischer als die abgebildete. Doch mul'j

der Saugpfropfen recht weich sein ! Die

eine der Manometerröhren I steht oben

in Verbindung mit einem T-Hahn H,
dessen oberer Stutzen in ein U-förmig

gebogenes gläsernes Kapillarstück U
übergeht. Es trägt ein dünnes Gummi-
stück a, an dem das sogenannte Schüttel-

gefäl) befestigt ist. Dieses besteht aus

einem dünnwandigen (Haskölbchen K
von etwa 35 cm^ Inhalt mit eingeschlif-

fenem Glasstopfen S, dessen Mitte von

einem Glasrohr durchsetzt ist. Das

Glasrohr hat unten eine (")ffnung x und

läuft in einem Schälchen h mit etwa

1 cm^ Faßraum aus. Die Schale muß
leicht durch den Hals des Fläschchens

geführt werden können. Die Ausführung
der Analyse gestaltet sich folgender-

maßen :

Man füllt die Teile w, p, n mit Wasser oder nach t'iiu'm \ i>r>chlage

von Brodle mit einer Lösung von (Jallensalzen vom s])ez. (iew. 1-034

Fig. 228. Fig. 229.
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(der Atmosphärendruck beträgt dann 10.000 ?»m dieser Lösung). Die Ka-

pillarrohre müssen aufs sorgfältigste durch Kochen mit Chromsäure und

Schwefelsäure gereinigt sein, so daß l)eim Spielenlassen der Schraube B das

Wasser sich in beiden KapiUaren vollkommen gleichmäßig bewegt, ohne

daß Tropfen in dem darüber stehenden Teil der KapiUaren hängen bleiben.

Auf diese Vorschrift muß sorgfältig geachtet werden, da schon minimale

Verunreinigungen, kennthch durch solche Tropfenbildung, die Resultate voll-

kommen wertlos machen. Hahn H ist leicht gefettet. In den Schlauch-

ansatz a hat man den im Schliff gut gefetteten Glasstopfen S gesteckt.

In das Schälchen h des Schüttelgefäßes füllt man O'o crn^ einer heiß ge-

sättigten und allgekühlten, nicht über etwa zwei Monate alten Lösung
von rotem Blutlaugensak.

Der ganze Apparat hängt durch einen Metallbügel Ä frei an einem

zwischen zwei hölzernen Winkelstücken horizontal ausgespannten Draht

oder einer festen Schnur.

Aus der gegen die Luft durch ein Xatronkalkrohr abgeschlossenen

Vorratsflasche 1) (Fig. 195) mißt man nun, wenn die Blutprobe vorbereitet

ist, 2 cm^ der Ammoniaklösung (2 cni^ konzentriertes Ammoniak auf 500 cm^

destilliertes Wasser) in K ein und stellt K an das offene Fenster. Bei

kohlensäurereichem Blut fvon 60Vo ab) muß die doppelte Ammoniakmenge
genommen werden. In dieser Weise werden mindestens drei Apparate
vorbereitet. Nun mißt man zweimal je 1 cm^ der Blutprobe in einer in

Tausendstel geteilten 1 c«i3-Pipette ab, deren Nullpunkt möglichst hoch,

etwa 3 cm, über der Auslaufspitze liegt, säubert diese Spitze immer außen

sorgfältig von Blutresten und führt die Probe unter das Ammoniak in K
ein, so daß die Blutschicht durch die Ammoniakschicht von der Luft

abgeschlossen ist. Darauf verbindet man Kolben K und Stopfen S. der

SchUff muß spiegelnd aussehen, und schließt den Hahn H. Nachdem dies

in zwei Apparaten geschehen ist, führt man in den diitten Apparat an

Stelle des Blutes 1 cm^ ausgekochtes destilhertes Wasser ein und verschließt

ihn auf gleiche Weise.

Die drei Apparate werden in eine möglichst große Wanne mit

W^asser so versenkt, daß der Kolben sich bis über a hinaus in Wasser

befindet. Zunächst kühlt sich die Luft in dem System ab, daran kennt-

lich, daß das Niveau in dem Kapillarrohr J, welches mit K in Verbin-

dung steht, steigt, während es in // sinkt. Durch Öffnen des Hahnes H
und Herstellung von Druckausgleich mit der Atmosphäre stellt man auf

eine beliebige, ursprünglich gewählte Nullstellung. Dieses Öffnen und in

etwa 10 Minuten Pause wiederholte Ablesen geschieht so lange, bis die

Nullstellung sich nicht mehr verändert. Darauf notiert man den Anfangs-

stand und nun bleibt der Hahn H in allen drei Apparaten während der

Sauerstoffbestimmung geschlossen. Man notiert die Wassertemperatur.

^) Lieferant aller Teile: Bleckmann & Burger, Berlin X., Auguststr. 3 a.
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Das l>lut wird jetzt entweder im \Niissei- oder nach lleransnahme
der Apparate aus dem Wasser durch vorsichti^'os llcrumschwcnken mit

dem Ammoniak vermischt und vollkommen lacklarlieu ^a-macht. Nach
den früher i^enanuten Fehlerquellen der Methode ist es klar, dali auf

dieses Lackfarbenwerden besonderer Wert gelegt werden mul». Das I'.hit muH
vollkommen durchscheinend an der Wandung des Kolbens herunter-

flielien ! Sobald dies geschehen, bringt man die in dem kleinen Schiilchen //

befindliche Ferricvanidlösung durch Seitwärtslegen des Kolbens K zum Aus-

flielten und schüttelt mehrere Minuten energisch um, indem man zugleich
durch geeignete Fingerhaltung Sorge trägt, daß die\'erl)indung von Stopfen -S'

und Schüttelgefäß K sich nicht lockert. Man bemerkt dabei, wie der Stand

in dem Manometer / heruntergedrückt wird und hat durch leichtes An-

ziehen der Schraube B Sorge zu tragen, daß das Niveau nicht zu tief unter

die sichtbare Teilung sinkt. Darauf versenkt man K wieder in die Wasser-

wanne, behandelt den zweiten Apparat in gleicher Weise, den dritten, nicht

mit Blut gefüllten, der als Thermobarometer dient, ebenfalls und wartet

etwa 10 Minuten bis zur ersten Ablesung bei der alten Nullstellung in I.

Darauf schüttelt man von neuem kräftig durch, wobei man immer Sorge zu

tragen hat, daß die durch das kleine Loch x vermittelte Kommunikation von A'

nach 1 nicht durch Flüssigkeitstropfen verschlossen wird. Man wiedcrhdlt

das Schütteln und Ablesen, natürlich immer nach vorheriger Durchmischung
des Wassers in der Wanne (Doppelgebläse!), so lange, bis sich der Stand

in dem Manometer 7/ bei immer wiederholter Einstellung in 1 auf die

ursprüngliche Xiülstellung nicht mehr resp. ebenso wie im Thermo})arometer

verändert.

Da eine gewisse Menge Gas entwickelt wurde und wir bei diesem

Apparat auf das ursprüngliche Volumen einstellen, also die Druckäudernng

ablesen, so muß bei unveränderter Nullstellung in / der Stand in // in die

Höhe gerückt sein. Dieser Stand darf sich, wie gesagt, in 10 Minuten ent-

weder nicht oder nur entsprechend der Veränderung im Thermobarometer

geändert haben. Wenn man keine Zunahme, dagegen widirend 10 Minuten

erhebhche Abnahme, mehr als durch Temperaturänderungen verständlich,

beobachtet, enthält das Blut Sauerstoff verbrauchende, zehrende Stoffe und

ist füi' eine Bestimmung der absoluten 0.,-Mengen nicht i>rauchbar (siehe

S. 684).^

Ist die Sauerstoffbestimmung beendet, so öffnot man den Hahn //

und bringt das System dadurch wieder auf Atmosphärendruck, eniffnet A.'

durch Herausnehmen von S, füllt möglichst schnell in die Schlichen /*

0-4 cw3 einer SO^/oigen Weinsäure- oder Phosphorsäurelösung, schließt

darauf die drei Apparate wieder und beginnt die Einstellung auf die Null-

stellung in / von neuem. Nachdem diese unverändert, vermischt man die

Säure mit der Flüssigkeit, schüttelt sehr energisch und bestimmt unter

immer wieder stattfindender Einstellung in / auf Null die entwickelte

Kohlensäure durch die Druckzunahme.

AbdcM-h iildon, Handbuch der biochemischen Aibfit.snirthi-inii. III. 44
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Beispiel und Berechnung.
„ , . , „ „ Thermo-
Schuttelgefäß ,

. „° baiometer
mit Blut .^„mit Wassermm mm

Bei mehrfacher Öffnung des Hahnes stellt sit^h der Nullpunkt
schließlich auf IQ-O 9-0

Nach Lackfarbenmachen und Vermischen mit Ferricyankalium
stellt sich der Stand bei Wiedereiustellung auf den Null-

punkt in dem nach außen offenen Kohr // schließlich auf 948 14 2

Differenz: 848 5 2

Die reelle Druckzunahme im Millimeter Wasser beträgt also . 848
— 52

79-6

Davon gehen ab als Korrektur für Änderung der Einstellung
beim Lackfarbenmachen 20

also . . 776
Das Volumen des Schüttelgefäßes beträgt 340 cm^

Davon gehen ab als Füllung 23-
also . . 31-7 c»?'

77-6 X 31-7 X 100
Berechnung :

^^ ^^^ ^
— = 23-7S7o Sauerstoff (10.340 ist der Atmo-

sphärendruck, gemessen in Millimeter Wasser). Da die 1 rw^-Pipotte nicht 10, sondern

nur 0'9G c»i^ Blut faßt (laut Äuswägung mit Blut und spezifischer Gewichtsbestimmung),
ändert sich das Resultat in 24"777o Sauerstoff.

Genau ebenso wird die Kohlensäure berechnet, nur ist hierbei eine

Korrektur für Temperaturen über oder unter 14" anzubrino-en
,
und zwar

ist von dem erhaltenen Prozentwert für jeden Grad über 14 ein Abzui^-,

für jeden Grad unter 14 eine Hinzugabe von 0-25% Kohlensäure zu machen.

B. Der Ferricyanidapparat von Franz Müller (Fig. 2;J0).

Er besteht aus zwei möglichst gleichen Glasgefäßen 1 und // von

etwa 200 cm 3 Inhalt. Ist das Thermobarometergefälj // etwas größer, so

wird der Unterschied durch Quecksilber ausgeglichen, dessen GeAncht

gleichzeitig als Senkgewicht beim Versenken in Wasser dient. Jedes dieser

Gefäße steht mit einer 40 cm. langen und 0'5 cm w^eiten und von —10 cm^

in Zwanzigstel geteilten Bürette B bzw. TB in Verbindung. Beide Büretten

münden in eine horizontale Glasleitung /?. die zu einem Xiveaurohr JS führt.

Sie sind mit angesäuertem Wasser gefüllt. Zum Ausgleich des Druckes mit

der Außenluft trägt die Verbindung von Thermobarometergefäß II und Bü-

rette TB eine durch Hahn verschlossene Seitenöffnung s. Die Verbindung
der Bürette B mit dem Schüttelgefäß 1 wird durch einen Kapillarschlauch k

mit dicker Wandung hergestellt. 1 ist durch einen dicken Gummistopfen
mit drei Bohrungen verschlossen. In der einen sitzt das Verbindungs-
stück a zu i^, in der zweiten ein Ansatzrohr c zu einem Kugelaufsatz,
in der dritten ein Ansatzstück h, das mittelst Schlauch zu t und in die
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obere Öffnung der oheieii Kuiiel o dieses Aufsatzes eiimiündct. her Kujrel-

aufsatz besteht aus einem Schwanzhahn z und zwei fi^lcicliij^roricii Kiiirdn.

u und 0, die durch einen Dreiwej^lialni </ voneinander i^^'trennt sind. An '/

sitzt ein laui^es Kapillarrohi' I. I»io untere Kugel n einschlielilich der

IJohrung des llaliiis c? ist kalibriert und fallt etwa -20 rtn^ (der ganze

Apparat kann auf '4 reduziert werden: u falit dann etwa 5 <•»/', / und //

etwa bO rm^). Die obere Kugel hat einen Ansatzstutzen, aus dem eine

M^

Fig. 230.

T-Leitung t teils nach außen, teils in dasSchüttelgefäl') durch /> zurückführt. In

das Schüttelgefäii ist 1 ein etwa 5 cw^ fassendes (iläschen
;/ eingekittet.

Der ganze Apparat ist so eingerichtet, daß Thermobarometergefäß // nebst

P>üretten B und "TB und Verbindungsleitungen dauernd in Wasser stt'hen.

während das Schüttelgefäß nebst Kugelaufsatz nach r.edarf lierau.^geuommen

(wie in Fig. 2oO) oder in Wasser versenkt werden kann. Im Wasser muß

das Kapillarrohr / gerade noch aus dem Wasser herausragen.

44*
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Handhabung des Apparates.

Man füllt in 1 10, in o 20 cm^ Ammoniaklösung (2 auf 500). Halm d

steht so, daß er zwischen dem langen Kapillarrohr l und u Verbindung

herstellt und daß o nach u hin verschlossen ist. Man füllt in Gläschen g

4 cm^ der kalt gesättigten Ferricyankaliumlösung, stellt Sch^Yanzhahn z so,

daß er zwischen Außenluft und u die ^'erbindung offen läßt
,
und schließt die

Schwanzbohrung von z durch ein Gummistückchen mit Glasstab ab. Dar-

auf wird bei offenem Hahn s und t das Niveau in B und TB beliebig

auf einen Stand zwischen 1—2*0 eingestellt (die Büretten haben ihre

Nullmarke oben), s geschlossen und die Seitenöffnung t dmxh ein Stück

Glasstab verstopft.

Der Apparat wird in Wasser versenkt, das möghchst die Tem-

peratur des Raumes besitzt und unter Durchmischen des Wassers mittelst

Doppelgebläses D in 10 Minutenintervallen bcol)achtet
,

ob sich die Luft-

men2:en im Thermobarometer und Schüttelaefäß gleichsinnia: verändern.

Sobald dies eingetreten und das zu untersuchende Blut vorbereitet ist,

respektive wenn das Tier, dessen Blut man direkt aus dem Gefäß in den

Apparat einführen naIII, fertig operiert ist, nimmt man 1 heraus (siehe Fig. 230)

und ver])indet ^ mit dem mit Blut gefüllten Meßrohr oder mit Arterie

oder Vene des Tieres, füllt darauf (bei der Arterie durch Einströmen-

lassen, bei einer Vene durch langsames Ansaugen von der langen Ka-

pillare / aus) u bis in l hinein mit Blut. Jetzt wird z auf Mittelstellung

gestellt, so daß sowohl die Verbindung nach außen wie die Verbindung

zu 1 unterbrochen ist. z wird nach Entfernen des Meßrohrs oder des

Tieres durch einen Glasstopfeu verschlossen und schnell für wenige Mi-

nuten in Wasser versenkt , damit das etwa körperwarme Blut sich ab-

kühlen kann. Befürchtet man schnelle Gerinnung, so kann man auch das

Blut sofort zur Analyse bringen, muß dann aber eine (später zu erwäh-

nende) Korrektur anbringen. Nach wenigen Minuten, wenn man beobachtet

hat. daß der Stand des Blutes in l sich nicht mehr nennenswert ändert,

nimmt man 1 wieder aus dem Wasser heraus, dreht d auf Kommuni-

kation zwischen u und o, z auf Kommunikation zwischen u und 1. Nun

läuft das Blut aus u in 1 hinein, während .aus o Ammoniak nachläuft

und u fast blutfrei wäscht. Man macht durch lebhaftes Umschwenken

völlig lackfarben (eventuell mit Saponinzusatz , wenige Körnchen) und

bringt durch Umlegen von 1 das Ferricyankalium zum AusfUeßen. Man
schüttelt lebhaft, aber so, daß die Verbindung a von 1 zu B nicht durch

Schaum verschlossen wird, versenkt wieder in Wasser, wiederholt das

Schüttehi mehrfach, bis der Stand im B und TB sich nicht mehr oder

nur noch gleichsinnig ändert.

Will man die Kohlensäurebestimmung anschließen, so öffnet man 1

wieder, tut in ^ 4 cm^ 20Voige Phosphorsäure und geht genau in der

gleichen Weise, Avie soeben beschrieben, vor. Nur muß man, sobald die

Kohlensäure sich entwickelt hat, in kürzeren Intervallen ablesen, da CO.,
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sich ja in der wässerigen Lösung- sein- «i lichlicli liist iiml das NOIuincii bald

zu sinken beginnt.

Berechnung.

Ein genau durchgeführtes lU'ispielfnKk't sich in iy/iit/rrs\vr\i\\. \U\. 103.

S. 576 (1904). Dort sind auch die erforderhclicn Kori-ckturcn angegi'hen,
die angebracht werden müssen 1. wegen tler sich ändernden physikalischen

Absorption, da in dem System ziniächst Luft, später ein sauerstoffreichercs

oder kohlenoxvdhaltiges Gemisch vorhanden ist, 2. wegen der Änderung des

Lihalts der kalibrierten (bei 15") Kugehi. wofern man körperwarmes Blut

einfiUlt, sofort mit Ammoniak vermischt und bestimmt.

Vergleich des Apparates B mit dem Hah/ane-Barcroff^chdi A.

Es muß unbedingt /ugegeben werden, dalJ die Methodik ßonro/ts
nach gehöriger Einübung be(iuemer ist. Es kommt das daher, dall nach

Barcroß kleinere Luftmengen gemessen werden und dünnwandige (ilas-

gefäße verwendet werden können. Der Temperaturausgleich vollzieht sich

daher schneller. Ferner ist der Abschluß des Schüttelgefäßes durch einen

Glasstopfen angenehmer als durch Gummistopfen. Bei den größeren Dimen-
sionen des Apparates von F. Müller würde aber ein Glasstopfen nur sehr

schwer dicht zu bekommen sein und erhebliche Kosten verursachen.

Andrerseits ist aber die Ablesung in Kapillarrohren erhel)lich schwerer,

erfordert viel größere Sorgfalt und viel saubereres Arbeiten als die Ablesung
in den O'bcm weiten Büretten des il/»7/erschen Apparates. Weiter ist die Hal-

dane-Barcrqftsche Methode nur bei defibriniertem oder dm'ch Zusätze un-

gerinnbar gemachtem Blut anwendbar, während der andere Apparat für

das direkt dem Gefäß des Tieres entströmende und nicht ungerinnhar

gemachte Blut verwendet werden kann, ein Umstand, der für gewisse Zwecke

von Bedeutung sein mag. Endlich eignet er sich besser für venöses oder

nicht ganz gesättigtes Blut, wenn man sich hierfür nicht mit der Diffe-

renzmethode Barcrofts begnügen kann.

C. Barcrofts Dißerenzmcthode.'^)

Kommt es bei der Biutgasanalvse nicht ahein auf die absoluten Zahlen,

sondern besonders auf die Differenz zwischen Arterien- und \'enenblut oder

bei verschiedener Sättigung überhaupt an. so lassen sich viele Fehleniuellen

der bisher beschriebenen Ferricyanidmethoden umgehen. So verschwindet

der Fohler. der durch unvollkommenes Lackfaritenmachen. vorzeitiges Fin-

dringen von Ferricyankalinm, ungenügendes Scliütleln beim .Vustreiben des

Gases, ungleichmäßige Temperaturverteilung zustande kommt.

Man ermittelt in zwei gleichzeitig analysierten Proben von arteriellem

und venösem Blut desselben Tieres die Differenz zwischen den /nr vollen

*) .7. Barcroft, Differential metliod nf liloodiras analysis. Joiirii. nf Pliysiol. \o\. 37.

p. 12 (1908). Siehe dort Eiuzelheiteii.
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Sauerstoffsättigung nötigen Sauerstoffmengen und findet so die Differenz

des Sauerstoffgehalts beider Proben.

Der Apparat besteht (wie Fig. 228 zeigt) aus zwei unten durch ein U-Rohr

verbundenen Kapillaren-Manometern (1 mm), die mit einer Lösung gallen-

saurer Salze vom spez. Gew. I"0o4 (mit Toluol versetzt aufbewahrt) gefüllt

sind. Diese Lösung gibt, da sie Fett leicht löst, sehr gute Ablesungen.
Der Druck pro Millimeter ist gerade \/ioooo des Atmosphäreudruckes. Die

Kapillaren tragen oben einen Hahn mit Handgriff (siehe Fig. 252) und besitzen

eine Abzweigung zu zwei Schüttelgefäßen, die verschiedene Dimensionen je

nach Bedarf und Menge der Blutprobe (27, 110, 170 cm^) besitzen. Fig. 232

zeigt die kleine, Fig. 231 die große Form. Ihre Konstruktion ist aus der

Zeichnung ohne weiteres verständlich. Es empfiehlt sich aber an Stelle

von Gummistopfen (iV in Fig. 231) Glasschliffe zu verwenden, die durch

dünne, am Stopfen K befestigte

Glas- oder Metallbänder gehalten

und festgedrückt werden.

Gebrauchsanweisung: Man

wiegt die Schüttelgefäße leer und

völlig mit Wasser gefiült (einschließ-

lich aller Bohrungen). Die bei dem
kleinen Modell (bis 30 cm^) vor-

handenen Ijiterschiede im Inhalte

(höchstens Vio ^w'^) werden durch

Glasstückchen ausgeglichen, so daß

beide Flaschen genau gleichen In-

halt bekommen. Die Manometer

werden mit Quecksilber sehr genau
kalibriert. Von der (Tcnauigkeit

dieser Kalibrierung hängt fast allein

die Güte des Resultates ab.

Zur Analyse läßt man, nachdem wie bei den früher beschriebenen

Appai-aten auf 1 cm^ Blut 1-5 cm^ NH3 (^/.oo) und in E 0-3 cm^ gesättigtes

Ferricyankalium eingefüllt sind, den einen Manometerhahn, etwa G, zu-

nächst offen und ermittelt den Stand im anderen Manometer bei ge-

schlossenem Hahn H. Steht dieser fest, so haben die Flaschen die Tempe-

ratur des sie umgelienden Wassers der großen Wanne angenommen. Man

öffnet den Hahn G, die Manometer stehen beide gleich, man schließt beide

Hähne und schüttelt E und F kräftig, mischt das Ferricyankalium aus B

zu, versenkt wieder, liest den Stand der Manometer ab. So hat man die

Differenz der entwickelten 0.2-Mengen. Man braucht für 5 cm'^ Blut 8 Mi-

nuten, für 1 cm^ 5 Minuten Schütteln bis zur vollen Sättigung des Blutes

mit Sauerstoff.

Dann nimmt man die Flaschen zur COg-Analyse aus dem Wasser

soweit heraus, daß die Flaschenhälse gerade hervorragen, entfernt die

kleinen Stopfen K und L der Schüttelgefäße und bringt je 1 cm^ 20Voiger

I

^VJ^\jJ^'^v

Fig. 231. Fig. 232.
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Phosphors äure oder Weinsäure in das kleine Gläschen li und bestimmt die

Kohlensäure wie bei den älteren Ajjparaten.

Beispiel (liarcroft >

1
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Fig. 233 zeigt die neueste nocli nicht publizierte Form des Barcroft-

sclien Differenzmanometers ^) :

Man füllt das mittlere Keservoir mit Nelkenöl, drückt den Stopfen

luftirei soweit ein, daß das Öl im mittleren Rohr etwa in Vs der Höhe

steht (siehe Fig.), schmilzt das enge Glasrohr oben über dem Gummi und

der Stellschraube ab.

Zur Kalibrierung empfiehlt Barcroft die Gaspumpe oder eine frisch

titrierte Wasserstoffsuperoxydlösung {Vbcm^), der man Vbcm^ j^H^SOi
in beiden Flaschen des Apparats zusetzt. In den Stopfen bringt man auf

der einen Seite 0*2 cm^ Xormal-KMnOi-Lösung. Es soll etwa 0-2«»^ Gas

entwickelt v.erden.

Die Skala ist aus Spiegelglas gefertigt. Die Schüttelgefäße haben die

von Flesch zuerst empfohlene Birnform.

Genauigkeit der Kohlensäureanalyse :

Bei sehr genauer Kaübrierung, großer Vorsicht beim

Einfüllen des Ammoniak, das gut vor COo-x^bsorption ge-

schützt werden muß; ist die Abweichung etwa 57o des be-

rechneten Differenzwertes zweier Proben, das heißt doppelt

so groß, wie die allerungünstigsten Sauerstoffresultate.

Trotzdem hält Barcroft sie doch immer noch für besser

als die bisherigen COa-Analysen kleiner Blutmengen.

D. Modifikation von Barcrofts Apparat nach

Plesch zur Bestimmung der Kohlenoxydkapazität.

Man kann die vorher beschriebenen Apparate A und B
auch benutzen, um mit Kohlenoxyd gesättigtes Blut zu

analysieren. Dabei ist nur zu beachten, daß die Entwick-

lung des Kohlenoxyds durch Ferricyankalium etwas träger

verläuft als beim Sauerstoff, daß also stärker geschüttelt

werden muß.

Plesch^) hat für den gleichen Zweck einen auch für

1 cm 3
eingerichteten Apparat empfohlen, der in Fig. 234

abgebildet ist.

In das birnenförmige Gefäß 3) E kommt 1 cm^ V4°/oi8es Ammoniak,
unter welches man 1 cm^ Blut schichtet. Man schheßt dieses Gefäß

an den oberen Teil des Apparates mittelst des Schüffes D luftdicht an.

In die kughge Erweiterung H, welche nach unten mit dem Hahn b ver-

schlossen ist, kommt V2 ^^'^^ Ferricyankalium. Der ganze Analysenteil des

Apparates wird mit einem Schliff an ein i^arcro/i^sches AVassermanometer

angesclilossen. Der eine Manometerschenkel N ist auf MiUimeter geteilt,

*) Fabrikant: Baird & Tatlock. London E. C. Gross St. Haiton Garden.

-) J. Plesch, Bestimmung des Herzschlagvolumens. Deutsche med. Wochenschr.

Jg. 1909. Nr. 6.

") Der Apparat wird hergestellt von der Firma Bleckmanu & Burger, Berlin,

Auguststr. 3 a.

Fig. 233.



Biolotfisfbe Gasaiialvse. 690

der andere M trügt nur eine Marke in dei' Mitte. IJcidc Maiiometer-

schenkel münden in einem (JefälJ 6/, welches nach iinttii (hu'ch einen

Gummisaugpfropfen B abgeschlossen ist nud (iuirli dessen Kompression
mittelst der Klemmschrauhe SF der Stand des Manometers veriindert werden

kann. Man stellt das Wassernivean des Manometers auf den Nullpunkt
ein und verschliel'it den oberen .'Zeitlich dui'clibohrten Hahn a.

E. Keihenaualyse.

Beabsichtigt man eine größere Reihe von Parallelbestimmungen der-

selben Blutprobe vorzunehmen, so empfiehlt es sich, eine andere, gleich-

falls von PIcsch ausgearbeitete Methodik

zu benutzen. Bei dieser füllt man in

etwa 20 cm^ fassende, in ihrem Mittel-

teil erweiterte Röhrchen von etwa0"5 cm^

Weite, die zunächst nur auf der einen

Seite durch ein angesetztes Schlauch-

stück und Qnetschhahn verschlossen

sind, je 2 cm'^ Ammoniaklösung (2:.')00),

dann läßt man je 1 c^yr' der zu unter-

suchenden Blutprobe zufließen und macht

durch lebhaftes Umschwenken voll-

kommen lackfarben (eventuell mit Sa-

ponin). In die Röhrchen tut man der

Reihe nach Ya cm^ gesättigter Ferrieyan-

kaliumlösung, verstopft sofort durch

Überstülpen eines schon bereit liegen-

den, mit Quetschhahn versehenen zweiten

Schlauchstückes und bringt durch leb-

haftes Schütteln das Gas zur Entwick-

lung. Die l^roben können so einige

Stunden in der Kälte liegen.

Um das entwickelte Kohlenoxyd

zu analysieren, benutzt Plesch seinen

Yerbrennungsapparat (Fig. 209, S. 642),

in dem die Abnahme des Inhaltes nach fir. 23*.

der Verbrennung durch die Druckab-

nahme mittelst Halda/ic-Barcrqthi'hen Manometers (Wasser natürlich)

gemessen wird. Da auch bei Verbrennung von i-einer Luft geringe Spuren

von Stickstoff verbrennen, so wird ein mit Luft gefüllter, ganz gleicher

Verbreunungsapparat gleichzeitig beobachtet. Die Methode erfordert eine

nicht geringe Übung, sie gestattet nllerdings. wie (>rw;ilint. minimale Kohlen-

oxydmengen zu bestimmen.

Zum Überfüllen aus den Röluchen wird das Verbrennungsgefäl» mit

der Wasserstrahlpumpe evakuiert, das Blutröhrchen durch ein. wie Fig. 209
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zeigt, birnförmig- geformtes Rohr, in dem sich mit Schwefelsäure befeuch-

tete Glasperlen befinden, mit dem Verbrennungsapparat verbunden und

durch mehrfaches Öffnen und Schließen der Hähne das Gas eingesaugt,

endlich durch eine Uberfüllkugel (W) restlos eingetrieben.

Vergleich der Genauigkeit der verschiedenen Ferricyanid-

apparate.

In der beifolgenden Tabelle Ä sind verschiedene willkürUch heraus-

gegriffene Versuche zusammengestellt, bei denen nach Barcroft 1 cm^, nach

meiner Methode 20 resp. 5 cm^ Blut verwendet wurden.

TabeUe A.

Vergleich der Oo-Bestimmung in verschiedenen L'erricyanidapparaten {Bar-

croft und Müller, 1905, bisher nicht publiziert). Schafblut:

Apparat von

BarcrofI Müller j//',.. c

mit 1 c»!-^ Blut mit 20 t?«-' lüut mit 5 c»P Wut

1^3
] ....

14-3 i

- ^^^^

21-3 I

•'''

23-2 1

- 23-28

Die Zusammenstellung zeigt, daß beide Apparate in gleicher Weise

ihren Zweck erfüllen. Außerdem zeigt die folgende Zusammenstellung B
einer großen Anzahl von Doppelanalysen, die Barcroft an Hundeblut ge-

macht hat, den Fehler seiner Methodik.

Tabelle B.

Differenz von je zwei Doppelanalysen von 1 <>n^ Hundeblut, uiit Kalium-

oxalat ungerinnbar gemacht. Sauerstoff in Prozent des Blutvolumens:

Laufende Nr. 12 3 4

Prozent 05 04 05

Laufende Xr. 11 12 13 14

Prozent 09 08 04 05

Der Fehler beträgt im Durchschnitt O'-i'iVo des Blutvolumens resp.

2'6Vo des Sauerstoffwertes. Bei der Kohlensäure ist der Fehler allerdings

höher. In den folgenden 25 Doppelversuchen von Barcroft (Tabelle C)

war er im Durchschnitt O'TVo des Blutvolumens resp. TOVo des Kohlen-

säuregehalts.

Tabelle C.

Differenz von je zwei Doppelanalysen von 1 cm^ Hundei)lut (mit Kalium-

oxalat): Kohlensäure in Prozent des Blutvolumens:

13

10

5
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Daß der Fehler firüßer ist, ist ohne weiteres verstiiiHllich. «h'iin Ali-

weichun^en von etwa 2% bei der Ahinessim^^ des Blutes wünU'ii für il<'ii

Sauerstoff z. B. O-IOO fieaenüher üi()2 bedeuten, während sie hei Kohh-n-

säure Differenzen von o:){)() und ()-ol() hewirken, ein Fehler, (h'r sich

naturgeniäl) bei jeder Art von Dlnti-asappai-aten in «gleicher Weise henierk-

bar machen muß. Es hänij:t eben die (iilte des Resultates nicht allein

von dem wirklichen Fehler des l)etreffen(len Api)arates, sondern von der

Beziehung der Fehlergröße zu den ahsoluten, entwickelten (iasniengen
ab. Will man diesen Fehler für die Kohlensäure herahdrücken, so muß man
durch ausgiebige Atmung des Tieres oder Schütteln des Blutes mit Luft

eventuell dafür sorgen, dal» die entwickelten (Jasmengen klein ind.

A\)solute Genauigkeit der Ferricyanidmethode.

Was nun aber die absoluten Fehler der Ferricvanidmethode, gleich-

gültig in welcher Anwendungsform, anbelangt, so gibt darüber der Vergleich

von Pumpen- und Feriicvankaliumentgasung Aufschluß. Die folgende Ta-

belle D zeigt einige Werte bei Verwendung von '>{)<')n^ Blut für Feiri-

cyankalium, von etwa lor^j^^ ff])- (jj^ l'nin])e.

Tabelle I).

Vei--

Blut

Hund

Ilnii

Sauerstofl-VoluiniirozDut

Methode

Pnmiie Perricyanid

25-50

2.'y75

25-90

2607
2416

24^G
25-4(i

2B-Ö0

2272
22-89

22-99

I'iir l'"ürri-

cyaiiid ver-

wendete

Blutmenge
e»i3

Bomerkangon

20
20
20
20
20

(lofil)riiiicrt. ganz
triscli verarbeitet

am folgenden Tage

21-S.')

23-25

2(1

2(1
;iiiz triscli

L i t o r u t u r

l'rmiz Miillir.

l'fli'dlfrs Arcli.

Bd. 103. S. 557

(1904).

ebenda, S. 558.

Man sieht beim Hundeblut, wie .schon S. 684 gesagt, hohe Differenzen

(bis über 10% des Wertes). Von methodischen Fehlern kann nicht geredet

werden, da die Parallelanalysen unter sich gut übereinstimmen. Wie schon

früher erwähnt, findet man solche Differenzen gleichmäßig heim ar-

teriellen und venösen Blut des.selben Hundes. Sie sind daher füi hestimmte

Zwecke nicht störend. P)raucht man aber absolute Zahlen . so muß man
eine Kontrolle mit der Pumpe anschließen. Das gleiche gilt für Katzenlilul.

Beim Rinder-, Schaf- und Menschenhlut ist die rbereinstimmung daire-ren

eine recht befriediuende. Dieses Resultat kann ohne weiteres auch für

Kaninchenblut erwartet werden. Die folgenden Zahlen (Tabelle E) zeigen

einige ganz erträglich stimmende Werte:
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Tabelle E.

f

Bl ut art

Rind .

Rind

Rind

Hund

Kalb . . .

Mensch 1

(Auaom. iM-rnic.) )

Luftsättigung j

Schafblut .

Katze . .

Mensch

Rind . . .

Hund . .

Katze . .

Sauerstoff-Volumprozent

Methode

Pumpe Ferricyanid

20-28

17-93

18-87

12-88

8-28

17-7

17-4

6-1

4-()

221
22-1

il

Mensch

Hund

Kalb .

Schaf

13

21-8

214
24-38

2036
22-40

12 7

15-89

21-2

20-79

17-49

1807

12-43

8-58

17-6

17-1

5-6

4-3

213
222
21-7

13-7

13-8

13-7

-22-1

i. M. 21-6

21-2—22 2^)

24-35

24-43

20-47 u. 20 57

22-20 u. 22-33

12-8

124
12-5

12

15-33

Kohlensäure

31-7

507

13-0-14-0

13-5

54-1

433

30-8-338

i. M.
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daß hier bei f^ewissen liliitarten dieselben Abweichungen vork(»nnnen. Er
sah auch gerade bei Hundebhit. und zwar bei ganz frischem Hhit, nachdem
das Ivohlenoxvd vollkouimon entwiclvelt war, eine sehr schnell eintretende

Gasabnahme. Da hier eine Mischung' von Kohlenoxyd und Luft vorliegt,
und da die gebildete Methämoglobinlösung kein Kohlenoxyd wieder auf-

nimmt, so kann es sich nur um Sauerstoffzehrung aus der im Apparat
befindlichen Mischung handeln. Es können also die (iurcli diese

Zehrung eintretenden P'ehler bei keiner Art der Ferricyan-
kaliummethoden vermieden werden; sie sind nur durch l'umpen-
analyse mit Sicherheit zu umgehen.

Alles zusammengenommen ist zweifellos die Kohlensiiurebestimmung
mit der Gaspumpe genauer, vorausgesetzt, dal) man die Analyse nach
Haidane ausführt, die Sauerstoffbestimmung bei \erwendung der Ferri-

cyankaliumreaktion dagegen oft ebenso genau wie beim Auspumpen und

sogar genauer.

Die Bestimmung der Absorption und der Spannung von Gasen im
Blut.

')

Handelt es sich darum, die Gasmenge zu kennen, die bei ge-

gebener Temperatur und gegebenem Druck von Blut aufgenommen wird,

so genügt es nicht, die absorbierte Menge nur bei einem Druck zu

ermitteln, da die Spannungskurve nicht geradlinig verläuft. Aulierdem

ist es meist erforderlich, bei Körpertemperatur zu arbeiten. \q\\ den sonst

zur Bestimmung der Absorption von Gasen in Flüssigkeiten verwendeten

Methoden scheiden hier bei Blut diejenigen aus, bei denen die Flüssigkeit
zuvor ausgepumpt wird, da das Blut sich ohne Änderung seiner Zusammen-

setzung nur schwer und meist nicht vollkommen gasfrei machen läljt.

Sodann kommt bei Blut der besondere Umstand in Betracht, daß es oft

leicht oxydable Stoffe enthält, die beträchthche Mengen Sauerstoff schnell

in sich verbrauchen, d.h. daß es Sauerstoff ..zehrt" (s. S. 684).

Ä. Methoden mit konstanter Durchleitung von (ias.

Bei der einfachsten, aber meist unzureichenden Methode wird aus

einem Gasometer durch das in einem Kolben befindliche Blut bei konstan-

ter Temperatur 1 Stunde lang Gas hindurchgeleitet und am Schluß der

in dem Kolben herrschende Druck vermittelst Manometers abgelesen. Man
entnimmt eine Probe des Gases, eine Probe des Blutes und ermittelt beider

Zusammensetzung. Bei diesem Vorgehen wird dadurch leicht ein Fehler

hervorgebracht, daß die Konzentration des Blutes sich durch Wasserver-

dampfung ändert. Das einströmende Gas muß also mit \Vasserdam|)f der

gleichen Temperatur gesättigt sein.

*) Vgl. Die Abliaiulluug von liolir in Tu/crstcdts Ilamlbuch d. liiuphysikalischon

Methodik (noch nicht erschienen).
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B. Methoden, bei denen das Blut von einer gemessenen Gasmenge
bei einem bestimmten Druck das Maxiraum des Möglichen auf-

nimmt.

Hierbei muli man warten, bis ein Gleichgewichtszustand erreicht ist.

Die Differenz in der Zusammensetzung zwischen dem ursprünglichen Gas-

gemisch und dem Restgas ergibt die aufgenommene Menge. Gerade hier-

bei ist aber die Gefahr der Zehrung sehr groß, da man dann nicht weiß,

ob man über den Punkt des Ausgleichs schon heraus ist.

Derartige Apparate stammen von Hüfner^) (Fig. 235), Bohr^) u.a.

C. Methoden, bei denen ein Gasgemisch mit dem Blut bis zum
Spannungsausgleich geschüttelt wird, bei denen die Gasspannung
durch Analyse des Schüttelgases, die entsprechende Gasmenge

durch Analyse des Blutes bestimmt wird.

1. Nach Loewy-Zuntz.

Bei dieser Methode ist besonders darauf zu achten, daß das im

Apparat enthaltene Gasgemisch an allen Stellen die gleiche Zusammen-

setzung besitzt und daß das Blut in möglichst großer Oberfläche mit dem
Gas in Berührung kommt. Man wird daher immer eine ^'orrichtung zu

wählen haben, die das Blut ausgiebig durchmischt. Das einfachste ist ein

Schüttelapparat und dieser Anordnung bedienen sich Zuntz und Löiry bei

ihrer sogenannten Schüttelbirne (Fig. 236).

Sie besteht aus einem birnförmigen. etwa 300 cm^ haltenden Glas-

gefäß, dessen Hals durch einen dreifach durchbohrten Gummistopfen ver-

schlossen ist. Die eine Bohrung durchsetzt eine bis an den Boden der

Birne führende Kapillarröhre <i. die zweite ein kurz unter dem Stopfen
endendes Kapillarrohr h, die dritte ein etwas Aveiteres Glasrohr c, an dem im

Innern der Birne ein im aufgeblasenen Zustand birnförmiger Kautschukballon

sitzt. Hat man Blut in die Birne eingefüllt, so kann man durch Aufblasen

dieses Ballons von außen das Gefäß vollkommen gasfrei mit dem Blut füllen.»•^

Handhabung.
Nach Einfüllung von 25—50 cm^ Blut und Aufsetzen des Stopfens

saugt man den Ballon luftleer und verschließt diese Öffnung ebenso Ane die

beiden anderen Rohre durch Quetschhähne. Darauf verdrängt man unter

Aufblasen des Ballons die Luft, so daß das Blut bei geöffnetem Hahn h

bis hart an den Stopfen steht. Nun leitet man durch a aus einem (Jaso-

meter das gewünschte Gasgemisch in die Birne und durch das Blut hin-

durch , indem man gleichzeitig den Kautschukballon von c aus leer saugt.

Man verschließt die drei Hähne und schüttelt in einem sich horizontal bewegen-

^) G. Hüfner, Keue Versuche über die Tension des Sauerstoffs im Blut. Zeitschr.

f. physiol. Chemie. Bd. 12. S. 570.

*) Chr. Bohr, Experimentelle Untersuchungen über die Sauerstoffaufnahme des

Blutfarbstoffs. Kopenhagen 1885.
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(Ion. mit ;')T" warmem Wassor j^etiillton Sclüittclkastcii etwa 1.") Miiiiitoii.

Das durch die Enväiiniiii^' aus^cMlohnto Gas lälU man aus Halm h i'iit-

weichen, stellt so Atmosi)häion(lruck her. schüttelt solaii^^c wcitci-, i»is

10 Minuten lani>' keine Druckiindevnnfi- mehr zu hcdhachtcn ist. Darauf

drückt man durch Verhindunj^' des Kautschukhaiions mit einer mit Wasser

gefüllten Spritze (siehe FIlj-. 2:)7) das Blut aus Hahn a in ein Mel'.rohr und

unter Quecksilber aus Hahn h zur Analyse der Gasprohe in ein anderes Hohr.

(iegen diese Methndik hat Bohr verschiedene Kinwände geltend

gemacht: Zunächst hält er es prinzipiell für bedenklich, das I'.lut, wie es

in der Schüttell)irne ge.<;chieht. zum

Schäumen zu bringen. Er sagt :

..^Venn die Oberfläche der Flüssig-

keit sich mit Schauml)läschen be-

deckt, kommt das darüber stehende

Gas nicht mehr direkt mit der

Oberfläche in I'.erührung. sondern

i^.:

j^^^l^
Flg. 230.

inull durch die Bläschen diffundieren
,

es wird deswegen sehr unsicher,

ob das Gas in den Bläschen, welche die Oberfläche unmittelbar be-

rühren, in dem Moment des Aufhörens des Versuches genau dieselbe

Zusammensetzung hat wie das (ias im Luftraum des Apparates, um

so mehr, da die verschiedenen Gase, /.. B. Sauerstoff und Kohlensäure,

mit sehr verschiedener (ieschwindigkeit diffundieren." Kr hält es daher für

notwendig, das Schäumen zu vermeiden uinl hat bei den verschiedenen,

teils von ihm selbst, teils von AVo//// benutzten Apparaten \orrichtungen ver-
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Fig. 237.

Fig. 238.

wendet, durch die das Blut nur in

breiter Fläche über zylindrisch ge-

staltete Glasoberflächen fließt, nicht

schäumt. Allerdings muß gesagt

werden, daß diese Bedenken experi-

mentell noch nicht zahlenmäßig

belegt sind. Sodann glaubt Bohr,

daß durch Schütteln von Blut extra

corpus dadurch Fehler entstehen,

daß ein Teil der roten Blutkörper-

chen immer zerstört wird, das

Hämoglobin also austritt. Beim

Lackfarbenwerden beobachtet man
aber immer eine Alkaleszenzvermin-

derung und diese beeinflußt bekanntlich die Gasbindung sehr erheblich.
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2. Nach Bohr.

Bohr konstruiert soiiio Absorptionicter anders:

Es befindet sich in dem einfachsten Absorptiometer ein horizontal

liegender Einliterzvlinder, (h-r iiiii s(;iiie horizontale Achse schwinirend auf-

gehängt ist. Das Blut flicüt über die innere Flüche des Zylinders und >tehl

mit dem eingeführten Gas in Austausch. In neuester Zeit verwendet Huhr
den beistehenden Apparat (Fig. 2.">S). In ihm rotiert im Kasten J durch die

Tätigkeit eines Stahlmagneten E ein Zylinder B, der das am Hoden des

Kastens befindliche Blut auf seine Obi-rfläche zieht und mit heiumführt.

Für die Durchmischung des (iases ist aurierdem durch einen Flügel r'gesortrt.
Es sind Vorrichtungen getroffen, um teils das (las (H, K), teils das Blut

(d, M) zu entnehmen und außerdem . um den Druck in dem System zu

messen (F, G). Auf die exakte Druckmessung mul» besonderer Wert gelegt

werden, weil sowohl Absorption wie Si)annung aullerordentlich von dem (Jas-

druck beeinflußt werden, und zwar bei Blut in nicht V(u-ausziisehender Weise.

Methode zur Messung derBlutgasspannung im zirkulierenden Blut.

Wenn die folgenden Methoden zwar im l'iinzip die gleichen sind wie

bei den Bestimmungen auberhalb des Körpers, so sind die Apparate doch

infolge der Verwendung am lebenden Tier in charaktei'istischer Weise modi-

fiziert; Das erste ..Aerotonometer" stammte bekanntlich von I'fliii/>r. Ks

hat den Nachteil, daß das aus einer Arterie in eine senkrecht stehende

Röhre oben so einfUeßende Blut, daß es sich in dünner Schicht ausbreitet und

herabfließt, nicht mehr in das Tier zurückfließen kann. Die Dauer des Durch-

fließeus war wegen der Gefahr der Gerinnung mir kuiz und die lilufmenge

konnte nur gering sein, da man dem Tier nicht zu viel Blut entziehen darf.

Bohr hat theoretisch abgeleitet, dali bei der Konstruktion eines Tono-

meters, abgesehen von der guten Mischung des (Jases. die IMutober-

fläche gegenüber der Gasmenge dann am größten ist. wenn das \'erh:iltnis

Obeiiläche (o) dividiert durch Gasvolumen (v) möglichst groß wird und

hat bei der Konstruktion seiner Tonometer darauf Wert gelegt, daß dieser

Bruch recht hoch ist.

Für Fßi'Kjers Tonometer ist der Bruch .'»•H, in den idteren

Aerotonometerversuchen von Z>W/;- ( iS'.tO), bei denen das i'onumeter luden

Verlauf einer Arteric eingeschaltet war, das Blut also ins Tier zurück-

floß, war— 5-2. liei i'Vc'C^mc^s Tonometer, bei dem der Apparat zwischen

Arterie und Vene eingeschaltet war und das Blut durch Teptoninjektion

uugerinnbar gemacht war, ist niii- .iT. aber der Apparat infolge seiner

leichten Handlichkeit doch recht brauchbar.

Erheblich bessere Gasausgleichsbedingungen bietet das A'n^yÄsche

Tonometer (Fig. 239): In ihm fließt das Üluf sowohl längs der inneren

Abel tM-h a 1 dl' n
,

Haiulbiicli der bincbemiscbon Arboitmnothodeti. UI. 45
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Fig. 239.

Oberfläche (1) einer senkrecht stehenden Röhre, wie längs eines diese um-
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gebenden Zylinders C2)hinn\). Der (iasraiini liegt /svi.sdu'n hcid.'n Schichten.

Das Verhältnis
^

ist etwa no, d.uliiirli wird das Kintretcn (h- (lleichgewic-hts-

znstandes sehr beschleunigt und dementsprechend die (iefahr der Sauorstoff-
zehniiio' sehr gering. Der (iasdnick wird durch ein Manometer refrnjiert.
Im allgemeinen ergab Bo/irs llerechninig, (laH mügliciist kurze Tnnometer
von 10 cm Länge und U) nn Durchmesser am zweckmädi-zsten siml.

Außerordentlich günstige Bedingung bietet das Mikrotonometer von

Kro(/h, in dem ebenso wie in dem Bohr^dion und Kroghs älteren .Vpparat
auch darauf Rücksicht genommen ist, daß die (iesamtga.sspannung in dem

Gasgemisch über dem Blut gleich .sein muß der

riesamtgassi)annung im l'lut.

Dies ist, wie erwähnt nicht iminer bei

den früheren Untersuchungen beobachtet worden, und Bohr wie }\ro>/h

halten dies für eine nicht zu unterschätzende Kehlen|uelle. Ks habe

z.B. im Venenblut Stickstoff eine der normalen, der j.utt entspre-

chende SpaYinung = 79% ,
die Kohlensäure einen Part iard ruck von 6Voi

Sauerstoff von öYn des atmosphärischen Druckes. Setzt man dieses

Blut in dem Tonometer mit einem (iasgemisch bei .\tmosi)h.irendruck

in Ausgleich, das ö",, Sauerstoff, ()0/o Kohlensäure und also S'.H/o

Stickstoff enthält, so sind zwar in dieser (iasmischuni: Knhleusaure und

Sauerstoff mit gleichem l'artiardruck wie im Blut vorlianden. der l'artiar-

45*
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.druck des Stickstoffs ist aber höher als im Blut. Der Stickstoff wird daher

im Blut absorbiert. Durch die Absorption des Stickstoffs nimmt der Partiar-

druck und der Prozentgehalt von Kohlen-

säure und Sauerstoff im Gasgemisch zu.

Daher wird nun auch Kohlensäure und

Sauerstoff vom Blut absorbiert, bis sich

schließlich ein labiles Gleichgewicht her-

gestellt hat, bei dem der Partiardruck

jedes Gases in dem Gasgemisch höher

ist als die entsprechende Spannung im

Blut. Es wird also jedes Gas andauernd

absorbiert und das Totalvolumen am
Gas nimmt immer weiter ab. Daraus

folgerten Bohr und Kroyh, dali man

notwendigerweise bei tonometrischen

Untersuchungen für Regulation des Gas-

druckes sorgen muß, so daß dieser

konstant bleibt.

Diese Bedingungen sind in dem
beistehenden Mikrotonometer (Fig. 240)
dadurch erfüllt, daß man eine im Blut

schwimmende kleine Gasblase (Fig. 241

Nr. 2) (0*004 cm^) durch Drehung der

Schraube 4 von Zeit zu Zeit in das

Kapillarmeßrohr 3 hineinzieht und
darin bei konstant gehaltener Tempera-
tur prüft, ob sich ihr Volumen ver-

ändert hat. Je nachdem verändert man
den Gasdruck durch Manometer 10—15.

15 führt zu einer Wasserstrahlpumpe,
14 als Ventil nach außen.

Der Apparat wird so in den Lauf einer Arterie eingeschaltet, daß

das Blut bei 5 ein- und bei 7—9 austritt. Die Gasblase wird durch das

Strömen des Blutes durch die enge Öffnung 1 in dauernde Piotation versetzt

und der Gasausgleich außerordentlich beschleunigt. Nach der auf S. 662
beschriebenen Mikroanalyse wird dann später die Zusammensetzung des

Gases in dem Bläschen, das wieder in die Meßkapillare 3 gezogen ist,

ermittelt. Außerdem ist der Verbrauch von Blut zu einer Bestimmung so

gering, daß die Entnahme ohne Gefahr für den Organismus stattfinden kann.

Das Kroghsdie Mikrotonometer ist bisher außer von Krogh selbst

für Salzlösungen noch wenig verwendet. p]s scheint, daß sich viele Fragen
aus der Blutgaslehre mit ihm werden lösen lassen.

Fig. 241.

n, C. Statt Collttß










