Das Verhalten von Harnsdure, Adenin und Hypoxanthin zu Kupfer-
sulfat und Natriumbisulfit, resp. Natriumthiosulfat.

Von
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iAun tlc-r «<hemisdion Abtheilimg dos physiologischen Instituts zu Berlin.i
iDor Redaction zugcgange» am i2. Juni 18il4.1

In einer friheren kurzen Mittheilung’) ist bereits .r-
wahiit worden, dass Harnsaurelésungen durcli Kupfersultat
und Natriumbisulfit in derselben Weise gefallt werden, wie
Lésungen von Adenin und, Hypoxanthin. Es scheidet sich
barnsaures Kupferoxydul aus; der zuerst entstehende flockig
und rein weisse Niederschlag farbt sich namentlich in -heisse»
Losungen schnell braun. Auch hier wurde wie schon friher
die Beobachtung gemacht, dass die Wirksamkeit des Kupfer™
sulfats und Natriumbisulfits besonders gross ist, wenn das
Reagens zu den heissen Loésungen von Harnsdure gesetzt wird.

Da die Existenz von Kupferoxydul-, wie die von Silber-
verbindungen an das Vorhandensein von substituirbaren Imid-
gruppen in den Alolectilen der Harnsaure, der Xanthin- und
Sarkinbasen gebunden ist und die Schwerloslichkeit der Kupfer-
oxydUlverbindungen mit der Anzahl der substituirten Imid-
gruppen zunimmt, so konnte von vornherein angenommen
werden, dass die Harnsaure durch Kupfersulfat und Natrium?
bisulfit noch vollstdndiger gefallt werden wuirde als Adenin
und Hypoxanthin, was durch den Versuch vollkommen be-
statigt wurde.
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Bei den nachfolgenden Bestimmungen kam in allen
Fallen eine 13proc. Kupfersulfatlosung und kaufliche, eohc.
Losung von Natriumbisulfit, welche ihrem Natriumgehalte
liacli 50 gr. Natriumbisulfit auf 100 cbcm. enthalt, zur An-
wendung. Zur Fallung von je 10 mgr® Harnsaure erwies sich
je | cbhem. Kupfersulfat- wie Natriumbisulfitlosimg als aus-
reichend. - ft

U.1—0.2 gr. Harnsaure wurden in 250 cbcm. Wasser unter Zusatz von
etwas Soda, oder besser Xatriumphosphat gelost, die Lésung nach
Neutralisation mit Salzsdure mit der angegebenen Menge Kupfersultat
und Natriumbisulfit in der Siedehitze versetzt. Oer sofort entstehende
Niederschlag von harnsaurem Kupferoxydul wurde auf einem Falten-
filter gesammelt und mit 250 cbcm. heissen Wassers ausgewaschen.
Im Niederschlage plus Filter wurde endlich nach der Kjeldabrschcn
Methode der Stiekstoflgehalt bestimmt.

Im Mittel aus 25 Analysen blieben 1,1 mgr. Harnsaure gel6st, wie einer
Loslichkeit von (0,0011: 500 —) 1 :500,000 entprieht.

Boi diesen Bestimmungen war der Niederschlag im harn-
sauren Kupferoxydul sofort nach der Fallung liltrirt worden.
Wurde dagegen der Niederschlag mit der Flussigkeit bis zum
volligen Erkalten desselben stehen gelassen und dann erst die
Filtration vorgenonnnen, so blieben im Durchschnitt aus
7 Analysen, deren Resultate in der folgenden Tabelle an-
gegeben sind, nur 0,0 mgr. Harnsdure in Losung, was einer
Loslichkeit von 1:500,000 entspricht.

gewandte Harn- Gefundene Ham-

siure. i sann*. Differenz in in”r.
0,1229 gr. 0.1217 gr. . 1,3 mgr
0,1508 » 0,1499 » 0,9 »
0.1353 » 0,1325 » 078 »
0.1124 » 0,1115» 0,9 n
0,1332 » 0,1319 » 13 »
0,1141 » 0,1135 » 0.7 »
0.1324 » 0.1319 » ()¢ P

Mittel = 0,0 mgr.

In einigen Fallen wurde versucht, kaltes Wasser oder
Natriumsulfit, resp. Natriumbisulfit versetztes Wasser zum
Auswaschen der Niederschlage anzuwenden, ohne jedoch eine
Verringerung des Verlustes an Harnsaure zu erzielen.



Bessere Resultate in dieser Hinsicht lieferten dir V,,,
Midie hei welchen gleichzeitig neben dem harnsauren Kuidor
oxydul ein «veileranorganischer, in Wasser unléslicher Ni'.i,
M lilag erzeugt wurde. .Setzt man unmittelbar nach der Fall,,, -
! ,a‘nsuure z" (,or LoOsl'"™g »och 5 ebem. Baryum,11,,il
lun/.u, >0 reissl der schwere Niederschlag von Baryumsuliai
die Harnsaureverbindung schnell zu Boden, bewirkt ein schnelles
">d klares Filtriren der Flussigkeit und macht die Fallk,,
> ** Harnsaure noch vollstandiger, als bisher erreicht war.
-asst inan «usserdem die Flussigkeit nach der Fallu,,- wie
,,b,'n anBcé'e,)c'n, noch 2 Stunden bis zum volligen Erkalte,,
de .en, so kann die Bestimmung der Harnsaure mit Kupier-
Millal und Natriumbisulfit als quantitativ angesehen werde,,

In «ler angegebenen Weise wurden sowohl mit reinen

larnsuurelosungen als mit Harn eine Reihe von Aimlv-en

ausgefuhrt und die beim Harn erhaltenen Resultate mit’de«
""ad, der Salkowski-Lndwig’schen Methode gewonnene«
verglichen.

Da zu erwarten war, dass aus dem Harn neben Harn-
saure noch Xanthinbasen mit gelallt wirden, so konnte ,,kli|l
«i«T ganze N-Gehalt des Kupfer-Niederschlages auf Harnsaure
‘ungerechnet”™ werden, sondern es musste der Niederschlag i«
derselben Weise weiter verarbeitet werden, wie der durch
ammomakalische Silberlésung erhaltene. Er wurde daher
durch Nalrmmsulfidlosung zersetzt, das Filtrat mit Salzsaure
ungesauert und eingedampft. Die nach mehreren Stunde«
ausgeschiedene Harnsaure wirde auf einem kleinen Filter
g,sammelt, ausgewaschen, und der N-Gehalt derselben nach
«ler Kjeldahr.sehen Methode bestimmt.

Auf diese Weise wurde erhalten in:

Sulkowaki-Liidwik. nteiuem Verfahren. Hitt'ereii.".

1fk) r,)JOm- Harn- O.orkOSgr.Harnsdure. O,0004gr.Harnsdure.  O.t ntirr.
101 ~ *0.0442 » # 0,0420 v » S -

m ¥ » 0,0;t70 Y ) 0.0:0j * > 01

Die Differenzen in den nach beiden Methoden erhalte,,
Zahlen betragen weniger als 1 mgr. Die Versuche zeigen



demnach, dass die Féllung der Harnsdure mit Kupfersulfat

und Natriumbisulfit auch heim Harne sehr gute Resultate
licrnrt.

Kupfersulfat und Natriumthiosulfat.

Bereits in der friheren Mittheilung (1. c.) ist auf die
verschiedene Wirkungsweise der dem Kupfersullat hinzu-
gesetzten Reductionsmittel aufmerksam gemacht worden. Die
dort erwédhnten Resultate haben sich nach weiteren EXIH1I-
menten als vollkommen zutreffend erwiesen.

Die Schéarfe des Reagens, Kupfersulfat und Natriumthio-
sulfat, auf Adenin ist noch bedeutender, als friiher angegeben.
Adeninlosungen werden noch in einer Verdinnung von
1: 05,000 nach wenigen Sekunden gefallt; Hypoxanthin-
centration und nach **stdndiger Einwirkung des Gemisches
in der Kélte keinen Niederschlag einer Kupferoxydulverbindung,
in der Warme entsteht ein solcher aber sogleich. Aus einer
neutralen LOsung von Harnsaure endlich, welche mit Kupfer-'
MSulfat und soviel Salzsdure versetzt ist, bis der durch Kipfer-
<ulldt entstandene Niederschlag gel6st ist, scheidet auf Zusatz
von Thiosulfat kein harnsaures Kupferoxydul aus.

Dieses verschiedene Verhalten von Harnsaure, Adenin
Hypoxanthin gibt Mittel an die Hand: 1 Harnsdure von

Adenin und Hypoxanthin und 2. Adenin von 'Hypoxanthin
ZU trennen.

Nach den erwadhnten Resultaten l&sst sich erwarten, dass
aus einer heissen Losung, welche gleichzeitig Harnsaure, Adenin
und Hypoxanthin enthalt, durch Kupfersulfat und Thiosulfat
nur Adenin und Hypoxanthin geféllt werden, wahrend Harii-
sUire in Losung bleibt; aus einer Lésung von Adenin und
Hypoxanthin musste bei Anwendung desselben- Reagens in
der Kélte nur Adenin gefallt werden.

Eine fast quantitative Trennung des Adenins vom Hypo-
xanthin kann zwar durch Anwendung von Pikrinsdure erziel!
.werden, welche mit Adenin ein sehr schwer losliches Pikrat
LibL*t. Dieses Verfahren wird jedoch, wo es sich um Trennung
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grosserer .Mengen Adenins von Hypoxanthin handelt, in F,|.,,

ler Schwierigkeit, die Base aus dem Pikrate zu isoliren, un-
bequem. Die Zersetzung des Adenin- Kupferoxyduls kann
dagegen in sehr einfacher Weise durch Sulfide bewerksteilH

wmkn. J

Eine Trennung der Harnséure» von Adenin und ]|Vu,,.
xniitliin in der gedachten Weise wiurde nur von theoretischer
Bedeutung, nicht von praktischem Werthe sein, da in 1«
verd. Sauren, in welchen Harnsdure last unloslich, Adenin mul
I) poxanthin leicht l6slich sind, schon hinreichend genaue Mittel
zur Sonderung der Korper von einander zur Verfligung stehen.

Wold aber miusste die Methode auch praktische Be-
deutung gewinnen fir eine Trennung der Harnsdure von
Xanthin iind Guanin, welche Basen in ihren Loslichkeits-
verhaltnissen mit der Harnsdure nahe Ubereinstimmen und
nach der froheren Mittheilung (I. ¢) zu Kupfersulfat na:
Nalriumbisulfit, resp. Natriumthiosulfat sich ebenso verhalten.
wi<* Hypoxanthin und Adenin.

Die zur Trennung der Harnsaure, des Adenins unl
Hypoxanthins unternommenen Versuche haben noch nicht zu
einem befriedigenden Abschluss geflihrt; dennoch mdgen sic
als Grundlage fur weitere Versuche hier erwahnt werden.

Es gelang zunachst nicht, Adenin und Hypoxanthin in
der Warme vollstdndig durch Kupfcrsulfat und Natriumthio-
sulfat zu fallen. Der Grund ist nicht etwa darin zu suchen,
dass ein | ebersclmss von Thiosulfat, welches ja die Knplor-
oxydulverbindungen 16st, angewendet wurde; denn Thiosulfat

wird in der Warme leicht durch Kupfersulfat zersetzt. Dir
Ursache der nicht vollstdndigen Fallung liegt vielmehr in ,ler

bei der Operation freiwerdenden S&ure, welche losend auf
die Knpferoxydulverbindungen wirkt. Das Freiwerden von
Saure bei der Fallung ist leicht durch das Verhalten der
LOosungen gegen Methylorange zu constatiren.  Stumpft man
die Saure durch Digeriren der Flussigkeiten mit Baryum-
carbonat ab, so ist die Fallung vollstandiger; am vollstandig-
sten jedoch, wenn man nach dem Fallen der Kupleroxydnl-
verhindungen Natriumacetat hinzugibt.



Weder die Digestion mit Baryumcarbonat noch der
Zusatz des Natriumacetats ist jedocli bei der Trennung der
Harnsdure von Adenin und Hypoxanthin anwendbar, da im
elfteren Falle schwerl6sliches harnsaures Baryum entstehen
wirde, im letzteren Falle das aus Kupfersulfat und Natrium-
a etat resultirende Kupferacetat einen grossen Theil der Harn-
«aure fallen wurde.

Bei der Einwirkung von Kupfersulfat und; Thiosulfat in
der Kélte, wo natirlich ein Ueberschuss an letzterem zu ver-
meiden ist, auf ein Gemisch von Adenin und Hypoxanthin
lallt mit dem Adenin ein Theil des Hypoxanthins aus; lasst
man hingegen das Reagens auf die Salze der Basen einwirken,
so id die Fallung des Adenins nicht vollstandig.



