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Der Nachweis der Glueuronsiure, dom inan in jingstor
/oit auoli ein ktinisch”iagrtostisches Interesse entgegenzubringen
boginnt, ist bis vor Kurzem mit ausserordentlichen Schwierig-
keilen verbunden gewesen.

Wenn es sich darum handelte, nach Zufuhr von Side
stanzeii, die sieli mit der Glueuronsaure paaren, die Anwesen!it'it
der betreuenden gepaartem Glueuronsiuren im Harn zu erweisen,
war man daludr darauf angewiesen, diese Glueuronsaurever-
bindungen direkt aus dem Harn darzustellen, ein Verfahren,
das in den meisten Fallen recht muhevoll ist und Uberhaupt
nur dann gelingen kann, wenn sich grdssere Mengen der be-
treffenden Substanz im Harne vorfinden. Hin italienischer
Autor Vital il) hat vor kurzem den Versuch gemacht, dieses
Verfahren in einem spoeiellen Falle zu vereinfachen.

Der nach Ghloralhydratgenuss Urochloralsaure enthaltende
Harn wird zum Nachweis dieser Saure erst auf die Halfte
seines Volumens eingeengt und dann mit Bleiacetat und
Ammoniak ausgeféllt. Der Niederschlag, in dem sich uro-
chloralsaures Blei befindet, wird nach gehorigem Auswaschen
mit Wasser durch Schwefelsaure zersetzt und das nunmehr
freie Urochloralsaure enthaltende Filtrat mit Zinkpulver und

It lliosrorido Vitali. Bolt. Chim. Farm. 38, 377—380.



verdunnter Schwefelsdure uni Ruckflusskiihler gekocht Dabei
wird die Urochloralsiure, entsprechend ihrer Zusammensetzung

als Trichloraethylglucuronsaure, nach der Formel:
COOH—CH OH—CH-CH OH—CH OH—C HO CH, CCI, 11,0 -

COOH-CII OH—CIll OllI—CH OH-CH OH—CHO+CH, + OH + CC13
in  Glucuronsdure und Trichloraethylalkohol' gespalten, und
gleichzeitig wird letzterer Alkohol zum gewdhnlichen Alkohol
reducirt, den man nach dem Abdestilliren mittelst der tblichen
Reactionen erkennen kann.

Wollte man auf dieses Verfahren, das auf einer Gharak-
ter.isirung des Paarlings beruht, Methoden fir den Nachweis
der Glucuronsdure im Harn grinden, dann miusste zu diesem
Zweck fur jede einzelne der gepaarten Glueuronsiuren eine
besondere Vorschrift ausgearbeitet werden, die in vielen Fallen
schliesslich nicht einlacher sein kann, als die Darsteilung der
betreffenden gepaarten Glucuronsaure selbst.

Viel rationeller erscheint es, den allen gepaarten Glucu-
ronsduren gemeinsamen Paarling, die Glucuronséure,. nachzu-
weisen. Der einel) von uns hat nun in einer friheren Arbeit
bereits zum Nachweis der Glucuronsdure im llarn einen Weg
angegeben, welcher darin besteht, den Ham behufs Spaltung
der gepaarten Glucuronsaure mit verdinnter Schwefelsaure zu
erhitzen. Dabei geht die anféngliche Linksdrehung allmé&hlich
in eine Rechtsdrehung Gber und der Harn gibt nach der Spal-
tung die Orcinsalzsiurereaetion, welche in dem ungespaltenen
Harn negativ ausfallt.

Diese einfache Methode wird zwar in den meisten Fallen
fur den Kklinischen Bedarf ausreichen, doch besitzt sie un-
zweifelhaft eine gewisse Unvollkommenheit und kann unter
Umstanden versagen. o

Erstens liegt namlich die Mdglichkeit vor, dass der Ihm
der Spaltung der stets linksdrehenden gepaarten Glucuronséuren
mit verdunnter Schwefelsdure abgetrennte Paarling auch
optische Activitat besitzt, Félle, die bei den Gamplier-, Men-

0 IV Mayr», llerlin. klin. Wodionschr. 1HIW. Nr. 27 und 2H.



Ihol- und Terpengliktiirutiséiiren, Uberllaupt nach Genuss zahl-
reicher adiver Substanzen eintreten konnen. Du man nun
uber die Menge der gepaarten Glueuronsauren in dem zu
untersuchenden Harn last niemals, Uber ihre Art auch nicht
immer unterrichtet ist.'i befindet man sich in der Xothwendigkeit.
die spaltende Wirkung d(*r verdinnten Schwefelsaure (‘ine Zeit
andauern zu lassen, die man nur nach der Erfahrung bemessen
kann, und deren Lé&nge entsprechend der ungleich leichten
Spaltbarkeit der gepaarten Glueuronsauren eine r(‘cht ver-
schiedene ist.

Dabei kann es nun Vorkommen, dass einmal die Drehungs-
richntungen von (ihicuronsaure und Paarling entgegengesetzt
sind und scheinbare Inactivitat erzeugen, ferner kann es sich
ereignen, dass beide Cnmponcnteu die Ebene des polarisirten
Eichts im gleichenSinne ablenken und so durch eine gesteigerte
Hechtsdrehung einen zu hohen Glucuronsauregehalt Vortauschen.

Ausserdem tritt der: stbrende Umstand hinzu, dass sich
die Flassigkeit hei der Spaltung mit Schwefelsdure in Folge
der namentlich in unreinen Losungen, wie Harn, recht erheb-
lichen Empfindlichkeit der Glucuronsdure so dunkel férbt,
dass eine Untersuchung am Polarisaiionsapparat unmoglich st
mit Thierkohlo findet zwar Entfarbung statt, aber ihre An-
wendung ist nicht ratsam, da viel Glucuronsiduro zurick-
gehalten und das Destillat dadurch bei geringer Goncenttatioir
bis zur Unkenntlichkeit entstellt wird.

Was die Oreinsalzsillrereadi()n betritit, so beweist zwar
der positive Ausfall derselben nach der Spaltung mit S&ure
Im Gegensatz zu dem negativen Ergehniss der Probe im ur-
springlichnen Harn stets das Vorhandensein von gepaarten
Glueuronsauren. Aber auch diese Probe kann unter Umsténden
im Stich lassen, da, wie aus den weiteren Versuchen des
einen von uns-j hervorgeht, bei sehr leicht spaltbaren gepaarten

I\ Selbst aus einer ausgesprochenen Linksdrehung des nativen
Harns kann man nicht «auf die Menge der gepaarten (tlueuronséiiren
seldiessen. da die specitische Drehung fir nur wenige derselben er-
mittelt ist.

-) I* Mayer, Berlin, klin. Wochrnschr., WOO. Nr. 1



Uhicuronsauren bisweilen schon vor dem Erhitzen des Harns
mit Saure die Oreinreaction positiv ausfallen kann. Ueberdies
ist die Orcinsalzsdurereaction von einer solchen Empfindlichkeit,
dass die Starke ihres Ausfalls keinen Schluss auf die wirklich
vorhandenen Gluouronsauremengen gestattet.

Bei dieser Sachlage war die Ueberfiihrung der Glucuron-
sdure in ein charakteristisches, auch aus unreinen LOsungen
erhaltliches Produkt der einzige Weg, auf welchem man erfolg-
reich ihre Erkennung grinden konnte.

Von den bisher bekannten Verbindungen der Glueuron-
sdure konnte nur ihr basisches Baryiimsalz flr den erwdhnten
/weck in Betracht kommen: aber seine Gewinnung féllt ziem-
lieh mit der nicht leichten Heindarstellung der Glucuronséure
zusammen, ermoglicht ausserdem nur im Verein mit den
anderen Eigenschaften der Glucuronsdure, optischer.. Aelivitat,
Beduetionserscheinungen und  Gohrungsunvermoégen, ihren
sicheren Nachweis. \)

Es hat nicht an Versuchenmgefehlt, das Erkennungsmittel
par excellence in der Beilie der Kohlehydrate, zu denen ja auch
die Glucuronsdure als Garbonsaure einer Pentose zu z&hlen
ist, das Phenylhydrazin, zur Abscheidung (ler Glucuronsaure
in Anwendung zu bringen. Es hat sich aber gezeigt, dass
unter verschiedenen Bedingungen, ihnen Einhaltung man nicht
in der Hand hat, die einzelnen Autoren2)3zu ausserordentlich
abweichenden  Kosultaten gelangt sind. Diese kann man
dahin zusammenfassen, dass jo nach Anwendung von freier
Saure, Lacton oder Salz mit ausserordentlich wechselnder Aus-

1 >i<*he Huppert, Analyse des Harns, 1898, 10. Aull., S. 201.

2) T liier folder. Zoitschr. f. physiolog. Chemie. Hit. 11, S. 395.
Orycr. Wiener Med. Presse. 1889. S. 1080. Hirschi. Her. d* deutsch.
"Henri. Gesell. Hd. 21, S. 579 u. Zeitsehr. f. physiol. (‘hem., Hd. XIV. S. .181.

Mayer, Zeitsehr. f. physiol. Chem., Hd. XXIX.,.S, 59. Totlens und.
Widtsoe, Her. d. deutsch, ehern. Gesell. Hd. 83, S. 112.

3) So hat Tliier feider hei Verwendung eines Alkalisalzes der
m\iure eine Phenylhydrazinverbindung erhallen, welche hei 111-115°
¢ hmilzt und eine complicate Zusammensetzung zeigt. Kerner konnte
vor Kurzem der Eine von uns (I*. Mayer) festsielten, dass die Glucmon-
>dure mit dem Phenylhydrazin norh zwei andere Verbindungen liefert



beute, die bis auf Null sinken kann, Hydrazinverbindungeii
erhalten werden, die bald amorph, bald krystallinisch, ver-
schiedene Schmelzpunkte zwischen 114° und 220° aufweisen und
zumeist aus Gemischen der zahlreich mdglichen Verbindungs-
Ibrmed, wie llydrazon, Osazon, Hvdrazid, Hydrazonhvdrazid.
Osazonhydrazid und Condensationsprodukten bestehen. Sie sind
in Folge ihrer variirenden Zusammensetzung nicht nur durch
die Analyse nicht zu identificiren, also zum Nachweis un-
geeignet, sondern geben in Folge ihrer Schmelzpunkte leicht
zu Tauschungen Anlass.

Daher beschaftigte sich der eine von uns auf Veranlassung
des Herrn Brot. L. Salkowski mit der Einwirkung substituirtcr
Hydrazinbasen auf die Glucuronsaure und fand dabei im
p-Hromphenylhydrazin M ein zur Abscheidung der Glucuronsaure
vortrefflich geeignetes Mittel. Beide Substanzen verbinden
sich némlich zu einer von der Concentration der Losung und
dein Verhiltniss der Mengen von Glucuronsdure zu p-Brom-
phenylhydrazin unabhéngigen Verbindung von der Zusammen-
setzung, LI3HNOTN2Br, die aus der freien S&ure wie ihren

wasserloslichen Salzen in essigsaurer Losung, aber unter Ver-
meidung eines Ueberschusses an freier Essigsdure in guter

Ausbeule entsteht. Die Verbindung, deren Zusammensetzung

unter allen Umstédnden der angeflhrten Formel entspricht und
wahrscheinlich glucuronsaures p-Bromphenylhydrazin von der
Formel

OHC-(CH OH)4+ COOH+ H.N-NH COH4Br

darstellt, ist in Wasser unloslich, scheidet sich daher sehr
vollstdndig aus, ist leicht durch Waschen mit Alkohol zu
reinigen und zeigt als Rohprodukt den Schmelzpunkt ca
200—216°, nach etlichem UmkrystaUisiren aus 60 °/oigem
Alkohol 2.16°. Diesen Grad der Reinheit braucht man aber

jt* nach der Anzahl der Molekile Phenylhydrazin, die man auf das
(itu(tironsauic!nolekdl einwirken lasst, Verbindungen, welche in Folg»
ihrer Schmelzpunkte von 159°. bezw. 205° zur Verwechslung mit Pen-
tosazou und Hexosazon fihren konnten, aber wahrscheinlich keine einheit-
lichen Korper darstellen.

I' O Neil her«, Her. d. deutsch, ehern. Gesell. Bd. 82. S. 2895—2898.
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nicht zum Zwecke der Erkennung zu erreichen, sondern es
trifft sich gtnstig, dass bei dem von einem von unsl) jlungst
empfohlenen Pyridinverfahren fiir die Bestimmung der optischen
Drehungsrichtung der Osazone die Verbindung der Glueuron-
sdure mit p-Bromphenylhydrazin eine» ausgesprochene Sonder-

stellung unter den Hydrazinverbindungen aller in Betracht
kommenden Kohlehydrate einnimmt und dem schon recht

reinen Rohprodukt vom Schmelzpunkt ca. 2<K>—210° die gleiche
Drehung wie der absolut reinen Substanz vom Schmelzpunkt
236° zukommt.

Lost man namlich je 0,20 g Hydrazinverbindung in
W ccm. gereinigten Pyridins und 6,0 ccm. absoluten Alkohols,?)
so erhdlt inan im Laurent schon !lalbschattenapparat bei
Natriumlicht folgende Drehungen:

I-Arabinosephenylosazon -|-10 KV
1-Arabinosc-p-bromphenylosazon -j-0° 28
1-Xylosepheriylosazon —0° jy
1-Xylose-p-bromphenylosazon 4-0° . n
Khamnosephenylosazon -|- 1° 2V
d-Glucosephenylosazon —1° joy
d-Glucose-p-bromphenylosazon —0° HP
d-Galaetosephenylosazon -j-0° 48
Sorbiriosephenylosazon —0° I*y
Maltosephenylosazon 1° HO'
Lactobiosephenylosazon 4. 0°
Glucuronsaures p-Bromphenylhydrazin 3) — 7° 25-

Man kann also die (ilucuronsaiiro ohne Elementaranalyse
durch die schnell ausfiihrbare optische Bestimmung ihrer Brom-
phenylhvdrazinverbindung mit absoluter Sicherheit erkennen

D L. Neuberg, Her. d. deutsch, ehern. Gesell. Bd. H2, S. HH84-—HH88.

2) Genauere Angaben Uber die Ausfuhrung siehe G. Neuberg. 1 .

8) Hieraus berechnet sich fir diese Verbindung das abnorm hohe
specitische Drehlingsvermogen von [a;® H»%°. Da im allgemeiner
die Uebertragungen der Drehungsbetrage am Kreisapparat bei D-Licbl
auf die Angaben empirisch geaichter Zuckerappamte fir wejsses Lichl
unzuléssig sind, sobald die Lésungen, wie die der Osazone, gefarbt sind
moge hier die Drehung der Glucuronsdureverbinduttg bei Aderlicht ir
einem Saccharimeter angegeben sein. Sie ist unter den Bedingunger
~biger Tabelle ungefahr gleich der einer IH,2 °/o igen Traubenzuekerlosung



und kann Uberdies die Hydrazinverbindung aus ihrer Losung
in Pyridin-Alkohol Cast quantitativ durch Fallung mit Petrol-
ather wieder abscheiden. L

Nachdem eine orientirende Bestimmung gezeigt hatte,
dass sich diese an reiner Glucuronsaure gewonnenen
Frfahnmgen unter geeigneten Bedingungen zur Erkennung
gepaar t(»r verwenden lassen, combinirten wir unsere Methoden
«les Nachweises durch SaUresimltung ohne Ueindarstellung
und Gewinnung der' Bromphenylhydrazinverbindung> Dieses

Wrlahren ermdglichte es uns. den Nachweis der gepaarten Glu-
euronsaiiren im Harn nicht nur in pathologischen Fallen, zu

(erbringen, sondern deren Anwesenheit als integrirenden Bestand-
teil im normalen Harn mit volliger Sicherheit zu erkennen
Da die Ausbeuten an p-Bri)mph«'nylliydrazinv<*rl)indung aus
reiner Ghicuronsaurelésung etwa 80—HTf)0/« betragen, ermdglicht
dieses Verfahren im Gegensatz zu dem Nachweis durch die
Orcinsalzsaurereaetion einen, wenn auch rohen Schluss aut
die Quantitat der gepaarten Gluciironsturen.

Die im folgenden beschriebenen Versuche sind alle mil
menschlichem Harn angestcHI.

“ A. Urochloralsaurehaltiger Harn.

Funf Liter Harn, welche mich Zufuhr von (> g Chloral-
liydrat enthMM't waren, wurden auf freiem Feuer bis auf
IHK) ccm. «‘ingedampft. Da di<' llrochlorgjsaur«*, wie bekannt,

«lurch Bleies-sig fallbar ist, wurde der «ingeengte Harn mit
Bleiessig ausgelalit: 2y «hu* voluminds«! Bleiniederschlag wurde

«l&rm mit <l«T Wasserstraliipmnpe abgesaugl. auf dem Filter aus-
g«»wasch«'n und nach Suspension in ca. KO ccm. Wasser durch

il Das wieder niisgolillle jiluciironsaure p-Broinphenylhydrazin
i>t anfangs amorph und schwer liltrirbar. hallt sich aber nach einigen
tagen zu einer grobkornigen. gut von der Uberstellenden Flussigkeit
trennbaren .Masse zusammen.

"1 Hierzu waren etwa 2 Liter Bleiessig erforderlich; eine Unter-
suchung: lehrte uns aber, dass die gesammte Urochloralsaure schon m
dem durch 750 ccm. bewirkten Niederschlag vorhanden ist. Dieselbe
hrfahfung konnten wir hei anderen gepaarten (ilucuronstiuren machend
deren Ahscheidung durch-dieses Verhalten erleictitert wird.



hinleiten von Schwelolwassorstoflgas zersetzt.. Nach Trennung
vom ausgeschiedenen Bleisullid und Befreiung vom geldsten
.Schwefelwasserstoff restirten ca. ilf-o ccm. einer stark sauren,
schwach gelb gefarbten Flussigkeit, die Fehlingsehe Losung
intensiv reducirte, eine starke Phloroglucin-, aber keine Orcin-
probe gab und eine Linksdrehung von H\o, auf Traubenzucker
berechnet, zeigte. Diese LOsung wurde nun der Spaltung mit
Saure unterworfen. Obgleich zwar die gepaarten (ilucuron-
sduren durch Erwarmen mit verdidnnter Saure auf freiein
Feuer gespalten werden, zogen wir es vor, dem Beispiel von
lollens und Mannl)2folgend, diese Zersetzung im Autoclaven
vorzunehmen, eine Operation, durch welche allgemein die Zeit
der Spaltung verkirzt und die die Ausbeute an (ilycuronsaiire
schadigende Sauremenge auf ein Mindestmass beschrankt werden
kann. Als Autoclave bedienten wir uns einer Weissbierflasche
aus Steingut von ca. 1 Liter Inhalt, die beim (jebrauch ausser
durch ihren gummigedichteten Patentverschluss mit einem
unter diesen eingepressten Kork verschlossen wurde. Die ganze*
Masche war, um bei etwaiger Zertrimmerung gegen Splitter ge-
schitzt zu sein, mit Handtlichern umwickelt und die so ent-
bundene feste Puppe wurde dann in einem offenen Eisentopf in
einer sie vollig bedeckenden Wassermenge zugleich mit dieser vor-
sichtig angewarmt und dann eine Stunde lang bei 100" erhalten.

In dieser Flasche behandelten wir in der angegebenen
Weise unsere 350 ccm. Flussigkeit mit 3,5 g concentrirter
Schwefelsaure, d. h. mit soviel, dass die Loésung ca. I1°/o freie
M,, S04 enthielt. Nach vélligem Erkalten wurde nundie Flasche
gedffnet; die filtrirte Losung war vollkommen klar und hellgelb
gefarbt.  Sie reducirte Felilingsche Lo6sung, gab hochst
intensive  Phloroglucin- und Orcinreaction und zeigte eine

1) Toilens und Mann. Annal. «I. Chern.. 21)0, |HIH».

2) Selbstverstandlich kann hierzu jeder kleine Motéllautorlav
benltzt werden; doch hat sicli diess* Anordnung gut bewéhrt. Zu den
I-schriehenen und etlichen anderen Versuchen hat ein und dieselbe
Hasehe gedient und bat sie Uberstanden. Da ihr Gebrauch unter ften
' rwélinten Yorsiclitsmassregeln ganzlich ungefahrlich. ist, kann sie mit
vortheil - zur Verarbeitunji kleiner llarninenjren benttzt werden.



KeehLsdreliung von 0,35 ft/o, auf Traubenzucker berechnet. Diese
Drehung entspricht etwa einem Gehalt von insgesammt 3,1 ?
Glucuronsaure.!)

300 ccm. dieser Lo6sung wurden dann nach genauer
Neutralisation durch Natriumcarbonat mit 8 g p-Bromphenyl-
hydrazinaeetat?) beliandelt und lieferten ca. 2 g Hydrazin-
verbindung, die als Rohprodukt den Schmelzpunkt 200° besass

und durch Drehungsliestimmung (0,2 g zeigten im Pyridin--
Aikolu»igemisch —-7° 30') als Glueuronsdurederivat erkannt
wurde.

V) Dieser Versuch zeigt, in welch reichlicher Ausbeute Urochloral-
.séure-aus C.hloralhydrat erhalten werden kann. Denn nach der tlieori«
vermogen 105 g (1(93<,U(OH)S tI Mol.-(lew.) nach erfolgter Reduction zu
Triehlnraethylalkohol 191 g (Jlucuronsédure il Mol -Oew.) zu binden oder
je | g Uhloralhydrat I.tT g U,H1007. Im beschriebenen Versuch wurde
aus h g verabreichtem OhloraHiydrat 3,1 g (Jlucuronsdure erhalten oder,
da theoretisch 7,02 g moglich waren, IH,0°/0 der Theorie.

2) Da einerseits die Glycuronsaure namentlich in unreiner Losung
gegen Sauren und andererseits ihre Verbindung mit p-Rromphenyl-
hydrazin gegen den LuftsuerstoH' hei Wasserbadwarme empfindlich ist.
muss inan einen Uebersehuss an freier Essigsdure und den Zutritt der
Luft moglichst vermeiden. Festeres erreicht man am sichersten durch
Anwendung von p-Hromphenylhydrazinchtorhydrat und der erforderlichen
Menge Natriumacetat, letzteres dadurch, dass man Uber das ins Wésser-
bad gehangte Recherglas eine (Jlasschale stulpt, so dass der Uber der
Flissigkeit befindliche Raum hauptsachlich von Wasserdampfen erfillt
ist.  Nach etwa 10 Minuten langem Erwéarmen pflegt die Krystall-
ahselieidung zu beginnen; man”m”terbrieht dann die Erwdrmung und
filtrirt sofort durch ein bereit gehaltenes Faltenfilter. Heim Erkalten
erfolgt reichliche Kristallisation; der entstandene hellgelbe Niederschlag
wird an der Sdugpumpe abfiltrirl, die Mutterlauge von Neuem im Wasser-
rad erhitzt, bei beginnender Krystallabscheidung abermals filtrirt, auf
derselben Nutsehe abgesaugf etc. und dieses so oft wiederholt, als er-
neutes Erhitzen weitere Niederschlagbildung bewirkt. Die gesammelte
Itydrazinverbindung wird dann grundlich mit heissem Wasser und
absolutem Alkohol gewaschen. Dabei nimmt sie eine leuchtend hellgelbe
Farbe an und ist meistens ohne Weiteres zur optischen Untersuchung
geeignet; enthalt sie dunkle Partikelchen, so kann sie durch Auskochen
mit absolutem Alkohol. Lisen in Pyridin und Ausféllen mit Ligroin leicht
gereinigt werden.



B. Mentholglucuronsaurehaltiger Harn.

Nach Verabreichung von 10 g Menthol an zwH Personen
wurden 4 Liter Harn erhalten, welcher schwache Linksdrehung
zeigte, eine deutliche Phloroglucin, aber keine Ureinprobe gab
und Fehling sehe Lo6sung nicht erheblich reducirte. Der
Harn wurde auf freiem Feuer auf ca. 200 ccm. eingeengt und
gemass der beim Chloralhydratharn gemachten Erfahrungen
mit nurl) 500 ccm. k&uflichem Hleiessig versetzt. Der erhaltene
volumindse Niederschlag wurde nach gehoérigem Auswaschen
in ca. /50 ccm. Wasser suspendirt und durcli Schwefelwasser-
stolf zerlegt. Das vom entstandenen Schwefelblei getrennte
Filtrat farbte sich nun bei der zur Entfernung des gelOsten
Schwefelwasserstoffs vorgenommenen Einengung stark dunkel
und zeigte jetzt einen stark positiven Ausfall der ()rcinreaction
und der Redactionsprobe mit Feh ling scher Ldsung. Gleich-
zeitig trat unverkennbar der stechende Geruch des freien
Menthols auf. Dieses Verhalten zwang zu der Annahme, dass
die Flussigkeit freie Glueuronsuiire enthalte, also bereits eine
Spaltung der Mentholglucuronsaure stattgefunden haben musse.

In der That steht diese Erscheinung vollkommen im
Kinklang mit der von dem (‘inen von uns*) nuchgcwicseneh
leichten Spaltbarkeit der Mentholglucuronsaure, die sogar schon
hei langerem Stehen eine theilweise Zersetzung erfahrt.3)

Zur Vervollstandigung der Spaltung wurde nun die
(00ccm. betragende Flussigkeitsmenge mit 4 ccm. concentrirter

O Auch hier Messen sich in dein Niederschlag, den erneuter Blei-
essigzusatz im Filtrat der ersten Bleifallung bewwkte keine gepaarten
Olucuronsiiuren mehr nachweisen.

2] P. Mayer, Herl. klin. Wochenschrift, TQOO, Nr. 1.

3) 1)ie ausserordentliche Leichtigkeit, mit der diese Spaltung hier
‘eintrat, macht es wahrscheinlich, dass sie durch die Gegenwart freier
starker Sauren begunstigt gewesen sei. Die Titration einer Probe zeigte
denn auch, dass der Gehalt an freier Sdure erheblich die Menge iiber-
ticg. welche an Inder Mentholglucuronsdure selbst bei (Quantitativem
t'’cbergang des verabreichten Menthols in diese Verbindung hétte ent-
gehen konnen. Die Anwesenheit dieser Mengen von freien, spaltend
wirkenden S&auren findet nun sehr einfach dadurch ihre Erklarung, dass
*us dem eingeengten Harn ausser der Mentholglucuronsaure natirlich

‘me Anzahl anorganischer Salze durch Bleiessig niedergeschlagen wird,
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Schwefelsaure irn Autoclaven behandelt. Nach dieser Operation
zeigte die* Flussigkeit eine Keehtsdrehung von 0,15 g und re
duoirte Fehling sehe LoOsung schon bei gelinder Warme: na« |,
genauer Neutralisation wirde sie in der beschriebenen Weist*
mit .10- g p-Dromphenylhydrazinacetal behandelt, und liefern*
hierbei ca. | g reiner Hydrazinvorbindung, die durch De-
stiinmung ihres .Schmelzpunktes und ihrer optischen Drehung
als die gesuchte identilicirl wurde.

C. Thymolglucuronsaurehaltiger Harn.

Nach Hingabe von 't g Thytnol entleerter Harn zeigte
eine Linksdrehung von 0,2°/o, auf Traubenzucker berechnet,
reduoirtc Fehling sehe LoOsung nicht, gab eint» positivy*
Fhloroglucinprohe. aber keine Orcinreaction. Die 12(H) <vm
‘beiragende Illarnmenge wurde mit Dleiessig versetzt und der
entstandene HIleiniedcrsehlag in der fruher bescliriebenén Weise
behandelt. Die nach der Einwirkung von Schwefelwasserst»ll
resultiremhv Losung von 200 ccm., weicht* eine Linksdrehung
von 0,7 °/o zeigte, wurde mit 2 eem. concentrirter Schwefel-
saure mi der ids Autocl.av dienenden Steingutllasche unter den
oben geschilderten \Wsichtsmassregeln erhitzt. Die nach der
Spidtung erhaltene Lo6sung zeigte alle der freien Glucuron-
siim-e zukommenden K(‘actionen und eine Uechtsdrehung von
0,2  Traubenzucker, entsprechend einem Gehalt von ca. 1,1 g
Glueuronstiure. Auch hier gelang es, mit dem p-Hiomphenvl-
liydraziti eine Verbindung darzustelhui, die sich durch die Destine

nmng ihrer optischen Drehung als Glucuronsaurederivat erwies.

Nachdem uns nach diesem Verfaltren der Nachweis dreier
verschiedener gepaarter Glucuronstiuren ohne besondere Schwie-
rigkeiten gelungen war, lag es nahe, im normalen Harn nach
Ghteiironstureverbindttngen zu suchen, da derselbe Eigen-
schaften besitzt, welche das Vorhandensein gepaarter Glucuron-
sturen in ihm vermuthen lassen.

»0 I>es«>nders Olilmidc, Sulfate und Phosphate, die ebenso wie stets mit
niedergerissenes Uleisubacetat nach Entfernung ihrer Hasis duni
Seliwetelwasserstoff ihre freigemachte Saure zusammen mit der freien
MentholglueuronsdUre in das Filtrat vom Hleisultid liefern.



D. Normaler Harn.

Schon im Jahre 1876 hat Haasl!) lestgestellt,dass fast
jeder normale Harn die Ebene des polarisirten Lichtes nach
links dreht, welche Beobachtung spater von Johannowsky,
(ialippe, FL Kulz2) und Anderen bestatigt wurde.welche die
linksdrehende Substanz des normahm Harris néher untersucht
haben. Haas macht von derselben folgende Angaben; «Durch
Concentration reichert sich der Harn an der fraglichen Ver-
bindung an: sie dreht in neutraler, saurer und. alkalischer
Losung die Ebene des polarisirten Lichtes nach links, hiisst
diese Fahigkeit aber in stark alkalkalischer LoOstmg, wie sie
Xairiumcarbonal und Ammoniak erzeugen,ein, erlangt sie jedoch
nach Ansduerung wieder. Die nicht flichtige Substanz wird dem
eingedickten Harn durch Alkohol entzogen, von Thierkohle zum
Theil zurlickgehalten, weder von Bleizucker noch Bleiessitr
dagegen von Bleiessig und Ammoniak geféllt. Zersetzt man
den in Wasser suspcndirten Bleiniederschlag durch Schwefel-
wasserstoff, so enthélt das wasserige Eiltrat nicht die drehende
Substanz, doch lasst sich diese dem Niederschlag von Schwefe!-
blei durch heisses Wasser oder besser durch Alkohol entzielum.
ist nun aber rechtsdrenend und reducjrt alkalische
Kupferlosung auch in der Wéarme nicht. -

Vorzugsweise» auf (irund dieser Angaben, denen Kilz
noch einige hinzulugte, ist von verschiedenen Seiten die Ver-
muthung ausgesprochen worden, dass der normale Harn
Blucuronsdureverbindungen enthalte. Doch lassen sich gerade»
die von Haas gemachtem Angaben (ber die fragliche links-
eirehende Substanz mit unseren heutigen Kenntnissen (ber
gepaarte (dueuronsauren nicht in Einklang bringen. Denn sie
zwingen entweder zu der Annahme, dass es rechtsdrehende
gepaarte Glucuronsduren gibt — Dbis jetzt sind jedoch nur
linksdrehende bekannt — oder zu der Ansicht, dass bei seiner
Versuchsanordnung cine nadir (»der minder vollkommene

0 Haas, Centralbl. f. d. medic. Wissensch. 1870. MO.
2) Kulz, Zeitschr. f. Biologie, 20, 166; 26. 668
G'alippe, Gazette med. de Paris, 1880, 250.

Johannowsky, Archiv f. Gynakologie. 12, 1887.



Spaltung dor Harnglucuronsdure in den betreuenden Alkohol
und freie rechtsdrehende Glucuronséaure erfolgt ist; dann aber
ist die Schwerl6slichkeit inWasser und das Ausbleiben der sonst
schon bei gelinder Warme eintretenden Reduction alkalischer
Kuplerldsung unverstandlich.

Wir haben denn auch im Verlauf unserer Untersuchung
die Angaben von Haas gerade in diesen wesentlichen Punkten
nicht bestatigen koénnen und neigen der Meinung Huppert's))
zu, welche dieser Uber ahnliche Beobachtungen von Kulz2
an Harn von Pflanzenfressern dussert, dass es sich vielleicht
uni ein Gemisch verschiedener Substanzen, etwa Kiweisskorper,
gehandelt haben mdge.

besonders eingehend hat Flifckiger3) die Frage, ob
im normalen Harn (Jlucuronsdure vorkommt, erOrtert und
spricht sich daliin aus, dass jeder Harn (ilueuronsiure enthalt,
der ein gewisser Anthoil an der Reduction des normalen
Harnes zukommt.. Kinen einwandsfreien Beweis fur seine An-
schauung konnte er natdrlich bei den damaligen mangelhaften
Methoden fir den Nachweis (ler (Jlucuronsaure nicht erbringen.
Her eine von uns4) hat nun in seiner ersten Arbeit (Uber
da* Hlucuronsiure Untersuchungen mitgetheilt, welche die An-
schauung von Huckiger wesentlich zu stiitzen geeignet sind.
Da es ihm gelang, in einer Reilie von normalen Harnen, welche
eine Linksdrehung bis zu 0,2°/0 zeigten, einen positiven Aus-
lall der Oreinprobo nach dem Krhitzen mit H2SO4 zu erzeugen,
hielt er es fur sehr wahrscheinlich, dass in jedem Harn geringe*
Mengen gepaarter (Jluouronsduren vorhanden sind.

\\ ir hollten nun, durch die Combination unserer Methoden
der Saurespaltung und Darstellung der Rromphenylhydrazin-
verbindimg diese* Annahme zur Sicherheit erheben zu konnen.
Denn da der Nachweis, dass die (Jlucuronsdure ein normaler
Harnbestandtheil ist, nur durch die Darstellung der Clucuron-

saure seihst Oder einer charakteristischen Glueuronsaure-

A1) Hlupperl, Analyse des Harns, 1898, S. 202.
2) .Kilz, a. a. 0.
3) Flockiger. Zcitschr. f. physiol. Chem., Hd. 9 (1885).
4) P. Mayer, Herl. klin. Wochenschr. 27 u. 2S. 1899.



Verbindung gefuihrt werden kann, musste es uns gelingen, wenn
der Harn wirklich Glueuronsaure enthalt, die Rromphentl-
liydrazinverbindung derselben darzustellen.

Gleichzeitig lag es in unserem Plan, Gber die Natur der betref-
fenden Glucuronsaureverbindungen einiges zu eruiren, indem wir
naturgemass aut diejenigen Glucuronsaureverbindungen, welche
man zunachst im normalen Harn vermuthen musst«' — Phenvl-
Imloxvl-, Skatoxyl-Glucuronsaure — unser Augenmerk richteten.

Nachdem wir zunéchst ein«*n Versuch mit 5 Liter Harn
“.Ln<® Erfolg angestellt hatten, nahmen wir 50 Liter normalen

Harm's in Angriff und verfuhr«‘n bei seiner Verarbeitung ahn-
lieh,'wie wires bei Harnen nach Choralhydrat-, Monthoi- und

| lomolgenuss mit Erfolg gethan. Der Hanl winde in Portionen
vmi je 5 Liter in emalillirten Kisonsehalen Anfangs auf freiem
teuer, zuletzt aut dem Wasserbad bis zu einem kleinen Vo-
lumen (‘ingedampft, wobei das zur Conservirung zug<‘lugte
Chloroform entwich. Alle vereinten Rickstdnde wurden dann
gemeinschaftlich auf dem Wasserbad bis auf etwa 2 Eiter
eingeengt. Ohne sie von den massenhaft auskrysfallisirten
Salzen zu trennen, wurden sie auf 3 gross«* Sehitteltrichter
\ertheilt, mit Schwefelsaure bis zur starksauren Reaction ver-
>elzt und mit je einem Liter eines Alkoholathergemisehos im
\ erhéltniss 1:3 ausgeschittelt. Die Alkoholatherauszig«* wur-
,(n lann in Portionen von ca. »/* Liter auf dem siedenden
W asserbad abdestillirt, das aufgefangene Alkoholathergemisoh
unter Ersatz des verdunsteten zu neu«*n Ausschiittelungen ver-
wandt, und diese mit jedem der drei Schiutteltrichter 8 bis 10
Mal wiederholt, bis die Ausziige nur noch schwach gelbe Farbe
hesassen. Die Riuckstande aller Auszige wurden in einem
Kolben gesammelt und durch nochmaliges Erwarmen auf dem
Wasserbad von anhaftenden Alkohol- und Aetherresten befreit;
fler nunmehr wésserige Ruckstand wurde dann ohne Rucksicht
«*'f sich ausscheidende Substanzen zu Vit Liter verdunnt und
Jlei systematischen Rleibehandlung unterworfen, d. h. erst mit
If lei zuck er ausgeféallt (Niederschlag 1), dann mit RIleiessig
| Nied«*rscilag 1) und zum Schluss mit RIleiessig und
Ammoniak (Niederschlag Ill). Alle 3 Niederschlage wuirden

H"Ppe.Scylcr's Zeitschrift f. physiol. Chemie., XXIX. ‘ 18



dann in je 1 Liter 1120 suspendirt und mit H2S zersetzt. Das
vom Schwefelblei getrennte Filtrat der RIleizuckerfallung
(Niederschlag 1) zeigte weder Drehung noch Reaction mit
Rhloroglicin oder Orcin, auch keine Reduction gegen Fehl in»*-
sehe LoOsung, undwurde deshalb nicht weiter untersucht.

Dagegen zeigte das vom Rleisullid getrennte und duivli
Kinengen auf ca. HOO ccm. vom Schwefelwasserstoff befreite
Filtrat der RIleiessigtatl(mg (Niederschlag I ein ganz
anderes Verhallen. Die Reductionsprobe mit Fehlingschei
Losung war negativ, der Ausfall der Phloroglucinprobe und
der Orcinreaclion positiv. Vor Allem aber zeigte die Losung
eine deutliche Linksdrehung entsprechend einem Gehalt von
0,8\/ Traubenzucker. Dieselbe wurde nun nach Zusatz von
d ccm. eoncentrirter Schwefelsaure in der als Autodav dienen-
den Steingulllasche eine Stunde lang auf der Temperatur des
siedenden Wassers gehalten: nach voélligem Erkalten wurde
der Inhalt ausgegossen und nachgespilt. Die schwach gell»
gefarbte Flussigkeit, deren Menge jetzt ca. MO ccm. betrug.
zeigte nun eine Rechtsdrehung von 0,2°/<y auf Traubenzucker
berechnet, entsprechend einem ungefdhren Gehalt von insge
sammt ca. 1,0 g freier Glueuronsdure. Lim* mit Natronhvdrat
alkalisch gemachte Probe reducirte Feh ling sehe Ldsung stark
bei gelinder Warme und zeigte alle Ubrigen Reductionserscheiu-
ungen der (ilucuronsiiure gegen alkalische Wismuth- und Oueek-
silberlésung, redueirte auch ainmoniakalische Silberlésung unier
Spiegelbildung: Orcin- und Phloroglucinreaction waren aussei-
ordentlich stark. 250 ccm. wurden dann zur Darstellung der
p-Rromphenylhydrazinverbindung mit 8 g |>-Rromphenylhydia-
zinacetal behandelt und lieferten unter Einhaltung der friher
beschriebenen Vorsichtsmassregeln etwa 1,1 g HydrazinVer-
bindung vom Schmelzpunkt 202°, die durch Drehungsbestimmunmr
und Stickstollanalyse als Glucuronsaureverbindungbestatigt wurde.
1 0,2 tdrehten itn Deciineterrohr im Pvridinalkoholgemisch —7° 1"

Il. Angewandte Substanz: 0,1770 ».
Erhalten: N-=I1,4 ccm. bei 14° und 75U min.
Gefunden: N =7,5100; bereelinet fir (!,,HITOIN, Br :N —7.:i5 ",
30 ccm, noch restirender, im Autoclaven gespalten* |



Flussigkeit wiiiden zur Bestimmung des Cducuronsuurepaurlings
\eiwendet. Von den d zundchst in Betracht kommenden
gepaarten (ihicuronstiuren, Phenolglucuronsiure, Indoxvlglucu-
ronsaure und Skatoxylghiouronsaure, kommt den beiden letzteren
wahrscheinlich eine Beductionsfahigkeit zu, da zu Folge der
Versuche von Hoppe-Seyler und Mes lerl) der Harn nach
Zufuhr \on Indol mal Skatol starker reducirt, wahrend clie
Blienolglucuronsiiure, wie Kiulz-) lestgestejlt bat, keine redu-
cirenden Eigenschalten bat. Nachdem min unsere Losung vor
der Spaltung alkalische Kupferldsung nicht reducirt batte, war
cs von vornherein wahrscheinlich, dass es sich um Thenol-
gliK uronsaiue handeln wuirde. | m dies zu entscheiden, wurde
die Flussigkeit aus einem Kkleinen Siedekolben der Destillation
iintorworlen. Das larblose Destillat zeigte nun in der That
starke Phenol roa< ion;* es gab mit Bromwasser einen
dichten Niederschlag und farbte sich mit Bromkalk und
Ammoniak lobhalt blaugrin. Dagegen liess sich weder Indoxvl
noch Skatoxyl nachweisen. Durch diesen Befund war also das
Vorhandensein- von Phenolgliicuronséure im normalen Harn mit
Sicherheit bewiesen.

Der gleichen Proeedur wurde nun die letzle der Blei-
[iilluiigen, der Bleiess igammoniakniederschlag, unter-
worfen. Das nach Trennung von Schwefelblei zur Entfernung
des Schwelelwasserstolfs auf 255 ccm. eingeengte Filtrat zeigte
eine Linksdrehung von 0,150,0, gab eine schwache Phloro-
glicin- und Orcinreaction und reducirte Fehlingsohe L&sung
in geringem tirade. Nach Zusatz von 2,5 ccm. coneentrirter
NSO, wurde die Flussigkeit alsdann eine Stunde lang in der
Diuokllasche am 100° erhalten. Nach dem Erkalten war die
Linksdrehung verschwunden, und die FIlussigkeit zeigte jetzt
>larke Orein- und Phloroglucinreaetion, sowie deutliche Re-
dactionswirkung gegen Fehling'sche Losung. Nach noeh-
"'uligem Erhitzen im Autoclaven auf 100° wahrend einer Stunde

1 Hoppe-Seyler, Zeitsehr. f.physiol. Cltem., lid. VII, 1882/1883;
NI '-~ter. Zeitschr, f. physiol. Chem., Bd; XII. 1888.

- K. Kulz, PHger's Archiv. HO. 485.
* Phenol als Sammelbegrill fir Phenol und Kresol.
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z(iil> die- zuvor inactive Flussigkeit eine minimale Rechts-
drehimg: doch wurde wegen ihrer Kleinheit vom Darstellungs-
versuch der Rromphenylhydrazinverhindung von vornherein Ab-
stund genommen. Die Anwesenheit einer gepaarten Glucuron
saure im urspringlichen Rleiessigammoniak-Niederschlag war
nach erfolgter Spaltung durch den positiven Ausfall aller Keac-
tionen (ler freien Glucuronsaure ausser Zweifel gesetzt, umsomehr,
da wir in der gespaltenen Flussigkeit nun ohne Schwierigkeit
die alkoholische Gomponentc erkennen konnten. Rei der .laffé-
s<hen und der Obermayersehen Indikanprobe zeigte ndmlich
unsere Flissigkeit eine ausgesprochene Blau- bis Violettfarbung,
so dass es wohl zweifellos ist, dass die in den Bleiessigainmoniak-
Niederschlag tbergehende linksdrehende Substanz des normalen
llarns Ind<»xylgluciironsdUre, hezw. Skatoxylglucurohsaure ist
Fine Gntcrseheidung zwischen diesen beiden I&sst sich aber
durch die gewohnlichen Proben nicht herbeiftihren.

Was schliesslich die Quantitat der im normalen Harn
vorkommenden Gliicuronsdure anlangt, so kann hier, wenn auch
nur in ganz approximativer Weise, aus der Grosse der Rechts-
drehung nach erfolgter Spaltung auf die Menge der vorhandenen
(ilucuronsaure geschlossen werden, da die im normalen Harn
in Betracht kommenden Paarlinge, Phenol, Indoxyl, Skatoxvl,
keine optische Aefivitdt besitzen.

Der Gehalt (ler ausder Bleiessiglallung (Phenolglucumn-
saure) nach Spaltung erhaltenen Losung an Glucuronsdure
betrug ea. 1,9 g. Rechnet man hierzu die geringe Menge
(ilucuronsdure, die aus der Bleiessig-NII3-Fallung erhéltlich
ist, so kann rund ihre Gesummtmenge zu 2 g angenommen
werden. In 50 Liter = 50000 ccm. sind also ca. 2 g. in
100 ccm. demnach 0.00i g Glucuronsiure. Diese Zahl bleibt
selbstverstandlich hinter dem wahren Werth zurtick, da einmal
im  Verlauf der mannigfachen Operationen Kkleine Verluste
unvermeidlich sind, hauptsachlich aber, weil man bei der
Spaltung der betreffenden Glueuronsiuren es nicht in der Hand
hat, die gesammle Glucuronsaure zu erhalten.

O Ks ist sein- schwor, ein Optimum in der spaltenden Wirkun.
der Schwefelsaure zu erzielen, da die Glucuronsaure in dem Maass. wir

sie gebildet, durch die Saure zum fheil wieder zersetzt wird.



his liegt nun in dur Litteratur eine Angabe Uber den
muthmasslichen Gehalt dus Harns un Glucuronstureverhindungen
vor. (i. du Cbalmotl)2gewann bei der Destillation des
Abdampfriickstandes von 200 ccm. normalen Harns mit HCI
¢a. 0.020 g Purfurol. Unter der Annahme, dass allein Glii-
curonsaureverbindungen die furfurolgebenden Substanzen ge-
wesen. wirde diese Menge nach de (dial mot etwa 0.02 ¢
Glueuronsaure in 100 eem. Harn entsprechen. Spéter zeigten
alur Mann und lollens,-) dass de Chalmot die Menge des
aus Glueuronsgure abspaltbaren Furfurols fast 3mal zu gross
angenommen (40,0ft/o gegen 17,27 n).  Unter Hercksiebtiguhg
<lieser Tliatsaehe reducirt sien der Werth von Cbalmot auf
ea. 0,007 g, der angesichts der erwéahnten Fehlerquellen mit
unserer Zahl in angendherter I'ebereinstiniinung stellt, zumal
lkei de Cbalmot s Hestimmung noch andere Harnhcstandtheile
- stets vorhandene Zuckerspuren, thierisches Gummi etc. —
al> lurlurolbildend in Hetracht kommen.

Wenn wir die Resultate unserer Untersuchung zusammen-
lassen, so konnen wir sagen:

|. Durch die Spaltung mit Sdure und die Darstellung der
p-RromphenylhydrazinVerbindung lasst sieb der Nachweis von
Glueuronsdure im Harn in einwandslreier Weise erbringen.
Allerdings ist die Darstellung der p-Bromphenylhydrazinver-
hindung nur moglich, wenn der Harn erheblichere Mengen
gepaarter Glucuronsauren enthélt. Fir den gewohnlichen
klinischen Nachweis wird meistens die einfache Satirespaltung
mit dem positiven Auslall der Orcinprobe geniigen.

Il. Durch vorliegende Untersuchung ist zum ersten Male
der Beweis erbracht worden, dass die Glueuronséaure in ge-
paarter Form ein normaler Hurnbestandtheil ist, und zwar ist
hc in demselben — insoweit die Frage nach der Natur der
Haarlinge im Rahmen der vorstehenden Versuche ihre Krle-
digung gefunden hat  grosstentheiis an Phénol, zum kleineren
iheil an Indoxyl, bezw. Skatoxyl gebunden.

I 0. de r.halmot. Per. d. deutsch ehern. Osedlsr!,.. 25. 2571
2 Mann und Tolleus. Ann. d. Ohorn.. 290. 1511.



