Die quantitative Bestimmung der B-Oxybuttersaure im Harne.
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Von allen bis jetzt bekannten Methoden zur Gestiimnnng
<ki B-Ox\huftersiiure wird keine «len Anforderungen gerecht

die man an sie stellen muss. I’'mstandliebkeil und Mangel an
Genauigkeit sind ihre Hauptleb ler.

Die neueste Methode, die von Gergell angegeben ist,l)
ist zwar ziemlich einfach, alter sie hisst, chens< wie evcrschie-
dent* &ltere Bestimmungen, auf der filtersuohnng der Janks-
drehung der B-Oxybuttersiinre. Die iNdarisalionsmethode kann
aber, abgesehen von anderen Mangeln, schon deshalb nicht
ganz zuverlassig sein, weil die liegenwart noch .anderer drehender
Substanzen im diabetischen Harne nicht ausgeschlossen ist.

Ich bemuhte mich. auf Veranlassung von Herrn. fYofcssor
H* Grauer, eine Gestimmungsmethode zu linden, die, hei
grosser Genauigkeit, so einfach ist, dass si<“ohne grosse Hiuills-
mittel von jedem Arzte ausgelihrl werden kann.

Ks ist mir eine angenehme |‘||j,.]I1?i|m.n h,»essor
Grauer auch an dieser Stelle fur die grosse Liebenswirdig-
keit zu danken, mit der er mich in jetler Weise hei der Aus-
liihrung dieser Arbeit unterstitzte.

Nach verschiedenen fehlgcsehlagcnon Versuchen kam uh
zu der rehiMzengung, dass es am besten sei, wenn mudich
von der Gestimmiing der Oxvbut terstiure. als solder, ahzuH-hen
w[fl s,e 11 «W Substanz von besseren Kigenseha
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Zufuhren.  Kim* derartige» Verbindung ist die Crolonsdiire. die
durch Wasserabspaltuug ans der [-Oxybuttcrstuiurc entsteht:
nicimii.cii/.unii ”~ cilen  ciicooii t ty$

itiese Ili‘action ist selam-vor langerer Zeit zum qualita-
liven Nachweis der Oxylmtlersdiire benutzt worden: zuerst
wohl von Kilz, der den eingedamprten Harn mit concentrirlcr
Schwefelsaure destillirte.  Zu (juanlitaliven Zwecken ist die
Kencline nie benutzt' worden, sei es, dass man dies von vorn-
herein als unmoglich betrachtete, sei es. dass llichtige Ver-
suche schlechte He.suila.te ergaben.

Zum (jualitaliven Nachweis eignet sieh die rebcrluhrung
in C.rotonstiure in hohem (irate. Die Angabe von Magnus-
Hevy.l) «lass bei der | eberliilirimg der R-Oxybullersaure in
(.rolouséurc die letztere - hdutig sien nicht kryslaliisiri gewinnen
lind somit nicht identilieiren lasst , kann nicht als richtig an-
erkannt werden. Hei der Destillation von Harn mit Schwefel-
saure gehen ja allerdings, ausser Crotonslurc, einige andere
Héachlige Substanzen mit dber, z. H p-Kresol. Die Menge
dieser Verunreinigungen ist jedoch meist so gering, dass es
geniigt, die Substanz aut Thon dbzupressen, um die Croton-
saure am Schmelzpunkt zu erkennen. Wenn sehr wenig Croton*
saure vorhanden ist, lost man dieselbe in Wasser, wobei die
\ erunreiuigiingen iKrcsol, Salicylsiure etc.® Zurtickbleiben, zieht
die Crolonsaiire mil Aether aus und bestimm! nach Verdunsten
des Aethers den Schmelzpunkt.

| m zu erkennen, oh die | inWandlung der B-Uxvbutter-
eignet ist. wurde eingehend das Verhalten der Oxvbuttersiure
hei der Destillation unlersuchl. N&here Angaben linden .sich
bis jetzt nur Uber das \erhallen der Oxyhullerséanre hei der
Destillation in waésseriger Losung.-i  Araki land, dass hierbei
nur eine kleine Menge Crolonsdiire sich bildet und in das
Destillat Ubergebt, und «lass bei zunehmender Concentration
der Lésung, mehr Crolonséiire erhalten wird.
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Ks war ja von vornherein anzuuehrnen, dass (‘int* Iteaetiou,
die auf Wasserabspaltung beruht, in wasserig,* Loésung nieiil
gut verlauten kann.

,cli ""buchte zuerst die Linwirkung von' Wasserdampl
aut R-Oxyb.tlersaure in wasseriger Losung, da hierdber nurli
keim* genauen Angaben zu findén waren.

3-Oxybuttersdure wurd<* in einem Kolben in \Vass«*r ge-
lost. Dureb diese Losung wurde Wasserdampfdundurehgeleilet.
Ks wurden angewandt: 0,011K g Saure von 82.8°/., (ieliall
0,4207 g reim* [3-Oxybutlersaiuv.

Xa< lid(‘in vier Stunden Wasserdampl durel. die wésserige
Loésung hindurebgeleiiet worden war. wurden Oedillal und
Kiekstand mit Natronlaug«* [m X. tilriri.

Im Dostiltat waren zur Sattigung notbig:

2.Sciin Xa<IH 'io X.
Jas +i.N|.n.-I,I 0.0240s - <:,.....,,sliifc. 0.02013 - “KvImii.T.-iiMr.

Im liiVkstmi'l wurden verbraucht;

u7.U (tim XaOli /i, X..
«*nts|pii« |,| +  O.auioi £ 0.\yl*ultcrs:iim*.'

zusammen; (). #1117 .
iingcwand! : 0.;M7 >

Aus diesem Versuch geht; hervor, dass .lie Oxyl.nM».|-
saure durch (lariifiergeleileteli \Vasserdam|,f nur ui can* ge

ringcm .Muasse angegriffen wird. J,vi Anwendung von Uber
litzlem \\ usserdiuupfe ist das Krgebniss lasl dasselbe.

Ich untersuchte daun das Verhallen der |[i-(t.\vhuttersdun
hei der Destillalion mit Schwefelsaure und arbeilcte ini

l.nsnugen, deren (.uiicenlruliun nicht genau bestimml wurdi
und wohl hei jedem Versuche verschieden war. Die Krgeb
"iIsse waren sehr verschieden: liald wurde wenig Crulmtsanr.
un Destillate gefunden, liald erhielten wir die ungewandt.
Menge [3-Oxybuttcrsaure ijuanlilaliv wieder, in Form voi
Lrotonsaiire.

So verschieden auch di<* |résultat<* waren, so war doet
daran zu erkennen, dass die rinwandlimg «ler Oxybuttersatin
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in Grolonsaure unter ganz bestimmten Bedingungen quanti-
tativ verlauft.

I m diese Bedingung kennen zu lernen, stellte ich
leigenden Versuch an:

Séure. enthalt« net 1,05517 g reine R-Oxybuttersaure. wurden
in loo een. 200,Viger Sehwefelsiiure geldst. Ks wurde nun destillirt. das

Destillat in drei Kractinnen anfgefangen und der Gehalt an Cmtonsaure
bestiniint leb arbeitete immer in der Weise, dass ich das Destillat mit
Aelber extraliirie. den Aether abdestillirte. den Huiekstand mit etwas
Wasser autnalim und mit Xatronlauge ‘/iU X titrirte.

Das Ergebnis« des genannten Versuches war folgendes:

Tabelle .
M<iiti<* ilt-s ViTltraurhte .Menge «ler Menge iler entspr
Ilnetimi A .
Oestillalo- XaOll 1 Crotonsaure Oxyluittersanre
!
. ! i I , -m
L OH ccm keine : keine keine
J
1 ‘U
} H.5 ccm 0.0H01 g O.OHfil ¢
Vs
1. . , .
20 11.0 » 0.HV20 ~+ L12D0) »

[
I 1

Vmi 1.0007 g R-Oxybutiersdure wurden also 0,1t>H() g
wieder gefunden.

Mau siebt aus dem Vrersuebe. dass bei Gegenwart von
verdunnter Schwefelsaure.- keilte Grotonsaure gebildet wird,
lass sieb also verdinnte Schwefelsdure in diesem Falle wie
eine verdinnte wasserige Losung verhalt. Erst bei betraebt-
lielter Cnneetitralion ler Schwefelsaure wird .reichlich Wasser
abgespalten hezw. Grotonsdure gebildel.

berner sient man, dass von sehr hoch coneentrirter
Schwelelsiture die R-Oxyhuttersaure zerstort wird: auch als der
Buckstund im Kolben verdinnt wurde, ging keine Spur Croton-
siiure mehr Uber.

Ls ist also nothwendig, mil einer Schwefelsaure von
mittlerer r.oneeiitration zu arbeiten.

Dies gclii alieb aus folgendem Versuche hervor:

1.5007 g einer Sdure, enthaltend 1.2217 g Oxybuttersédure. wurden
ui 100 rein 5«™ -iger Schwefelsdure .{speeilisebcs Gewicht 1.1) geldst.
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% T Lshitirt mtttlis Y)'s'illal U féw & il MMM
<] <lhalt an l.rotnnsnuiv wurde. win oben angegeben. brsliiunit.
Tabelle IlI.
F'raction i Meng-e des VerBranehtc | Menge der Menge der out-pr
Destillates xgon C.rotonsaure Oxytiiittersaure
i ] ar> cem 71 «'in n.oiot; o D7,|SS «
H | 22 325 0.1075 » 0 1290 )

_Vo" ".-il7 g angewtitultti- 3-<txybuttersaure wurden afcc
0.5t)7s g wieder gefunden =. 71,():i"";0.

Diu* Versuch zeigt, dass (lie Bildung der Crnhmséure bei
Anwendung einer Schwefelsaure von elwu 5nwlo (ieluill vor-
zuglich vor sieh gehf, dass aber bei steigender Concentration
der Schwefelsure die. Crotoiisauie zerstort wird. Wie aus
der Tabelle ersichtlich ist, geht die Ihldung der Crolonsaure
sehr schnell vor sich: In den ersten ‘50 ecm des Destillates
sind schon 0.0105 g Crolonsédure enthalten. Sind also kleinere
Menge,, 3-Oxybulterstiuv vorhanden, oder nimmt manCine

grossere Menge Schwefelsdure, so sind leicht richtige Kesultate
zu erreichen, wie z. 11. der folgende Versuch zeigt :

0.*0(.S jr einer Oxybullcrstiurc. culli.dtond 10,7502 g- r<fim> ()\v-
1. nttersiini-,-, wurden in ton «ein Schwefelsdure von dir.. O.-Hall »eliisi
mul «teslilliri.

Zur Sattigung waren ngjliig 7> «tu XaOll + X . [Ul'r ,
trotonsaure = II,7-«<K * U-Oxybutteredure «» !W,S", der a,geWa,,di,n
Saure.

Itdi habe bis jetzt bewiesen, dass die Umwandlung der
R-Oxybuttersdure in Crntonsiurc unter gewissen Bedingungen,
namlich bei Anwendung, einer genigenden Menge' eiwa
>(0a..liger Schwefelsdure. vollstandig <|iiantilativ und leicht
vor sich geht.

Trotzdem ist diese Arbeitsweise fur den Gebrauch nicht
genligend zuverlassig, da bei Gegenwart von zu wenig Schweb'l-
saure das liesultat falsch wird. Auel, wéare es unbequem,

mit grossen Mengen einer ziemlich conccntrirten Schwefelséure
zu arbeiten.
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DiesfT rebelstand wird nun leicht dadurch beseitigt,
dass man miteiner Schwefelsaure von constanter Con-
centration doslillirt. was sieh einfach in der Weise erreichen
lasst, dass man in dem Maasse Wasser in den Destillations-
kollxMt gelangen lasst, als solches &abdestillirt. Hei dieser Ar-
beitsweise sind Substanzverluste ausgeschlossen.

Aus folgendem Versuche ist ersichtlich, wie viel Zeit
nothig ist, um eine bestimmte Menge [(-Oxybuttersaure in
Crotonsdure umzuwandeln und zu destilliren.

ajo,-.") g einer Situr.*, enthaltend 2.57K» g reine R-Oxybuttersaure,

wurden in LiOicm 00 ' dger Schwefelsaure gelist und destillirt. Das
Destillat wurde in I'ractioneu aufgetdngen und bestimmt.

Tabelle IlI.
‘ Dater Menge
L farimn | Destillation  les Destillates ~ Menge der XaOH
) [
L 20 Minuten | > ccm dl).5 ccm
I. go . >0 1 MM) ¥
1. (t no » SO0
V. *i0 » ihn S »
2 Stunden 2HU ccm 2 MM) ccm

Die verbrauchten 210 ccm Naull | 10 N. entsprechen
2.11.)0 g (.rotoiisdure == 2.00 g R-Oxybuttersdure — 99.01<\o
tier angewandten Substanz.

Wie die lalteile zeigt, geht die Destillation sehr gleich-
niassig vor sich. In (‘*hier Stunde konnen bei massigem Er-
hitzen etwa 1,2;) g Oxybuttersaure in Crotonsdure umgewandelt
und destillirt werden.

Es ist noch zu beachten, dass bei der Destillation von
diabetischem Harn mit Schwefelsdure kleine Mengen anderer
Substanzen, ausser Crotonsaure, Uubergehen. Es kommen in
betracht . p-Kresol. Salicylsaure und Fettsauren. Die Mengen
dieser Korper, die bei der Destillation mit Schwefelsdure Uber-
geben. sind im Allgemeinen so gering, dass sie das Resultat
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der Bestimmung der Oxvimltersdure kaum beeinllussen [Sei

der iHwUnalioii von Kl» ccm normalem Harn nul .Schwefel-
saure erhielt ich eine geringe .Menge Substanz. Hie 0,5 ccm
NaOIll ' i» X. zur Séattigung brauchte. liei der Destillation
eines sehr stark diabetischen Harnes erhielt ich eine ganz
reine (.rotonsdure, die ohne Weiteres genau den riehtigen
Solimelzjmnkt z<"irl<»,

| m hei der Bestimmung der (txybultersaurc bezw. Croton-
saure jeden Kehler zu vermeiden, verfahrt man am besten in
der tt eise, dass man nach Verdunsten des Aethers kurze Zeit

auf dein Sundbade hei etwa Io6te' erhitzt, wobei etwa vor-
handene Fettsduren sieh verlliichligcn. Nach dem Krkallen

nimmt man mit Wasser auf- wobei die Crolonséiire sieh 16st
und \ erunreinigungen, wie z. Il. Kresol, ungel6st Weihen.

Aus diesen rnleisuehungen ergibt sich folgende .Methode
lur die He<timmun<r der RB-Oxyl»iilters;iure:

I»» cem des ZU ui,lersuel,enden Harnes werden mit
Xalnuineaibonat schwach alkaliseh gemacht und auf dem
W asserbad," bis fast zur Trockne eilig,'/dampft. Der litickstand
and mit 1)1 2(» eein .Schwefelsdure von 5» 55" . (iehalt
an H_,SO,, in einen Kolben von | Idler Inhalt gespilt der mit

'mmein doppelt durchbohrten Guministopleu verseht,,.-,.,, wird
Dieser ist ,,ul einem gebogenen Glasrohr mit Kuhler und einem

Ir..pll,«-lit,r versehen. Man erhitzt nun Anfangs vorsichtig
mH Kkleiner Flamme, um das Aufsehdumen der Flissigkeit zu
vermeiden, dann kraftig und lasst aus dem Tmplirichter in
dem Muasse Wasser znlroplen. als dieses abdestillirl. Mail
erhitzt so lange, bis etwa du» -550 cm 'Flissigkeit iiber-
gegangen sind, was in 2-2' a Stunden geschehen ist,.

Das Destillat wird 2-3 Mal mit Aether ausgesehiltelt
lind der Aether ahdeslilirl. Man erhitzt nun einige Minuten

auf dem Sandbnde auf DiO", um etwa vorhandene Fettsauren

zu vertreiben, lost nach dem Krkallen in 50 ,em Wasser .
filtnrf von ungel6sten Substanzen ab und wascht niif etwas

Wasser nach. Man tilrirt nun die wasserige l.isnng der
Crotniisdure mit Natronlauge X., mit KheuoMUaleju als

Indicator.
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|00 ccni NaOll 1zi» N. entsprechen 0,80 £ Crotonsuure.
(Irotonsadre mal 1,21 ™ Oxvbuttersaure.

\\ ie meine zahlreichen Versuche zeigten, gibt diese Me-
thode in allen Fallen sehr gute Resultate. Fs seien hier nur
einige Bestimmungen angeflhrt.

Ich benutzte eine R-Oxybuttersiiure, die ich theils seihst
nach dem Verfahren von Wisiicenus M darstellte, theils von
.'Merck-bezog.'

I. loc i iii normaler Harn wurden mil n.UulO g Siiure versetzt, ent-
hallemi nacli Analyst e.>0{< g rein»* Oxvbuttersaure. alkalisch .gemacht,
eingedamptl. mil Go" rig»-r Schwefelsiure | /e Stunden »lestillirt. »*te. etc.

I's wurden verbraucht (K ccm NaOll Vi« X.. entsprechen»! O.it iK g
Cr.[».nsdin<*  n,fxullf'g R-Oxybulleisaiw' -=u

-« |CO ccm normaler Harn wurden mit |:»i*t2 g Sdure, enthaltend
[.-1JSg g Oxyhulters.iiu'e. versetzt und wie- »dien beliandell.

I.s wurden verbraucht 10S ccm XaOH Vio X.. entsprechend 0.02KX g
Orotonsdmv  LtL"» g n.\ybullersdure w

Im ' " in normaler Harn wurden mit I.:i:»IO g Séui;e. enthaltend
11**11 - Oxybultersé.ure. versetyt und wie oben behandelt.
I's wurden verbraucht 1Ow rcm XaOll */«o X.. entsprechend O.WT4 g;

Croloiis-iiu-e 4 LLOU7S - Oxybulteisaure = «»lj.70">
Dass Zucker den Rang der Bestimmung nicht stort, zeigt
folgender Versuch:

. MH» rem normaler Harn wimlen mit 10 g Traubenzucker und
Os.iJ» g Siinn*, ‘enthaltend o0.0lSd g Oxybutlersaure. versetzt und wie
obeli behandelt.

I's wurden verbraucht 70.*i »ein XaOll \t» X., entsprechend 0.000dg
<rotms;iur«’ -- 0./>»(> g Oxybutlersaure

I Liebig’s Annalen. MO. (0.



