Quantitative Bestimmung egepaarter Glukuronsauren. i

IX. Mitteilung Uber Glukuronsaure.

Von
Carl Neuberg und Wilhelm Neimann.

(AUS dCm | h,imisChen Laboratoriun» ,his pathologischen Institut* der Universitat Hcrlim,
(Uor Liodaktion /.ugpgaugei) am l«. Ke.hriar litO4.)

Die tluailtitativo Bestimmung der (ilukuronsiime.
die fir eine groRBe Reihe von physiologischen Fragen von be-
sonderem Werte ware, ist bisher ein ungeltstes Problem. Die
Darstellung der Rroinphenylhydraz inverb indung?2) gestatte!
zwar die Ermittelung von Minimaiwerten, jedoch gelingt die
Lberlihrung in diese Verbindung keineswegs quantitativ. Die
Hauptschwierigkeiten aber, die sich einer quantitativen Re
stunmung der Glukuronsdure entgegenstellen, haben ihre lU-
sache in ganz anderen Verhaltnissen.

Da sich die Glukuronsaure in Naturprodukten niemals frei,
sondern stets in gebundener Form findet, so mufl} eine Los-
I6sung aus der gepaarten Verbindung jeder weiteren Prozedur
voraufgehen. Diese wird nun durch Erhitzen allein, mit Sauren
bei .100°, oder unter Druck vorgenommen. Hierbei kommt es
stets in mehr oder minder erheblichem MaRe zu einer Spaltung
in Kohlensadure und Furfuroll)
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y Vorgetragen in der Sitzung der Deutschen chemischen Gesell
schaft vom 25. Januar 1904.

S. 23U5j(1899)eUberg’ ™ <™ Deulsdlin *!«?«m Qeseltsch., Bd XXXJI.

_ ) Bekanntlich haben Totlens und seine Mitarbeiter (Ber der
1? Gese"'sch" 1)d- XXV, & 2569, und Annalen der Chenue,

W VTV W CCX<!' s' 156 chO auf II'" Heslimmuri" de,
rurfurols ein Verfahren zur quantitativen Kriniutan« des fentusehgehalte»
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FUr cine rationelle Kestimmungsmetbode ist es demnach Vor-
bedingung. diese Fakturen zu vermeiden. Das kann am besten
geschehen, indem man die Klukuronsaure, in dem Mahe wie
sie aus «ler gepaarten Verbindung abgespalten wird, in eine
imcmplindlielic Substanz Uberfihrt.

Fine allgemein gulltige LOsung dieser Aufgabe ist durch
die vorliegenden ljitersuehungen nicht erreicht wurden. Allein
das erwahnte Ziel laRt sieh Tir eine Keilte von Verbindungen
Fheitolglukuronsaure Und dire Homologem, deren (juantitative
Bestimmung von klinischen (iesiehtspunkten aus von besonderer
Wichtigkeit isl, aut folgendes |‘rinzip grinden:

| »ekanntlieh hat ThierTelderu gefunden, daR Klukuron-
saure durch verdinnte Salpetersaure oder glatter durch Krom-
wasser zu d-Ziu kersaure oxydiert wird. Diese ist nun eine
sehr bestdndige Verbindung, fir die sich eilte gaitze Keilte von
Kestiinmungsmi‘thuden ergibt. Hydrolysiert man also gepaarte
tiukuronsauren durch Erhitzen mit (‘in- bis dreiprozentiger Krone
wass(‘rstnlVsaui(* bei (legenwart von Drum im geschlossenen
Kuhre b(‘i ca. Ilut)0, so erreicht man, dal} die (ilukuronsaure
in digit Krade, wie sie aus der gebundenen Form in die freie
ubergeht, zu Zuckersture oxydiert wird. Dieser VVorgang voll-
zieht sieh nun einigermal’en quantitativ nur bei der Phenol-
glukuronsaure, ist w(*niger vollstandig bei der Meutliulglukurnn-
saure und versagt vollig aus unbekannten Grinden bei der
Fu.xanthinsaure und Frochluralsdure. Die Abscheidung der
Zuekersaure erfolgt nach meinen Erfahrungen am besten in
Form ihrer basischen KaryuniVerbindung, welche dann in das
Silbersalz*) Ag. OOK—(CHOH)}—COO. Ag verwandelt wird.

gegr'findet; laut dieses auch auf die gepaarten Glukuronsauren auszudehnen
versucht. Ks hat sich jedoch gezeigt, (lak die gepaarten Glukun» nsiuren
hei der Sabsauredestillation wechselnde und durchaus nicht die. theore-
tischen Mengen Furlurol ergeben; Hinzu kémmt, da unter physiologischen
Bedingungen der gepaarten Glukironsauren sich fast, stets in Gesellschaft
von Pcntosaneh und Xucleoproteiden. deren gesonderte Bestimmung bisher
nicht moglich ist. vorlinden.;
i M It. Thierfelder. Ber. d. Deutsch, client. («es.. Bd. XIX. S. 314S.
o Tollens und Gans. Ber. d. Deutsch, ehern. Ges., Bd. XXI,
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_ Der Vorteil dieses Verfahrens, dessen Prinzip sich unter
Variierung der Bedingungen auch auf andere Glukuronsaure-
verbindungen Ubertragen lassen wird, ist der, dal} Pentosen
und pentosehaltige Produkte die Ausfihrung desselben nicht
storen, indem jene Verbindungen, soweit sie Uberhaupt ange-
griffen werden, hochstens in die Monokarbonsdure der Funf-
kohlenstoffzucker Ubergehen, welche durch Baryt nicht geféllt
werden. Da nun die im Harn normalerweisel) auftretcnden
Glukuronsdureverbindungen der Phenolreihe angeboren, so
ist fur diese physiologisch wichtigste Klasse der gepaarten
Glukuronsauren eine quantitative Bestimmungsmethode von hin-

reichender Genauigkeit gegeben.

| m die in den gepaarten Glukuronsiduren vorhandene
Glukuronsaure in dit; fir die quantitative Bestimmung geeignete
d-Zuckersaure udberzufihren, mul}, wie friher auseinander
gesetzt worden ist, ihre Abspaltung und Oxydation gleichzeitig
erfolgen. Dit» praktische Ausfuhrung theses Prinzips gestaltet
sich folgendermalien :

t,8o0 g Phenolglukunmsdure werden in einem Kinschluf3-
rohr mit 6() ccm R'Voiger Bromwasserstoffsaure (bergoss.cn
untl nach Zusatz von 2 ccm Brom drei Stunden lang im
siedenden Wasserbade erhitzt. Nach dem Offnen des vollig
erkalteten Bohres wird der Inhalt in eine Porzellanschale ent-
leert und die durch Nachwaschen auf ca. 100—120 ccm an-
gewachsene Losung auf dem Wasserbade vom Brom befreit,
wobei man gleichzeitig auf etwa 20 ccm einengt. Nach Filtration
von zum Teil 0lig ausgeschiedenen Bromphenolen wird die

zuvor abermals, und zwar auf etwa 5 ccm, konzentrierte
Fllssigkeit mit einer heill gesattigten L&sung von Barytwasser
bis zur deutlich alkalischen Reaktion versetzt und wiederum

auf ca. 20 ccm eingedampft. Die flockige, leicht filtrierbare
Ausscheidung von basischem zuckersauren Baryt Wird sodann

') Vergl. Neuberg u. Mayer. Diese Zeitschrift, Bd. XXIX, S. 256.
Uoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIV. <
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wasser bis zum Verschwinden der Halogenreaktion ausge-
waschen. Nun durchstofit man das Filter, spritzt den Nieder-
schlag in ein Kolbchen und kocht ihn einige Zeit mit einer
gesattigten Losung von Ammonkarbonat unter Zusatz von etwas
Ammoniak. Nach elwa einhafbstindigem Frwarmen filtriert man
vom lktryumkarhonat ah imd verdunstetdas Filtrat in einer
thichen Rorzellanschale auf dein Wasserbade. Den restierenden
Sirup iiinun! man milWasser auf und dampft dieses noch einmal
ab. wonach in '-der lieget die fluchtigen Ammonverbindungen
bereits entlernt sind. Die auf etwa R— ccm eingeengte Flissig-
keit wird sodann mit konzentrierter Silbernitratldsung geféllt
und Mach ofterem Durchrihren sowie zweistiindigem Stehen im
Dunkeln in einem gewogenen Goochtiegel ahtiltriert. wobei man
zur Vermeidung von Verlusten zunachst die Mutterlauge zum
Nachspllen verwendet und schlieRBlich mit 6(  igem, dann mit
Ub0,« igem Alkohol auswascht: das ausgeschiedene Silhersalz
wird iin Vacuuniexsikkatiii® bis zur (iewiclitsk()nslaiiz getrocknet.
Lei' richtig geleiteter Operation mufl3 es rein weild sein oder
darf bdctistens einen schwach violetten Schimmer besitzen. So
wurden LUUf)2 g zuekersaures Silber isoliert, was einer Aus-
beule von Ui Uh0 o entspricht

Fm weniger gunstiges Resultat lieferte die Anwendung
desselben Verfalireus auf die Fuxa nthinsaure. Zunachst tnuf3
man hier die Menge des Broms erhohen, da (lurch Bromierung
des Fuxantlumicstcs nicht Halogen genug zur Oxydation der
ahgespaltenen Rhiktironsaure vorhanden ist Die im (brigen
gleich behandelte, von den schon kanariengelb geféarbten
Bromsu bst il ul ionspi odukt en des Fu.Vaut bons abiiltrierte
Flussigkeit ergab bei den verschiedenen Versuchen nur 60—70%
der theoretischen Menge an zuckersaurein Silber.

Bei Anwendung desselben Verfahrens auf Urochtoral-
saure (in Form des Natriumsalzes) wurden my»erklarlicher-
weise Uberhaupt nur geringe Mengen des Baryumsalzes und nur
Spuren der Silherverbindungen erhalten.

WV ar somit flr die gepaarten (Jlukuronsauren der Phenol-
reibedie prinzipielle Brauchbarkeit der Methode ermittelt, so
Handelte es sieb nun darum, die gewonnenen Erfahrungen fir
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die Harnanalyse nutzbar zu machen, da hier die Gegenwart
zahlreicher Substanzen, wie z. li. von Phosphaten und Sulfaten

storend wirkt. ’
Von den verschiedenen Methoden, welche sieh fir die
Entfernung der gedachten stérenden Substanzen boten, erwies
sich schlielBlich das folgende Verfahren als das geeignetste:
100 ¢ m normaler Harn, in welchem 0,K g I'l.enolgluku-
ronsdure gelost sind, werden bei Wasserbadlemperatur mit
gesattigtem I»arylwasser bis zur Ausfullung versetzt, filtriert
und durch Einleiten von Kohlensdure vom uberschissigen liaryt
befreit. Das hiltrat dampft man, unbekiimmert um etwa spéten;
Ausscheidungen, auf dem Wasserbade auf etwa O-tt ecu ein
und fullt den noch warmen Rickstand; bevor Kristallisation
erlolgt, durch einen Trichter mit langem Ansatz in ein weites
SchieBrohr ein, wobei man zum Nachspilen gleich die erfor-
derlichen ;>0 ccm lirotmvasserslollséiire von [{/, verwendet
Nach volligem Erkalten fillt man durch den Trichter, der na-
tiirlich nicht in die Flussigkeit eintauchen darf, 2 ccm Brom
ein und schmilzt das Rohr zu. Das Erhitzen und die weitere
Behandlung erlolgt dann in der zuvor angegebenen Weise.
Nach der Spaltung findet man auf dem Hoden des Rohres fast

stets einen Niederschlag von Raryumsulfat, welches durch Ein
Wirkung geloster llarynmsalzc auf die in Freiheit » gesetzte
Schwefelsdure der Alhersulfate entstanden ist; das abgespalleno
rhenol ist fast niemals als kristallisiertes Tribromplienol, sondern
in horm von perbromierlen 6ligen Verbindungen vorhanden.
Aus der Flussigkeit, die auf die beschriebene Art weiter
behandelt wurde, konnten schlieflich 1,2711 g zuckersaures

Silber dargestellt werden, d. j. «()»/,, der auf die angewandte

(ilukuronsaureverbindutig berechneten Menge.
Das erhaltene Silbersalz war frei von Harnsaure, die dem-

nach zuvor ausgefallt sein mulfite und vermutlich in den mit
Ammonkarbonat behandelten Rarytsalzen blieb..

Eine genauere Untersuchung erforderte die Frage, ob das
Verfahren auch bei Gegenwart von viel d&thcrschwelelsauren

«Salzen neben I'henolglukuronsaure anwendbar ist,- eine Mdg-
lichkeit, die bei Karbolharnen sehr leicht vorliegen kann. In



Carl Neuberg und Wilhelm Neimann,

diesem Falle wird namlich bei der gleichzeitigen Spaltung und
Oxydation der gepaarten (ilukuronsdure auch die gepaarte
Schwefelsdure zerlegt, und die in der bromwasserstoffsauren
Losung befindliche Menge von Barytsalzen gentgt nicht zur
Ausfullung der gebildeten Schwefelsdure. Nimmt man nun deren
Fnlterming als Baryumsulfat vor, so ist selbst in der Verdin-
nung eine Mitfillung von zuckersaurem Baryt zu befirchten.
Diese kann man zwar vermeiden, indem man durch reich-
lichen Zusatz von Salz- oder Bromwasserstoffsaure das zucker-
saure Salz in Losung halt: alkalisiert man jedoch nach der
Filtration des Baryumsulfats mit Ammoniak oder Baryt, so fallt
nunmehr das basische Baryumsaecharat nu lit v<llstandig nieder,
da es in groberen Mengen von Baryumehlorid oder-bromidldsuug
etwas 10slich ist oder mit diesen anorganischen Salzen Doppel-
Verbindungen liefert Ks bat sieb indessen gezeigt, «lall die
(»(genwart von viel Athersulfaten gar keine Abweichung von
der zuvor gegebenen Vorschrift nétig macht, da man die in
Freiheit gesetzte» Schwefelsaure ohne weiteres durch Baryt ge-
meinsam mit der Zuckersdure fallen kann. Bei der beschrie-
benen Zerlegung der BarytVerbindungen mit Ammonkarbonat
wird namlich kein oder so wenig Ammousullal gebildet, dal}
eine Verunreinigung des zuekersauren Silbers mit scliwerlds-
liehem Silbersulldt nicht zu konstatieren ist.

Diese Feststellungen wurden in der im folgenden be-
schriebenen Weise an einem Phenolharue vorgenommen; die
analytischen Daten seien im einzelnen mitgeteilt, da sie die
Brauchbarkeit des Verfahrens selbst in komplizierten, klinisch
aber besonders wichtigen Fallen demonstrieren.

Zu <lei) bisherigen Bestimmungen hat synthetisch(
PlieiHdglikdronsiiure gedient, die mi>gli(berw(Mse von der na-
turlichen Verschieden ist. Wenn auch eine solche Differenz,
die nur auf Isomerie beruhen konnte, kaum einen merklichen
I’'nterschied im analytischen Verhalten beider Verbindungen
bedingen wirde, so erschien doch ein Versuch mit dem Natur-
produkte winschenswert. Da kristallisierte naturliche Phenol-

glukuronsaure nicht zur Verfigung stand, so haben wir uns in
gender Weise ge n:
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An einei | ortion llundeham, die nach Verfilleriiig von
10 g Phenol innerhalb von vier Tagen entleert war, wurde
zunéchst in 100 ccm eine quantitative Phenolbestimmung vor-
genommen, und zwar nach der Methode von Neuberg,
welche in allen Féllen anzuwenden ist. bei denen der Harn
Kohlehydrate - reduzierende Zucker- oder Glukuponsaureyor-
bindungen — enthalt.

Die Menge des Phenols betrug in dem ziemlich konzen-
trierten Harne 0,9808 g fur 100 ccm: die Quantitat der Afher-
schwelelsdure in gleichfalls (M) ccm bediel* sieh, berechnet als
SOA. auf 0,3282 g. r

Diese Menge S()3 vermag nun 0.3805 g Phenol zu binden.?)

Da der untersuchte Harn frei von Indoxylderivaten war,
und die etwa normalerweise ausgeschiedene Quantitat Kresol
gegen die gesteigerte Phenolmenge verschwindet, kann inan
annehmen, dal} der liest von (0,9808-0,3855 g =-) 0,5953 g
Phenol an Glukuronséure geknipft ist; legt man bei der Herech-
nung3) fir* diese Phenolglukuronsidure die Formel der synthe-
tischen Saure Cj2HuO7 zugrunde, so ergibt sich, da3 in 100 ccm
1,2285 g Glukuronsdure in gebundener Form vorhanden sein
mussen.

Die quantitative Glukuronsdurebestimmung wurde nur an
o()ccm dies(*s Harns vorgenommen . gefunden wurden 1,2153 g
d-zuckersaures Silber. Daraus ergibt sich die Menge der. Gluku-
ronsaure in 100 ccm zu 1,1121 g, d. h. in ausreichender IUber-
einstimmung mit dem berechneten Werte.

') Hieso Zeitschrift. Bd. XXVII. S. 123 (1899).

"S(\/T Cells-Oll  G,I5+0 80,11, d. tu 80 g S()3 entsprechen
34 g Phenol. ”

) GHUO+ OH  t<«lll0()7 11,0 -j- OeHY(CoHE)O7, d. h. 1)4 g Phenol
hinden 194 g Glukuronséure



