Ueber die Trennung der Harnsdure von den Xanthinbasen.

Von

J* llorbaczewski.

(Der Redaction zugegangen am 19. Ju»

..... Rlel.dem INadI'VCISO der Harnsdaure in den Organen und
Hussigkeiten des Thierkorpers wird man, bei Anwendung der
jetzt zur Isohrung der Harnsaure verwendeten Methode der
hdlung mit Silberlésung, kaum in die Lage kommen' ein
roduct zu erhalten, welches aus reiner Harnsaure bestehen
wurde — vielmehr wird dasselbe mit einer grodsseren oder
geringeren Menge der sog. Xanthinbasen, die stete Begleiter
der Harns&ure sind, abgeschieden werden. Da das Hypoxanthin
und das Kossel’sche Adenin in Sduren und Alkalien ziemlich
eic it l6slich sind, so ist die Gefahr einer Verunreinigung des
als Harnsaure abgeschiedenen Productes mit diesen Basen nicht
gegeben, da dieselben bei nachheriger Behandlung der durch
-ersetzung des Silberniederschlags erhaltenen Lésung mit Salz-

saure (oder Ammoniak) in Loésung bleiben. Anders verhéalt
hcli die Sache mit dem Xanthin und Guanin, die weniger

I6slich sind> als die vorgenannten zwei Basen und die
daher unter Umstanden, namentlich wenn dieselben in grosserer

- enge vorhanden sind, zur Verwechselung oder zur Verun-
einigung der Harnsdure fihren kdnnten.

'f°r Kurzem haben A. Kossel’), sowie dessen Schiiler

Il 1> den Umstand besonders hervorgehoben, dass beim

b Verhandlungen der physiolog. Ges. zu Berlin 159293 Nr T

) fiese Zeitsehr., Bd. 17, S. filid.
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Nachweise der Harnsaure in den Organen eine besondere Auf-
merksamkeit der Trennung der Harnsdure vom Xanthin zu*
gewendet werden miusse, da das isolirte Product mit Xanthin
verunreinigt sein konnte. Es ist jedoch Klar, dass bei dei-
artigen Versuchen, namentlich wenn ganz frische Organe unter-
sucht werden, nicht nur Xanthin, sondern auch das Guanin
in Betracht gezogen werden muss, da man fir gewohnlich
kaum in die Lage kommen wird, nur Xanthin allein von der
Harnsdure zu trennen, weil auch das Guanin ein steter Be-
gleiter der Harnsdure ist. Nur in denjenigen Féllen, wo die
Organe bis zu einem gewissen Grade faulten, ware blos
Xanthin (neben Hypoxanthin), welches aus dem Guanin
durch Fé&ulniss entsteht, zu erwarten. :

Eine Methode, welche die Harnsaure von den Xanthin-
basen sebarf zu trennen gestatten wirde, existirt vorlaufig
nicht. Wulff hat (1. ¢) zwar eine Methode ausgearbeitet,
nach welcher man das Xanthin von der Harnsaure durch Ei-
warmen mit verdlnnter Salpetersdure trennen kann, wobei
die Harnsaure ganzlich zerstért wird, wahrend das Xanthin
unverandert bleibt — es ist jedoch einleuchtend, dass dieses
Verfahren allein zum Nachweise der Harnsdure nicht anger
wendet werden kann, weil der Umstand, dass der als Harn-
saure angesprochene Niederschlag durch verdinnte Salpeter-
sdure zerstort wird, nicht ausreichend ist, die Identitat der
Harnsdure festzustellen, da es doch zu gewagt ware, aus diesem
Verhalten allein auf die Anwesenheit von Harnsaure zu schliesscii,
wenn der als Harnsdure angesprochene Koérper auch mit Silber-
l6sLing ausgefallt wurde. Das Verfahren von Wulff gestatte!
jedoch in einfacherer Weise als bisher das Xanthin(neben
Harnsaure) nachzuweisen und kann daher mit Vortheil ange-
wendet werden, um den Beweis zu erbringen, dass in einem
gegebenen Falle die aus einem Gemische von Harnsaure und
Xanthin abgetrennte Harnsaure wirklich vollig xanthinfrei
nachdem die Identitat derselben durch alle Reactionen sicher-
gestellt wurde. Bevor man jedoch in die Lage kommt, (lie
Reinheit der Harnsaure zu prufen, muss dieselbe zunéchst isolirt
werden und eine derartige Methode existirt, wie ge|sagt, nicht,

- | o
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I. Trennung der Harnsdure vom Xanthin.

Anlasslich der Discussion der Frage, ob die bei,meinen
\ ersuchen Uber die Harnsaurebildung im Organismus') er-
haltene Harnsaure Xanthin enthalten haben konnte, welche
Yermuthung von Kossel (1. c.), sowie von YVulff (I. c.)
»”\gesprochen wurde, wurde die Meinung gedussert, »lass man
gegebenen Falls versuchen kénnte, die Harnsaure vom Xanthin
entweder mit Salzsdure oder mit Ammoniak zu trennen’).

Einige in dieser Richtung angestellte Versuche ergaben
nun. dass nach dem Ammoniak-Verfahren befriedigende Re-
sultate kaum zu erzielen seien, da bei Gegenwart von Xanthin
die Loslichkeit des Ammonurats bedeutend zunimmt, so dass
man eine bedeutende Einbusse an Harnsdure erleidet. Als
Beispiel mogen folgende Bestimmungen dienen:

Es wurden 0,162!» gr. Harnsdure und 0,1612 gr Xanthin
in wenig Lauge gel6st, mit Wasser auf 20 ebem. verdinnt
und die heisse Flussigkeit mit 10 ebem. Salmiaklésung ver-
setzt. Nach 24standigem Stehen wurde das abgeschiedene
Ammonurat abfillrirt und in der bei der Fokker’schen Mc-
thode der Harnsaurebestimmung ublichen Weise in freie Harn-
sdure umgewandelt. Dabei wurden 0,1375 gr. Harnsaure
<.l um 0,0257 gr. weniger als die verwendete Menge, ge-
tunden. Als bei einem anderen Versuche nur 00:>9 «r
Harnsdure mit 0,1488 gr. Xanthin in derselben Weise be-
handelt wurden, hatte sich auch nach 36 St. Stehen kein
Ammonurat abgeschieden, sondern die Flissigkeit blieb klar
Es ergibt sich daraus, dass die Abscheidung der Harhsaurc
aus Losungen, die grossere Xanthinmengen enthalten, nach
(er okker scllen Methode nur eine ziemlich unvollstandige
sem kann und es ware daher diese Methode in solchen Fallen
uberhaupt nicht zu verwenden.

Mehrere Versuche, bei denen die Trennung der’Harn-

sdure vom Xanthin mittelst Salzsaure durchgefiihrt wurde
uhrton zu besseren Ergebnissen. Es zeigte sich jedoch, dass-

") Monatshefte f. Chemie. Juli 1889 und April 1891.
) Uu Hois-tt eymond's Archiv 1893, S. 101.



auch bei dieser Trennung merkliche Verluste an Harnsaure
.resultiron, wie z. B. der folgende Versuch lehrt:

0,1619 gr. Harnsaure —+ 0,1585 gr. Xanthin wurden in
wenig Lauge gelost, die Losung mit Wasser auf 60 cbcm.
verdinnt und kochend heiss mit 5 cbcm. conc. Salzsdure
gefallt. Nach 2‘/,standigem Stehen wurde filtrirt etc. und es
wurden 0,1758 gr. Harnsaure erhalten. Die Menge des Filtrats
mit Waschwassern betrug 92 cbcm., die 0,0058 gr. Harnsaure
in Losung halten konnten, — es muss daher die Gesammt-
menge der gefundenen Harnsiure zu 0,1516 gr. genommen
werden, d. i. um 0,0103 gr. weniger, als die verwendete
Menge. Bei anderen in derselben Weise nur mit wechselnden
Flissigkeitsmengen ausgefiihrten Versuchen wurden ahnliche
Resultate erhalten, die in Anbetracht des Umstandes, dass
man merkliche Verluste an Harnsiure erleidet, auch nicht
ganz befriedigen konnen.

Aus diesem Grunde wurde noch ein anderes Trennungs-
inittel und zwar conc. Schwefelsdure versucht. LOst man ndm-

* lieh das Xanthin in einer gentigenden Menge conc, Schwefel-
saure und verdinnt die Losung mit der vierfachen Menge
Wasser, so bleibt dieselbe auch nach langerem Stehen klar —
es scheidet sich aus derselben kein Xanthin aus, wahrend
die Harnsaure bei gleicher Behandlung binnen kurzer Zeit
ausfallt. Drei derartige Versuche ergaben folgende Resultate:

1. 04472 gr. Harnsaure + 04459 gr. Xanthin wurden in 5 cbcm. conc.
Schwefelsaure unter gelindem Warmen gel6st, die Losung mit 20 cbcm.
Wasser versetzt und 19 St. stehen gelassen. Die abgeschiedene Harn-
saure mit verdiinnter Schwefelsaure, dann mit Wasser und
Alkohol gewaschen, wog 0,1504 gr. = +.0,0032 gr.

2.0.4234 gr. Harnsaure + 0,1304 gr. Xanthin wurden in derselben Weist
behandelt, jedoch wurde die Harnsdure schon nach 4*J2 Stunden ah
filtrirt. Erhalten wurden 0,1150 gr. = — 0,0078 gr.

3.0,1222 gr. Harnsaure -f0,1293 gr. Xanthin ebenso behandelt, di*
Harnsaure nach 5‘* Stunden filtrirt. Erhalten wurden 04208 gr
— 0.0014 gr.

Diefe Beobachtungen ergeben, dass unter den gegebene

Versiichsbedingungen nach 19stiindigem Stehen aus der Losum
sich auch etwas Xanthin mit der Harnsdaure ausscheidet, das
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dagegen diese letztere bereits nach 4-5 Stunden abgeschieden
ist. Die Prifung der gewogenen Harnsdure ergab, dass die-
selbe im Versuche 1 merkliche Spuren von Xanthin enthielt
und ferner dass merkwuirdiger Weise die in den Versuchen 2
und 3 erhaltene zwar mit sehr geringen, aber doch naclnveis-
. baren Spuren von Xanthin verunreinigt war. Dieser Umstand
war der Grund, dass das ganze Verfahren dahin abgeénderl
wurde, dass die aus schwefelsaurer L6sung ausgeschiedene
Harnsdure noch einmal in Lauge gel6st, die Losung mit Salz-
sdure Ubersattigt, auf ein kleines Voliim eingedampft und die
erst nun abgeschiedene Harnsdure filtrirt und gewogen wurde.
IM diesem Vorgange erhalt man die Harnsdure rein (xanthin-
frei) und erleidet keine grosseren Verluste. (Dabei wird auch
ein Kleiner Missstand vermieden, ndmlich dass die aus schwefel-
saurer Losung abgeschiedene Harnsdure in der Regel an die
Gefasswande so ankrystallisirt, dass das Entfernen derselben
einige Schwierigkeiten bereitet, wahrend das nach Ausscheidung
aus der mit Salzsaure angesauerten LOsung nicht der Fall ist).
Es wurde daher bei den folgenden Versuchen wie folgt ver-
fahren: Harnsaure und Xanthin wurden bei HO* C. getrocknet,
gewogen, in einem Platinschélchen in reiner conc. Schwefel-
saure, von der auf je 0,1 gr. Substanz 2 ebem. verwendet
wurden, unter gelindem Erwarmen gel6st und'die Losung mit
‘ler 4fachen Menge Wasser versetzt. Nach fleissigem Rihren,
bis sich die Harnsaure reichlich abzuscheiden begann, wurde
die Flussigkeit 3-6 Stunden stehen gelassen. Nachher wurde
die ausgeschiedene Harnsdure auf ein ganz kleines Fillerchen
gebracht, zun&chst mit schwcfesdurehaltigem Wasser, dann
mit Wasser allein gewaschen, der Niederschlag abermals (in
demselben Schélchen, aus welchem demnach die Harnsaure
nicht vollstandig entfernt werden muss) in wenig reiner Natron-
lauge (e natrio) gelost, mit Salssdure stark angesduert und
auf einige ebem. verdampft. Nach 1stiindigem Stehen wurde
durch ein Ludwig’sches Glaswollfilter filtrirt, mit salzsaure-
haltigem Wasser, dann mit Wasser, schliesslich mit Alkohol
«nd Aether gewaschen, bei 110* C. getrocknet und ge-
wogen.
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In dieser Weise wurden 15 Versuche ausgefuihrt, deren
Resultate in der nachfolgenden Tabelle zusammengestellt sind.

In der Tabelle sind angefuhrt: Menge der verwendeten
Harnsdure und des Xanthins, ferner Menge des Filtrats mit
den Waschwassern, die hier nothwendigerweise grésser aus-
fallen muss und daher merkliche Harnsauremengen in L&sung
halt. Diese in Losung bleibenden Harnsduremengen wurden
unter Zugrundelegung der Losungsverhaitnisse der Harnsaure
1:16,000 Wasser berechnet und dann als Corrector zu der
gewogenen Harnsaure hinzuaddirt. In der letzten Rubrik ist

die Differenz zwischen der so gefundenen und verwendeten
Harnsadure-Menge angegeben.

jy ~ Die beimVersuche | _ -IP ot Harnsaure.
. Gesammt-.
= o
5;:) verwendete Menge | 525 0«1 - im Filtrat  par* |
= L. .
i von > s ® Gewogen. | gelost* ) Differenz.
2 ) = ) @ (Correc*+} Saure.
4 ‘'Harnsaure Xarihnil S ©S sis | tor). !
> S
= gr. 1j 3 (L : gr. gr.

0.1210 ! 0,1297 | 77 |0,1112 0,0048 0,1160 — 0,0050

5
2.A 01174 0,1209! 5 68 | 0,1120 0,0040 0,1160 — 0.0014
3] 01265 0,1231 5 68 01175 0,0040 ' 1215 _ 0050

. 0,1211 0,1231 5 - 57 01183 0,0034 0,1217 -+ 0,0006
£ o125 012811 5 | 65 01170 0,0040 ! 0,1210" _0,0018
6. 00340 0,1249| 3 | 50 0,0268 0,0030 0,0298 —0,0042
=t 00325 0.1186 3 53 0,0244 0,0032 0,0276 '—0,0049

4

s. 0,082 tuHIl ' 1 64 0,0753 0,0038 : 0,0791 — 0,003[
9 00882 01236 4 1 60 0,0806 0,0036 0,08<< l_o,oom
- 10,1317 — 0,0000
10. . @333 00273 ; 4 = 76 0.1272 0,0045 I O,
i | 0,1306
11 0.0407 71 0,1263 0,0043 ' 0. —0,0019
' 0.1180 '=v* | 73 : .
12, 0.1291 I U 0,1200 0,0045, 0,1245 --0,0046
13 0,1232 10,1252 5 70  0,1141 0,0042 ' 0,1183 — 0,0019
14 0,1346 0,1167 5 ! 65 0,1265 0,00401 g,iggg -—0,0041
15 1 01410 01321 o i 77 01342 ' 0004815 — 0,0020

Wie aus den mitgetheilten Resultaten hervorgeht, ist
die gefundene Harnsauremenge, mit Ausnahme des Versuches
Nr. 4, der fehlerhaft ist, auch nach Hinzurechnung der Cor-
rectur constant etwas kleiner, als die angewandte (die grosste
Differenz betragt 0,0050 gr,).

Es war denkbar, dass dieses kleine Minus dadurch bedingt
ist, dass sich in den stark sauren Flissigkeiten etwas mehr
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Harnsaure 16st, als im Wasser. Zwei nachfolgende Versuche
zeigen jedoch, dass das nicht der Fall ist.

0,125C gr. Harnsaure wurden in 5 cbcm. conc. Schwefel-
sdure geldst, mit 20 cbhcm. Wasser versetzt, die abgeschiedene
Harnsaure nach 3 St. fdtrirt, mit schwefelsaurehaltigem Wasser,
dann mit Wasser gewaschen, nachher in Lauge gelost, mit
Salzsdure Ubersattigt, eingedampft, nach 1 St. fdtrirt, mit
salzsaurehaltigem Wasser, dann mit Wasser, Alkohol und
Aether gewaschen, getrocknet und gewogen. Es wurden
n.1220 gr. Harnsaure erhalten. Da die Menge des Filtrats
sammt Waschwassern 70 cbcm. betrug, so mussen noch als
Correctur 0,0042 gr. hinzuaddirt werden. Es ergeben sich
demnach im Ganzen 0,12G2 gr. = + 0,000G gr. -Harnsaure..

Beim zweiten, in ganz &hnlicher Weise angestellten Ver-
suche wurden 0,1305 gr. verwendet und 0,1306 gr. (n>it Cor-
rectur) gefunden = +0,0001 gr.

Aus diesen Versuchen ergibt sich, dass auch in.ziemlich
starken Sauren sich nicht mehr Harnsdure 16st, als im Wasser,
Ls kann demnach der Grund dessen, dass bei den Trennungs-
\ersuchen constant etwas weniger Harnsdure gefunden wurde,
nur in dem Beisein des Xanthins liegen, welches offenbar die
Loslichkeit der Harnsdure in geringem Grade steigert. ES
wéare daher bei der Fallung der Harnsaure mit S&ure aus
Losungen, die Xanthin enthalten, noch eine Correctur anzu-
bringen, die sich nach den vorstehenden Versuchen fir je
100 mgr. Xanthin zu 3,2 mgr. berechnet, die zu der gefun-
denen Harnsdure hinzuzuaddiren sind. Ist die Xanthinmenge
gering, so ist eine solche Correctur Uberflissig.

Nach dem mitgetheilten Verfahren erhalt man demnach -

ganz befriedigende Resultate der Trennung der Harnséure
vom Xanthin. Die geringe Menge von Harnsaure, die mit
dem Xanthin in Losung bleibt, genirt dann bei der Xanthin-
bestimmung nicht viel. Die Silberverbindung des Xanthins,
die aus dem ammbniakalisch gemachten Filtrate abgeschieden
wird, wird in Ublicherweise mit Salpetersdure behandelt und
dabei werden diese Harnsaurespuren sofort zerstort, oder es
kann aus dem mit Ammoniak neutralisirten Filtrate das
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Xanthin mit Essigsaure abgeschieden und nach Wulff mit

verd. Salpetersaure behandelt werden, um die Harnsdure zu
zerstoren.. /

Die bei den vorstehenden Versuchen abgeschiedene Harn-
saure wurde in jedem einzelnen Falle auf ihre Reinheit, bzw.
ob sie nicht Xanthin enthalt, geprift. Mit Ausnahme des
Versuchs Nr. 4, bei welchem Spuren von Xanthin nachgewiesen
wurden, erwies sich dieselbe bei Anwendung des oben er-
wahnten Verfahrens von Wulff als rein.

Der Grund, dass die Harnsaure im Versuche Nr. 4 mit
Spuren von Xanthin verunreinigt war, liegt darin, dass bei
diesem Versuche der Harnsaureniederschlag absichtlich sehr
wenig gewaschen wurde. Beim Auswaschen desselben kommt
man Ubrigens mit ziemlich wenig Flussigkeit aus — wie aus
den vorstehenden Angaben hervorgeht *— man muss nur
beim jedesmaligen Waschen wenig Flissigkeit anwenden, das-
selbe jedoch recht viele Male wiederholen.

Il. Trennung der Harnsaure vom Guanin.

Die Trennung der Harnsdure vom Guanin wurde in ganz
derselben Weise wie diejenige vom Xanthin durchgefiihrt. In
Detroit der Details der Ausfihrung wird daher auf das im
Vorstehenden Mitgelheilte verwiesen. Die erhaltenen Resultate
sind in der nachfolgenden Tabelle zusammengestelit:

Verwendete
conc. Schwefel-

saure e

(Correc- | saure.
tur). i

piS o. UM gr.

1+0,0010

‘ —  -n
o ‘ Die beim Versuche ! . xS2 | Harnsdure
r. \ verwendete Menge | £ - ] et I Gesummt*
. von | o imFiltrat . _
E Gewogen,  gelost | Differenz.
g

Harnsaure  Gugnip. |
ar. gr. |

0,1175 0,1058 7

0,1*223 0,113!)

0,1140 0,0045 0,1185
75-; 0,1196 0,0045 0,1241 1+0,0018

=

==

<e;
1.
j 0,1138 0,1224 '+ 60 ! 0,1102 0,0036 0,1138 ;+-O
& . 0.1397  0.0539 4 66 0,1360 0,0039 0,1399 -+ 0,0002
"~ 01282 10,0525 4 64 0,1246 0,0038 0,1284 |+ 0,0002
0] 00528 10,1454 45 , 64 00504 0,0038 0,0542 i+ 0,0011

7. 0.0494 0,1371
|

60 0,0459 0,0036 0,0495 + 0,0001

<
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Aus den mitgetheilten Resultaten ergibt sich, dass auf
diese Weise die Harnsadure auch vom Guanin anstandslos
getrennt werden kann. Da die Filtratmenge (+ Waschwasser)
grosser ist, muss auch hier entsprechend der Menge des
Filtrats eine Correctur der gewogenen Harnsduremenge vor-
genommen werden,

Diese erhaltenen Resultate zeigen nur insofern ein anderes
Verhalten, als durch das Guanin die Ldslichkeit der Harnsaure
nicht gesteigert wird, was das Xanthin in geringem Grade
doch bewirkt. Bei diesen Versuchen ergibt sich meistens ein
geringes Plus an gefundener Harnsaure, welches offenbar nur
davon herrihrt, dass die Correcturen nicht ganz entsprechend
sein dirften — wahrscheinlich l6st sich beim Auswaschen der
Harnsdure etwas weniger von derselben, als wenn dieselbe
mit der Flussigkeit durch langere Zeit in Berthrung bleibt,
oder aus einer Losung auskrystallisirt.

Die nach der Trennung erhaltene Harnsaure wurde in
jedem einzelnen Falle auf ihre Reinheit, bzw. auf den mog-
lichen Guaningehalt geprift. Man konnte dabei in dieser Weise
vorgehen, dass man die Losung derselben mit Silberldsung
lallen und den Niederschlag in Salpetersaure in tblicher Weise
I6sen wirde. Die hierauf ammoniakalisch gemachte Lo6sung
musste dann einen Niederschlag von Guaninsilber ausscheiden,
falls der Harnsdure Guanin beigemischt ware, denn die Harn-
sdureverbindung des Silbers wird durch Salpetersaure zerstort,
In den vorliegenden Versuchen wurde die isolirté Harnséure
mit verdinnter Salpetersidure (5 :100) erwarmt, wie es Wulff
zum Nachweise des Xanthins that. Auch sehr geringe Guanin-
mengen, die der Harnsaure beigemischt sind, kdnnen auf diese
Weise nachgewiesen werden, da die mit Ammoniak neutra-
li-sirte salpetersaure Losung mit ammoniakalischer Silberldsung
rine Fallung, oder wenigstens eine Trlbung gibt, auch wenn

nur Spuren von Guanin zugegen sind, wie folgende Ver-
buche zeigen:

0,1200 gr. Harnsaure +0,0025 gr. Guanin wurden mit
10 cbcm. verdiinnter Salpetersdure (nach Wulff) behandelt.
Mit Silberlosung entstand sofort ein flockiger Niederschlag.



0,1100 gr. Harnsaure + 0,0020 gr. Guanin in derselben
Weise behandelt lieferten dasselbe Resultat.

0,1310 gr. Harnsaure —+ 0,0005 gr. Guanin in derselben
Weise behandelt gaben mit ammon. Silberldsung eine deut-
liche Tribung.

Die in den obigen Versuchen isolirte Harnsaure erwies
sich in allen Fallen als rein.



