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A. Vorkommen und Eigenschaften der Urikase. 

1. l;in}l'itun:r. 

Die "t'ntersuchung d('r f('rm('ntativen Spaltung d('r Harnsäure, 
der "Crikolyse, bietE>t nach zwei Richtungen hin Aufgaben. So ist die 
Frage nicht entschieden, ob ein fermentativer Harnsäureabbau nur 
durch tierische, nicht auch durch mensehliche Gewebe erziel bar ist. 
Des weiteren ist die Art bzw. der \\'('g, in der Harnsäure durch tierische 
"Crikase abgebaut wird, nahezu unbekannt. 

In der vorliegenden l'ntcrsuchungsreihc wird bpiden Fragen nach· 
gpgangpn. Es sei als we"entIiehes Ergebnis vorwpggenommpn, daß es 
nicht möglich war, in verschiedenartigcn mem;chlicllPn Geweben bzw. 
in Kombinationen derselbpn urikolytischps F('rmeut nachzuweisen. 
Die"e Bdunde sprpchpn gegen einp lirikolyst' im menschlichen Körppr. 

Dip l'rikolysp durch Vrikase aus ti(>rischpn Gewebpn wurde studiprt; 
ihre BE'dingungE'n ( .. , ktiviE'rung, HE'mmlwgE'n u"w.) w1ll'den dargestellt . 
. ·\uch Beispiele für die viplleicht ähnliche Harnsäurespaltung d1ll'ch 
SchwE'rmptalIionen werdE'n gegE'hpn. 

Dps wE'iterE'n wird gezpigt, daß E'S möglich i:4, VrikasE' wpitgplll'nd 
zu reinigE'n. }Iit gerpinigkn PräparatE'n wird Harnsäure quantitativ 
aufgE'spaltE'll. Die ohne wpitere ehE'mischE' EingriffE' gewonnenen 
Spaltprodukte wE'nkn dargesü'lIt und quantitativ bestimmt. EH 
gplingt, zu E'iner Darstellung dE'r EndproduktE' (kr fernwntativE'n 
Harnsä1ll'eoxydation und zu pillem Bilde des Oxydationsweges d1ll'ch 
daR FE'rmcnt zu gelangen. 

H. :Uethodik. 

1. (le?!"i'/l1!1111i/ des Euzilll/lI/lItel'if/ls. 

Ab "Fpl'lnentllwtel'ial wunle Troekl'lll'ldYt'r aus til'ri,;dlPIl OrgHIlt'1l 
angewandt. Es wlIl'll" für fa,;t allp Yp1'';ll<'hp übe\' l'l'ikase Tl'Oekplll'ul"llr 
au~ ~ehweillPlebcr "orwelHlot. Bei \'erwolldullg Hndel'('r Orgam' war 
dip Yerarbcitung gleiehartig. Es wunlcll stets "ollkonlllwll ,;ehlaeht· 
frischp Organe )wnutzt. Die:;e wurden gPlIlüß der ::\Icthode VOll lI'illstätter 
und TVald8chmidt·Leitz (1) zur Her,.;tellung yon Orgalltroekelll'ulnwn "lH·· 

arbeitot. Außer dem TroekenJ'uh'er sP)h,;t wurt!l'll !luch Extrakte ab 
Fpl'I1WIÜpräpurat nngcwmldet. Die Extl'Hkte wurden dureh BdlHlldlung 
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des Trockenpulvers mit physiologischer Kochsalzlösung hergestellt. Hierzu 
wurde Organpulver mit physiologischer Kochsalzlösung 1 /~ Stunde bei 37° 
digeriert und filtriert. Es wurden Extrakte entsprechend 300 bis 2000 mg 
Leberpulver pro 10 ccm Lösung verwendet. Die stark eiweißhaitigen 
Rohextrakte wurden Htets nur frisch nach Bereitung gebraucht. Außer 
diesen bei den Fermentformen kamen auch gereinigte Fermentpräparate 
(Eluate I und J]) zur Anwendung, worauf später eingegangen wird. 

2. Permentansatz. 

Zur Spaltung wurde Harm;äure, gelöst ab Lithiumurat, verwendet. 
E" wurden für die üblichen AnHätze 20 mg Harnsäure (entsprechend 20 ccm 
eincr Harnsäurelösung von 1 g HarnHäure + (J,{) g Lithiumcarbonat zu 
1000 cem) angewendet. Die Harnsäurelöenmg wird mit n/1O NaOH bzw. 
n/ lOH ('1 nahezu auf den für die Spaltung gewünschten IJH gebracht und 
die Azidität dann genau durch Zugabe von Boratpuffer 0.2 molar der ge· 
wünsehten Azidität eingestellt. Für 20 mg Harnsäure werden 10 ceIll 
Boratpuffer 0.2 molar verwendet. 

Für eine Reihe von Versuchen ist es notwendig. im ungepufferten 
System zu arbeiten; da bei fehlender Pufferung die Ansätze durch Ent­
wicklung von (' O2 hzw. eines sauer reagierenden ZwisehenpI"Oduktes deutlich 
sauer werden. ist es zlIr Aufrechterhaltung gleieher Spaltazidität notwendig, 
die Ansätze fortlaufend dureh Lauge abzustumpfen. 

Ab Ferment wird Troekenpulver bzw. Extrakt oder Eluat zum Ansatz 
gefügt. Zur AufsJlaltung von 20 mg Harnsäure in 24 Stunden bei Oz-Durch­
strömung werden etwa :WO mg ::-lchweinelebertrockenplliver bzw. 10 eem 
eines Extraktes von {}(JO mg in 10 cem benötigt. An Stelle dm Extrakte 
können auch gen,inigte l'rikaselösungen angewendet werden. Nach Fennent­
zugabe wird der Ansatz auf ein hestimmtes Volumen (70 ccm) gebracht und 
mit. einigen Tropfen Toluol versetzt. Als Ansatzgefäße eignen sich am 
besten Meßzylinder. Die Spaltung geht bei 37° im Thermostaten vor sich. 
Bei Anwendung von Trockenplliver oder Extrakt geht die Spaltung 
ohne Sauerstoffdllrehströmung vor sich. doch wird sie durch dieseihe 
beschleunigt. Bei Anwendung gereinigter Präparate ist fast immer Oz-Durch­
strömung notwendig. Hierz~ wird ein ::\Iel.lzylinder mit doppelt dUl'ch­
bohrtmn Stopfen mit langem Ein- und kurzem Ableitllngsrohr versehen. 
Der Sauerstoff wird aus einer Bombe entnommen und vor Eintritt in dm; 
H,eaktionsgefäß mit Xatronlauge gewaschen. Die Durchströmungsgeschwin­
digkeit, beträgt, eine bis drei Blasen pro ::-lekunde. 

Für die Abnahmen während der Fermentspaltung werden dem Ansatz 
in bestimmten Zeitahschnitten naeh sorgfältiger Durehmisehung aliquote 
M.engen (z. B. 7 flcm) entnommen. Die Xullabnahrne erfolgt entweder 
sofort nllch Bereitung des Ansatzes. oder sie kann. was wegen der eventuellcn 
Fermentwirkung auf die Xullabllahnw vorzuziehen ist, durch die ent­
sprechelHle Harllsiiuremenge aus dCH" reinen Lithiumuratlösung ersetzt 
wenlml. Eine Harnsüuwvermohrung durch das LelJerpräparat selbst spielt 
praktisch Imine Bolle. 

Xach Bcendigung der Spaltung werden die An,.;ätze mit Organtrocken­
pulver als Ferment von diesem abfiltriert. "Vird Trockenpulver nicht 
benutzt, so fällt die Filtration fort. Ein aliquoter Teil des Filtrates wird 
nuch Folin enteiweif3t (z. B. 7,0 ccrn Filtrat, 49 celll H~O. 7,0 COIn 10 %ig. 
Natriumwolframat, 7,0 ccm 2/3 n H 2 S 0 4, Gesamtvolumen 70 ccm). Bei 
Anwendung der eiweißfreien Eluate fällt Enteiweißung fort. 
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Ein aliquoter Teil des enteiweißten Filtrates, z. B. 7,0 ccrn (bzw. bei 
Anwendung von Eluaten ein entsprechender Teil des Ansatzes), wird anf 
50 ccm verdünnt. Bei Anwendung des nicht enteiweil3ten Ansatzes selbst 
werden 7.0 ccm auf 500 ccm verdünnt. Die Verdünnung wird immer so 
gewählt, daß endgültig bei der Analyse in 5,0 ccm zu analysierender Lösung 
nicht mehr als 0,02 mg Harnsäure vorliegen. Diese 5,0 ccm werden ent· 
sprechend der Harnsäurebestimmungsmethode nach P'olin-Benedict (2) 
analysiert. Als Vergleichslösung diente stets eine Harnsäurelösung von 
einem Gehalt von 0,02 mg Harnsäure in 5,0 ccrn. In denjenigen Fällen, 
in denen die Versuehslösung zur Enteiweißung schwefelsauer gemacht 
wurde, wurde auch die Vergleichslö,mng mit der entsprechenden :\lenge 
Hz S 0 4 versetzt. Zur Kolorimetrie diente ein Präzisions-Dubosc'l-Kolorimeter 
von Schmidt & Haensch. 

Im folgenden werden für einige verschiedene Arbeitsforlllen Beispiele 
gegeben. auf die bei dcn cntsprechenden Versuchen stets verwiesen wird. 

Beispiel 1. 

Harmläurcspaltung mit Organtrockenpulver ohne Oz-Durchströmung. 
PH = 8,85. 20 ecm Harnsäurclösllllg (enthaltend 20 mg Harnsäurc, gelöst 
als Lithiulllurat) + 1,0 ccm n/l0 NaOH + 10,0 ccm 0.2 molar Boratpuffer 
(PR = 8,85) + 300mg Organtrockenpulver + Wasser zu 70 ccrn. Filtration. 

Entnahme: 7,0 ccm + 49 ccm H 2 0 + 7,0 eCIll 10 %ig. Natrium­
wolfrarnat + 7,0 ccm 2/" n H Z::i04. Filtration: 7,0 CClll Filtrat, aufgefüllt 
zu 50 ccm in ]\Ießkölbchen. 5.0 ccm der Lösung werden zur Analysc 
ent nomInen und nach P'oI1'n kolorimetrisch gemessen. 

Bcispiel 2. 

Harnsäurespaltung mit Organextrakt ohne 02-])urchströlllung. IJH 

8,85. 20 ccm Harnsäure/ösung (enthaltend 20 mg Harn~äure gelöst als 
Lithiumurat) + 1,0 ccm n/IO NaOH + 10,0 ccm 0,2 molar BoratplIffer 
(PR = 8,85) + 10,0 ccm Extrakt + \Vasser zu 70 ccm. 

Entnahme: 7,0 ccm enteiwei13t und verarbeitet wie bei 1. 

Beispiel 3. 

Harnsäurespaltllng mit Eluat unter 02-])urcl!strömung. PR = 8,85. 
20 CClll Harnsäurelösung (enthaltend 20 mg Harnsäure) + 1,0 ccm n/IO 
NaOH + 10.0 ccm 0,2 molar Boratpuffer (PH = 8,85) + 10,0 ccrn Eluat, 
Wasser zu 70 ccm. 

Entnahme: 3.5 ceIl1 verdünnt auf 250 ecm. 5,0 celll hiervon werden zur 
Analy"e yerwcndet. 

Beispiel 4. 

Harnsäurespaltllng mit Organtroekcn}July('r ohnc 02-Dlirchströmllng 
bei PR = 10,03. G-enau wie Beispiellmit der Anderung, dal3 statt 1.0 ecm 
n/1O NaOH :3.5 CCHl n/1O NaOH verwendet wprden. 

Beispiel 5. 

Harnsäurespaltung mit Orguntrocken]1ulver im ungepuffcrten System. 
l)H = 8,85. 20 ccm Harnsäurelösllllg (enthaltend :W mg HarIlSäul'l' gelöst 
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ab Lithilll1mrat) + LO ccm NaOH + 300 mg Organtrockenpulver + \Vasser 
zu 70 ccrn. 

Zusatz ZUlU Ansatz nach 2 Stunden: 
4 
6 

24 

Auffüllen mit \Vasser zu 80 ccm, Filtration. 

1.0 ccm 
1,0 
1,5 
2.0 

n/10 NaOH 
n/l0 NaOH 
n/10 NaOH 
n/lO NaOH 

Entnahme: 8,0 ccm Filtrat + 56 ccm Wasser + 8.0 ccm 10 %ig. 
Natriumwolframat + 8,0 ccm 2/3 n H 2 S04.1<'iltration: 8.0 ccm Filtrat. 
aufgefüllt zu 50 ccm in ::\Ießkölbchen. 5,0 ccm der Lösung werden zur 
Analyc;e entnommen und nach Polin kolorimetrisch gemesscn. 

Bei PH = 10.03. Hinsichtlich Anwendung von 600 mg Leberpulver 
bzw. einer Spaltung bei PH = 10.0:3 mit 300 oder 60U mg Leberl'ulver wird 
die zur PH-Einhaltung gegebenen Xatronlaugenmenge geändert. Verar­
beitung sonst wie vorangehend. 

4. l'crslIchc zur Jlethorhk. 

a) Prüfung der Methodik bei Anwendung reiner Harnc;äurelösung. 

Die für alle folgenden Versuche angewandte Polinsche BestimmungR­
methode wurde hinsichtlich ihrer Genauigkeit wie folgt geprüft. Es wurde 
eine Serie von Harnsäurelösungen. absteigerHl von 0.02 mg um 20 ~~, an­
geHetzt und gegen eine 100 ~~ige Harnsäurelösung nach Polin (2) bestimmt. 
Die theoretische Kurve UlHl die tatsächlich gefundenen Punkte entsprechen 
sich fast genall. Der Fehler der AnalYKe brau<:ht nidlt 1 bis 2 % zu über­
steigen. Bei Anwendung reinster Reagenzien ist der Blindwert d('r ":\Iethode 
praktisch Null. \Vesentlich hierfür ist die Reinheit des Natriumcyanids. 
\Vir empfehlml das Präparat von J[erck. Anwendung eines Präzisions­
kolOl"irneters ist, erforderlich. Anwendung \'on Grünfilter ratsam. 

b) Prüfung der ::'IIethodik im Gesarntansat z bei variiertem PR. 

Zur Priifung dpr ":\Ipthode in ihrer GesHllltdurehfühnlllg wUl"(kn An­
siitze VOll 10 bis 20 mg Harnsäure entsprechend Beispiel I hei]JH = 7,25, 
\),08. lJ.53 und 10.53 angestellt. Der Yersueh zeigt. (laß das Yerhältnis der 
H arnsiiuremengen gegeneinander bei den Endanalysen exakt bei allen 
untersuchten Aziditiiten wiedergefunden wurde. 

Des weiteren wurde untersucht, ob eine hohe Alkalität des ::'Ilediums 
allein ohne Ferment h~·drol.vtisch Harnsäure ahbaut [wie neuerdings von 
HosclIt}w! (3) behauptet]. 

Der Vers1lf;h zeigt. (laß unter (len von unK angewaw Hen Bedingungon, 
d. h. auch im SauerKtoffstroll1 seihst bei einem }JH \'on 12.5. Harnsäure 
nieht angegriffen wird. Ebenso verha!tc'll sieh Ansiitze mit abgekocht,om 
Lel)('rpulver odpr Extraktpll. .-\lIe Clllsiitze sind daher allein auf Forment­
wirkung zu hpzi"h(·n. 

IH. V()rkomll\(~n Ill'f l'rikus('. 

1. ("lItcr811ClI1111f/ tierischer (lw·ebc. 

Die Priifung tiprischer Gewcbe hinsichtlich ihrer urikolytischen 
V\'irksamkpit ist G{'gem;tand zahln'icher rnterslichungpn gewesen. Es 
l-wi auf die ZlIsamnwnstpllung bei Oppcnhei1llcr (11) hingewiesen. Danach 
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kommt das Fernwnt bei allen Säugetieren, mit Ausnahme des ~Ienschen 
und des :\Ienschenaffen, vor; die Fähigkeit der Organe, Harnsäure 
abzubauen, ist bei derselben Tierart eine ungleiche und bei gleichen 
Organen verschiedener Tierarten ebenfalls unterschiedlich. In manchen 
Organen einzelner Tierarten soll das Ferment vollkommen fchlen. 

Da von uns fast immer mit Urikase aus Schweine leber gearbeitet 
wurde, sind vergleichsweise auch andere Organe des Schweines hin­
sichtlich ihres Urikasegehaltes geprüft wordpn. Die Organe wurden 
stets schlachtfrisch bezogen und ebenso, wie unter Fermentgewinnung 
beschrieben, zu Trockenpulvl'r verarbeitl't. 

Von Organen (ks Schweines werden Leber, Niere, ::\Iilz, Pankreas, 
Galle, sowie Insulin, das ja aus Schweinepankreas gewonnen wird, 
geprüft. Yon Organen anderer Tierart wurden nur Leucocykn aus 
Pferde blut herangezogen. DiPHe Lpucoc-yten wurden nach der :\Iethodc 
von Szilard (4) gcwonnen. 

Die Fermentansätze wurdpll derart angestellt, daß als Ferment Extrakte 
aus den Trockenpulvern entsprechend 300 mg Trockenpulvpr verwClHlet 
wurden. Von Insulin und Galle wurden je 10,0 ecm vprwendet, von der 
Leucocytensuspension 5,0 ccm = 1,0 g Leucoeyten. Ein Beispiel für die 
genannten Venmche giLt Protokoll 3n. Die Spaltung erfolgte 24 Stunden 
Lei 37° unter Durchleitung eines langsamen Sauerstoffstromes. Die rm· 
,;ätze wurden an den Leiden Optima der Aziditütsoptilllulllskurve, cl. h. bei 
PR = 8,85 und 10.03 gemessen. Es wlinien siet:,; Kontrollen mit ab­
gekochtem Ferment angestellt.. 

Außer der Prüfung mit frischpn Organen wUI'de auch pine Schweine­
leber auf ihren Fermentgphalt untersucht, die nlPhrer(' Tage an der 
Luft liegpngPlasspn wurde. Es solltp in diesem V prsuch die Empfindlich· 
keit der "Crikase hpi der Lagprung in Organpn geprüft wer(kn. Wäre 
es doch denkbar. daß dip zahlreiclll'n t'nü'nmehungpn mit nll'nschliclJ('n 
Organen infolge einer viellcicht hochgradigen Zprstiirbarkpit dps 
~Fermpnts im Organ nach dem Tode zu lwgativen Ergebnissen geführt 
hätten. 

Eine Zusammenstellung dl'l' v(>rschil'd('lwn t'ntersuehungen prgiht 
Tabelle 1. Sie zeigt mit der Einschränkung, daß ein 100 0 ()igt'r, bzw. 
nahezu 100 0 ~iger Umsatz kein vergiPichel1(ks :\Iaß mehr darstellt, 
(loch pin ungefähres Bild dpr in d('n verschiedenen Organen vorhandplwn 
FernJ('ntnwnge, da dic Vprsuehc untpr völlig gleichl'l1 Bedingungen 
angl'sü'llt wurdl'n. 

Aus dpr Tabelle I gl'ht IH'l'vor, daß, mit AwmahnJ(' des Insulins, 
sämtliche unkrslIehtpn Sehweinl'orgam' eine starkp t'l'ikolysp he· 
wirken. Auch Pferdeleucocyt<·n wan'n urikolytisch wirksam. Ins­
besondere aber zeigt die Tabelle, daß ein drpitägiges LiegpnlaHHPn dPr 
Sehwt'ineleber an der Luft bei Zimmertpmperatur nicht zu einer Zer­
störung dt'r L'rikase führt. 
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Tabelle 1. 

Harnsiiureabbau in 0/0 

Tierisches Organ 

Schweineleber (frisch verarh.) 

Schweilleleber (nicht frisch verarb.) . 

Schweinemilz . 

Schweineniere 

Schweillcpankreas 

Insulin ..... 

Schweinegalle . . 

Pferde-Leucocyten . 

PH= 8,R" 

100,0 

87,5 

80,0 

75,8 

81,5 

0,0 

84,4 

46,9 

:2. C"ntrrsllchu1Ig menschlicher UC1-cebe. 

PH = 10,03 

100,0 

89,4 

83,0 

80,5 

8T>,3 

0,0 

88,1 

l\knschliche Gewebe sind deR öfteren auf ihre urikolytische Fähig­
keit gepliift worden; hinsichtlich der Literatur sei auf die Übersicht 
in der Arbeit von Polin, Berglund und Derick (5) verwiesen. Ob­
gleich die meistC'n CntersuchC'r pi ne lJrikolyse durch menschliche 
Gewebe ablehnen, ist diese Frage zur Zeit noch nicht endgültig ent· 
schieden. 

Es werden daher im folgenden möglichst verschiedene menschliche 
Gewebstyp(·n auf ihren Gehalt an Urikase geprüft. Des weitC'ren wird 
versucht, Kombinationen verschiedener Gewebsextrakte zu unter­
suchen, wie z. B. Niere und Blut, Leber und Milz, da die Versuche von 
Polin und Mitarbeitern (i» auch an das Vorhandensein eines Co'-Ferments 
denkC'n lassen. Die Organe wurdC'n spätestens 5 bis 6 Stunden nach dem 
Tode entnommen. Es wurden nur pathologisch unveränderte Organe 
verwandt. Trockenpulverherstellung geschah gemäß H, 1. 

Die Prüfung von menschlicher Leber, die bei Analogie mit 
tierischer am meisten }'ermente enthalten müßte, zeigt, daß Urikase 
nicht nachweisbar i;"t. 

Die (im Hinblick auf die Ähnlichkeit der Urikase mit Metall­
katalyse) untersuchte kupferreiche Foetleber zeigte ebenfalls keine 
Urikase. 

In ähnlicher Weise werden menschliche Niere, .:\lilz, Pankreas 
.~owie Galle untersucht. Alle diese Versuche ergeben, daß in 
diesen Organen kein Ferment vorhanden ist, welchC's auf Harnsäure 
einwirkt. 

Einer \'prmutung Folins (5) folgend, wurde menschliches .Frischblut 
untersucht. 15,0 ccm Blut werden aus der Armvene entnommen, durch 
Schütteln defibriniert und mit 1,0 ccm Harnsäurelösung (enthaltend 
1,0 mg Harnsäure geIöHt als Lithiumurat) versetzt und 24 Stunden 
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bei 37° unter 02-Durchströmung belassen. Von der Harnsäurebestim­
mung wird der vorher festgestellte Eigenharnsäurewert des Blutes in 
Abzug gebracht. Der Versuch zeigt, daß eine Urikolyse nicht statt­
gefunden hat. 

Da Blut vielleicht in Kombination mit Geweben urikolytü;che 
Fähigkeit gewinnen konnte, wurden Kombinationen von Menschenleber 
+ ~Ienschenblut sowie .Menschenleber + :\Ienschenserum geprüft. Auch 
.Menschenniere + .Menschenblut wurde untersucht. Keiner der Versuche 
ergab irgendeine Urikolyse. Auch ein Gemenge von menschliclwr 
Le bel' und menschlicher Milz, sowie ein Gemenge von menschlic!wr 
Le bel' und menschlicher Niere zeigte keinen Einfluß auf Harnsäure. 
Nunmehr wurden menschliche Leucocytcn untenmcht. Dieselben wurden 
nach Szilrird hergestellt. Auch mit Leucocyten ergab sich keine 
Urikolyse. 

'Weiterc Versuche werden mit einem Pulver aus menschlichen 
Gelenkknorpeln angestellt. Dieselben werden im Vakuum getrocknet 
und im :\lörser fein zerrieben. Das erzielte Ergebnis ist negativ. 
Ebenso negativ verläuft ein Spaltversuch mit menschlichem :Jluskcl­
gewebe. Dasselbe wird mit Sand im l\Iörser fein zerrieben, mit 
physiologischer Kochsalzlösung gewaschen, mehrere Stunden extrahiert 
und darauf filtriert. Der so gewonnene Extrakt wird auf Harnsäure 
zum Einwirken gebracht. 

Da es möglich war, daß UrikaHc in menschlichen Gpweben vidleicht 
fester verankert ist als in tierischen, wurdl'n sowohl saurl' wic alkalische 
Extrakte aus :\lenschenleber untersucht (Extrakte mit lO;üiger prim. 

Organ 

Menschenleherpulver ..... 
Menschenleber + Menschenserum 
MellSchenlf'bel' + Menschenbillt . 
Mensch!-mleber (Kind 22 ~tcl. alt) 

Tabelle Ir. 

Saurer l\lenschellleherextrakt . . 
Alkalischer Mellscheuleberextrakt 
Menschen blut. . . . . . . . . 
Menschenni cre . . . . . . . . . 
Menschliche Niere + Menschenhillt 
Menschliche Milz • . . . . 
Menschliche Pankreas . . . 
Menschliche Galle. . . . . 
Menschliche Gelenkknorpel . 
Menschliches :\Iuskelgewebe 
Menschliche Leucocyten . . . . 
Menschliche Leber + Menschliche Niere 
Menschliche Leber + l'tlenschliche Milz 

Harnst\ureabhau in 0IU 

PH = H,H5 PH= 10,0:1 

0% 
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und sec. NatriumphosphatlöHUllg). Auch diese Behandlung der Leber 
deckte keine Urikase auf. 

Die Ergebnisse dieser Versuche zeigt zusammengestellt die Ta­
belle II. 

Diese Bpfunde Htützen die Anschauung, daß Urikase in mensch­
lich('n G('wpbE'll fphlt und der menschliche Organismus nicht imstande 
i;.;t, Harnsäure wpiter abzubauen. 

I Y. Y "rsllch(~ über ReaktionsbedingungeIl. 

0) Ein/lu!1 des ,""(I/{('J"sfo/Is. 

Von früherm l~ntersuchern (6) (7) war bphauptet, daß die Urikolyse 
an Gegenwart von O2 geknüpft ist. Es wird die Frage wie folgt geprüft: 

","Us Fermentlösung wird Schweindeberextrakt verwendet. Alle 
Lösungen und alle \VaRserzusätze, die für die AnRätze verwendet werden, 

Abi>. I. 

wprdpn durch KocJwn von Luft befreit. Es werdpn 
zwei Ansätze bei Pli 8,85 und 10,03 angesetzt und 
mit f1üssigpm Paraffin überschiehtet. SpaItzeit 
24 Stunden. 

Wie der Versuch lehrt, tritt unter diespn Bedin­
gungen überhaupt keine Oxydation der Harnsäure 
ein. Demg('genii bel' zeigt V ('rsuch 24 die Aktivie­
rungsgröße durch Sauerstoffdurchströmung. Es 
wenkn zwei Ansätze bei PH 8,85 verglpichend mit 

und ohne 02-Durchströmung behandelt. Der Versuch lehrt, daß bei 
Sauer"toffdurchströmung eine Zunahme dpr SpaltgeHchwindigkeit von 
ptwa 100 0 0 erfolgt, siehe Abb. 1 

b) jJ wO pt-imu IIIS!.:/( ITe. 

Felix, Scheel und Schuler (7) haben zwei Optima dpr VrikolYl:ie 
fpstgesü'lIt (Pli 8,8;') und 10,0). Es soll beim prstpn Optimum vorzüglich 
eine Oxydation, lwim zwpiten hauptsächlich pine Decarboxylierung vor 
sich gehpn, wobpi jedoch eine absolute 'Trennung beider Vorgänge nicht 
möglich ist. Des weiteren zeigten sie, daß bpi bpstimmter Versuchs­
anordnung 1 ~Iol Harnsäure 1 ~Iol 02 aufnimmt und 1 ~Iol CO2 abgibt. 

Diesem Bdund stpht dip Angabp von Kishun Ro (H) gpgenüber, 
daß nur pin einziges 'Wirkungsoptimum bei Pli = n,3 bpstellt. Der 
Yerlauf der "-\ziditäts-Optimumskurve wird daher von uns gpprüft. 

Y('l"sueh H gibt pine Prüfung dpr Aziditäts-Optimumskurve bei 
Anw('ndung von Leberpulvel" ulld von Leberextrakt. Die Ver-
slIehe werden wipdergegeben durch Abb. 2. 

Heide Yersuc!w zeig(·n, daß bpi neutraler Reaktion die Harn­
säurer-;paltung gering ist, mit sÜ'igendem PH langsam ansteigt, um 
ein prstes ~Iaximllm bei PH etwa H,H5 zu (>rreichel1. Hierauf sinkt 
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die Spaltung, um bei weitersteigender Alkalitä t ein zweites Wirkungs­
optimum bei etwa PR 10,0 aufzuweisen. Noch weiter nach dpl' 
alkalischen Seite sinkt die Urikasewirkung jäh. Die Versuche er­
geben also eine Bestätigung der Befunde von Felix, Scheel und 
Schuler (7). 

60 
i I 

i / \ 

i V ~ /j \ 
..-; ..... '1 f" ~\ 

jp".P \ 
/ -Le!Jerextrakt ~ cl ---überpuker -

I I I TI I 

o 1,0 1,f 8,0 8,.f ~J !l,.f 1QO l(),J 'iO 

ß!t 

ALb. 2. 

Das erste Optimum könnte nun allein durch fermpntativpn Eingriff 
bedingt sein und das zweite Optimum auf eim'r sekundärpn Reaktion 
des bei PR 8,85 enthaltenen Spaltproduktes bei dpr hohen OH-Ionen­
konzentration beruhen. Es wurde daher eine Spaltung mit Schweine­
lebertrockenpulver bei PR 8,85 über -1 Stunden im SauerstoffHtrom aus­
geführt. Hierauf wurde vom Leberpulver abfiltriert, zur Zerstörung 
des Ferments gekocht, verdampftes '''assel' ergänzt, eine Probe ent­
eiweißt und auf Harnsäure analysiert. Der rpstlichp Ansatz wurde 
auf PR 10,03 gebracht und weiter 20 Stunden bei 37° unter 02-Durch­
strömung belassen. 

Die Spaltung nach -1 Stunden bei PlI 8,85 von etwa 64 % ging 
bei PR 10,03 nicht weiter. Hiermit ist bewiesen, daß die Harnsäure­
spaltung beim zweiten Wirkungsoptimum ebenfalls fermentativ ist. 
Auch hier bestätigen wir die Angaben vonPelix, Scheel und Schulcr (7). 

c) Cm8({.tz tlnrl Ferlllfntme1lrlC. 

Zur Prüfung der Bpziehungen von Umsatz und Fermpntmengp bei 
den beiden Wirkungsoptima wurden sowohl bei PR S,8r> als auch hpi 
PR 10,03 je drei Spaltansätze angestellt, deren Fermpntmpnge "ich 
wie 1: 2: 3 verhielten. Die Ver"uehe wurden mit Lt'herpxtl'akt über 
6 Stunden unter Sauerstoffdurchströmung angestpllt. Ahb.:3 zeigt 
den Vprsuch des Protokolls 164. 

Es ergibt sich, daß die Umsätzp nicht im Verhältnis der 
Fermentmengen steigen, sondern hinter ihnen zurückh\pillt'n. Setzt 
man die FermentnlPngen F in Beziehung zu den Um"ützt'n x 
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x 
entsprechend der Schützsehen Regel P = )/F' so findet man eine recht 

annehmbare Übereinstimmung. Benutzt man die Abb. 3 zur Analyse 

80 

7IJ 
fer;"fI1fme"get7~er;';lf"iS V11l 
I1Ilff- "J'J /V -----"'11 -8,6'5 

V / 
V-D 

/ / /j 
I / ~ V 
/// .,/ 

t // /' 10 

() 7tJI/58 
Sp(I/lzeil in Slunden 

Abb.3. 

der Reaktionsform, so sieht man, daß die Urikolyse formal in recht 
guter Übereinstimmung mit dem Verlauf einer monomolekularen 
Reaktion erfolgt. 

d) Harn8äu,·eferrnentverbindung. 

Die Frage der Substrat-Fermentbindung ist am Beispiel der 
Harnsäure besonders gut studierbar. Harnsäure ist eines der 
wenigen Substrate, das durch einfaehen chemischen Eingriff (An­
säuerung) ausfällbar ist und bei der :Fällung das Ferment bindet. 
Es wurde beobachtet, daß die Ausfällung der Harnsäure völlig 
kristallin erfolgt. 

Als Versuch werden zwei Ansätze zur Harnsäurespaltung bei 
PH = 8,85 und 10,03 angesetzt. Als Ferment wird eine gereinigte 
Urikaselösung (siehe Abschnitt B), Eluat II, verwendet. Die An­
sätze werden unmittelbar nach ihrer Herstellung mit ein paar Tropfen 
HCI angesäuert. Die abzentrifugierten Niederschläge werden mit je 
2,0 ecm 0,1 n NaOH gelöst, mit 0,1 n HCl bzw. NaOH wieder auf 
PH 8,85 und 10,03 gebracht und mit den betreffenden Boratpuffern 
versetzt. Die auf ein bestimmtes Volumen aufgefüllten Ansätze 
werden bei 37u 24 Stunden gehalten. Sie zeigen pinen starkpn Harn­
säurpabbau (41,2 und 75%). 

Wie im Abschnitt B im einzelnpn gezeigt, wird das Ferment in 
gereinigten Fermentlösungen durch Ansäuern nicht niedergeschlagen. 
Daher ergibt sich aus obigem Versuch, daß das urikolytische Ferment 
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durch Ansäuern zusammen mit der Harnsäure zur Ausfällung gebracht 
wurde. Es bildet sich also eine Harnfläure-Urikaseverbindung, die 
präparativ dargestellt werden kann. 

V. Hemmung der Urikolyse. 

a.) Einwirken von Schwefelwasserstoff und Xatriumcyauid. 

Es werden Versuche über die Einwirkung von Schwefelwasser"toff 
und Natriumcyanid auf die Urikolyse gegeben. Die Versuchsanordnung 
war die folgende: Es wurden Versuche sowohl bei PH H,Hii wie auch 
bei PH 10,03 angesetzt. Vor Fermentzugabe wurde ein Teil des Leber­
extraktes mit Schwefelwasserstoff gesättigt (etwa 10 ::\Iinuten lang). 
Der leieht dunkel gefärbte Leberextrakt wurde geteilt und die eine 
Hälfte scharf zentrifugiert (;"j ::\Tinuten). Es lassen sich Spuren Ni!:'dpr­
schlag abzentrifugieren. Nunm!:'hr wurden die Ansätze mit dem un­
behandelten Leberextrakt, mit dem mit H 2 S behandelten, nicht zentri­
fugierten und mit dem mit H 2 S behandelt!:'n zentrifugierten angesetzt. 
Wie der Versuch 29 lehrt, erfolgt allein durch die Behandlung mit 
SchwE'felwasserstoff eine starke Hemmung (etwa 50 o~), und zwar 
bei beiden Optima. Zentrifugiert man aber die mit H 2 S behandelten 
Extrakte und benutzt die Restlösung, so findet überhaupt keine Spaltung 
mehr statt. 

Benutzt man als :Fermentlösung gereinigte Präparate (Eluat II), 
so ergibt sieh analoges Verhalten wie beschrieben. 

Weitere Versuche verwenden statt H 2 S Natriumcyanid, und 
zwar werden sowohl bei PH 8,H5 wie bei PH 10,03 Spaltungen an­
gesetzt. Es werden 10 ccm Leberextrakt, sowie 10 ccm Eluat II mit 
je 100 mg Natriumcyanid versetzt. Bei Zusatz des Natriumcyanids 
unterbleibt stets jedwede Urikolyse. 

Diese Versuche legen es nahe, die Urikolyse als eine Katalyse 
durch Schwermetallverbindungen aufzufassen, da nach Fällung des 
Metalles durch H 2 S und Zentrifugierung bzw. nach Natriumcyanid­
zusatz jedwede Harnsäurespaltung unt(>rbleibt. 

b) Einfluß der .<,'paltprodukte auf die U rikol ys€. 

Im folgenden wird der Einfluß der Spaltprodukte auf die Urikolyse 
gepriift. Zunächst wird die Einwirkung von Allantoin geprüft, da 
nach den bisherigen Vorstellungen Harnsäure quantitativ in Allantoin 
übergeht. Es werden daher dpm Spaltansatz äquimolekularü Allantoin­
mengl'n von vornherein zugesetzt; die Spaltung wird gegf'n solch(' ohne 
Allantoin bei PH 8,85 und 10.03 vergliehen. Der Versuch zeigt, daß 
Allantoin keine Hemmung bewirkt. Dieser V('rsuch bestätigt die An­
gabe VOll Grynbf'rg (9), da/) sogar gesättigte Allantoinmengen nieht 
hemm{>n. 
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In einem weiteren Versuch wird die Einwirkung einer ~Tischllng 
von Allantoin, Harnstoff und Oxalsäure in }Iengen, wie sie bei der 
später beschriebenen quantitativen Aufal'beitung erhalten wurden, 
auf den urikolytischen Abbau der Harnsäure untersucht. Die Versuche 
werden bei PH 8,85 angestellt. 

Versuch 168 zeigt, daß auch ein Zusatz von Allantoin, Harnstoff 
und Oxalsäure in den Mengen, wie ;;ie bei quantitativer Aufarbeitung 
erhalten werden, in keiner \Yeise auf den Harnsäureabhau einwirken. 

Da es r-;ich aber bei diesen Spaltprodukten um Endprodukte handelt 
und eventuPlle Zwisehenkörper nicht mehr lJPriicksichtigt werden, wird 
im Versuch 173 als Hemmungskörper ein gerade aufgespaltener Harn. 
säureansatz selbst henutzt. Hierzu werden je zwei Ansätze mit der 
doppelten Harn;;äurenwnge wie üblich (.tO mg) bei PH = 8,85 und lO,03 
gerade völlig aufgespalten; das Ferment wird durch Kochen unwirksam 
gemacht, verd&mpftes \fasser ergänzt und je eine Hälfte der Ansätze 
mit den Abbauprodukten einem neuen N"ormalansatz (20 mg) zugesetzt. 
Die Spaltung dieser Hpaltprodukthaltigen Ansätze wird mit normalen 
Ansätzen VE'rglichen, doch ist vorgesphcn, daß der Salzgehalt der ver· 
glichenen Systeme (Puffcl'konzpntration) gleich ist. 

In Vorversuchen war zunächst festgestellt worden, daß die Spalt· 
produkte selbst keinen Einfluß auf die Harnsäurebestimmung ausüben. 

\Yie Versuch 173 zeigt, üben auch in dieser V crsuchsanordnung die 
Spaltprodukte keine Hemmung auf die Urikolyse aus. 

VI. l"rikolyse dllreh JIetalherbitulllngen. 

Da die Versuche über Fermenthemmung mit H 2 S und HeN" auf 
die l\Iöglichkeit einer Metallverbindnngs.katalyse hinwiesen, wurde 
der an sich bekannten Beobachtung (10) nachgegangen, Harnsäure durch 
Schwermetallionen zu spalten. Es wurden VerslIche mit Kupfersulfat, 
wie au('h mit Ferrocyankaliurn und Ferrosulfat angestellt. Es gelingt, 
mit allen drei Präparaten eine teilweise Allfspaltung der Harnsäure 
zu erzielen. 

Versueh 140 zeigt Versuche mit Harnsäureansätzen bei PR = 8,85 
und 10,03 unter Anwendung von lO,O ccrn lO:,ig. Kupfersulfatlösung 
als Fermentliisung. Es hildet sich bei Anwesenheit so hoher Kupfer. 
mengen (lOO mg) ('in Niedprschlag von Kupferhydroxyd in den An· 
8ätzen. Denwlbe adsorbiert aber nicht Harnsäure (wodurch eine Spaltung 
vorgetäwlcht werden könnte), was durch Kontrollen ullmittelbar nach 
Zugabe der Kupferlösung geprüft wurde. Bei 24 IStunden im Sauerstoff· 
strom zeigte sich eine Harnsäurespaltung his zu 80 %. 

\\'eikre Yersuche (144) zeigten mm, claß die Kupferkatalyse sieh 
von dpr Fprmpntkatalyse dadurch unkri-lcheidl't, daß sie durch Sauer· 
stoffd\ll'chlcitllng nicht aktiviert wird. 1}l'r \\'rsueh zeigt glpichzeitig, 
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daß es bei Anwendung geringer KupferInengen (20 mg Kupfersulfat) 
gelingt, eine allmähliche Aufspaltung der Harnsäure über einen meß­
baren Zeitraum, also eine Kinetik der Kupferkatalyse, zu geben. Der 
Versuch 144 wird wiedergegeben durch Ab b. 4 und zeigt J() r-..... ---,r---::Ii 

eine Harnsäurespaltung durch Kupfer über 60 Minuten * 
mit einem Gesamtumsatz von 50 % Harnsäure. ." W 

~JO Daß es sich hierbei um eine echte Oxydation ~ I---h'--+-~ 

handelt (und nicht etwa um eine Bildung einer ~ zOf-f+=:t----t 
~ 0 ne 

Cu-Harnsäureverbindung, die eventuell nicht mehr'~ mitOr 
11 10 1J1II'chs-tf'Ö 

reduzierbar ist) geht daraus hervor, daß sich auch ~ mllng 

bei der Kupferkatalyse der Harnsäure CO2 bildet. 0 zo I/IJ 00 

Auch bei Versuchen mit Ferrosulfat und SpIT/lreit i/1 Minuten 

FerrocyankaJium, je 10,0 ecm 1 %ige Lösungen, 
Ab\). 4. 

werden Harnsäurespaltungen erhalten. (Nach 24 Std. bei PR 8,85 und 
10,03 etwa 29%). Die in den Ansätzen pntstehenden geringen Nieder­
schläge wirken nicht adsorptiv auf Harnsäure. 

B. Herstellung und Untersuchung gereinigter Urikaselösungen. 

I. All~I'IIll'illl's iiber Vrikn8I'rl'illi~ullg'. 

Die vorliegende Arbeit befaßt sich mit der Aufgabe, urikolytisches 
Ferment aus tierischen Geweben in gpreinigter :Form darzustellen. 
Die Aufgabe ergibt sich aus zwei GrÜnd('n. Es ist für die Beschn'ibung 
dps F('rments und seiner Eigenschaft('n insbesondere für die viell('icht 
mögliche Auffassung dm' Urikolyse als einer MptallVt'rbindungskatalyse 
notwendig, die Eigenschaften des Ferments bei fortschn'iÜ'nder 
Reinigung zu verfolgen. Des weiteren wurde das Zipl verfolgt, für dip 
Gewinnung reiner Spaltprodukte ('in weitgehend gprpinigtes Fnment­
präparat zu benutzen. Bisher war die Gewinnung fermpntativer Spalt­
produkte der HarnsäUl'e dadurch gestört worden, daß mit dem l~crnll'nt 
Fremdsllbstanzen, insbesondere Eiweißstoffe, den Spaltproduktpn (kr 
Harnsäure bpigemischt wurden. Hierdurch war wieder eine Rekundärp 
chemische Behandlung der Spaltprodukte zur Entfernung der Begkit­
stoffe Ilotwpndig. ER schien notw('ndig, jPdwpdc'n chelllischpn Eingriff 
gpgenüber den Spaltprodukten zu vermeiden, da nicht voraURzw,e}ll'1l 
war, inwieweit dieselben durch irgendeinp Behandlung elllP Xndpnmg 
erfahren könnten. 

Somit war notwl'ndig, pm }'prmPlltpräparat zu gl'wimwn, dp,,~pn 

Eigentrockenrückstand gegenüber dpr Ml'ngp dpr Spaltprodukte ver­
schwindend klein und praktisch zu vl'rnachläsRigen war. 

Trotz fort~chrl'itl'nder Rpinigung mußte a\)(>1' dip \Virksamkpit dps 
Ferm('nts soweit prhalten werden, daß l'inp 100 %igp Aufspaltung 

2 
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emer gpgdlenen Harnsäuremenge (z. B. 1 g) dureh sw gewähr­
leistet war. Denn die Entfernung ungespaltener Harnsäure (z. B. 
durch Ansäuern) aus dem Spaltansatz sollte aus dem gleichl'n 
Grunde vermieden werden, WIe die Entfernung der begleitt-n­
den Fermenümb8tanzen selbst. 

11. Adsorption tlt'r l"rikase. 

Al:; Ausgang,.;material für die Gewinnung gereinigter Urika"e 
dientE'n uns Extrakte aus Sehweinekber. 

E:; wurdl'1l Extrakte aus SehweinelehertrockpllllltlYl.r mit physiologisehor 
Kot'h'alzliisung hergestellt (im Verhältnis 10 ecmExtrakt = 1 bis 2 g 
Troelumpulver). Es wurden aueh Versuelw mit glycoerilligen Extraktell 
allg"stp\lt, dueh zeigten diese keinen Yorteil gt.gelliiher wä:-;serigen. 
Derartige Extrakte wirken au eh ohne ()2·Durehströmung ,;ehr stark 
IIrikolyti:;eh. d()('h sind sie dunkel gefärut und eilt halten so viel Ei­
weiß, daß ihre Yennmdung für präparativt' ~I'altprodllktgewinnung nieht 
in Frag(' kommt. 

Zunächst wurde an den genannten Extrakten die Adsorbierbarkeit 
(kr Urikase an verschiedene Adsorptionsmittel geprüft. Als Adsorptiom­
mittel wurden Kaolin, Kieselgur, Aluminiumhydroxyd und T it-rkohle 
verwendet. 

Die Versuche wurden wie folgt angestellt: 
,Je 20 ecm Leherextrakt werden mit 0.1 ("("I\l Eisessig auf ]JH = 4.0 

geuraeht. Hierzu gibt man 1,0 g E<lelkaolin hzw. 1.0 g Kieselgur oder 
20 eelll einer Aluminiumhydroxydsllspension lC;' nach lVillstätter und 
K.mnt (12)], die in 20 ccm 1,0 g Aluminiumhydrox~'d enthält. Xaeh 
20 }Iinuten werden die Mischungen zentrifugiert. Die Restlösungen 
werden in der gleie]lOn Weise noch einmal lnit <leI' gleiehen }Ienge 
der Adsoruentien behandelt und in den gleichen (aä"ern ahzentrifu­
giert. Die vereinigtPJl Adsoruate werden mit etwa,.; Leitfähigkeit,­
wa""er gewaschen, um die letzten ~pllren des Leberextraktes zu ent­
ferneIl. 

Zllnäehst werden die Rest.lölmngen der Adsol'bate auf ihre \Yirk"amkeit 
gegeniiuer Harn~ü\ll"e bei PR = 8,85 uIHI 10,03 geprüft. Die }Iethodik 
entspridlt d('r in Ah~dlIlit,t A g0f.~eb('nPll. 

Die ZUHamnwl1steliung der Ergebnisse gibt dip folgpnde Tahe]!!' UI. 

AdSOl'hpllS 

Kaolin ..... . 

Aillminiumhydruxyd 

Kieselgllr 

Tierk,,)'lp 

Tabelle IIT. 

---r llarnsäurf'ahhau in °,'0 (}u1'('ll H(':o;tlij~UlIg' 
1---
;1 PR = B,~:, liH --- 111.0:1 

0.0 0.0 

0,0 0,0 

54.0 {iB,O 

2B,4 B:>,5 
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Kaolin und Aluminiumhydroxyd adsorbieren unter den ge­
gebC'llen Bedingungen die Prikase vollf\tändig. Die Ref\tlösung aus 
den Adsorbaten ist ohne jede ·Wirkung. Kie,;elgur und Tierkohle 
adsorbieren nur unvollkommen, und zwar KieHelgur noch schwächer 
als Tierkohl(·. 

Nunmehr wurden die Adsorbatc selbst direkt auf ihre urikolytisehe 
Fähigkpit gpprüft, und zwar nur die Adsorbate von Kaolin und Alumi­
niumhydroxyd. Es ergab sich scheinbar eine Spaltung. doch zpigten 
KontrollvnHuchp, daß die Adsorptionsmittel alIPin cinc Vcrmindcrung 
der zu llw"senden Harnsäurellwngc bcwirken. EiS i"t also nicht möglich, 
die Adsorbate direkt zu prüfcn, somlern eH muß zur Gcwinnung \"on 
Eluaten iib(·rgegangen wprden. 

111 • • :llItion d('r l"rikllse. 

Es folgen llunmcl!r dic Untersuchungen über die Eluipr­
barkeit der Urikase aus Adsorbaten. Es werden als Adsol'bentien 
Kaolin und Aluminiumhydl'oxyd angewendct. Die folgenden Ver-
8uche hetrdf('n Elution aUH Kaolinadsorbaten. Zunächst wurde 
untersucht: 

Elution von K(lOlinadsorbaten aus wässerigc1I Extrakten. 

Zuerst wurde der ZII verweudende Leherextl'llkt auf seine urik()lyti~ehe 
Fähigkeit gepriift. Seine 'Virksamkeit ergibt Rieh gemäß 

Frrmentform 

Lebertrockenpnlver (600 mg) 
Leberextrakt (10 <;cm - 1 g 

Tro<;kenl'lliver) . . . . . . 

Ta IH>\ I e IV. 

Spalt zeit 

Sid. 

48 

48 

lfarnsäl1fpabhau in 0/0 

PR ~ H,H5 ]lH' . IO,O;! 

60,8 

52.5 59.2 

Aus dicsE'n Extl'aktE'n wurden Adsorbak an Kaolin wic ohpn an­
gcgd)en lwrgestdlt. Es wird die Eluiel'barkpit <let; Fcrmenü; mit Sä\ll'PIl, 

Basc'n und 8alzlörmngcn gcpriift. 

Dic g('waselwncn AdHorbatc wcrden cinigp ::\iilluten mit (!Pm 
Ehltionsmittd behandelt lind hierauf scharf zl'ntl'ifugit'rt. Der 
Yorgang winl mit wl'it('/'l'n 20,0 ecm Elutionsmittcl noch t'inmal 
wiedpl'holt. ;\Iit deIl vereinigteIl EluatC'n (Eluat I) wprden Spalt­
\,(,l'suche angesetzt. Die Spaltzt'it bl'tI'ug infolgc <I('r wrhältnismäßig 
schwadH'Il ,rirkllng (kr Eluate 48 8tul1d(·n. Ein Vt'rsuehsb('ispid 
gibt Y(,fsueh 70. 

Dip El'gt'bnis;.l(, d('1' \'('rsehi('d(']wlI und malllligfaehpn "('/,s\l('lI(' 
('rg(,hen "ich aus <kr ZlIsamIlwllst('l!lIng in Tabellp ". 
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Tabelle V. 
Reinigungsversuche von wässerigem Leberextrakt. 

Extrakte, hergestellt aus Schweinelebertrockenpulver mittels physiologi­
scher Kochsalzlösung. 10,0 ccm Leberextrakt entsprechen 0,6 g Trocken· 
pulver. 

Adsorbens Eluens Spaltzeit Harnsliureabbau in 0/0 

Std. PR= R,R5 PR= 10,03 

Kaolin n/l0 Hel 48 33,3 37,5 
n/l0 Essigsäure 48 7,0 24,1 
nil00 Essigsäure 48 18,4 26,0 
n/l0 NaOlI 48 25,9 28,5 
n/l00 NaOH 48 16,7 23,1 
n/JOO NH3 48 14,9 28,6 
n/100 NH3 48 13,1 26,0 

1 %ig. NaH2 1'04* 48 13,1 28,6 
0,1 %ig. NaH2 P04* 48 0,0 23,0 

1 %ig. Na2Hl'04* 48 20,0 26,0 
0,1 %ig. Na2HP04* 48 0,0 23,0 

• Ein Kontrollversnch zeigt, daß prim!i.res und sekundäres Natriumphosphat in 1- bzw. 
O,l 0 /oiger Lösung die Harns!i.ureanalyse nicht stört. 

Es eluieren außer den 0,1 %igen Salzlösungen (bei PR = 8,85) alle 
angewendeten Elutionsmittel in ungefähr gleicher Größenordnung. 
(Ob vielleicht durch Anwendung der Salzlösungen eine Zerlegung des 
Ferments in einen bei PR = 8,85 und bei PR 10,03 spaltenden Teil er­
reicht werden kann, muß weiteren Arbeiten vorbehalten bleiben.) 

Die Elution von Aluminiumhydroxyd-Adsorbaten aus wässerigen 
Extrakten, sowie die Elution von Kaolinadsorbaten aus glycerinigen 
Extrakten zeigen keine wesentlichen Unterschiede. Die Menge eluierten 
Ferments entspricht der gleichen Größenordnung. 

IV. Fortsellreitende Reinigung der Urikase. 

'Wie aus dem vorangehenden Abschnitt ersichtlich, gelingt es, die 
Urikase zu adsorbieren und zu eluieren. Jedoch sind die gewonnenen 
ersten Eluate noch leicht gefärbt und für den unter 1. dargeskllten 
Zweck keineswegs rein genug. 

Bei allen weiteren Versuehen zur weitergehenden Reinigung wurde mit 
02-Durchleitung gearbeitet. 

Als Ausgangsextrakt mußte demgemäß ein Leberextrakt verwendet 
werden, der selbst mit Sicherheit eine 100 %ige Harnsäureaufspaltung 
liefert. Ein Extrakt von 10,0 cem physiologü'icher Kochsalzlösung Huf 
0,5 g Schweinelebertrockenpulver entspricht bei 02-Durchleitung dieser 
Anforderung. Um aber mit einem großen Fermentüberschuß zu arbeiten, 
wurde die vierfache Konzentration. d. h. ein Extrakt aus 10,0 ccm = 2,0 g 
Trockenpulver, gemacht. Als Adwrhens diente für alle weiteren Versuche 
Edelkaolin. das nach der Vorschrift von Will.~tätter und Schneider (13) mehrere 
Tage lang durch Kochen mit konz. HCl gereinigt ·wurde. Ab Eluem; diente 
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für aUe weiteren Versuche n/100 Ammoniak. Von allen Elutionsmitteln 
wurde Ammoniak deshalb gewählt, weil es gegenüber aUen anderen unter­
suchten Elutionsmitteln nicht schlechter wirkt, dagegen ihnen gegenüber 
folgende Vorteile aufweist: es ist bei den Spaltungsaziditäten von PH 8,85 
und 10,03 bei Anwendung von ammoniakalischen Eluaten nicht nötig, 
dieselben zu neutralisieren, wie man es eventuell bei den stark sauren oder 
basischen Elutionsmitteln vornehmen müßte. Des weiteren läßt sich bei 
der Prüfung der Eluate auf ihren Reinheitsgrad Ammoniak ohne Rüek-;taml 
entfernen. 

Zunächst wurde nun versucht, durch Variation der Elutionsform 
die urikolytische \Virksamkeit des ersten Eluates zu steigern. Es wurde 
statt einmaliger Elution mit einern bestimmten Volmnen Elutionsmittel 
die mehrfache Elution mit entsprechend kleineren Volumina des Elutions­
mittels geprüft. 

20,0 ceIll Leberextrakt werdc'I1 bei PH = 4,0 zweimal mit je 2,0 g 
Edelkaolin behandelt und zentrifugiert. Die Elution erfolgte einmal mit 
25,0 ecrn n/lOO Ammoniak vergleiehend gegflIliiber Elution mit zweimal 
je 12, vier mal je ö, fünfmal je 5 und sechsmal je 4 ccm n/l00 Ammoniak. 
Die Ergebnisse giht Tabelle VI. 

A{lsorhens 

Kaolin 

" 

Ta belle VI. 

EluClls 

n/lOO X Ha 1 X 
n/lOO ~H3 2 X 
n/lOO NH3 4 X 
n/IOI) N Ha 5 X 
n/IO') X H3 6 X 

I 
- - Harnsällreal,hall in 0 0 Sl'altzeit ______________ _ 

Stil. Pu = H,H5 Pu = 10,0:3 
---.~-~-~ =~~-

24 
24 
24 
24 
24 

575 
63:7 
66,2 
70,5 
7(1,6 

60,4 
66,2 
69,3 
73,4 
82,9 

Es zoigt sieh sowohl bei den Spaltungon bei PH = 8,85, wie bei 
PH = 10,03, daß HlPhrmaliges Eluieren mit einer geringmen :\Ienge Eluens 
ein höher wirksames Eluat lidert ab weniger häufiges Eluieren mit einem 
entf.;preehend größeren Volumen Eluens. 

D!t das Eluat I noeh beträehtliehe :\lpngen Eiweiß enthielt und Färuung 
aufwies, wurde vcrslIeht, ein zweites weiter gereinigtes Eluat zu gewinncn. 

Es wird aus dem EluHt I dUI"eh noehmalige A(lsorptioll an Kaolin lind 
Elution mit n/100 Ammoniak ein Eluat H hergnstpllt. Hierbei wlll'<lon 
die vorangdwnd besel!rid'Plwn Erfahnmgpn üher die ElutionsfoJ"lIl zur 
Hteigenlllg der urikol~·tis('/len \Virksamkpit vprwprtet. Das hei }JH = 4,0 
aus Leherpxtrakt an Kaolin erha)tPllP Adsorlmt wird na("h (Ipm "'aselwn 
mit Leitfühigkpitswasser sedlsmal mit 11/100 Amllloniak eluiert. Diesps 
Eluat, [ wird wiedprulll IJPi 1)H ,ce 4,0 zweimal an Kaolin adsorhiert und das 
gewonnone A(lsorbat 11 wiederulll nuch \Yas('/Ien mit Leitfähigkoitswasser 
seehslllul mit n/lOO Ammoniak duiprt. 

Das so erllHltenp Eluat LI ist wasserklar, zt'igt abm' weder bei PH = 8,85 
110("h bei PH = 10,03 irgclldwekhe urikol~,tiseJl() \Virksamkeit. 

\Vir vermuteten die starke :\[illderullg lk'r Fermplltwirkungen bei 
fortsC'hreitendpr Elution in dem \Vasehell der AdsOJ"bate mit Leitfähigkpits­
wasser. Dmm da die Adsorption vollkollllllPIl lind die Elutiollswirkullg 
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bpkannt, war', kOllllte bei den stark wirksamen Ausgangsextrakten der 
Verlust, sonst nieht erklürt werden. 

Versuch I O!l ~eigt die (rilwinllung eines Eluats H, bei dem nur das 
Adsorlmt 1, dagngen nicht mehr das Adsorbat 11 mit Leitfühigkeitswasser' 
gewa:-;chen wurde. Die Fermentwirkung im Eluat II konnte noch dadureh 
weiter gm;teigert werden. daß auch das \Vaschen des Adsorlmh J mit 
Lpitfühigkeitswasser unterlassen wurde. Die Zusammenstellung der Er­
gelmisse gibt folgendes Bild. 

Tabellp VII. 

Spaltzei! Harnsäureahhau in 01 0 
Allsorha! J Alls,,!'ha! Il 

Stil. 1)H = 8,H5 PH = 10,m 

gewas,:hen gewa~dlell 24 0,0 0,0 
Hiebt gewase lHHl gewaselten 24 25,9 48,7 
niebt g'e\\'a~elten niebt gewa~dlen 24 56,6 75,(j 

Trotz Cnterlassung der Waschung der A,[sorbate waren die zw(,itcn 
Ehratp wasHerklar. 

Dpr angeführt!' Versuch ergab bpi eüwr 24stündigen f:)paltzpit schon 
eine Spaltung von ;')6,6 bzw. 75,6"0 Harnsäurp. Es wurde nun venmeht, 
die Spaltzeit zu vprlängern. Da auch die Verlängerung der Spaltzeit 
auf 48 StundC'n allpin nicht zu einer vollständigC'n HarnsäureaufHpaltung 
fiihrtp, wUl'dp pilll' Zerstörung des Fermpnts während der langen Spalt­
zeitpn vprmutPi. Au,; diesC'm Grunde wurde dem Spaltansatz nach 
48 Stundpn noch einmal die gleiche l\!pnge Eluat II wie beim Bpginn 
der Spaltung zugdügt und der Ansatz weitere 24 Stunden spalten 
gelasHen. Wird dip gesamte Spaltung von 72 StundE'n hpi Sauerstoff­
durch1itrömung aU1igefühl't, HO gplingt eH, wie' Ve'nmch 122 zeigt, dip 
Harn,;äul'(> mittels des zweikn Eluats quantitativ aufzuspalten. 
Kontrollen mit ahgpkochten Fel'Illentlösungpn mÜE'r gleicllC'n Vt'l'SllChs­
lwdingungen zpigtl'n, daß ohnp Ferment Harnsäure nicht angpgriffen 
wird. 

Somit ist mit dpm Beispiel des V prsuehs 122 eine Me'thodik ent­
wickplt, die eH ermöglicht, Harnsäure mit weitgehend gel'einigkn wasser­
klarpll zweiten Eluaten quantitativ aufzuspalten 1. 

Y. J':i~l,"schllrtl'n der gl'rl'inig·tl'n l"rikllsI'JiisUn!l'l'n. 

Im folgl'ndpn wPl·dpn l'inigC' Eigpnsehaften der \\'C'itC'stgplwnd ge­
l'pinigtt'n l' rikasPiiisungl'n, d. h. dpl' zwpiten Eluatp. hpHehrip bpn. 

Das zwpite Eluat Htpllt "ine waHserklal'p Fliis,;igkpit dar. Eiwpiß­
reaktion mit SulfosalieylHäul'e ist nur hauehförmig vorhanden. lkr 

1 Dip Frage ob ps lllögli('h ü,t, mittels Einfiihrung gereinigten Fer­
müntes Harnsüw'!) im lebenden mensehli('hen OrganisIllw,; abzubauen, 
wird ~ur Zeit IJPar!Jpitet. 



Trock('nrückstand entspricht gemäß Versuch 137 1,8 mg organische 
Substanz. Molischsche Reaktion auf Kohlenhydrate ist negativ. 

Die Haltbarkeit derartiger gereinigter wasserklarcr Ferment­
lösungen wird bci varii('rter H-Ionenkonzentration geprüft. 

Ein abgeme'isenes Volumen eines Eluats Il wird in sechs gleiche An­
teile geteilt und bei variiertem PH zwis~hen 1,0-10,0 (durch Zugabe VOll 

n H Cl) bei Zimmertemperatur 15 Stunden stehengelassen. Die Lösungen 
wprden sodann bei PH = 8,8fi auf ihre urikolytisehe Fähigkeit geprüft. 

Eluat II 15 Stunden 
aufbewahrt hei PH etwa 

1,0 
2,0 
4,0 
6,0 
s,n 

10,0 

Tahelle VIII. 

Spaltzeit 
Stil. 

24 
24 
24 
24 
24 
24 

lJarn~äureahbau in 0lü 
PR = 8,R5 

73,1 
64.9 
fJ2,5 
61,1; 
575 
28:5 

Die Tabelle VIII zeigt, daß, je sam'er die Flüssigkpit (his zu ('inem 
PR von 1,0), desto haltbarpr sie auch ist. Das Eluat II ist abo in saurem 
Milieu beträchtlich haltbar('r ab in alkalischem. 

Bei der Einstellung der Eluate auf den gewünschten TJH ergab sieh 
folgende Beobaehtung. Bei PH = 1,0 und 2.0 wiesen die Lö,-mngen leiehte 
Trübungen auf, bei PR = 4,0 hi8 6,0 eine leicht flockige Fällung. hei PH = 8,0 
leichte Trübung, während bei PH = 10,0 die Lö,.;ung ullverändert klar 
bleibt. Es handdt sieh somit wohl UIll die Ausflockung von Eiweif3spuren 
bei PH = 4.0 hi,; H,O. 

Es wurde nun geprüft, ob das Ferment in der Lösung oder in ,Ior 
geringen Fällung steckt. Es wurde in einem weiteren Versueh diese durch 
An:iäuern ,;ieh hildende Trübung bzw. Fällung abzentrifugiprt und auf 
urikolytische \Virksamkeit geprüft. Auch dip üher8tehemlp Lö,;ung wurde 
untersucht. Versuch 131 zeigt, daß das FernlPnt !lieht in ,leI' beim An­
säuern entstehenden Fällung enthalten ist, sondern in LÖ"lIng bleibt. 

Nunmehr wurde versucht, das Ferment in den Eluaten durch 
Aceton zu fällen. Versuch 170 zeigt die Behandlung des Eluats II mit 
d('m neunfachen Volumen Aceton. Es ergibt sieh ein kaum wägbarer, 
nur in Spur'('n entstehender Niederschlag, <1('1', ahzentl'ifugipl't und in 
'''assel' aufgenommen, zur Hal'nsäurespaltnng benutzt, eine (klltliclw 
urikolytische :Fähigkpit aufweist. Es geht am; dipi'ipll Versuchen IlPl'vOl', 
daß uas Ferment aus den zwpiten Eluatpn dureh Aepton gefällt und als 
Trockpnpulver gewonnen werdpn kann. 

Schließlich wurde versucht, den Reinigungsgrad des Eluates II 
gegenüber den Ausgangsextrakten zu bestimmen. 

Hierzu wurde zunächst ein Ausgangsextrakt derart ausgewprtet, 
daß die Jlpnge KlIbikzpntimeter von ihm crmittdt wurde, die Harn-
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säure unter den gegebenen Versuchsbedingungen im Sauel'stoffstrom 
zu etwa 50 % bei PB ~c~ H,Hfj "paltete. Das Ergdmis gibt Versuch 132. 
Es wurd('u hi('rzll 5 ccm eines Extraktes (.'),0 ccm entsprechen 0,25 g 
Trockeupulver) benötigt. Dpf Gehalt dieses Extraktes an organischer 
Subi-\tauz wurde durch Troeknung und vorsichtige Verasehung in dpr 
Platinsehale lwstimmt. Die 5,0 ('ern Extrakt enthil'!ten n,7 mg 
organic;che Substanz, d. h. der Extrakt wal' 1,47°j"ig an organischer 
Substanz. 

Nunmehr wird in gleichn' 'Weise diejenigp l\lengp dps Eluates TI 
jwc;timmt, die den gleiclH'n Harnsäuream;atz uutpr dpn gleiehpn Be­
dinguugP!1 zu ;")0 'j';, aufspalÜ't. Das Eluat wurde' aus dem gleichen 
Lp!wrextrakt W'wOIllH'n, dl'r wie vorangdH'nd aw'gewprtpt wurde 
(\'('rsuch 1:~~). Die.\lcngp dn organisdw/1 Trockensubstanz diesps 
Eluats lJ wird s()(lanu in Ven-nwh 137 ermittplt. Es ergibt sich, daß 
:j;) ccm Eluat II zur Spaltung notwendig sind und daß das Eluat II 
1,S mg- % organi,;dH' TrockellSu bstanz enthält. Es wird also die gll'iche 
Spaltung einmal (Iul"('h 7:j.7. das anckre ::\lal durch O,fi mg organisehp 
f-lubstanz bewirkt. Hieraus ergibt sich, daß die Hl'inigllng des zweiten 
Eluats gegl'nü\wr (!Pm Extrakt das 117fadH' beträgt. Diese ganze 
Re!'('chllllng stiitzt sich auf dip \'oJ'aussetzung, daß dip FPl'mentwirkung 
an die orgallische Substanz gehlllHkn ist. 

Diespr l{einlH'itsgrad gpnügte für dip rl1tprHlIclllmgen. Es wird 
alwl' unter \'('l'wpndul1g der wpitn v()!'angdH')Hh'n Eigpnschaft('n ([ps 
Eluats 11 vidlPicht mi)glich spin. durch An"üllPrn weiten' l\!Pnge!l 
Ikgll'it"ubstal1zeu auszusdH'i<lpl1 ulld durch Fällungen mit Acdoll 
110('h weit<'rg('}wnd g('l'einigte Präparat!' zu gewilllwn. 

C. Untersuchungen über die Spaltprodukte der fermentativen 
Harnsäurespaltung. 

I. fill'misdl!' Oxydutioll tlpr Harnsiiur('. 

Die Fntel""uchullg derjpniW'1l Produkt<', (Ii(' hei (h'r oxydativpn 
Aufspaitullg (!Pr Harnsiilll'P entsklwll, ist HdlOn f'eit lang('/' Zeit Gegen. 
stand r!pr Fors('hullg w·we>'('ll. )}; IllUß daY())1 ahw·sdwlI \H'rdell, auf 
die ErW'lllliHS(' dei' zahll'('idwll, mit \'('n-whil'dp)]('1l Ox.\datioll>,mittPln 
untl'l' variil'l"tl'n lkdingllllW'1l angest<·lltPll l'ntlTslwhllllgPll l'inzugdwl1. 
E" s('i \'idllll'hr IlIl111itt<·lbar an die l'llkrslldlullg VOll Niltz und ~lit· 

arlwit('rn (14). inslH'''oIHlPl'(' VOll nilt:: ulld Sc!tal/lhr (15) allgeknüpft, 
die "Oll dl'll )]('U('I'('11 l'flterSlf('hllllgell dip grulldicg(')Hkn Elgdmi~s(' 

ulld "\lIHdwuUflgl'1l zu ('l1thalt('fl sdwillell. 

f)i(' "'\lItW'(,1l z"igt('II, da!.l ('S w('nigl'1' \'011 dem Ox.\·datioll>'lllittp! ,.;pl]'st 
als VOll ""1' ){.,'akt ;on d"I' Liisllll!.! 111)(1 illI'!'1' ('h(,lllis<"!H'1l \\'('it!'l'h"l!alldlullg 
ahhiingt. \\('1'"',,· !'I'oduktn d('1' O"."datio!l (,I'halte!l w(,l'dp!l. Sie Hnter· 
s('l!eid('1l inl \\'('.~elltli(·11<'1l "i,,1' tYI,i,,'hl' AJt,'n d('1' HUI·m;iilll'(·oxydatioll. 
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die zu verschiedenen Endpro<lukten führen, un<l zwar die Ox:v<lationen in 
stark saurem, stark alkalischem und neut.ralem his schwach alkalischem 
}lilien, denen sieh als hesondere Gruppe dann noch die Oxydation mit 
WasHerstoffsul'eroxyd in neutralem bzw. schwach alkalischem :vrilieu 
anschließt. Von der Oxydation in stark saurem :\lilieu, die zu Alloxan, 
Parabansäure oder zu einern Gemisch heider führt, kann hier ahgesehen 
werden. Dagegen interessiert wesentlich <lie Oxydation in stark alkalischem 
:\Iilieu. 

Oureh die l'ntersuchungen von l1ehrend (I (i), sowie von lJi/tz ulHI :\lit­
arheitern (14) (15) ist mit hoher Wahrscheinlichkeit. festgestellt wo]"(len, 
daß sieh hei stark alkaliselwr Reaktion unahhängig von der Art dps Oxy­
dationsmittels (Bleidioxyd, :\Iangandioxyd, LuftsHuerstoff, O:wn. Per­
manganat u. a.) aus der Harnsäure zuniichst OX~'neet~'lendiureincarholl­

säurp hildet. 
Die Bildung ist so zu dpukp!I, daf.l im :VJolpkül der Harn"ülII"c nach 

Lösung der Ringbildullg I his (i die Billduug I his Ci erfolgt. wobei dip Atomo 
des 'Vassers und ~auerstoffs angelagert wenlell. "'ie diesel' erstn Eingriff 
auf das harnsiiureJllolekiil im einzelllPn ('[-folgt ('Vasseranlagenlllg mit 
folgender Dehydrierung) ist noch InrllC'kannt. 

Die Produkte, die aus dieser (unheständigen) Verbindung zu erhalten sind, 
richtpn sieh nach der weiteren Vprarbeitung dm' Lösung. Erhitzt man (Iie al­
kalische LÖSUll!l, so erfolgt pino Aufspaltung heider Rings~'stellle und zwar 
an dem ('-Atom. das die Hy<lJ"ox~'lgruppe trügt, ulHl es ontsteht [·ruxlmsäurc. 
~äuert man aber das alkali,',ejw Oxydationsgomisch sehwHeh an, so scheidet 
sieh beim Zusatz "Von Alkohol Oxu?lsäurc ab. Die l"ms,'tzungen gehen über 
die Oxyacctyle?ldiurvi?/('arbo?lsäure. ""inl jedoch aus dcr essigsauer ge­
lIlachten Oxydationslöslmg die Oxonsüure nieht ausgE'füllt. sondern die Lö­
sung eingedampft, so kristallisiert beim Abkühlen Alllwtoin aus. Die Bil­
dung von Allantoin führt üher Oxyaeotylondiurein. Dieses öffnet den Ring 
hydrol~·tisch Hn dem ('-Atom, welches das \Vassprstoffatom trügt, wobei 
,"Vasser ahgespalten wird. 

COOll 
.N H . (' . ~ H 

Oc~ I )CO 
NH,C.XH 

OH 
Oxyacetylendiureincarbonsänre. 

H 

~lI.C.OH CO 
-- OC/ I ~ 

NH.C ~ll 

Oll 

H 

.NII . ('. XIL 
OC / I 'CO 

"NIl, ('. ~Il/ 
Oll 

Oxyacetylendiurein. 

N 112 

XH. ('0 C() 
OC( I //' 

'XII.('ll.XI! 

Allantoin. 

Tm nahen Zusammenhang mit der alkalisehen Oxydation steht die 
Oxydation in schwaeh saurem, neutralem oder schwach alkalisdwllI :Vlilieu. 
1-1 ier entsteht nehen Harnstoff und dwas O;cnlsällrc O.rlllllrScl1lrC lind als 
Xehenpro<lukt (h.·alyldü/reül (so z. B. bei der Oxydatioll in kohlnnsHurer 
Lösung, die durch Hiearhonat schwach alkalisdl gdm!t(,[l wird. Auch 
diese Oxydation geht ülwr OX!lacl't!lll"lllliurcinCllrb(i'//S(lllre, uwl zwar ist 
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als Zwi,.;chen)lI'odukt ehen,.;o win bei der Oxydation zu Allantoin OXY(lcetylen­
diurein anzunehmen, das gemäß folgenden ScheIna weiter zu HIlrn8tojj und 
Oxalur8äurI' zerfallen kann. 

COOII 

/NH.C.NII 
o (} I '-'('0 --+- e O2 

"'NlI.e.NII/ 

Oll 
(hya(!et y lendi ureincarlJOusäure. 

II 

/Nll.('. Nil, 
0('/ I '('0 

"'NJI.('.NII/ 

Oll 
Oxyacet y leIH 1 i llI·ein. 

--+- oe 
N 11 2 

"NH2 

lIarllHtoff. 

+ 

Oll 

/ NH. C. NlI 
() (' I "-(' () 

'""N II . (' . N H / 

OB 
Dioxyaeetyleud i ureill. 

~ 11 2 

("()OH ('() 

i I 
oe NIl 
Oxalllrsiiure. 

H in,.;iehtlich aller Einzellwiten sei nochmub auf die Arbeit von nütz 
und 8cllnuder ( 15) verwiesen. 

Diesen drpi Oxydation,.;typen steht dip Oxydatioll der Harnsäure mit 
Was;.;erstoff;,;ulleI'oxyd (sowohl in nelltralem ab alkalischem Milieu) gegen­
über, die zu anderen EnclpI'odukten, nämlich neben Allantoin und Oxon· 
säure zu dpn son,.;t nieht IwobachtetC'n ('arbonyldiharnstoff und ('yanul"­
säure führt. 

Die Ergl'lJlli,.;,.;c der lNltzschen (14) (\5) Arbeiten sind im allgemeinen 
durch neuen' Arheitpn weih·r hpstätigt worden. [Ygl. (17) his (23).] 

Ho fand K. Ohta (17) lwim Abbau der Harm.,ällre mit '\Va;.;serstoff­
superoxy(l und Ei,.;ensalz ('arlJonyldiharnstoff, Harn,.;toff. Oxalsäure und 
Ammoniak. Jl. H. J'fa/tz (18) lwi der Oxydation dlln'h Ferrosalz Harnstoff 
zu etwa 2!J %. L. j'iall x ( ! 9) hpi der katalytisehen OX~'dation der Harnsäure 
in alkalisehem :\Iilieu durch EisPIl und :\lungan 50 % (Ipr theoretischen AUH­
beute an OXOIl,.;allrelll ~Hlz. J. Jlor(' (20) stellte bei der Oxydatioll der Harn­
säure in alkali,.;c-Jll'1lI }Iilipll dUl'ch .Jod als Zwisdlenkörper eins Amid der 
AlJantoxHlIsüurp fpst. F. eh/'6melzkn (2\) fil\(\et lwi (In Harnsäureox~'dati()n 
durch '\VHssprstoffsIlJll'r()x~'d bei eillPIII PH von S.Sii bis !J,O Allantoin. 
C'arhonylclihal'n,.;toff und Td I">\ear\)onlmid. A. Schittl'1/helm IIn(1 K. War-
1/(/t (22) zpigten weiter, dal.! )'pi dc'r H 2 02-0x~'dation allH dplll Allantoin 
übel' Allant oxan,;üurp ('ar\)onylcliharn,;!off t'rhaltpll we!'llen kann. 

In nt'uester Zeit wllrde die Oxydatioll der Harnsäure durch \Vasser.' 
stoffsuperoxyd unter ph,\"siologisehen Bedingllngen von Wie/mul lind 
JlInern(' (23) untersucht. Die Autoren fanden_ ab AhhauJlrodukte Harll­
stoff, Oxabüure, Carbollyldihurll,;toff. ('yanul'säure und Allantoin. 

Wiihn'IH! dipse L"ntersuehungen sieh meist mit der \Vassprstoffsuper­
oxydoxydation hefaßten lind hiprhei Zll denselben Hpaltprodukten kamon 
wie Hilt;:, (14) 111\(1 :\litar!)l'it"r, gPlang ps neuerdings Sehnler IIlld 
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Brüulel (24) die Hiltzsche Anschauung zu bestätigen, daß die alkaliHche 
Oxydation uer Harnsäure über Oxyacetylendiureincarbonsäure führt. 'ViI' 
verdanken den Autoren den !:lchönen Befund, daß sie bei der alkaliscllPn 
Permanganatoxydation die entKtehende Oxyacetylendiureincarbonsäure 
fas:-;en und ab ~chwermetallsalz isolieren konnten. 

\\'eit unbekannter als die Produkte des Harnsäurl'abbaue,; mit 
chemischen Oxydationsmitteln sind die Produkte der fermentativen 
Oxydation. Pnsere Kenntnis hiervon gründet sich besonders auf die 
grundlegenden Pntersuchungen von Triechou'8ki, der als wesentliche,; 
Produkt der fernwntativen Harnsäureox.vdation da,; .\llantoin hinstellte. 

Es i,.;t von späteren Fntersuehern di"H(' Angabe Wieclwu·,skiH (25) fa,.;t 
nie bestritten worden. sondern es wurde vorziiglieh darauf gest,hen. den 
'Weg zum Allantoin aufzuklären. [Vgl. (26) bio-; (:30).] 

Naeh den l~ntersuchungen von FdiJ: (31) uIHI seinen :Vlitarbeit"rn 
läßt sieh die Lrikolyse so leiten, dal.l in d"r "rsten Phase der größte Tei I 
der Harnsüul'e nur bis zu eilJem Zwischenprodukt oxydiert wird. au,.; dem 
in zweitpr Phase dureh Abspaltung von (' O2 Allantoin ontsteht. l'roxan­
säure wurde gepriift und kommt als Zwischenprodukt nicht in Frage. 
Das rnutmaß!{ehe Zwischenprodukt, welch",.; aus der HarnsäunJ dU]'('h 
Oxydation und Hydrolyse entsteht. pnthält eine mit HX02 nachweisham 
XH2·Gruppe. In Gegenwart von Essigsäure spaltet PS auf Zusatz von 
Xanth~'drol ein ::\Iol"kiil HarnHtoff ab. Als Rest ist vielleicht Allantoxtlll­
säure anzusehen. Yon den Zwischenprodukten aus besteht also die :\Iögliehkeit 
einer Bildung von Harn"toff aw; Harnsäure. Von ,"'chuler (32) ist weiter 
ver,;ueht worden. diespm Zwiselwnprodllkt nachzugf.'llPn. 1<:1' konnte zpigen. 
dar.! das Zwisehenprodukt pine stärken' ~äure als Harnsiiure spin soll, in 
saurer Lösung l"icht }(ohlensäure abspaltet lind in essigsaurer LÖfHlng 
Harnstoff liefert. Auch mußte es nach SchuleT (32) die Allantoinreaktioll 
(Fo,s8e·Ho88uyt) geb"n. Schuler (24) vermutet. daß der fermentative Abhau 
analog dem ehemischen ii!wI' die Ox,\-aeetylendillreinearbonsäurp geht. 

H. Qualitative A ufarbeitung der fermt'lltativell Splllt"rodukte. 

B('i d('r vorli('g('nd('n A~lfarheitung der Spaltprodukt!' dpl' f('rnwn­
tativen Harnsäureoxydation kam es auf Grund dl'r unter 1. dar­
gelegt('n Erfahrungen darauf an, die Harnsänreoxydation ohne irg('Il(I-

. pinen sekundären ehemisdl('n Eingriff vor sich gellPn zu lassen. Denn 
welln, wie Bilt: und Schauder (13) zeigtell, pin AnsäUl'rn des Oxydations­
gemisd]('s nach dl'r Oxydation genügte, um völlig verschiedenartige 
Oxydatiollsprodnkt(' gewil1lwn zu lassen, HO war ('ine ErkenntniH der 
f('rm('ntativ gdidt·rü'lI Spaltprodukt!' nur dann möglich, W('IIII bis 
zur G·ewinnung derselhl'n kein dlPmischl'r Eingriff die Spaltprodukte 
beeinflußte. Es war daher auch notwendig. die Urikolyse so zu 
leiten, daß sie das Substrat aufbrauchte, damit keim' Entfernung 
übersehüssiger Harnsäure durch Ansäul'rn [wi" dies z. B. Trieland und 
Maerae (23) bei der \rasserstoffsuperox~'doxydation durchführtell] lIot­
wendig wurd('. Aus dem gleidwn Gmndl' widH'1I wir auch von dem 
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Vorgehen Wiechowskis ab, der Harnsäure durch Gewebsextrakte oder 
GewebspulVC'r spalten ließ, dann das zugesetzte Eiweiß entfernte 
und das :Filtrat chemisch auf Allantoin aufarbeitete. Vielmehr erschien 
es notwendig, ein so reines Fermentpräparat anzuwenden, daß 
scin organischer Trockenrückstand vollkommen bei der Aufarbeitung 
der Spaltprodukte vernachlässigt werden konnte. Die Gewinnung 
eineR solchen Fermentpräparates ist in dem vorangehenden Kapitel 
(Ahschnitt B) dargestellt worden. Mit einer derartigen, hoch ge­
n'inigten Urikase wurde dann eine 100 O~ige Urikolyse erzwungen, 
worauf die Spaltprodukte bei neutraler Reaktion bei niedriger Tem­
peratur im Vakuum eingedampft wurden. Diese Präparate dienten 
dann den vorli('genden Untersuchungen. 

Zunächst sei die qualitative A ufarbeitung besprochen. 

Zur Gewinnung einer hinreichenden :'lIenge Spaltproduktmaterials 
genügten die hislH'r gebrauchten AnHätze von 20,0 mg Harnsäure nicht 
mehr. Es wurde daher von Ansätzen mit 1,0 g Harnsäuregehalt ausgegangen. 
t'm zu einE1m Eluat 1I zu gelangen. das imstande ist, 1,0 g Harnsäure ab­
zuhauen. gingen wir von je 400,0 ccm Leberextrakt aUR (entsprechend 
40.0 g TroekC'npulver). Diese 400 ('em Leberextrakt werden hei lJH = 4,0 
zweimal mit je 40,0 g Edelkaolin. das mit konz. Salzsäure gereinigt war, 
versetzt und zentrifugiert. Die vprf'inigten Adsorbate werden Rechsmal 
mit je S;'i.O ("('ll\ n/HJO Ammoniak eluiort. Das so erhaltC'ne Eluat. I wird 
noe!lI11a],; Jwi jJH = 4.0 zweimal mit <!('rselhen :'Ilenge E(lelkaolin belwnddt 
und das gewonn('ne A(hurlmt 1/ s('C'hsmal mit je 85.0 ecm n/1OO Ammoniak 
dlliert. 

Dieses Eluat I r wird dalm zur Allfsl'altung nm 1,0 g Harnsiiure benutzt. 
Die Zusamlllensetzung des Spaltansatzes war fulgende: 

1000.0 ('em Hmllsüurc!ösung. die 1.0 g Harnsiiure HIs Lithiulllllrat. 
gplöst enthidtcn. wpnkn mit 75,0 ('el!1 n/IO H C'l auf PH = S,85 gebraeht. 
500,0 ('('m Jes wie ohen ht'rgestelltpn Eluats Li wenlPn hinzugC'geJJPn. 
worauf mit 'Yas,.;pr auf 3500 pcm aufgefüllt wird. Der Ansatz wird im 
Tlwrmostatell Huf 37° gehalten ull(l während (ler gpsHlllten Spalt zeit von 
72 Stulldpn ein langsalller SauerstoffstrOlll dureh den Ansatz geleitet.. 
Infolge dpr Süm'nmg dC's Ansatzps durdl dio gebildete Kohlensäure wenlen 
zur pwEinhaltung nach :2. 4 und li Stundpn je 12.;; ccm n/IO XaOH, 
lHH'h 20 Stllll(kn (;:2,5 c("m und nael! 24 Stulltlpn 1;2,5 Cl'm hinzugefügt.. 
Xa('l! 48 Stulltlpn wC'rdpn ;;00,0 ('PJll wie ohen frisch lH'rges-tellten 
Eluats I [hinzugegelwll. Dips ist Pl"forderlieh, UJll naeh wC'iteren :24 Stllndpn 
pino völlige Aufspaltung (h'1' gesamten Harnsüure zu erziplen. Xaeh 
7:2 Stunden (~sallltspalt zeit wircl der Allsatz seharf zentrifugiert und all­
s(·hlidJend filtriert, UJll alles fpin vertpilte Kaolin zu entferllpn. Dpr leieht 
gdriihte Ansatz wird hiprbpi yollkollUllPIl klar. Darauf wird der gesamte 
Ansatz Hll der '" assprstrahlpulllpü im YakUl1I1l hei einer 'Yasserbadtempc­
rahlI' VOll 70° bis auf ;;0.0 ('('Jll eingeengt (hei spiltprpn Yorsuehen wurde der 
Ansatz vor d!'lll Einl'ngell gPIHlU Iwutralisiert). HiprHuf wird die Lösung. di~ 
otWHS feste Substallz ausges('hieden hat. mit dersPlhen in eine kleine 
Kristallisipl'sehale hiniihergespült und im 'TakUllIll !J('i Zillmwrtemperatur 
an der 'YasserstrahlplllllpP bis auf 20,0 eem pingeengt. 
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Es wurde nun versucht, zunächst mit den Methoden der fraktionierten 
Kristallisation die Zusammensetzung der Spaltprodukte aufzuklären. 
Hierzu wurde zunächst die ausgeschiedene Substanz scharf abzentrifugiert, 
mit Wasser gewaschen und gewogen. Die erhaltenen 0,1224 g Substanz 
enthielten nur Spuren organischen Materials, zeigten sich unlöslich in 
heißem und kaltem Wasser wie in Alkohol, zeigten keinen Schmelzpunkt 
und erwiesen sich als Kaolin, das bei dem Einengen der Löslmg 
zum Ausfällen gelangte. Die Mutterlauge wurde weiter auf 10,0 ccm ein­
geengt. Da eine Probe mit Alkohol eine weiße, flockige Fällung zeigte, 
wurde die gesamte Mutterlauge zweimal mit je 25,0 ccm absoluten Alkohols 
versetzt und zentrifugiert_ Die Niederschläge wurden vereinigt, mit Alkohol 
gewaschen und getrocknet (0,3240 g). Die Substanz zeigte in der Analyse 
einen Aschegehalt von rund 70 %. Sie wurde daher in 28 %igem Alkohol 
umkristallisiert; die einzelnen Kristallate wurden wieder auf ihren Asche­
gehalt geprüft. Trotz mehrfacher UmkriRtallisation gelang es nicht, auch 
nur zu einigermaßen aschefreien Produkten zu kommeJl. Hingegen gelang 
es, in der Mutterlauge, aus der die Substanz durch die Alkoholfällllng ge­
wonnen war, durch Fällung mit CaCl2 Ox&lsäure wahrscheinlich zu machen. 

Es konnte also bei dieser Form des Vorgehens, durch fraktionierte 
Kristallisation die Spaltprodukte zu trennen, nicht erreicht werden, 
einzelne gut kristallisierende Fraktionen zu erhalten, wie dies lVieland 
und Maerae (23) bei der Wasserstoffsuperoxydoxydation durchführten. 
Wurden Fraktionen durch Zusatz von Alkohol gewonnen, so ließen sie 
sich von dem dureh den Salzgehalt der Ansätze bedingten anorganischen 
Bestandteilen nicht trennen. Das ErgebniH dieRPr hipr nur in einpm 
BeiRpiel angedeuteten Arbeitsrichtung war, daß Oxalsäure wahrschein­
lich gemacht wurde und die Erkenntnis, daß von den Spaltprodukten 
ein Teil der Substanz alkohollöslich ist, ein ander<>r nicht. 

Auf Grund dieser Beobachtung wurde eine andere Trennungsform 
ausgearbeitet. Zunächst wurde die Spaltproduktgewinllung in einigen 
Punkten geändert. 

Es hatte sich gezeigt, daß Eisen, welches sich bei dcr Aufarbeitung 
als Rtörend erwies, aus deIn zur Ferruentreinigung verwendeten Edelknolin 
stammte. Das Kaolin wurde daher noch länger als bisher und vCI";lchiedene 
Male mit konz. Salzsäure in der Hitze behandelt lind hierauf ansehließe!l(1 
rnit konz. Natronlauge, dann wieder rnit konz. Salzsäure ausgekoeht, Ulll 

alle löslichen Bestandteile aUR dem Kaolin zu entfernen. Sehließlieh wurde 
es so lange mit 'VaRRer gewasehen, bis der letzte Rest von Salzsäure entfernt 
war. Dieses hochgradig gereinigte Kaolin wurde yon nun an stets zur Her­
Rtellung des Eluats II verwendet. 

Des weiteren störte die Identifikation dpr Spaltprodukte, daß die 
Salze der eventuell yorhandenen organischen Säuren uneinheitlich ab 
Mischung von Lithium- und Natriumsalzen vorlagen. Es wurde (la her (he 
gesamte Harnsäure nicht mehr als Lithium-, sondern als Xatriumsalz 
gelöst. Sonst wurde der Ansatz wie oben beschrieben durchgeführt. Xnch 
der völligen Spaltung wurde der Ansatz vor (lern Einengen mit n/IO H ('I 
genau neutralisiert lind inl VakU\ull vollkolllmen zur Trockne gebracht. 
Das Gewieht deR Rückstandes betrug in einem Beispiel 3,7432 g. 



-- 30 --

Die Trockensubstanz wurde im ,'l'oxhlet-Apparat mehrere Tage rnit 
aL~()lutem Alkohol und hierauf mit Äther erschöpfend extrahiert. .Teder 
der heid"H Extrakte wurde zur Trockne gebracht. Hierbei zeigte ~i('h, daß 
praktisch kaulll ätherlösliehe f-iu ustanz vorhanden wal', während der in 
Alkohol lösliche Anteil in ({cm genannten Beispiel 2S % des Gesarntl'iiek­
standc,.; HusHlacht·e. ])01' nach der Jkhandlung mit Alkohol und Äther 
verbleibende Riiekstand wurde vierlllal mit je 10 (Tlll destillierten 
'Vassers von 37 0 behandelt und die Lösung scharf zentrifugiert. Der 
was~prlösli('he Anteil betrug nmd 62 Lis 64 %' der unlösliche Rück­
stand nllr ntwlt S his 10%. EI' enthält Spuren orgalliselwl" Hub"tam: und hp­
stcht im wesentlichen nur ans Kaolin. Zuniiehst wurde dpr alkohollöslielw 
Teil aufgearlwitpt. Eine A"ehebestirmnung ergab 27.3 ~o anorgani"c!te 
Asehe und 62. 7 ~';J organische SuLstanz. Eine kleilll' I'ro!w (\cr Hubstanz wurde 
in 'Vass{'!" gelöst, mit Hilbel'nitrat von Chlor lH'fn,it. <1(']" Hilboriil)('rsc!tuß 
dureh HehwddwHsserstoff ont.fernt lind das Filtrat mit :;\Iercurinitrat 
gepriift. Die Plltstehende wt'iße. floekige Fällung wies auf Allantoin hin. 
Es wurd" clalwl' di" gesamte alkohollösliehe Hubstallz in 'Va~spr gl'löst, mit 
Ei~<'sRig angeRüuert und dU1"eh Füllung mit :-;illJPrnitrat von Chlor befreit 
DaR iihprsehiissige Silber wird ab Hilbersnlfid gefällt, du,.; Filtrat dureh 
Luft vom Hehwef('lwa~s('rstoff befreit.. mit ('a]eiulllearhonat n('utrali~iert 

uml mit dem von lJ'iechuu'sk1: (25) angege1Jenen Queeksilberrongens gefällt 
(1 ~'oig" 2\!('J"('uriaePlatlösung, die mit Xatl'iurnHectat gesüttigt und mit 
'Vas,;el" soweit verdünnt ist, daf3 der «('Imit. an 2\lerelll'ia('etat 0,5 % betrügt). 
Ikr Nipdersehlag wird mit H 2 :-l zerlegt uno yom Queeksilborsulfid ahfiltrif'rt. 
Das Filtrat wurde anf dem 'Vasserbacl 2.nr Troekne gebraeht, erwiils sieh -
einmal ans Alkohol umkristallisiert - noch zu 1!1 ~o als asehehaltig und 
wUl"de naeh Yiennalig"H\ l:mkristallisieron aus Alkohol aselufrei erhalten. 
Der Hehmolzpunkt wird zn 231,fio (Allantoin 2:H 0) gef llnden. Gemisellt 
mit Allantoin iindert sieh der Selllneizpunkt nieht. Die Analyse zweier 
Präparate ergibt 

C 11 K 
o i 0 010 0, 

. " 
Substanz T 30.41; 3.85 34.97 
Substanz II 30,47 3.95 35:01 
Allantoin 30,40 H,HO 35.42 

Ih:eisolirrte Substa,nz ist also als Allantoin nachgcu·iescn. 

Das Filtrat dur AllantoinfüJlullg mit Jj'·j,.cI/O/i'"ki"dl('lll H,,,agl,ns wird 
du]"(·11 Hell\vpfpJwas~('rstoff vom iib(\l'''ehii,;sigeJl Qu"vksilbel' lw·freit. I )a;.; 

Filtrat dps Queeksilhprsltlfids wird ping(1engt. EiIW ProLe d('1" t'ingl'(mgteu 
Lösullg t'rgiht 1I1it Xauthydrol eillo Füllullg. dio auf Harnstoff hindeut0t. 
I li" LÖSllllf2: wird I\('ut mlisiprt lind zur Fällung dns in LiisuJlg gt'uangenen 
('aleiullls Illit Kohlpnsüllre llPhanddt. Es wird VOIll ('a\eillllj(·arhollat. ab­
filtriort. Oip zur Tro('kne pingpdampfte Lösung wird l\whrpre 2\lal" mit 
absollltPIIl Alkohol hehandelt. Dip y!!rpiuigtpn AlkollOll'xtmkt (' wPJ"(len 
iilwr Xaeht mit gt'gliiht"l1\ l\HtriuIll~lIlfat von FP1Whtigkpit hpfn,it _ worauf 
clpr Alkohol VPI'daJllpft wird. ])ip so prhalt,'Iw wpißp kristalline ~lIbstanz 
ist \"ollkOlllllH'n as('(wfn·i. Hl'llIllPlzpllllkt: 1:~2.!i° (Hanlstoj"f 1320 ). Um Ili,,('ht 
llIit Harllstoff hl"iht <1:'r Hdllll"lzJlUllkt ll11vpründt'rt. Dip Huh"tHIlZ 
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zeigt mit alkali"cher Kupfer~ulfaUösung Hiuretreakt,ion. mit konz. 
Salpetersäure Fällung von Harnstoffnitrat. Die Analyse zweier Präparate 
flrgibt 

C 11 N 
% 0/ 0 0/ 0 

Substanz I 19.U5 6,73 46,69 
Suhstanz n 1U,H5 6,70 46,64 
Harnstoff . 20.0') fi,fi7 46.1i7 

Die isolierte 8ubstanzist also als Harnstoff nachgewiesen. 
Nunmehr wurde die wasserlösliche Fraktion (kr Spaltprodukte 

gpprüft. In dil'ser wurde entspreehend dpr prsten A lIfarheitung Oxal­
säure vermutet. 

Die wasserlösliehe Substanz WliJ'(]e wieder in "'assel' gelöst und frak­
tioniert eingeengt. Dabei wurden zwei Kristallisate prhalten. Heide 
Fraktionen werden in Wasser gelöst und mit Alkohol ausgefällt. Sie Pllt­
halten beide den gleichen Aschegehalt von 68 % und werden deshalb ver­
einigt.. Sie werden in \\' assel' gelöst, mit verdünnter H Cl angesäuert und 
mehrere Male mit Ather extrahiert. Die ätherunlö"liclw Substanz zeigt 
92,2 % Asche, wohingegen die in Athpr gegangene vollkollllllPn aschefrei ist. 
nie Substanz schmilzt hpi langsamem Erhitzen bpi lil7o. während sie bei 
schnellem Erhitzen sublimiert. Dieses Vprhalten pntspricht Oxalsälll·p. 
Die Analyf.;p ergiht 

C 

0/0 

Su hstanz I . 19,03 
Substanz II 19,52 
Oxalsäure . 1\:1,05 

Die isolierte Substanz ist also als Oxalsü11rc 

J\ 

° ° 
4,H3 
4,87 
4.7ß 

nachgeu·iesen. 
Vip 1Iutterlauge der bpid,m Kristallate wird ammoniakalise!J gcmHeht, 

mit pin panI' Tropfl'n einer 10 °oigPIl l'alpiumchJol'idlösung vprsdzt und 
schwach essigsauer gemacht (ps fällt noch et.was ('aleilllnoxalat aus). Ein<' 
Probl' t!pf.; Filtrats zl'igt mit Xant!Jydrol koine Fällung. \Yird alwr mit 
J\Iineralsiillre deutlich nngesiiu(,lt. so fällt· hiernaeh mit Xanthydrol ein 
~t,arker Xie(]ersehlag au~. Zum ~aehweis des vprmutliphen harnstoff" 
wird das C'aleilllllfiltrat wi(' foll!t aufgearb~it('t: 

Der tTllPrsehuß rIps ('al ei ums wird dllreh Kohlen~äurp-Ei!lleitung 
bpseitigt. Dns Filtrat des ('akiulIlearbollntR wird zur Tnl('klW verduIllpft 
und d,,1' Rüekstand mdll'l'l'e 11alf' mit Alkohol extrahiprt. Die Riiek,tiiude 
der Alkoholextraktion werde!l 110eJI einmal umkl'istallisiert.. 
wonu('lll' Suh"ülIJz zpigt alle Ei)~f'nsdlaft('fl von Harnstoff. 
mit konz. Sall'ett,rsiiul'e. Biuretn'aktion. Hdlluelzl'unkt I 32 . .'i°. 

Analysfl : 

c ][ 

o () 0' 0 

~ubstallz I 19.91 6.tiO 
Substanz IJ 19,H6 6.74 
Harnstuff . 2'),0') 6,G7 

] )in so g('­
Fällhal'keit 

~ 

0.;0 

4!i.6ii 
46.fiH 
46.G7 
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Die isolierte Substanz ist also als Harnstoff nachgewiesen. 
Es sind somit als Zersetzungsprodukte des urikolytischen Abbaues 

der Harnsäure zunächst qualitativ Allantoin, Harnstoff, Oxalsäure 
und (wie noch nicht erwähnt), Kohlensäure festgestellt worden. 

III. Quantitative Aufarbeitung der fermentat,iven Spaltprodukte. 

Zur Feststellung, ob mit den Produkten Allantoin, Harnstoff, 
Oxalsäure und Kohlensäure die Zahl der Zersetzungsprodukte des 
fermentativen Harnsäureabbaues erschöpft ist, mußte eine quantitative 
Aufarbeitung des Gesamttrockenrückstandes der SpaItansätze erfolgen. 
Es wurde so vorgegangen, daß von jeder erhaltenen Fraktion der 
C-Gehalt durch Mikroanalyse! bestimmt und mit dem C-GehaIt der 
präparativerhaltenen isolierten Substanzen verglichen wurde, um fest­
zustellen, ob außer den isolierten noch andersartige organische Sub­
stanzen vorhanden waren. 

Es sei als Beispiel der Versuch geschildert, der im Protokoll 152 
gegeben wird. Die Aufspaltung erfolgte bei PR = 8,85; es wurde 1,0 g 
Harnsäure angewendet. 

Zunächst wurde die Alkoholfraktion aufgearbeitet. In ihr waren 
entsprechend dem Vorangehenden Allantoin und Harnstoff vorhanden. 
Die gesamte Alkoholfraktion enthält auf Grund einer Mikroanalyse 
157,5mg C. In einem aliquoten Anteil wurde ti tri metrisch nach Wie­
chowski Allantoin bestimmt. Das genaue Vorgehen zeigt Protokoll 152. 
Es wurde Allantoin zu 0,3997 g, entsprechend 122,4 mg C, gefunden. 

In einem anderen aliquoten Teil wurde Harnstoff gravimetrisch 
als Dixanthylharnstoff bestimmt. Es ergab sich 0,1330 g Harnstoff 
= 26,6 mg C. Als Summe ergibt sich also ein C-Gehalt von 149,0 mg, 
der erklärt ist. Der noch verbleibenden Differenz von 8,5 mg C wurde 
nicht weiter nachgegangen, da mit einem gewissen Spielraum für die 
Fehlerbreite der Methoden zu rechnen war. 

Nun wurde die wasserlösliche Substanz aufgearbeitet. Sie wurde 
gelöst und in ammoniakalischer Lösung mit Calciumchlorid ausgefällt. 
Der Niederschlag wird abzentrifugiert und in verdünnter Salzsäure 
gelöst. Von dieser Lösung wird durch Mikroanalyse der C-Gehalt 
zu 88,2 mg C gdunden. Die salzsaure Lösung wird mehrere Male mit 
Äther extrahiert, der getrocknet und verdunstet wird. Der Rückstand 
wird gewogen. 

Es werden O,4ß30 g Oxalsäure für den gesamten Ansatz erhalten, 
was einem C-Gehalt von 88,1 mg C entspricht. Die durch Mikroanalyse 
gefundene C-Menge von 88,2 mg C ist also durch die gefundene Oxal­
säure erklärt. 

1 Die :Vlikroanalysen wurden im Institut des Herrn Dr. G. Weiler, 
Bcrlin-Wcstcnd, Nußbaumallee 34, von diesem ausgeführt. 
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Das Filtrat dpr Calciumfällung pnthält aO,D mg C. Es wird mit 
konz. Salzsäure versetzt und nach 24 Stunden der frei werdende Harn­
stoff als Dixanthylharnstoff gefällt und gravimetrisch bestimmt. 

Es werden 0,2682 g Harnstoff = 53,6 mg Cerhalten. 
Die aus mehreren "Wiederholungen erhaltenen Ergebnisse werden in 

der nachfolgenden Tabelle zusammengestellt. Die einzelnen Stoffe sind 
auf ihren Kohlenstoffgehalt umgerechnet, der prozentual auf die C-lVienge, 
die als Harnsäure in den Ansatz hineingegeben wurde, bezogen wird. 

PH = 8,85. In t!pn Ansatz gegehen 1,0 g Harnsäure = 357 mg C. DUI'ch 
('-Bestimmung erfaßt 301.0 mg C = 84.4 %. 

C in 0/0 wiedergefunden als 

Versuch Harnstoff 
Oxalsäure {dureh Allantoin Harnstoff Summe 

Ans~uern) 
-------------- - --- ----- - ---- --- ----------- --

152 24,5 15,5 34,4 7,4 81,8 
154 24,5 15,5 34,4 7,8 82,2 
155 24,5 15,6 34,4 8,1 82,6 

Diese Zusammenstellung bezieht sich auf die Spaltprodukte, die 
in festem Zustande gewonnen werden. Es kommt nun noch die gas­
förmig entweichende Kohlensäure hinzu. Da es nicht möglich war, die 
Kohlensäure in demselben großen Ansatz zu bestimmen, der auf Spalt­
produkte aufgearbeitet wurde, wurden Parallel versuche mit kleineren 
Ansätzen zur Ermittlung der CO2-Entwicklung angpstellt. Es wurde 
also die CO2 in einem anderen Spaltversuch ermittelt als die übrigen 
Spaltprodukte. Auch wurde bei der CO2-Bestimmung des rascheren 
Verlaufes halber nicht mit gereinigtem Ferment, sondern mit Leber­
extrakt gearbeitet. Trotzdem können, da mehrfache Versuche stets 
gleiche Resultate gaben, die Kohlensäurebestimmungen mit in die 
Rechnung eingesetzt werden. Versuch 157 gibt ein Beispiel für Be­
stimmung der Kohlensäure. 

Es wurde ein Ansatz von 100 mg Harnsüure angewandt. Durch t!f'1l 
Ansatz wird langsam Sauerstoff geleitet, der mit Barytlauge gewaschc'll 
wird. Das dem Ansatz 8ntweichende G-as wird in hintereinander geHchaltf'tpll 
Kaliapparaten aufgefangen. Es werden ParaliPlansütze mit abgekoehtnlll 
Ferment angestellt, um die in den Lösungen befindliphe 13lindkohlem;ülIl'l' 
in Abzug bringen zu können. Nach 24 Htllllden wenlen die Kaliappamte 
gewogen. Die Gewiehtszunahme ergibt diejenige Kohlensäuremenge. die 
mit dem Sauerstoffstrom ausgetrieben wurde. Da aber infolge deH alkaliscJwn 
~lilieus noch wesentliche (' 02-:!\lengen gebunden bleiben, wurden die Ansütze 
nach \Viedervorschaltung der Kuliapparate mit 25 ~ oiger H CI deutlieh 
angesäuert, worauf wieder einige Stunden Hallf'r:itoff hindurchgeleitet 
wurde. Die nunmehr frei gernachte Kohlen:iüure wird zu der ausgetriebenen 
KohlenRiillre a(hlil'rt. Die Parallelan:iiitze würden gleichartig beurbeit0t. 

3 
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Es ergibt sich für die obcn geschilderte Spaltung bei PR = 8,85 
eine Kohlensäun'menge von 

270 Illg CO2 = 73,ß mg C = 20.5 ~o C 
2ßS .. CO2 =73,1,, C=20.4~~ C 

Addiert man dic C-\Verte zu dcn in der vorangehenden Tabelle 
gegellE'nen C-\Verten für die festen Spaltprodukte hinzu, so ergibt 
sich als Summe für den gesamkn wiedergefundenen C-Gehalt eine 
Zahl um etwa 102 bis 103 %. In Anbetracht der Fehlersummation 
wird da;; Ergebnis als befriedigend betrachtet. 

Das Ergebnis zeigt also, daß außer den gefundenen Spaltprodukten 
kpine wesentlichen )Iengen weiterer organischer Substanz als Abbau­
produkte vorhanden sein können. 

Nunmehr wurden die Verhältnisse beim zweiten Wirkungsoptimum, 
bei eüwm PR 10,03, untersucht (siehe Protokoll 151). Es ergab sich, 
daß auch bei einem PR von 10,03 dieselben Abbauprodukte nur in 
etwas anderem Mengenverhältnis gebildet wurden, und zwar wie folgt: 

In den Ansatz gegeben 1,0 g Harnsäure = 357 mg C. Durch C-Bestimmung 
erfaßt 30!J,S mg C = 8ß,8 %. 

C in 0/ 0 wiedergefunden al!'i 

Versuch Harnstoff 
Oxalsäure (durch Allautoin Harnstoff Summe 

AnSäuern) 

151 23,6 12,1 42,7 6,4 84,8 
153 23,6 12,0 42,8 6,4 84,8 

Ebenso liegen die Verhältnisse bei Spaltung in völlig neutralem 
~lilit·u, also bei ('inem PR von 7,0 (siehe Versuch 1;36). Die nachfolgende 
TabpIle bringt die Ergebnisse: 

In (]Pn Ansatz gegeben 1,0 g Harnsäure = 3.')7 mg C. Durch C-Bestimmung 
crfaßt 307,2 mg (' = 86,9 %. 

Versuch 

156 
Hi3 

Die 

Oxalsäure 

26,2 
26.1 

C in % wiedergefunden als 

Harnstoff 
(durch 

Ansäuern 
Allantoin Harnstoff Summe 

-_-==c=c-=--====--=,-. ---._=_-_-~-_~-_-_-_-_-_ 

1(i,8 
Ui,9 

7,8 
7,7 

84,3 
84,2 

Kohlensäure bestimmungen ergeben: 

!'H IO,O:~ : 280 mg (,02 = 21,3 ~~ (! 

278 
" 

(,02 = 21,2 % C 

J!H 7,00: 2(;0 
" 

('°2 = I H,8 ~~ C 
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Insgesamt sind also bei der Spaltung bei PH 10,03 etwa 106 %, bei 
der Spaltung bei PH 7 104 % des Harnsäure-C- Gehaltes wiedergefunden 
worden. 

Vergleicht man die Ergebnisse bei den drei verschiedenen PH 
miteinander, so sieht man, daß mit steigendem PR die Oxalsäuremenge 
und die Harnstoffmenge fallen, während die Allantoinmenge steigt. 

Ein weiterer Versuch zeigte, daß Ammoniak beim urikolytischen 
Abbau nicht frei wird. 

IV. AufklärulI~ de8 "Vorkommens von Harnstoff im wasserlöslichen 
Abteil der Spaltprodukte. 

Bei den vorangehenden Versuchen ist es auffallend, daß sich außer 
dem Harnstoff, der sich naturgemäß in der Alkoholfraktion findet, 
noch eine zweite Harnstoffausbeute aus der wässprigen Fraktion der 
Spaltprodukte ergibt. Der zunächstliegende Gedanke war der, daß 
die Extraktion mit Alkohol nicht erschöpfend genug durchgeführt 
worden war. Fraktionierte Extraktionsversuche (auch mit kaltem 
Alkohol, in dpm Harnstoff besser löslich ist) zeigten aber, daß die 
Ursache der Erscheinung hiprin nicht zn suchen war. In der wässerigen 
Fraktion ist unmittelbar nicmals Harnstoff mit Xanthydrol nachzu­
wcisen. Auch nach Ansäuern mit Essigsäure ist selbst bei längerem 
Stchen der Lösung niemals Harnstoff mittels Xanthydrol nachweisbar. 
~[acht man die Lösung aber mineralsauer, so tritt sofort Harnstoff­
reaktion auf. Es lag nun nahe, an eine Harnstoff-Oxalsäureverbindung 
zu denken, die nicht alkohol·, wohl aber wasserlöslich ist. Sie hätte 
aber nach Fällung der Oxalsäure unmittelbar Harnstoffreaktion geben 
müssen, was aber nicht der Fall ist. Auch die -Filtrate nach der Oxal­
säurefällung zeigen erst Harnstoffreaktion nach Ansäuern mit ~Iineral­
säure. Es wurd(> daher nun nach einer Verbindung des Harnstoffs mit 
eüwr anderen organischen Säure gdahndet. Dpr Harnstoff wurde mit 
Xanthydrol gefällt, das Xanthydrol mit Chloroform ausgeschüttelt 
und die Filtrate auf organü;che Substanzen untersucht. Solche ließen 
sich nicht finden. Es wurde auch an eine Verbindung Harnstoff-C02 

gcdacht, doch gab die Analyse des nur in Spuren austreibbaren CO2 

zum Harnstoff unmöglichc ~Iolekularverhältniss(·. 
Auch dip Verfolgung des C-Gehaltps der verschipdenen }'raktiOlwn 

vor und nach <1pr Harnstoffbeseitigung zeigten, daß der gesamte C-Gehalt 
der wasi:wrlöHlichen Spaltprodukte außer durch Oxalsäure durch Harn­
stoff erklärbar war. Es war also kcin Platz für cine andere organische 
Harnstoffverbindung. 

Es wurde versucht, die hypothetische Harnstoffverbindung auf 
andere \r(·isc zu isolieren. Es wurde pine Vakuumsublimation mit 
derjenigen }'raktion durchgeführt, in d('f dip Oxalsäure als Calcium-

3* 
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oxalat beseitigt war. Die Sublimation ergab als Sublimat reinen Harn­
stoff. Trotzdem nichts anderes als Harnstoff zu finden war, konnte 
die Xanthydrolreaktion immer erst nach Ansäuern mit Mineralsäure 
ausgeführt werden. Diese Erscheinung bereitete große Schwierigkeiten. 
Es zeigte sich nun des weiteren bei der präparativen Aufarbeitung des 
Harnstoffs, daß nicht nur Ansäuern, sondern auch Zufügung von 
Silberacetat in essigsaurer Lösung die Xanthydrolreaktion eintreten 
ließ. Es mußte also Chlor ion entfernt werden, um die hypothetische 
Verbindung des Harnstoffs zerfallen zu lassen. 

In den wässerigen Spaltprodukten waren Harnstoff und Oxalsäure 
annähernd in molekularem Verhältnis 1 : 1 vorhanden. Außerdem waren 
nur Kochsalz und vielleicht geringe Mengen Natriumcarbonat vorhanden. 

Es wurde nun versucht, festzustellen, ob diese Bestandteile viel­
leicht eine Verbindung eingehen, die das abweichende Verhalten des 
Harnstoffs erklärt. Es wurde hierzu ein Ansatz hergestellt, der alle 
Bestandteile enthält, wie sie nach der Neutralisation eines bei PH 8,85 
völlig aufgespaltenen Ansatzes vorhanden sind, d. h. es wurden Säuren­
und Laugenmengen, wie sie verwendet worden sind, sowie die Spalt­
produkte selbst gemäß ihrem quantitativ gemessenen Verhältnis zu­
einander gemischt. Ein solcher künstlicher Spaltansatz wurde so auf­
gearbeitet wie ein Originalspaltansatz. Der Versuch zeigte, daß 
in einem solchen künstlichen Ü€misch der Spaltprodukte ein Teil des 
Harnstoffs alkoholunlöslich wurde und erst nach Ansäuern mit Mineral­
säure Xanthydrolreaktion zeigte. 

Es wurde nachgewiesen, daß Harnstoff in Gegenwart von Natrium­
oxalat bei einem Verhältnis 1 Mol Harnstoff: 1 Mol Oxalat eine lose 
Verbindung bildet, die in Alkohol unlöslich ist. Die Ü€genwart von 
Natriumchlorid nach Abtrennung der Oxalsäure bedingt es, daß der 
Harnstoff durch Bildung einer losen Verbindung mit NaCI in essigsaurer 
Lösung keine Xanthydrolreaktion zeigt. Die Verbindung mit NaCI 
wird erst durch Ansäuern mit HCI gespalten. Die Unlöslichkeit eines 
Teiles des Harnstoffs in der Alkoholfraktion sowie das Fehlen der 
Xanthydrolreaktion sind also Kunstprodukte, die durch das Ein­
engen des Harnstoffs in Gegenwart von Natriumoxalat und Na CI 
zustande gekommen sind. 

v. Uber den Weg des fermentath-en Abbaus der Hurnsäure. 

Betrachten wir die obigen Ergebnisse zusammenfassend, um uns 
ein Bild vom fermentativen Abbau der Harnsäure zu machen, so ist 
es auffallend, daß nur ein Teil der Harnsäure, und zwar nur ein Anteil 
von 42 bis 53 %, des theoretisch möglichen Wertes zu Allantoin abgebaut 
worden ist. Dies widerspricht zunächst durchaus den Anschauungen 
wie sie seit den Arbeiten von Wiechowslci (12) vorhanden sind. Noch 
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merkwürdiger ist es aber, daß sich außer Allantoin nur so tiefe Abbau­
produkte wie Harnstoff, Oxalsäure und Kohlensäure finden. Stellen 
wir die molekularen Verhältnisse der Abbauprodukte bei den ver­
schiedenen PH zusammen, so ergibt sich folgendes Bild. Es entsteht 
z. B. aus 1 }lol Harnsäure: 

Oxalsiiul"e 
Allantoin. 
Harnstoff . 
CO2 

PH = 7,00 

mole 

0.66 
0,42 
1,24 
1,01 

PH = 8,85 

mole 

0,62 
0,43 
1,16 
1,03 

PH = 10,03 
mole 

0,59 
0,54 
0,93 
1,07 

Hieraus geht hervor, daß unabhängig von der Verschiebung 
der gegenseitigen Verhältnisse beim Abbau bei variierten PH Harn­
stoff und Oxalsäure praktisch sich immer in einem molaren Verhältnis 2: 1 
finden, während die COz-Ylenge, die übrig blt'ibt, wenn man 1 }Iol COz 
für 1 J101 Allantoin rechnet, der lUolmenge Oxalsäure entspricht. Es 
zerfällt also mit anderen Worten die Harnsäure zum Teil in Kohlen­
säure und Allantoin (1 : I), zum anderen Teil in Kohlensäure, Oxalsäure 
und Harnstoff (I : I: 2). Es wäre nun denkbar, daß der Abbau zuerst 
zum Allantoin ginge und daß das Allantoin in Harnstoff und Oxalsäure 
zerfällt. Allerdings wäre dann kein Platz für weitere CO2-Bildung. 
Es wurde aber doeh geprüft, ob überhaupt Allantoin dureh die von 
uns verwandte Fermentlösung spaltbar ist. Der Versuch zeigt, daß 
die in den Ansatz gegebene Allantoinmenge nach 24 Stunden Spalt­
zeit unter den üblichen Bedingungen quantitativ wiedergcfunden 
wird. Es kann also unmöglich die Oxydation über das Allantoin 
hinaus geführt haben, sondern das Allantoin bildet einen selbst­
ständigen, aber abgeschlossenen \Veg des Oxydationsgeschehens. 

Des weiteren fällt bei den Ergebnissen auf, daß keines der Spalt­
produkte, die bei der chemischen Oxydation der Harnsäure mit Wasser­
stoffsuperoxyd gefunden wurden, beim fermentativen Abbau nach­
zuweisen waren. \Veder Carbonyldiharnstoff, noch Cyanursäure, noch 
Oxalursäure waren zu finden. Bei ihrer Schwerlöslichkeit hätten sie 
nicht entgehen können. Ein Versuch zeigte, daß Carbonyldiharnstoff 
durch Urikase nicht spaltbar ist. Es könnte also auch als Zwischen­
produkt nicht vorhanden gewesen sein. 

Hieraus geht hervor, daß der Abbau der Harnsäure durch das 
Ferment nicht auf dem Wege erfolgt, der durch die Wasserstoffsuperoxyd­
oxydation bekannt ist. Der Oxydationsweg entspricht auch nicht der 
Oxydation in stark alkalischer Lösung, noch gar der in saurer Lösung 
gemäß den Darstdlungen im Abschnitt 1. Dagegen entspricht er 
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ausgezeichnet dem Schema der bekannten chemischen Oxydation in 
neutralem bzw. schwach alkalischem Milieu. 

Wir haben unter I dargelegt, daß der Weg zum Allantoin über 
das Oxyacetylendiurein führt. Ebenso wurde gezeigt, daß bei Oxydation 
in etwa neutralem Milieu mit nachträglichem Ansäuern Harnstoff und 
Oxalursäure auftreten, welche letztere ja aber nur bei saurem Milieu be­
ständig ist. Ein Zerfall von Oxalursäure in alkalischem Milieu wurde 
von uns geprüft und bestätigt. Es ist daher mit größter Wahrschein­
lichkeit, wenn nicht mit Sicherheit anzunehmen, daß alle Spaltprodukte 
sich von der Vorstufe des Allantoins, dem Oxyacetylendiurein, ableiten. 
Ein Teil dieses Körpers zerfällt hydrolytisch in Allantoin, ein anderer 
Teil weiter oxydativ in Harnstoff und Oxalsäure. Je alkalischer die 
Lösung ist, desto stärker ist die Hydrolyse des Oxyacetylendiureins, 
d. h. desto mehr Allantoin wird gebildet. 

Diese Darlegungen stehen im besten Einklang mit den An­
schauungen von Schuler (32), der als Abbauweg die Oxyacetylen­
diureincarbonsäure vermutete. Sie decken sich auch mit dem Befund 
von Felix, Scheel und Schuler (33), die beim Angriff auf die Harnsäure 
zuerst eine Oxydation, \Vassereintritt und Decarboxyli<·rung annahmen, 
was zur Bildung des Oxyacetylendiureins auch notwendig ist. Die 
Tatsache, daß die Autoren für 1 Mol Harnsäure nur 1 Mol Sauerstoff 
verbrauchten, ist dadurch zu erklären, daß sie nur vorsichtig bis zum 
Verschwinden der Harnsäure und nicht wie hier noch weiter abbauten. 
Die Tatsache des Auftretens von Oxalsäure und Harnstoff erfordert 
naturgemäß einen größeren Sauerstoffverbrauch. Schließlich decken 
sich die von Schuler (32) geforderten Eigenschaften für das Zwischen­
produkt vollkomme'n mit der Oxyaeetylendiureincarbonsäurc und der 
hier gegebenl'n Darste'llung des Harnsäureabbaue's. 

Die fermentat.ive Oxydation der Harnsäure' wird also derart auf­
gefaßt, daß sich zuerst Oxyacetylendiureincarbonsäure, hieraus Oxy­
acetylendiurein bildet, das dann zum Teil hydrolytisch zu Allantoin, 
zum Teil weiter oxydativ zu Harnstoff und Oxalsäure' abgebaut wird. 

D. Versuchsprotokolle. 

39. S]Jaltversuch mit t'ierischer ,Milz. 

Perrnentmaterial. Milzextrakt, hergestellt aus Sehweinemilztrocken­

pulver mit Hilfe von physiologischer Kochsalzlösung (10 cern Extrakt ent­

sprechen 300 mg Trockenpulver). 

Ansätze. Siehe Methodik. Beispiel 2. Extraktmenge 10 eem. 

Dauer des Ven;uehs: 24 Stunden. Langsamer Sauerstoffstrom. 37°. 



Ergebnisse. 

Ferment 

Milzextrakt . . . . . . 
Abgekochter Milzextrakt 
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Harnsäureabbau in 010 

PR = 8,85 

80,0 

PH = 10,03 

83,0 
0,0 

Ähnliche Versuche werden mit Schweineniere und Schweinepankreas 
pro Ansatz mit 10 ccm Extrakt, die 300 mg Trockenpulver entsprechen, 
angestellt. Ferner werden untersucht Insulin und Schweinegalle, an­
gewandte Menge 10,0 ccm, ferner Pferdeleucocyten. Angewandte Menge 
5,0 ccm Leucocytensuspension = 1,0 g feuchte Leucocyten. 

Ergebnisse. 

Harnsäureabbau in O! ° 

Nierenextrakt . . . . . . . 
Abgekochter Nierenextrakt . 
Pankreasextrakt . . . . . . 
Abgekochter Pankreasextrakt . 
Insulin ........ . 
Schweineg-alle. . . . . . 
Abgekochte Schweinegalle 
Pferdeleucocyten 

PR= 8,85 

75,8 
0,0 

81,5 
0,0 
0,0 

84,4 
0,0 

46,9 

PR = 10,0:3 

80,5 
0,0 

85,3 
0,0 
0,0 

881 
0;0 

17. Spaltvers1lch mit Leberplll1·er, das ans nicht ganz frischer ''''·chwcineleber 
hergestellt wnrde. 

Die für diesen Versuch verwendete Schweineleber ließ man einige Tage 
an der Luft liegen. ehe man sie zum Trockenpulver verarheitete. 

Ansätze. Siehe Methodik. Beispiel 1. Temperatur 37°. Dauer des 
Versuchs 24 Stunden. Langsamer Sauerstoffstrom. 

Behandlung der Abnahmcll. Siehe Methodik. Beispiel 1. 

Ergebnisse. 

Harnsäureabhau in 0io 

PR = 8,H5 

87.5 

Schweineleher behält auch nach Entfernung !tus dem Organismus 
längere Zeit ihre urikolytische "'irksamkeit in hohem )Iuf.le. 

18. Spaltcersllch 111 it J1 enschcldebertrocl.:enpull·cr. 

Ansätze. Siehe Methodik. Beispiel 1. 

I: PR = 8,8;'). Fermentmenge 300 mg Trockenpulver. 
II: PR = 10.03, 300 " 

Temperatur 37°. Dauer des Versuch" 24 Stundcn. Langsamer Sauerstoff­
strOln. 
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Hl'ha1Ullung der Abnflhmen. Siehe Methodik. Beispiel l. 

Ergebnis. Die Harnsäure wird zu 100 % wiedergefunden. :Vlensehliehe 
Leher baut Harnsäure nicht au. 

Almliche Verfluche werden mit :\lenschennierentrockenpulver und mit 
menschlichen Gelenkknorpeln angestellt. Letztere werden im Vakuum 
getroeknet und zu Pulver verrieben. Angewandte Menge stets 300 mg. 

Ergeb1ll:s. Die Harn"äure wird zu 100 % wie(lergefunden. Es findet 
kein urikolytischer Abbau statt. 

\Yeiter wer(len untersucht ::\Ienschenlebertrockenpulver +- menschliches 
Blnt und ::\Ienschenlebertrockenpulver + menschliches Serum. ferner 
:\[pnsehennierentrockenplllver -7- menschliches Blut. Für jeden AnRatz 
werden 300 mg Troekenpulver + 10.0 ccm Blut bzw. Serum verwendet. 

\Yeitere Versuche werden mit einem Gemenge von :\Ienschenleber­
trockenpulv('!' und ::\Ienschenmilztrockenplllver. ferner mit einem Gemenge 
von :\lenschenlehertroekenl'ulver und :\lensehennierentrockenpulver an­
gestellt. Jedes der heiden (}emenge enthält pro Ansatz je 300 mg der heiden 
heteiligten Trockenpulver. 

Ergebnis. Die Harnsäure wird bei allen Ansätzen zu 100 % wieder­
gefunden. Es findet kein urikolytischer Abbau statt. 

27. 8pftlti'ersuch mit ).11 enschenblut. 

Ansatz. 15 ccm Blut werden mit I ccm Harnsäurelösung = 1.0 mg 
Harnsäure versetzt und 24 Stunden im Thermostaten bei 37° belassen unter 
gleichzeitigem Durchleiten von SalIerstoffstrom. 

Uelwndl1l11g der Abnnhmf. Xaeh Beendigung der Spalt zeit werden 
8 f:cm nach Polin enteiweißt. Die Hälfte de,.; Eiweißfiltrates wird auf 100 ccm 
aufgefüllt. 5 ccm dieser Lösung werden nach Pol1'n auf Harnsäuregehalt 
untersucht. 

Von deJn gefundenen Harnsäurewert muß der Harnsäurewert des 
Blutes in Abzug gebracht werden. 

Eryebll is. Uesamtsäure . . . . . . . 
Gehalt des Blutes an Harmäure . 
\Viederfund. . . . . . . . . 

:\lensehliches Rlut baut Harnsäure nieht ah. 

1,600 mg 
0.600 " 
1,000 " = 100 ~o. 

J(j. .5'paltcersuch mit mcnscldich eu Lel/cor !flen. 

Permcnt1ll{t.terial. :\Ienschenleucocyten nach P. Szilard (4): Mensch­
liehe,; Blut winl durch eine :\lisehung von Essigsäure und \Veinsäure hämo­
l;\·,iprt. darauf die saure :\Iischllng alkalisiert und die weißen Blutkörperchen 
a hzentrifugiert. 

"-IlIsalz. 0.8 celll Harnsäurelösung enthaltend 0.8 mg Harnsäure 
+ ii eem Lcueocytensuspension (= 0,4 g feuchte Leueoeyten) + Wasser 
zu 20 ("ClU. 

Temppratur 37°. Dauer des Versuchs 24 Stunden. Langsamer Sauer­
stoffstrOll1. 

}JelHtndl111lfl der Abnahmen. 5 ecm des An,;atzes werden nach Folin 
enteiweißt. Vom Eiweißfiltrat werden 5 ecrn nach Polin auf Harnsäure­
gehalt untersueht. 

Erflebnis. Die Harnsiiure wird zu 100 ~ 0 wiedergefunden. -:\lensehliche 
Leueoeyten bauen Harnsäure nieht ab. 
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107. Spaltl'ersllchmit s(mrem und alkalischem JIc1/8chef!leberextmkt. 

Fennentllwterial. 1. Extrakt aus Trockenpulyer mit Hilfe yon l°oiger 
sekumlärer N'a-Phosphatlösung : 10 ccm = 0.3 g Trockenpulver. 2. Extrakt 
aus Trockenpulver mit primärem Xa-Phosphat. 

Ansätze. Siehe Methodik. Beispiel 2. Je Ansatz werden 10,0 ccm 
Extrakt verwendet. 

I: PR = 8,85, Extrakt (1) (alkalisch). 
II: PR = 8,85, (2) (sauer). 

III: PR = 10,03, (1 ) (alkalisch). 
IV: PR = 10,03, (2) (sauer). 

Temperatur 37°. Dauer des VE'rsllChs 24 i'ltunden. Langsamer Rauer· 
stoffRtrom. 

Helwndlung rler Abnahmen. SiE'he :\lethodik. BE'ispiel 2. 

Ergebnis. Die Harnsäure wird in allen Ansätzen zu 100?o wie(lE'r­
gE'funden. 

In ähnlicher 'Veise werden Extrakte untersucht. die am. menschlichem 
Lebertrockenpulver, menschlichem :\lilztrockenpulver und menschlichem 
Pankreastrockenl'ulver mit Hilfe von physiologischer Kochsalzlösung 
hergestellt werden. Es wenlen pro An"atz 10,0 ccm Extrakt verwendet, 
die 0,3 g Trockenpulver entsprechen. 

Ergebnis. Die Harnsäure wird stets zu WO?~ wiedergefunden. Es 
findet kein urikolytischer Abhau statt. 

Ferner werden untersucht menschliche Galle uml menschliches Blut. 
Für jeden An~atz werden je 10,0 ccm verwendet. 

Ein weiterer V8rsuch wird mit mem.chlichem :\Iuskelgewebe angestellt. 
DasseIhe wird mit Rand im :\lörser zerrieben lind mit physiologischer Koch­
salzlösung extrahiert. Verwendet werden W,O ccm für jeden Ansatz, 300 mg 
"Yluskelgewebe entsprechen(\. 

Er(!ebnis. Die Harnsäure wird bei allE'n Ansätzen zn WO?o \ViE'dE'r­
gefundE'n. Es findet kein urikolytischE'r Abbau statt. 

35. 8palt/Jersllch mit Schweineleber /tuter Lujtabschlu(.i. 

Fermentmaterial. Schweineleberextrakt, hergest811t ans Lebertrocken­
Jlulver mit Hilf8 von physiologi,;cher Kochsalzlösung, die yorher durch 
Kochen von Luft. hefreit ist" 

Ferner wenlen alle Lösungen lind alles 'VasseI'. welches für (lie Ansätze 
verwendet wird, vorher durch Kochen von Luft h8fl'eit. 

A'I/sätze. Riehe :\lethodik. Beispiel 2. 

I: PR = 8.8;'). 
ll: PR = 10,03. 

Beide Ansätze werdeu zum Luftahschluß mit flüssigem Paraffin üher­
schichtet. 

Temperatur 37°. Dauer des VE'rsuchs 24 Stuu(len. 

nelwndlung der Abnahmen. :\Iau durchsticht mit einer Pipette die 
ParaffinRchieht und entnimmt heiden Ansätzen aliquote Teile zur Ellt­
eiweißung und arbeitet weiter, wie in der :\Iethodik ,mgE'gebeu. Beispiel 2. 

ErrJebni8. Der Versuch zeigt, dafJ fermentativE'r Ahbau der Harnsäure 
nur in G-egenwart von Luftsauerstoff vor sich gPllt. 
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24. Spaltversuch mit Leberextrakt. Einflur3 von Sauerstoff. 

Ansätze. Siehe Methodik. Beispiel 2. 10,0 ccm Extrakt = 0,3 g 
Trockenpulver . 

Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 3 Stunden. Durch Ansatz II 
wird ein langsamer Sauerstoffstrom geleitet. Abnahmen nach 1, 2 und 
3 Stunden. 

Ergebnis. 

Spaltzeit 

1 Std. 
2 
3 

Harnsllureabbau in 0/0; PR 8,85 

Ohne O2 

12,8 
25,5 
39,4 

23,1 
48,7 
79,6 

8. Prüfung der Aziditätsoptimu1nskurve des Harnsäureabbaues durch 
Leberpulver. 

Die Ansätze enthalten je 20 mg Harnsäure als Lithiumsalz gelöst. Sie 
werden mit n/lO Hel bzw. n/l0 NaOH auf den gewünschten PR gebracht 
und dann mit 10 ccm Boratpuffer des gleichen PR versetzt. 300 mg Leber· 
pulver werden hinzugegehen und die Ansätze mit Wasser auf 70 ecm auf· 
gefüllt. Al" Extrakt werden 10 ccm = 1,0 g Troekenpulver gebraucht. 

Temperatur 37°. Dauer der Spaltung 6 Stunden. Keine Sauerstoff· 
durchleitung. 

Ergebnisse mit Leberpulver. 

Ansatz 

Nr. 

I 
LI 

III 
IV 
V 

VI 
VII 

VIII 
IX 

X 
XI 

6,66 
7,08 
7,38 
8,56 
8,85 
9,15 
9,38 
9,53 
9,81 

10,08 
10,21 

Harnsllureabbau 

mg 0/0 

2,24 
4,46 
5,46 
8,20 
9,68 
8,40 
7,88 
7,58 

10,12 
11,70 
7,10 

11,2 
22,3 
27,3 
41,0 
48,4 
42,0 
39,4 
37,9 
50,6 
58,5 
35,5 

E,.; sind zwei Optima zu beohachten. Das eine Wirkungsoptimum. 
des urikolytischen Fermente,; liegt bei IJR = 8,85, das zweite bei PR = 10,00. 

166. Prüfung der Aziditätsoptimu1nskurve des Harnsäureabbaues durch 
Leberextrakt. 

Permentma.tcrinl. Kochsulzextl'ukt: 10,0 ccm = 1,0 g Trockenpulver. 
Die Ansätze enthalten je 20 mg Harnsäure als Lithium"alz gelöst. 

;-;ie wenipll mit n/l0 H Cl bzw. n/IO N'iOH auf den gewünschten PH gebracht 
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und dann mit 10 ccm Boratpuffer des gleichen PH versetzt. 10 ccm Leber­
extrakt werden hinzugegeben; mit \Vasser wird auf 70 ccm aufgefüllt. 

Temperatur 37°. Dauer der Spaltung 6 Stunden. Langsamer Sauer­
stoffstrom. 

Behandlung der Abnahmen. Wie in der Methodik angegeben. Beispiel 2. 

Ergebnisse. 

1 ' 

Ansatz Nr. PH : i Harnsäureabbau in 0 i 0 

I 7,5 35,12 
II 8,20 39,4 

III 8,87 47,4 
IV 9,37 40,3 
V 9,66 37,1 

VI 10,00 53,6 
VII 10,34 33,4 

VIII 10,83 13,0 

Es sind zwei Optima zu beobachten. Das eine \Virkungsoptimum 
des urikolytischen Fermentes liegt bei PR = 8,87, das zweite bei IJH = 10,00. 

28. Untersuchung, ob Harnsäureabbau beim zweiten PR-Optimum fermentath'en 
Ursprungs ist. 

Ansatz. Mit Lebertrockenpulver bei PR = 8,8;3. Siehe Methodik. 
Beispiel 1. 

Temperatur 37°. Dauer der Spaltung 4 Stunden. Langsamer Sauer­
stoffstrom. 

Nach 4 Stunden wird der Ansatz vom Leberpulver abfiltriert und zur 
Zerstörung des Fermentes aufgekocht. Hierauf wird in einem ::\leßkolben 
zu 100 ccm aufgefüllt. 

10 ccm dieser Lösung werden enteiweißt und zur kolorimetrischen 
Messung verdünnt. 

Vom Restansatz werden ;30 ccm mit n/l0 NaOH auf PH = 10,03 
gebracht und mit Wasser auf 60 ccrn aufgefüllt. Diesen Am;atz läßt man 
bei 37° im Thermostaten unter gleichzeitigem Durchleiten von Sauerstoff 
weitere 20 Stunden stehen. Dann werden 10 ccm enteiweißt und zur :'IIe:-lsung 
verdünnt (Methodik). Beispiel 3. 

Ergebnis. 

Spaltzeit 

4 Std. 
24 

Harnsänreabbau in 0. u 

63,6 
64,3 

Der Versuch ergibt. daß die Spaltung unterbrochen ·wird. wenn das 
Ferment entfernt oder ZCl"stört wird. E::; ist abo die H arnsäurespnltung 
bei dem zweiten PR,Optimulll 10,03 ebenfalls fermentativen l'rspnmgs. 
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164. Harnsäurespaltullfj durch Leberextrakt. Versuch über Verhältnis c'on 
G'rn8atz wul Ferrnentmenfje. PR = 8,85. 

Fermentrnaterial. Kochsalzextrakt : 5,0 ccm = 0,5 g Trockenpulver. 

An8ätze. I: 20 ccm Harnsäurelösung, enthaltend 20 mg Harnsäure + 10ccm 
Boratpuffer (pR = 8,85) + 5,0 ccm Extrakt + Wasser zu 
70 ccm. 

Il: 20ccm Harnsäurelö~lmg, enthaltend 20mg HarnHäure + 0,5ccm 
n/10 );'aOH + 10 eem Boratpuffer (PR = 8,85) + 10,0 cem 

Extrakt + 'Yasser zu 70 eem. 
IU: 20ccm Harnsäurelösung. enthaltend 20mg Harnsäure + 1,Ocem 

n/1O );'aOH + 10 eem Boratpuffer (PR = 8,85) + 15,0 eCln 
Extrakt + \Vasser zu 70 eem. 

Temperatur 37°. Langsamer Sauerstoffstrom. Dauer des Versuchs 
6 Stunden. Alle Stunden werden Abnahmen gemacht. 

Behandlung der Abnc~hmen. Je 7 eem werden nach Folin enteiweißt 
und zur kolorimetrischen ::Uessung verdünnt. 

Ergebni88e. 

Hal'llsäureabhau in 010 
Spalt-

II III zeit 
5,0 ccm Extrakt 10,0 eem Extrakt 15,0 cem Extrakt 

:-:t<l. °:'0 °10 °10 

1 11,2 13,1 20,0 
2 18,4 24,1 37,5 
3 24,1 31,0 51,5 
4 31,0 42.8 64,9 
5 37.5 54,6 69,3 
6 46,0 63,7 80,8 

Analoger Ver~ueh hei PR 10.03. 

Harnsäureahhau in 0lo 
Spalt-

Il III zeit 
5,0 cem Extrakt 10,0 eem Extrakt 15,0 eem Extrakt 

Std. °10 0/ 0 °10 

1 R,7 12,7 20,0 
2 29,1 43,1 fi4.1 
3 42,fi 81,0 83.0 
4 58,6 85,4 H7,1 
5 67,8 86,3 87.8 
6 77,8 89,3 100,0 

129. f'Jpaltrersuch mit Hnrn8äurcjcrmcntfällung. 

Fermentmaterütl. Eluat 11. 

An8ätze. Siehe Methodik. Beispiel 3. 

I: PR = 8,85. 
Il: PR = 10,03. 
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Beide Ansätze werden mit ein paar Tropfen konz. H Cl zur Ausflockung 
der Harnsäure gebracht. Die Niederschläge werden abzentrifugiert, die 
Lösung wird abgegossen; die Rückstände werden in je 2,0 ccm nilO NaOH 
aufgelöst. Diese beiden Lösungen werden mit nllO HCl bzw. nilO NaOH 
auf PR = 8,85 bzw. 10,03 gebracht, mit dem entsprechenden, pR-gleichen 
Boratpuffer versetzt und mit 'Vasser auf ein bestimmtes Volumen auf­
gefüllt. 

Temperatur 37°. Dauer der Spaltung 24 Stunden. Langsamer Sauer­
stoffstrom. 

Ergebnis. 

PR 

8,85 
10,03 

Harnslillreabhau in 010 

41,2 
75,0 

29. Versuch über Einwirkung von Schwefelwasserstoff. 

Fermentmaterial. Leberextrakt : 10,0 ccm entsprechen 0,3 mg Leber­
trockenpulver. 

Ansätze. Siehe Methodik. Beispiel 2. 

I: PR = 8,85: 10,0 ccm Extrakt. 

II: PH = 8,85: 10,0 " Extrakt, der mit Schwefelwasserstoff ge­

III: PH = 8,85: 

IV: PR = 10,03: 

V: PR = 10,03: 

VI: PR = 10,03: 

10,0 

10.0 " 
10,0 ,. 
10,0 

" 

sättigt ist. 

Extrakt, der mit Schwefelwasserstoff ge­
sättigt und scharf zentrifugiert worden ist. 

Extrakt. 

Extrakt, mit Schwefelwasserstoff gesättigt. 

Extrakt, mit Schwefelwasserstoff gesättigt 
und scharf zentrifugiert. 

Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 24 Stunden. Ohne Sauerstoff. 

Behandlung der Abnahmen. Die Ansätze mit Schwefelwaf;serstoff 
werden durch einen Luftstrom von demselben befreit. 

Ergebnis. 

Härnsäureabhan in 010 

Ansatzforlll 
PR = 8,85 PR = 10,03 

---- -----_._----=-= .. =--=.~-~-';"-=-~-~-=-~- ---

Ohne Schwefelwasserstoff. . . 
Mit 

" 
" " 

und 
zentrifugiert 

67,8 
35,5 

0,0 

72,2 
39,4 

0,0 

Es zeigt sich eine sehr :'<turke Hemmung der urikolytischon "rirksumkeit 
dureh Schwefelwasserstoff. 

Fermentmaterial. Elwlt 11. 
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Ergebnis. 

Harnsäureabbau in % 

Ansatzform 
PR = 8.85 

I 
, PR = 10,03 

Ohne Schwefelwasserstoff . 
Mit 

"zentrifugiert 
und 

, -,----,----

79,2 
31,1 

0,0 

85,4 
37,5 

0,0 

.30. I' ersuch über Ei?/ /~"irkllnf/ /'on ;X atr'iwnc !J(tnid. 

FerlllclItll/atcrial. Leberextrakt : 10,0 ccm entsprechen 0,3 lng Leber­
troekenplllv01' . 

An8ätze. f-iiehe :\Iethodik. Beispiel 2. 

[: Jl H = 1\,85: 10,0 ecm Extrakt. 
I I: PH = 1\,85: 10,0 + 100 mg Xatriumcyanid. 

IlI: /iR = 10,03: 10,0 
IV: PH = 10,03: 10,0 + 100 " 

Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 24 Stunden. Ohne Sauerstoff. 

]Je!la1/rl[ung der Almo!lmen. Si0hc :\lethodik. B0ispiel2. 

Ergebnis. 

Ansatzfol'm 

Ohne NatrillIDcyanid 
Mit 

lIarnsäurcahbau in % 

PH = 8,H5 

G7,8 
0,0 

PH = 10,03 

72,2 
0,0 

Xatl'illlllC'ynnid hebt die llrikolytisC'he \Vil'ksamkeit vollkommen auf. 

14:3. 1'crslIc!l über Eimc1:rkuug 1'on Natriwncyrl1lid (tu! El1lat 11. 

Ansätze. f-iiehe :\[othodik. Beispiel 3. 

I: PH = 1\,1\5: 1O,O(,Clll Elnat n. 
Il: PH =~ 1\,85: 10.0 + 100 mg ~atriumeyanid. 

[I I: PH = 10,03: 10,0 
IV: ]lH = 10,03: 10,0 + 100 " 

Telllperatur 37°. Dauer <Im; Versuehs 24 f-itunden. Langsarncr f-illUer­
st offst rOlli. 

I1c!l({'IIIlIll'II!I der .-IlmI/1/1111'1/. Sielw :\lethodik. Beispiel 3. 

Erf/clmis8c. 

Ansatzform 

Ohne NatriuIDCyanid . 
~1it . 

Harnsäul'cabbau in 0/0 

PH = H,Hr> ! PI! = 10,O:{ 

flH,3 
0,0 

73,0 
0,0 

Der VOl's\leh wigt völlige HmJ1Ill\lng des urikolytisehen Abbaues durch 
Xatriumeyanill. 
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11 O. Spnltversuch mit Lebe/extrakt in Gegenu-art äquj'molekularer 111 engen 
Allnntoin. 

Leberextrakt. 10.0 eern enthaltend 0.2 g Troekenpulver. 

Harnsäurelösung. 20,0 eern enthaltend 20,0 rng Harnsäure. 

Allantoinlösung. 10,0 eern enthaltend 18,81 rng Allantoin. 

Ansätze. PH = 8,85: 20,0 eern Harnsäurelösung + 1,5 eern n/l0 H CI 
+ 10,0 e('lIl Boratpl1ffer (PR = 8,85). 

I: + 10,0 eem Extrakt. 
Tl: + 10,0 + 10,0 eem Allantoinlösung. 

PH = 10,03: 20,0 eem Harnsüurelösung -+- 2,5 eCIll n/l0 1'\n 0 H 
+ 10,0 ecm Boratpuffer (PH = 10,03). 

III: + 10,0 cern Extrakt. 
IV: + 10,0 + 10,0 cem Allantoinlösung. 

Alle vier Am;ätze werden mit \Vasser auf 70,0 cem ergänzt. 
Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 24 ::ltun(!en. Langsamer Sauer· 

stüffstrüm. 

Behandlung der Abnahmen. Siehe Methodik. Beispiel 2. 

Ergebnisse. 

Ansatzform 

Ohne Allantoin 
Mit 

Harusäurcabbau in 0.':0 

PH = R.R5 ! PH = 10.0:\ 

44,5 
43,7 

57,5 
57,5 

Allantoin in ä<Juirnülekularen )lengen hat keinen Einfluß auf die 
Crikolyse. 

168. Spaltt'Crsuch in Gegemcart äqu.illlolekulnrer JIengen Allnntoin, Hn1"l/stojj 
und Ox(t1säure. PH = 8,S5. 

Permcnt1llaterial. 
10 eern, enthaltend 
Allantoin. 

Leberextrakt : 10 eC'm 1,0 g Trüekenpulver. Lösunq A: 
10 mg Oxalsäure + 8 mg Harnstoff + 8 mg 

Die Mengen Oxal"äure, Harnstoff und Allantoin wurden so gewählt, 
wie die quantitative Aufarbeitung eines bei PH = 8,85 vollkommen Huf· 
gespaltenen Ansatzes ergeben hatte. 

Ansätze. I: 20 ecm Harnsiiurelösung, enthaltend 20 rngHarnsäure + 1O('C'1ll 
Boratpuffer + 10 cern Extrakt + 'Vasser zu 70 eem. 

II: 20 eern Harnsäurelösung, enthaltend 20 rng Harnsäur., + 10 ('ern 
Büratpuffer + 10 eern Lösung A -+- 10 eem Extrakt + 'Va:<ser 
zu 70 eern. 

Temperatur 37°. Dauer der Spaltung 6 Stunden. Langsamer Sauer· 
stoffstl'om. 

Helwndlung der Abnrtl!men. 'Vie in der 'Methodik angegeben. Beispiel 2. 

Ergebnis. Ansatz I: 51,2°" Abbau 
II: 50,6 ~;) 

Zwmtz von Allantoin, Harnstoff und Oxalsäure in den )lengen, wie sie 
bei der quantitativen Aufarbeitung erhalten werden, wirken nicht auf den 
Hurm;äul'eabbau ein. 
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172. Prüfung der Eiuwirbmg un1:olytischer Spnltprodukte bei PR = 8.85 
auf die Harnsättrebestilll1nllng. 

Ansätze. 

Ia: 40 ccrn Harnsäurelösung, enthaltend 40 rng Harnsäure + 10 cern 
Boratpuffer (PR = 8,85) + 10 ecm Extrakt (= 1,0 g Trocken· 
pulver) + Wasser zu 70 ecm. 

lIa: \Vie Ansatz Ia. 

lIla: 40ccrn \Vasser + 10 ccm Boratpuffer (PR = 8,85) + 10 cem Extrakt 
(= 1,0 g Trockenpulver) + "Tassel' zu 70 cem. 

I\' a: \Vie Ansatz 111 a. 

Teml;eratur 37°. Dauer der völligen Aufspaltung 24 Stunden. Lang­
samer Sauerstoffstrom. 

Ani';atz I a und UI a werden 1/4 Stunde gekocht; um das Ferment 
abzutöten; darauf wird das verdampfte "'assel' nachgefüllt, so daß das 
Endvolumen wieder 70 ccm beträgt. Ansatz lIa und IVa werden 1/2 Stunde 
gekocht zu demselben Zweck und ebenso auf 70 cem nachgefüllt. 

Ansätze. 

I: 20 eern Harnsäurelösung, enthaltend 20 rng Harnsäure + 5,0 eem 
Boratpuffer (PR = 8,85) + 35 eem Ansatz Ia + Wasser zu 70 eem. 

1I: 20 eern HarnsäurciöfHmg, enthaltend 20 rng Harnsäure + 5,0 eem 
Boratpuffer (PR = 8,85) + 35 eem Ansatz Ha + \Vasser zu 70 eem. 

IIl: 20 eem Harnsäurelösung, enthaltend 20 mg Harnsäure + 5,0 eem 
Boratpuffer (PR = 8,85) + 35 eem Ansatz lIla + \Vasser zu 70 eem. 

I\': 20 eern Harnsäurelösung, enthaltend 20 mg Harm;äure + 5,0 ecm 
Boratpuffer (PR = 8,85) + 35 eem Ansatz IVa + \Vasser zu 70 ecm. 

Temperatur 37°. Dauer der Spaltung 24 Stunden. Langsamer Sauer­
stoffti'trom. 

Behandlung der Abnahmeu. Die Ansätze werden nach 1'ol1:n enteiweißt 
und zur :l\Iessung verdünnt (siehe Methodik). Beispiel 2. 

Ergebm·s. Bei allen vier Ansätzen werden 100 % Harnsäure wieder­
gefunden; schon viertelstündiges Kochen hat das Ferment völlig abgetötet. 

173. Spaltverstich in Gegenu'art der Spaltprodukte. 

Ansätze. 

I a und II a: 40 eem Harnsäurelösung, enthaltend 40 mg Harnsäure 
+ .10 eern Boratpuffer (PR = 8,85) + 10 eem Extrakt (= 1,0 g 
Trockenpulver) + Wasser zu 70 ecm. 

III a und IVa: 40 ecm Harnsäurelösung, enthaltend 40 mg Harnsäure 
+ 10 ccrn Boratpuffer (PR = 10,03) + 10 ccm Extrakt (= 1,0 g . 
Trockenpulver) + Wasser zu 70 eern. 

Temperatur 37°. Dauer der völligen Aufspaltung 24 Stunden. Lang­
samer Sauerstoffstrom. 

Ansatz Ia und lIla werden 1/4 Stunde, Ansatz Ha und IVa 1/2 Stunde 
gekocht, um das Ferment abzutöten. Das verdampfte Wasser wird nach­
gefüllt, so daß zum Schluß das Volumen der vier Ansätze wieder je 70 ccm 
beträgt. 
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Ansätze. 

1: 20 ccm Harnsäurelösung, enthaltend 20 mg Harnsäure + 10 eem 
Boratpuffer (PR = 8,85) + 5,0 ccm physiologische NaCI-Lösung 
+ 10 ccm Leberextrakt (= 0,5 g Trockenpulver) + Wasser zu 
70 ccm. 

I!: 20 ccm Harnsäurelösung (20 mg Harnsäure) + 5,0 ccm Boratpuffer 
(PR = 8,85) + 10 ccm Extrakt (= 0,5 g Trockenpulver) + 35 ccm 
Ansatz Ia. 

IlI: Wie Ansatz Il, nur an Stelle von Ansatz Ia 'Ansatz Ila. 

IV: 20 ccm Harnsäurelösung (20 mg Harnsäure) + 10 ccm Boratpuffer 
(PR = 10,03) + 5,0 ccm physiologische NaCI-Lösung + 10 ccm 
Leberextrakt (= 0,5 g Trockenpulver) + Wasser zu 70 ccm. 

V: 20 ecm Harnsäurelösllng (20 mg Harnsäure) + 5, ° ccm Boratpuffer 
(PR = 10,03) + 10 ccm Leberextrakt (= 0,5 g Trockenpulver) 
+ 35 ccm Ansatz lIla. 

VI: Wie Ansatz V, nur an Stelle von Ansatz lIla Ansatz IVa. 

Temperatur 37°. Dauer der Spaltung 6 Stunden. Langsamer Sauer­
stoffstrom. 

Ergebnisse. 

Harnsäureabbau in 010 

Ansatzform 
1I 

PH= 8,85 PR = 10,03 

Ohne Spaltprodukt 
Mit Spaltprodukt: 

Ansatz 1I und V 
Ansatz 111 und VI . 

78,6 

77,8 
78,2 

85,3 

84,9 
85,6 

Der Versuch zeigt keine Hemmung durch die Spaltprodukte. 

140. Spnltl'ersuch mit 1 %iger K1lp!ersu.l/atlösung. 

Ansätze. Siehe Methodik. Beispiel 3. 

I: PH = 8,85 an Stelle von Ferment 10,Ocem 1 %iger CuS04-LÖ>;llllg 
(100 mg CUS04)' 

II: PR = 10,03 an Stelle von Ferment 10,0 ccm 1 %iger Cu S 04-Lösung 
(100 mg CUS04)' 

Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 24 Stunden. Langsamer Sauer­
stoffstrom. 

HelUlrHllung der Abnahmen. Siehe Methodik. Beispiel 3. 

Ergebnis. 

Harnsäureabbau in 0/0 

759 
80:8 

Der Versuch zeigt. daß Kupfersulfatlösung Harnsäure abbaut. Kupfel' 
sulfat "tört die Methodik nicht. 

4 
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144. Versuch über Harnsäureabbau durch Kupjersuljat bei PR = 8,85. 

Verhältnis von Umsatz und Spaltzeit mit und ohne Sauerstojj. 

Ansätze. Siehe Methodik. Beispiel 3. 

I: An Stelle von Ferment 10,Occm CuSO,-Lösung (20 mg CuSO,). 
11: Wie Ansatz I. 

Temperatur 37°. Ansatz I im Luftstrom, Ansatz 11 im Sauerstoffstrom. 
Dauer des Versuchs I Stunde. Abnahmen nach 20, 40 und 60 Minuten. 

Ergebnis. 

Spaltzeit 

Min. 

20 
40 
60 

Harnsäureabbau in 0/0 

mit Luft 

25,9 
42,9 
50,0 

mit Sauerstoff 

28,5 
44,5 
50,3 

142. Spaltversuch mit Ferrosuljat (l%t'g). 

Ansätze. Siehe Methodik. Beispiel 3. An Stelle von Ferment 10,0 ccm 
I %ige Ferrosulfatlösung. 

I: PR = 8,85. 
11: PR = 10,03. 

Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 24 Stunden. 
Ergebnis. 

PR Harnsltureabbau in 0/0 

8,85 28,6 
10,03 28,6 

Die Methodik wird durch Ferrosulfat nicht gestört. 

147. Spaltversuch mit Ferrocyankalium bei PH = 8,85. 

Ans(ttz. Siehe Methodik. Beispiel 3. An Stelle von Ferment 10,0 ccm 
I %ige Ferrocyankaliumlösung. 

Der Ansatz wird umgeschüttelt und sofort eine Probe entnommen und 
zur Messung verdünnt. 

Der Restansatz wird 24 Stunden bei 37° unter gleichzeitigem Durch­
leiten von Sauerstoff aufbewahrt. 

Ergebnis. 58,3 % Abbau. 

Der Versuch zeigt Spaltung der Harnsäure. Die Methodik wird durch 
:Fel'rocyankalium nicht geHtört. 

98. Zweimalige Behancllwng t'on wässerigem Leberextml.:t bei PH = 4,0 mit 
gereinigtem Edelkaolin, Kieselgur, Aluminiumhydroxyd und Tierkohle. 

l'ntersuchung der WirkHamkeit der Restlösungen gegen Harn-
Häure bei PH = 8,85 und 10,03. 

Ausjührung. Je 20,0 ccm Extrakt (10 ccm 0,85 %ig. :Na Cl-Lösung 
ent,.;prechen 600 mg LeberpIlIver) werden mit 0,1 ccm Eisessip; auf PH = 4,0 
gebraeht.. Hierzu werden je 1,0 g Edelkaolin bzw. 1.0 g Kieselgur bzw. 
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1,0 g Tierkohle bzw. 20,0 ccm einer Aluminiumhydroxydsuspension, die 
in diesen 1,0 g Aluminiumhydroxyd enthält ((' {' nach Willstätter), gegeben. 
Nach 20 l\Iinuten zentrifugiert man ab. Die Restlösungen werden noch 
einmal in gleicher 'Weise mit den Adsorbentien behandelt. 

Die vereinigten Adsorbate werden mit etwas Leitfähigkeitswasser 
gewaschen und zentrifugiert. ::\lit den Restlösungen werden Spaltversuche 
angesetzt. Zum Ansatz (20 mg Harnsäure) werden 10 ccm der Restlösung 
angewandt. 

Die Ergebnisse zeigt folgende Tabelle: 

Harnsäureabbau in Prozenten durch 10cem Restlösung. 

Adsorptionsrnittel 

Harnsäureabbau in 010 
durch 10 ccrn Restlösufll( 

PR = 8,85 PR = 10,03 
~============~==========~ 

Kaolin . . . . . . 
Aluminillmhydroxyd 
Kieselgur 
Tierkohle 

0,0 
0,0 

54,0 
23,4 

0,0 
0,0 

63,0 
35,5 

Der Versuch zeigt, daß von den untersuchten Aclsorbentien Kaolin 
und Aluminiumhydroxyd die Urikase (lUantitativ adsorbieren. 

70. Zweimalige Adsorption von Urika8e an Kaolin und Elution mit n/10 
Salz8äure. 

AU8führung. 20 ccm Leberextrakt werden bei PR = 4,0 mit 20 ccm 
Kaolinsuspension (2,2 g in 30 ccm 'Wasser) versetzt. Xach 20 ::\limlten 
wird abzentrifugiert. Die Re"tlösung wird in gleicher \Veifle noch einmal 
behandelt und zentrifugiert. 

Die vereinigten Adsorbate werden mit Leitfähigkeitswasser gewaschen 
und zentrifugiert. 

Darauf werden die Adsorbate mit 20 ccm n/1O Hel behandelt und 
zentrifugiert. Daflselbe wird noch einmal wiederholt. ~Iit (lem so erhaltenen 
Eluat I werden Spalt versuche angesetzt. 

An8ätze. Bei PR = 8,8.'5 und 10,03: siehe ::\lethodik, Beispiel 3. Fermcnt: 
10 ccm Eluat. 

Temperatur 37°. Dauer des Versuchfl 48 Stunden. Keine Sauerstoff­
durchleitung. 

Ergebnis: 

PR 

8,85 
10,03 

lIarnsliureabbau in 010 

33,3 
37,5 

79. Zweill/alige Ad8orption 1'On ('rikl/sc IIn j{nolin nnd EIntion mit n/10() 
und n,/10 E8sigsällre. 

Er[/cbni8: 
============~================ 

Eluens 

n/lO Essigsäure 
n/100 Essiusäure 

Harll~äureahbau in 0io 
-----

PR = 8,85 

7,0 
18.4 

PH = W.03 

24,1 
26,0 

4* 
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71. Zweimalige Adsorption ron Griknse an Kaolin und Elution mit n/10 
NaOH und n/100 NaOH. 

Ausführung. Das durch zweimalige Adsorption von Leberextrakt an 
Kaolin erhaltene Adsorbat wird nach Waschen mit Leitfähigkeitswasser 
zweimal mit je n/l0 NaOH hzw. mit n/l00 NaOH eluiert. -

::\lit diesen Eluaten werden bei PH = 8,85 und PR = 10,03 Spalt­
versuche angesetzt. 

Ansätze. Siehe Methodik, Beispiel 3. Ferment: 10 ccm Eluat. Keine 
Sauerstoffdurchleitung. 

Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 48 Stunden. 
Belwn(llung der Abnahmen. Siehe :Vlethodik. Beispiel 3. 
Ergebnis: 

Elnens 

n/lO NaOH 
n/lOO KaOH 

HarJlsäureabbau in 0/0 

PH = 8,85 

25,9 
16,7 

PR = 1O,0a 

28,5 
23,1 

Elution mit 0,1 %ig. primärer und sekundärer 
Phosphatlösung. 

HarnsMureabbau in 0/ 0 

PR = 8,85 
====================~= 

PH = 10,03 

1 %iges prim. Xatriumphosphat 
0,1 %iges" " 
1 %iges sek. 
0,1 %iges 

13,1 
0,0 

20,0 
0,0 

28,6 
23,0 
26,0 
23,0 

Anmerkung. Ein Kontrollversuch zeigt, daß primäres hzw. Rekundäres 
Natriumphosphat in keiner WeiHe die Harnsäuremethodik beeinflußt. 

100. Zweimalige Adsorption von Criknse an Kaolin und Elution mit n/100 
Ammoniak. Elutionsvolumen und Zahl der Elutionen t"nriiert. ,'iJmltung ~n 

Sauerstoffatmosphäre. 

Ausgangsextrakt. Wässeriger Leberextrakt, der innerhalb von 
24 Stunden die in den Ansatz gegebene HarllRäure völlig aufspaltet. 

10,0 ccm Extrakt entsprechen 2,0 g Trockenpulver. 
Ausfülmmg. Fünfmal je 20 ccm Extrakt werden mit je 2,0 g Edel­

kaolin behandelt und nach 20 Minuten zentrifugiert. Die Restlösungen 
werden mit der gleichen Menge Edelkaolin hehandelt und in den gleichen 
Gläsern zentrifugiert. Alle Adsorhate werden mit etwas Leitfähigkeits­
wasser gewaHchen. 

Adsorbat 1 wird einmal mit 25,0 ccrn n/lOO Ammoniak 
2 zweimal " je 12,0 n/lOO 
3 viermal 6,0 n/lOO 
4 fünfmal 5,0 n(lOO 
5 Hechsmal ,,4,0 n(100 eluiert. 

;\Iit den so gewollIwTlfHl Eluaten werden Spaltversuche bei PH = 8,85 

und bei PR = 10,03 angestellt. 
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Ansätze. Siehe :\lethodik, 13eispiel 3. 
Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 24 Stunden. Langsamer Sauer­

~t offstrom . 

lJehandlu1!g der Abnahmen. Siehe ~lethodik. Beispiel 3. 
Ergebnisse: 

Allsorbens Eluens 
Harnsäureabllau in 0/0 

PH = 8,85 }JH = 10,03 
--_._---_.-

Kaolin n/tOO N H3 1 mal a 25,0 ccm 57,5 60,4 
~ n/l00 NH3 2 

" 
it 12,0 

" 
63,7 66,2 

n/l00 NH3 4 
" 

a 6,0 66,2 1)9,3 
n/WO NH3 5 

" 
a 5,0 70,5 73,4 

" 
n/l0u ~ II3 6 a 4,0 79,6 82,9 

105. Gewinnung eines Eluats 11 (t.1/B u'ässcrigem Leberextrakt. 

Ausjührung. Es werden die in 1. gemachten Erfahrungen über die 
Elutionsform verwertet. Das durch zweimalige Adsorption von Leber­
pxtrakt an Edelkaolin erhaltene Adsorbat wird nach 'V aschen mit Leit­
fähigkeitHwasspr :,;echsmal mit n/lOO Ammoniak eluiert. Das so erhaltene 
Eluat [ wird mit Ei:,;essig auf PH = 4,0 gebracht und zweimal mit der 
gleichen Mcnge Edelkaolin wie zur Herstellung von Eluat I behandelt 
lind zontrifugiert. Xach 'V aschen mit Leitfähigkeitswasser wird (las 
Adsorbat II sechsmal mit n/lOO Ammoniak eluiert. :\lit dem so gcwollnpnen 
Eluat 1I werdpn bei PR = 8,85 und bei PR = 10.03 Spaltversuche angestellt. 

Ansätze. Siehe :\lethodik, Beispiel 3. Ferment: 10 ecm Eluat. 
Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 24 Stunden. Langsamer Sauer­

stoffstrom. 

Ifeh(/wllung der Abnahmen. Siehe :\lethodik. 13eispiel 3. 

Ergebnis. 'Veder bei PH = 8,85 noch bei PR = 10,03 trat eme Harn­
säurespaltung ein. 

109. Gewinnung eines Eluats 11 mts wässerigem Leberextmkt. Adsorbnt 1 mit 
LeitjähigkeitswGsser geu'(tschen, Adsorbat 11 nicht. 

Ansätze. Bei PH = 8,85 und bei PH = 10.03: siehe ':\Iethodik, Beispiel 3. 
Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 24 Stunden. Langsamer Sauer· 

stoffstrom. 
Ergebnis: 

PR 

8,H5 
10,03 

Harnsälll'eabbau in 0/0 

25,9 
48,7 

115. Uell'i'll'llIl1/[! ei'lIes Eluats 11 (/.//8 1cäs8eri[!em Lebere:ctrakt. Adsorbrtt 1 
lind 11 11'icht 111 it Leit/ähigkeitsU'llsser geu·lIschen. 

Ausführung. 'Vie VerslIeh lOG. Das 'Vasehen mit. Leitfähigkeitswasser 
unterbleibt. 

A 1/sätze. Bei PR = 8,85 lind bei PR = 1 0,03: siehe :'Iet hodik, Beispiel 3. 
Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 24 HtuIl(lcn. LUllgsunwr Haller­

stoffstrom. 
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Behandlung der Abnahmen. Siehe Methodik. Beispiel 3. 

Ergebnis: 

Harnsäureabhau in 0/0 

56,6 
75,6 

122. Gewinnung eines El1wts11 aus wässerigem Leberextrakt. Nach 48 Stunden 
Spaltzeit neues Eluat 11 zum Ansatz. 

Ausführung. Wie Versuch 115. 

Ansätze. Bei PR = 8,85 und bei PR = 10,03: siehe Methodik, BeiRpiel3. 

Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 48 Stunden. Langsamer Sauer-
stoffstrom. 

Nach 48 Stunden wird frisch dargestelltes Eluat zu den beiden 
Ansätzen gegeben und die Ansätze weitere 24 Stunden der Spaltung 
ausgesetzt. 

Behandlung der Abnahmen. Siehe Methodik, Beispiel 3. 

Ergebnis: 

}JR 

8,85 
10,03 

Harnsäureabbau in 0io 

100,0 
100,0 

169. Versuch über ,Stabilität des Eluats 11 bei verschiedenem riR. 

Herstellung des Ehwts 11. Siehe 2. Das erhaltene Eluat II wird 111 

sechs Teile geteilt und jeder dieser Teile auf ein bestimmtes PR gebracht: 

Teil I: 7.5 cem n Hel; PH = 1,00 

II: G,7 n Hel; PH = 2,00 

Ill: 5,0 
" 

n Hel; PH = 4,00 

IV: 3,3 n Hel; PH = G,OO 

V: 1,7 n Hel; PH = 8,00 

VI: 0,0 
" 

n Hel; PR = lO.OO 

Diese sechs Fraktionen des Eluats II werden über Nacht (15 Stunden) 
bei Zimmertemperatur stehengelasseIl. Dabei zeigte sich folgendes: 

Teil I und II: ganz leichte Trübung. 

III " IV: kleine flockige Fällung. 

V: leichte Trübung. 

:Mit allen sechs Anteilen werden Spaltversuche bei PR = 8,85 angestellt. 

Ansätze. Siehe Methodik, Beispiel 3. 

Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 24 Stunden. Langsamer Sauer­
stoffstrom. 

}Jehanrllung der Abnahmen. Siehe :\Iethodik. Beispiel 3. 
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Ansatz 

I 
II 

III 
IV 
V 

VI 
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Eluat aufbewahrt bei PR 

1,0 
2,0 
4,0 
6,0 
8,0 

10,0 

Harnsäureabbau iu 010 
(PR = 8,85) 

73,1 
64,9 
62,5 
61,6 
57,5 
28,5 

Wie aus den Ergebnissen ersichtlich ist, ist das Eluat II In saurem 
Medium haltbarer al., in alkalischem. 

131. Eluat 11 durch konz. HOl angesäuert. Niederschlag und Lösung auf 
Urikase untersucht. 

Herstellung des Eluats 11. Siehe 2. Das Eluat II wird mit ein paar 
Tropfen konz. H CI angesäuert. Der entstehende Niederschlag wird ab· 
zentrifugiert. Mit der RestIösung und dem Niederschlag werden bei 
PR = 10,03 Spaltversuche angestellt. Zu diesem Zwecke wird der Nieder. 
schlag durch n/lO NaOH in Lösung gebracht. 

Ansätze. Siehe Methodik, Beispiel 3. 

Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 24 Stunden. Langsamer Sauer· 
stoffstrom. 

Ergebnis: 

~iederschlag 
Lösung 

Harnsäureabbau in 010 

0,0 
46,0 

Durch Ansäuern des Eluats II wird das Ferment im entsprechenden 
Niederschlag nicht mitgerissen. 

170. Eluat 11 mit Aceton behandelt. Niederschlag auf Urikase untersucht. 

Herstellung des Eluats 11. Siehe 2. 30 ccm Eluat II werden mit der 
neunfachen Menge Aceton (270 ccm) versetzt, gut umgeschüttelt und über 
Nacht stehengelassen. Hierauf wird der gebildete kleine Niederschlag 
scharf abzentrifugiert und mit Äther getrocknet. Mit dem Rückstand wird 
ein Spaltversuch bei PH = 8,85 angestellt. 

Ansatz. Siehe Methodik, Beispiel 3. 

Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 24 Stunden. Langsamer Sauer· 
stoffstrom. 

Ergebnis. Es zeigt sich eine Spaltung von 36,5 ~~. Daraus geht hervor, 
daß das Ferment durch Aceton fäIIbar ü,t. 

132. n'irksamkeit von Lebel·extral..,t. 

Fermentmaterial. Leberextrakt : 10,0 ccm entsprechen 0,5 g Trocken· 
pulver. 

Ansätze. Bei PR = 8,85 und PR = 10,03: siehe }Iethodik, Beispiel 2. 
Für jeden Ansatz 5,0 ccm Extrakt verwendet. 
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Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 24 Stunden. Langsamer Sauer­
stoffstrom. 

Ergebnis: 

PH 

8,85 
10,03 

Harnsäureabbau in 0/0 

50,0 
60,0 

5.0 ccm Leberextrakt spalten die Harnsäure bei PlI = 8,85 zu 50,0 %. 

130. Bestimmung des orgam:schen Rückstandes ~'on Leberextrltkt. 

10,0 ccm Leberextrakt, 0,5 g Trockenpulver entsprechend, werden in 
einer Platinschale auf dem 'Yasserbad zum Trocknen gebracht. Gewicht 
0,17 g. Der Rückstand wird bei 110° getrocknet und gewogen. Darauf 
wird derselbe verascht und gewogen. Die Gewichtsdifferenz ergibt den 
organischen Rückstand zu 0,1374 g. 

Ergebnis. 5,0 ccm Extrakt = 73,7 mg organische Substanz spalten die 
Harnsäure bei Pli = 8.85 zu 50,0 %. 

134. lVirksarnkeit von Eluat 11. 

Ausgangsextrakt. Leberextrakt : 10,0 ccm entsprechen 0,5 g Trocken­
pulver. 

Herstellung des Eluats 11. Siehe 2. 

Ansätze. Bei Pli = 8.85: 

I: Mit 15ccm Eluat II 
11: 25 

III: 30" 
IV: 35" 

Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 24 Stunden. Langsamer Sauer­
stoffstrom. 

Behandlung der Abnahmen. Siehe Methodik, Beispiel 3. 

Ergebnis: 

Menge Eluat II 
ccm 

I:') 

25 
30 
35 

Harnsäureabbau in 0/0 

(Pli = 8,85) 

9,1 
35,5 
44,5 
50,0 

35.0 ccm Eluat II spalten die Harnsäure bei PlI = 8,85 zu 50 %. 

137. Bcst'immung des organischen Rückstmules ron Elu(t/ 11. 

100 ccm des in Versuch 134 verwendeten Eluats II werden in einer 
Platinschale auf dem 'Yasserbad zur Trockne gebracht und bei 110° ge­
trocknet. Der Rückstand wird gewogen, vera~cht und wieder gewogen. 
Die G-ewichtsdifferenz ergibt den organischen Rück,.,tand. Organische 
Substanz 0,0018 g. 

100 ccm Eluat JI ergeben 1.8 mg organische i'iubstallz. 
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Ergebnis. 35,0 ccm Eluat II = 0.63 mg organischc Substanz spalten 
die Harnsäure bei PR = 8,85 zu 50,0 %. 

Reinheitsgrad. Der Leberextrakt wurde in bezug auf den organischen 
Rückstand 117fach gereinigt. 

1.52. Versuch zur quantÜat·il,en Bestünmung der durch Abbau der Harnsäure 
durch Urikase bei PR = 8.86 gebildeten Endprodukte. Aujspaltung von 1.0 (I 

Harnsäure durch Eluat 11. 

Gesamtrück~tand 

Alkohollösliche Substanz I 
Ätherlösliche Substanz II . 
'Wasserlösliche Substanz III 
l'nlöslicher Rückstand IV. 

3,5284 g 
1,1694g = 33,1 ~o 
0,0014 g 
2.3040 g = 65.2 ~~ 
0,0958 g 2,(j ~o 

Alkuhollösliche Substanz 1. Die alkohollösliche Huhstanz wird auf dem 
Wasserbad in destilliertem \Vasser gelöst und auf 250 ccm aufgefüllt. 

2,Oecm dieser Lösung werden zur C-Bestimmung zur Analyse verwandt. 
ÜBsamt-C'-Gehalt: 157,6111(1 C. 

60 eem diesel' Lösung werden mit 5,0 ccm Eisessig angesäuert und zur 
Fällung des Chlors mit 15 eern AgXO" (10 ~ uige Lösung) versetzt. Xaeh 
24 Stunden wird abfiltriert und das Filtrat vom SilberübArRchuß dureh 
H 2 S befreit und eingeengt. Hierauf wird das Filtrat mit Ca (' 0" neutralisiert 
und mit 100,0 eem Allantoinreagens ver>;etzt. Die Fällung wird über Xadlt 
stehengelassen, abfiltriert und da>; :Filtrat auf 200 eem aufgefüllt. 

Zweimal je 50 ccm werden mit Eisenammoniakalaun versetzt und mit 
0,1 n NH 4 SC'N titriert. 

Die alkohollösliehc Substanz enthält insgef'amt 0,3H97 g Allantoin 
= 122,4 rng C. 

\Veitere 60 cem der gleichen Lösung werden mit 10 ccm Eisessig an­
gesäuert und mit Überschuß einer 10~oigen methylalkoholisehen Lösung 
von Xanthydrol versetzt. Naeh 24 Stunden wird der Niederschlag durch 
einen Gooch-Tiegel abgesaugt, mit H5 ~oigem Alkohol gewasehen. bei 100° 
im Trockensehrank getrocknet und gewogen: 0,2234 g Dixanthylharnstoff. 

Die alkohollösliehe Substanz enthält demnaeh insgesamt 0,1330 g 
Harnstoff = 2u,v mg C. Die Alkoholfraktion enthält 122,4 rng (' als Allantoin 
und 26,6 mg C als Harnstoff. Summe: 149,01llg C. 

'Wasserlösliche Substanz 111. Die wasserlösliche SubRtanz Hr wird auf 
dem \Vasser bad in destilliertem \Va:,;ser gelöst, sehwach ammoniakalisch 
gemacht und mit einer 10 ~:Jigen C'aCI2-Lö'ilmg versetzt. »ach 24 StulHlen 
wird der Niederschlag abzentrifugiert, gut ausgewasehen, in verdünnter 
H CI gelöst und auf 50 cem aufgefüllt. 

2.0 eern dieser Lösl.mg werden zur ('-Bestimmung zur .Analyse gegehen. 
Gesamt-(,-Gehalt: 88.2 my C. 

Der Lösungsrest (48 eCIn) wird eingeenr-rt und darauf viermal mit je 
10,0 ccm absolutem Ather extrahiert. Die vereinigten Atherextrakte werden 
mit geglühtem Natriumsulfat getrocknet, der Ather wird auf dern \Yasserhad 
zum Verdunsten gebraeht und der Rückstand gewogen: 0,4445 g Oxalsäure. 

Die wasserlösliche Substanz enthält demnach insgesamt 0,4630 g 
Oxalsäure = 88,1111Y C. 

Das Filtrat der C'alcilllufällung + \Vaschwasser wird eingeengt und 
dann auf 50 eern aufgefüllt. 
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2,0 ccm dieser Lösung werden zur C-Bestimmung zur Analyse gegeben. 
Gesamt-C-Gehalt: 55,5 mg C. 

Die Restlösung wird mit 1,0 ccm konz. H Cl versetzt und über Nacht 
stehengelassen. 

Ditnn wird die Säure mit NaOH abgestumpft und die Lösung auf 
50 ccm aufgefüllt. 

1,0 ccm dieser Lösung wird mit Eisessig angesäuert und mit Xanthydrol 
gefällt. Nach 24 Stunden wird der Niederschlag im Gooch-Tiegel abgesaugt, 
bei 100° im Trockenschrank getrocknet und gewogen: 0,0346 g Dixanthyl­
harnstoff. 

Die wasserlösliche Substanz enthält demnach insgesamt 0,2682 g 
Harnstoff = 53,6 mg C. 

Ergebnis. In den Ansatz wurden gegeben 1,0 g Harnsäure = 357,0 mg C. 
Durch C-Bestimmung wurden erfaßt 301,0 mg C = 84,4% C. Wieder­
gefunden wurden als 

Oxalsäure (0,4630 g) . . . . . . . . 
Harnstoff (0,2682 g) (durch Ansäuern) 
Allantoin (0,3997 g) 
Harnstoff (0,1330 g) 

88,1 mg C = 24,5% C 
53,6 C = 15,5% C 

122,4 " C = 34,4 % C 
26,6 " C = 7,4% C 

Summe: 290,7 mg C = 81,8% C 

Eine zweimalige \Viederholung der quantitativen Bestimmung der durch 
Abhau der Harnsäure durch Urikase bei PR = 8,85 gebildeten Endprodukte 
zeigt folgende Ergebnisse: 

Versuch 154. 
In den Ansatz gegeben 1,0 g Harnsäure = 357,0 mg C. Gesamt-

rück~tand 3,6540 g. 

Alkohollösliche Substanz I 
\Vasserlösliche Suhstanz II 
Unlöslicher Rückstand III 

\Viedergefunden wurden als 

Oxalsäure (0,4620 g) . . . . . 
Harnstoff (0,2680 g) (durch Ansäuern) 
Allantoin (0,4033 g) 
Harnstoff (0,1415 g) 

0,9354 g = 25,5 % 
2,5568 g = 69,9 % 
0,1154 g = 3,1 % 

88,0 mg C = 24,5% C 
53,6 C = 15,5 % C 

122,5 " C = 34,4 % C 
28,3 " C = 7,8% C 

Summe: 292,4 mg C = 82,2 % C 

111 Vers11ch 155. 
In den Ansatz gegeben 1,0 g Harnsäul''l = 357,0 mg C. Gesamt-

rückstand 3,8740 g. 

Alkohollösliche Sub'ltanz I 
\Vasserlösliche Substanz II 
Unlöslicher Rückstand III. 

Wiedergefunden wurden als 

Oxalsäure (0,4625 g) . . . . . 
Harnstoff (0,2685 g) (durch Ansäuern) 
Allantoin (0,3699 g) 
HaJ'llstoff (0,1446 g) 

0.9584 g = 26,7% 
2,4846 g = 69,3 ~() 
0.1098g = 3,1 ~() 

88,1 mg C = 24,5 ~o C 
53,7 C = 15.6 % C 

122.4 " C = 34.4 ~~ C 
28,9 .. (' = 8, 1 % (' 

Summe: 2H3.1mg C = 82,6 ~o (' 
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151. Versuch zur quantitativen Bestimmung der durch Abbau der Harnsäure 
durch Urikase bei PR = 10,03 gebildeten Endprodukte. Au/spaltung von 1,0 g 

Harnsäure durch Eluat 11. 

Ansatz. 1000 ccm Harnsäurelösung (1,0 g Harnsäure gelöst al,., N'atrium­
urat) + 100 ccm n/l0 N'aOH + 500 ccm Eluat II + \Vasser zu 3500 ccm. 

Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 72 Stunden. Langsamer Sauer­
stoffstrom. 

Naeh 2 Stunden + 15 ccm n/lO NaOH 
4 + 15 

" n/lO N'aOH 
6 + 15 

" 
n/1O N'aOH 

20 + 50 " n/1O N'aOH 
24 + 15 " 

n/IO NaOH 
42 + 40 " n/lO NaOH 

Nach 48 Stunden werden 500 ccm frisches Eluat H hinzugegeben. 

Au/arbeitung des Ansatzes. Siehe Versuch 152. 

Gesamtrückstand 
Alkohollösliche Substanz I 
Wasserlösliche SubRtanz II 
UnlöRlicher Rückstand IH. 

3,8620 g 
0,9120 g = 23,1 ~~ 
2,0700g = 71,7% 
0,1386g = 3,3% 

In den Ansatz gegeben 1,0 g Harnsäure = 357,0 mg C. Durch 
C-Bestimmung wurden erfaßt 309,8 mg C = 86,8 % C. \Viedergefunden 
wurden als 

Oxalsäure (0,4462 g) . . . . . . 
(durch Mikroanalyse 85,3 mg C) 

Harnstoff (0,2175 g) (durch Ansäuel'll) 
(durch Mikroanalyse 47,0 mg C) 

Allantoin (0,5050 g) . . . . . . 
Hal'llstoff (0, 1138 g) . . . . . . 

(durch Mikroanalyse Allantoin + Hal'll­
stoff 177,5 mg C) 

85,0 mg C = 23,6 ~o (' 

43,5 C = 12,1 % (' 

153,3 C = 42,7 % (' 
= 22.8 " C = 6,4 % C' 

Summe: 304,8 mg C = 84,8 ~~ C 

Eine Wiederholung des Versuchs ergab folgendes: 

Versuch 15.3. 

In den Ansatz gegeben 1,0 g Harnsäure = 357.0 mg C. Gesamtrück­
stand 3,9592 g. 

Alkohollösliche Substanz I 
Wasserlösliche SubRtanz II 
L:nlöslicher Rückstand IH. 

Wiedergefunden wurden als 

0, 99!1O g = 2.5,2 ~~ 
2,7004 g = 68,2 °0 
0.2386 g = 6,0 ~ 0 

Oxalsäure 
Harnstoff 
Allantoin 
Harnstoff 

(0,4460 g) 
(0,2170 g) 
(0,5067 g) 
(0,1l40 g) 

(durch Ansäuern) 
= 85,0 mg C' = 23,6 ~o C 
= 43,5 " C = 12,0 ~o C 
= 153.8 " C = 42,8 ~o C 
= 22,8 .. (' = G,4 ~o C 

Summe: 305,4 mg (' = 84,8 ~o C 
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I.5G. Ver8uch zur quantitat/:l'en BC8tünmumg der durch Abb(tu der Harn8ävre 
durch Urikr~se bei TJH = 7,0 gebildeten Endprodukte. AU/8paltung von 1,0 g 

Harnsäure (htrch Eluat 11. 

A1/80tZ. 1000 cem Harnsäurelösung (1,0 g Harnsäure gelöst alb ~atrium­
urat) + 100cem nll0 HCl + 500eem I~luat II + Wasser zu 3500ccm. 

Temperatur 37°. Dauer des VerRuchR 72 Stunden. Langsamer Sauer­
stuffstrum. 

Naeh 2 Stunden + 10,0 ccm 
4 + 10,0 
6 

20 
24 
42 

T 10,0 

+ ßO,i) " 
-+- 10,0 

+ ii,O " 

nllO NaOH 
nllO NaOH 
n/lO ~aOH 
nl10 NaOH 
nl10 XaOH 
n/l0 NaOH 

Naeh 48 Stunden werden weitere 500 cem frisches Eluat II hinzugegebCll. 

Au/arbeitung de8 Ansatzes. Siehe Versuch 152. 

(esamtriiekKtand 
Alkohollösliehe Substanz I 
\Vasserlösliche Substanz 1I 
Fnlösliehcr RiiekKtand III. 

3,7ß20 g 
1,0190g 
2,ß278 g 
0.09ß8 g 

= 27,1 % 
69,8% 

= 2,5% 

In den Ansatz gegebcn 1,0 g Harnsäure = 3ii7,0 mg C. Durch C-Be­
stimmung wurden erfaßt 307,2 mg C = 86,0 ~o. \Viedergefunden wurden als 

Oxalsäure (0,4\)35 g) . . . . . . . . 
(dUl'eh 1Iikroanalyse !l4.2 mg C) 

Harnstoff (0,3035 g) (dureh Ansäuern) 
(dureh ::\likroanalyse 62,0 mg C) 

Allantoin (0,3\)ß6 g) .... . 
Hal'llstoff (0,1400 g) .... . 

(dureh }Iikroanalyse Allantoin + Harn­
stoff 150,0 mg C) 

94,0 mg C = 2ß,2 % C 

60,7 C = lß,8%C 

120,4 C = 33,5 % C 
= 28,0 " C = 7,8 % C 

Summe: 302,9 mg C = 84,3 % C 

Eine \Viederholung des VerRuehs ergab folgende Resultate: In den 
Ansatz gegeben 1,0 g Harnsäure = 357,0 mg C. Uesamtrückstand 3,ii4ß8 g. 

Alkohollösliche Substanz I 
\Vasserlösliehe Huhstanz TI 
l'nlöslicher Riiekstand 111. 

\Vi(,dergefunden wurden als 

Oxalsäure (0,4930 g) " . . . 
Harnstoff (0,3038 g) (dureh Ansäuern) 
Allantoin (0,39ßO g) 
Hamstoff (0,13!Hl g) 

0,99ß8 g = 28,1 ~~ 
2,4004 g = ß7,7 % 
0,1110 g 3,1 ~o 

93,8 mg C = 2ß,1 ~~ C 
ßO,8 C = lß,9 ~~ C 

120,4 C = 33,5 ~o C 
= 27.9 "C = 7,7 ~~ C 

HlIlllme: 302,!I mg C = 84,2 % C 
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157. Bestimmung der während des Abboues der Harnsäure bei 71H = 8,85 frei 
'Werdenden Kohlensäure. 

Ansätze. 

I: 100 ccm Harnsäurelösung (= 100 mg Harnsäure) + 5,0 ccm n/1O 
NaOH + 50,0 ccm Boratpuffer (PR = 8,85) + 25,0 ccm Leberextrakt 
(= 2,5 g Lebertrockenpulver) + "Vasser zu 350 ccm. 

II: Wie I. nur mit abgekochtem Ferment. 

Durch den Ansatz wird langsam SauerRtoff geleitet, der einer Sauer· 
stoffhombe entnommen und mit Barytlauge gewaschen wird. Die sich 
entwickelnde Kohlem;äure wird in zwei hintereinander geschalteten Kali· 
apparaten zur Adsorption gebracht. Die Kaliapparate werden vor Beginn 
des Versuchs gewogen. Der Ansatz selbst wird im Thermostaten auf einer 
Temperatur von 37° gehalten. 

Nach 24 Stunden werden beide Kaliapparate gewogen. Die Differenz 
zwischen erster und dieser \Vägung ergibt die 'Menge gebildeter Kohlen· 
säure. 

Hierauf wird der Ansatz mit 25 ~oiger Hel (20,0 ccm) stark angesäuert 
und wieder einige Stunden Sauerstoff hindurchgeleitet. Die durch das 
Ansäuern frei werdende Kohlensäure wird in denselben Kaliapparaten 
absorbiert und zur \Vägung gebracht. 

Ergebnisse: 

Mit Ferment Mit abgekochtem 
Ferment 

Vor Ansäuern. 
0,0210 g C O2 0,0030 g C O2 

N ach Ansäuern. 
0,0090 g C O2 0,000 g C O2 

Insgesamt werden frei: 27,0 mg CO2 = 7,36 mg C = 20,5 °0 C. 

Eine Wiederholung zeigt folgende Ergebnisse: 

l\Jjt Ferment ~lit abgekochtem 
Ferment 

V 01' Ansäuern. 
0,0208 g C O2 0,0031 g C ()2 

N ach Ansäuern. 
0,0091 g CO2 0,000 g CO2 

Insgesamt werden frei: 26,8 mg ('O~ = 7,31 mg C = 20,4?0 C. 

159. Bcstirm/!ung der währe/ld des Abbaues der Harnsäure bei PH = 10,03 
frei 'Werdenden Kohlensäure. 

Ansätze. 

I: 100ccm Harnsäurelösung (= 100 mg Harnsäure) + 15,Occm n/IO 
NaOH + 50,0 ccm Boratpuffer (pH = 10,(3) + 2f>,O CClll Leber· 
extrakt (= 2.5 g Trockenpulver) + \Vasser zu 350 CCIll. 

II: Wie I. nur mit abgekochtem Ferment. 
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Ausführung des Versuchs. Siehe Versuch 157. 

Ergebnisse: 

]'lit Ferment :llit ahgekochtem 
Fennent 

Vor Ansäuern. 
0,0260 g CO2 0,0030 g CO2 

Nach Ansäuern. 
0,0050 g C O2 0,000 g C O2 

Insgesamt werden frei: 28,0 mg (,02 = 7,63 mg C = 21,3 % C. 

Eine vViederholung des Versuchs ergibt folgendes: 

l\lit Ferment ~lit ahgekochtem 
Ferment 

Vor Ansäuern. 
0,0259 g C O2 0,0031 g C O2 

Nach Ansäuern. 
0,0050 g (' O2 0,000 g C O2 

Insgesamt werden frei: 27,8 mg (,02 = 7,58 mg (' = 21,2 % C. 

lGl. Bestünm1l11g der während des Abbaues der Harnsäure bei PR = 7,0 frei 
u'('rdeuden Kohlensäure. 

An.~ätze. 

I: 100eem Harn~iillrelösung (= 100 mg Harnsäure) + 50.0ccm Borat­
puffer (PR = 7,0) + 2:,.0 cem Schweineleberextrakt (= 2,5 g Trocken­
pulver) + \Vasser zn 350 ccm. 

Ir: \Vie 1. nur mit abgekochtem Extrakt. 

Ausjiilml1lg des Versuchs. Siehe Versuch 157. 

Erqeb?lisse: 

)!it Ferment :llit abgekochtem 
Ferment 

V or Ansäuern. 
0,0199g CO2 0,0031g CO2 

X ach Ansällel'll. 
0,0092 g (' ()2 0,000 g (,02 

Insgesamt werden fI'oi: 2fi,Omg (,02 = 7,OUmg (' = 1\1,8% C. 

179. L'l1tersucll1l1lfl über den Hrtrnstoffill der wasserlöslichen Fraktion. 

Ansatz. Es wird ein Ansatz hergestellt, der alle Bestandteile enthält, 
die I1U('l! der Xeutralisation eines vollkommen aufgespaltenen Ansatzes 
yorhall<!pn sind. Laugt'. Säure, Spaltprodukte. wie sie durch Bestimmung 
festg!lstf'lIt wurde. 
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PH = 8,85. 0,4620 g Oxalsäure + 0,4095 g Harnstoff + 0,4033 g 
Allantoin + 113 ccm n/IO NaOH + 1000 ccm n/lOO 'XH, + 170 ccm n/l0 
HO + Wasser zu 1500 ccm. 

Aufarbeitung. Die Lösung wird im Vakuum zur Trockne gebracht und 
der Rückstand 2 Tage im Soxhlet-Apparat mit absolutem Alkohol extrahiert. 

Der in Alkohol unlösliche Teil wird in \Vasser gelöst. 
Diese Lösung gibt in essigsaurem :\ledium keine Fällung mit Xanthydrol. 
In Gegenwart von Salzsäure trat eine Fällung von Xanthydrol zutage. 

Ein Teil der Lösung wird schwach ammoniakali"ch gemacht UlHI die 
Oxalsäure mit Bariumchlorid quantitativ gefällt. 

Das Filtrat reagiert in gleicher \Veise wie soeben mit Xanthydrol. 
Desgleichen auch nach Entfernung des Bariumüberschusses. 

Ergebnis. Der Versuch zeigt, daß ein Teil (les Harnstoffs alkohol-
unlöslich wurde und auch erst nach Ansäuern mit ~lineralsäure mit Xallt­
hydrol nachweisbar. 

Der Harnstoff muß also in loso Verbindung getreten sein mit Oxalsäure 
und anorganischen Salzen. 

180. Untersucll1ltlg über Hnrnstoff-Oxalatrcrbindungen. 

Bei allen drei untersuchten PH beträgt das Verhältnis von Oxalsäure 
und Harnstoff im wasserlöslichen Anteil etwa 1 :\101 Oxalsäure auf I :\101 
Harnstoff. 

Es werden folgende Lösungen hergestellt: Harnstofflösung : 5,0 ccm 
enthalten 0,5 g Harnstoff. Natriumoxalat : 5,0 ccm enthalten 0,5 g Natrium­
oxalat.. Natriumchlorid: 5,0 ccm enthalten 0,5 g ~atriumchlorid. 

Ansätze. 

I: 10,0 ccm Harnstofflösung + 20,0 ccm NatriuIlloxalatlösung, Harn­
stoff: Natriumoxalat = 1 : 1. 

II: 1O,Occm Harnstofflösung+20,Occm Natriumoxalatlösung+ 10,Ocem 
Natriumchloridlösung. Harnstoff : ~atriumoxalat : Natriumchlorid 
=1:1:1. 

III: 10,0 ccm Harnstofflösung + 10,0 ccm N"atriumchlorid. 

Die Ansätze werden auf dem \Vasserbad zur Trockne gcdampft. 

Die Trockenrückstände werden in der \Värme mit absolutem Alkohol 
Im /·;oxhlet extrahiert. 

Es findet keine Lösung der Rückstän(le von I und lT im Alkohol statt. 

Die Rückstände werden in \Vasser gelöst. Die Lösungen geben III 

Assigsaurem Medium mit Xanthydrol keine Fällung. 

Wird die Xanthydrolprobe in Gegenwart von Salzsäure angestellt, sO 

fällt ein dicker ~ieder"chlag aus. 
Dieselbe Erscheinung tritt auf, wenn man die Oxalsäure mit Bariulll­

chlorid entfernt. 

Auch nach dem Entfernen des Bariumiiben;chusses erzielt man das 
gleieho Ergobnis. 
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Ergebnis. Durch diesen Versuch ist festgestellt worden, daß Harnstoff 
mit Natriumoxalat allein als auch in C'xegenwart von Natriumchlorid eine 
lose VAl'bindung eingegangen ist, die alkoholunlöslieh ist. Harnstoff gibt 
mit NaCI eine Verbindung, die in essigsaurem :Milieu keine Xanthydrol­
reaktion zeigt. 

175. Versuch, der fcststelle,,! soll, ob bwi 1trikolytischer Spalt1t11g der H(Lrnsäure 
Ammoniak frci wird. 

Ansätze. l)H = 8,85. 

I: 100 cem Harnsäurelösung (100 mg Harnsäure) + 50 cem Borat­
puffer (PH = 8,85) + 50 ccm Leberextrakt (= 5,0 g Troekenpulver). 

II: \Vie Ansatz I. 
Ill: \Vie Ansatz I, nur ohne Harnsäure. 

Temperatur 37°. Dauer der völligen Aufspaltung 24 Rtunden. Lang­
samer ~auerstoffstrom. 

Die Heaktionsgefäße sind mit Gefäßen verbunden, in denen sich je 
20 ccm n/lO Schwefelsäure befinden, um das sich unter Umständen ab­
spaltende Ammoniak aufzufangen und titrimetrisch zu bestimmen. 

20,0 ccm n/lO Schwefelsäure verbrauchen 20,05 ccm n/l0 Natronlauge. 

Vorlage J verbraucht 20,0 ccm n/l0 NaOH 
II 20,1 n/l0 NaOH 

III 20,0 njl0 NaOH 

Ergebnis. Beim urikolytischen Abbau der Harnsäure wird kein Ammo­
niak frei. 

176. Versuch. ob urikolytischcs Perment Allantoin weiter spaltet. 

Ansatz. 0,2 g Allantoin, gelöst in 50 ccm \Vasser + 10 ccm Boratpuffer 
(PH = 8,85) + 10 ccm Leberextrakt (= 1,0 g Trockenpulver) + \Vasser zu 
70 ccm. 

Temperatur 37°. Spaltzeit 24 Stunden. Langsamer SauerRtoffstrom. 

nelwndlung der Abnahme. 35 ccm des Ansatzes werden mit 5,0 ccm 
Eisessig angesäuert und zur Fällung des Chlors mit einer 10 %igen Silber­
nitratlösung versetzt (0,2 ccm). Der Niederschlag wird abfiltriert und gut 
ausgewaRchen. Das Filtrat wird mit Schwefelwasserstoff von überschüssigem 
Silber befreit, eingpengt, mit Calciumcarbonat neutralisiert und hierauf 
mit 100 ccm Allantoin~eagens versetzt. Der Niederschlag wird abfiltriert 
und ausgewaschen. Das Filtrat wird eingeengt und dann auf 100 ccm 
aufgefüllt. 

Zweimal je 50 ccm werden mit 10 ccm EiRenammoniakalaun versetzt, 
mit verdünnter Schwefelsäure entfärbt und mit n/lO Rhodanammonium 
bis zur gelben Farbe titriert. 

Die Titration ergibt 0,2005!i g Allantoin. 
Ergebnis. Es wird die in den Ansatz gegebene Allantoinmenge nach 

24 Stunden Spaltzeit wiedergefunden. 
Das urikolytische "Ferment baut ah.;o Allantoin nicht weiter ab. 

181. Versuch, ob urikolytisches Ferment auf Carbon.llhtiharnstoff einwirl..-t. 

Ansatz. 30 mg Carhonyldiharnstoff + 10,0 ccm Bomtpuffer (PH = 8,85) 
+ 10,0 ccm Eluat Il + \Vasser zu 70 CCIll. 

Temperatur 37°. Dauer <Ie,; Versuchs 24 Stunden. Langsamer Sauer­
stoffHtrom. 
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Nach Beendigung des Versuchs winl die in den Ansatz gegebene Menge 
Carbonyldiharnstoff duroh Einengen (les Ansatzes wiedererhalten und durch 
Schmelzpunkt (231°) unter Zersetzung und durch "chwaehe I3iuretreaktion 
identifiziert. 

Ergebnis. ('aroonyldiharnstoff wird durch urikolytisehes Ferment nicht 
angegriffen. 

182. l' CI'S1/,ch über 7-crjall von Oxr!.lursällre l:n alkalischer Lösung. 

Ansatz. 0,5 g Oxalursüure + 40,0 cem n/1O NaOH + 10,0 cem Borat· 
puffer (PH = 8,85) + \Yasser zu 70 celll. 

Temperatur 37°. Dauer des Vel'slidlS 24 I-\tunden. Langsamer Sauer· 
stoffstrom. 

Nach 24 I-\tulHlon war die gesamte Oxalursäuro in Lösung gegang('ll. 
Die Lösung zeigte in Gegml\vul't von 11 {'I mit Xanthydrol Harnstoffällung 
und mit Calciumchlorid Oxalsiiurdiillullg. 

Ergelmis. Die Oxalursüure zerfällt unter dem Einfluß von OH·lonen 
in Oxalsäure und Harll:,;toff. 

E. Zusammenfassung. 

1. Das VorkommplI dpr Urikase wird in tierisehen und menseh. 
liclll'n Organen geprüft. VOI1 <!P!1 Organen (ks Hchweines enthalten 
Schweinele her, Milz, Niere, Pankreas, Ualle erikase; I mmlil1 zeigte 
sich urikasdrei. Pfel'dd('ueoeytel1 ellthalkn ebenfalls t'twas geringere 
UrikaspmeI1w'n. 

}Ienschliehe Orgmw dagegpn zeigkn sieh stets urikasdrpi. Es 
wurdpn Troekenpulvpr aus l\lpl1sehenldH'r ohl1(, und in Komhinatiom'l1 
mit mensehlie}lPm Blut o<lpl' Sprlllll geprüft. Aueh Ld)pr vom Fiit 
wurde untersucht, eh('Tlso wie vprsehipdpn (,mupr und alkalisch) herpitpte 
Extrakte aus ~lellschenlel)('r. lks wpiter(,ll wurden Trockenpulver aus 
Milz, Niere, GdeTlkknorpel, sowie }li:-;ehungell VOll Ld){'r und Milz 
und Leber uud Ni('l'e, sowi<> l<~xtrakt(' aus :\Iilz, Pankn'aH und Muskel· 
gewebe untersucht. Ebenso wunlPn auch (,iallp, Blut und Lpueoeykn­
aufsehwl'mmungen geprüft. Alk unt<'I"suchtpn Präparak aus menseh­
lichl'll Gewl'l)l'n ließpll jP(k Frikasewirkllng. \"ermis;';PJl. 

2. Die Oxydation der HaJ'J1Hä un' erfolgt nicht hl'i Sau('I"Htoffabschlllß 
und wird dureh 02'])lII'chströmung hpsehkllnigt. nil' A ziditätsoptimullls, 
kurve zeigt zwei Optima \)('i H,H;"i und dwa 10,0. Auch das zwl'ite 
Optimum ist fnllwntativ IIIHI nieht dlll"ch Alkaliwirkllilg \H'dingt. 
Dip Kinetik <in Urikasp wird V('rfolgt. Dip Hu j);.;tratlll11sil tZ(' Silld nieht 
proportional (!Pr Fl'rnwntllwngp. Hie folgpJl ill gllkr l'\)('l'{'instillllllllllg 
der Schiitzselwn H,egpl, Der H,paktiOllsvprlallf ('lltHpricht forlllal (kr 
mokkulal'ell H,eaktion. Das Ferment gpht mit dl'r Ham;.;iilln' eint' 
Verbindung ('in, dip dlll'eh Sälll'(, ltllsfiillhar i;.;t. 

3. Die Fermpntwirkung ist durch ZII;.;atz VOll H2S zm )<'(,l'nH'nt· 
lösullg zu schwäellPn. lki A bz('ntrifugi('rllng <In w'rinW'J1 1-1 2 S· Fällung 
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geht die Fermpntwirkllllg in Organextrakten völlig verloren, ebenso 
wie bei Zusatz von Natriumcyanid. Dies spricht für die Auffassung 
der .Fermcntwirkung ab einer Katalyse dur~h Sehwermetallverbindungen. 

Die UrikolYlle ist durch Spaltprodukte nicht hcmmbar, und zwar 
weder durch Allantoin in äquimolekularer Menge, noch durch dic in 
Abschnitt C ermittelten Endprodukte der Spaltung (d. h. Allantoin, 
Oxalsäure und Harnstoff), noch durch die Spaltprodukte, die un­
mittdbar nach A llfspaltung im AnHatz vorhanden sind. 

4-. Es laRspn sich Harnsäure"paltungen auch durch Schwermetall­
ionpn prziP}en. Durch g<,pignete :\Tengen KupferiollPn läßt sich eine 
Kupferkatalyse d('r Ha"rm;äurpoxydation über einen bestimmten Zpit­
raum kinetisch darskllen. Die flpaltung wird durch Sauerstoff nicht 
beschleunigt. Ebpnso lasHPn sich Spaltungen mit Ferrosulfat und Fl'ITO­

cyankalium durchführen. 
5. Das A(!>mrptionsvprhaltpn (kr Urikasp in wässprigen Extraktpn 

aus SchweindellPr wird untersucht. Es werdpn Adsorptionen an Edel­
kaolin, Kin;dgm, Aluminiumhydroxyd und Tiprkohle geprüft. Eine 
Adsorption bei PH = 4-,0 erfolgt quantitativ <lureh zweimalige Be­
handlung dpr Extrakte mit Edelkaolin und Aluminiumhydroxyd, nur 
zum Teil aber mit Kipselgur und Tiprkohle. 

6. Die EluierbarkPit der Urikase aus Kaolinadsorbaten wird mit 
Säuren (n/1O Salzsäure, n/IOO und n/1O Essigsäure), Basen (n/IO und 
n/IOO NaOH, n/100 Ammoniak) sowie mit Salzlösungen (0,1 %ige und 
I°j.)ge primäre und spkundäre Natriumphosphatlösungen) geprüft. 
Eine Elution der Urikase aus Kaolinadsorbaten ist mit allen Elutions­
mitteln möglich. 

7. Die Elution der Urikase aus Aluminiumhydroxydadsorbaten 
wird mit n/100 Ammoniak und I %igen primären und sekundären 
Natriumphosphatlösungen geprüft. Eine Elution ist in annähernd 
gleicher Weise wie bei 6. durchführbar. 

H. Die Elution von Urikase aus Kaolinadsorbaten aus glycerinigen 
ExtraktE'n wird mit n/lOO Ammoniak und 1 %igen Lösungen von 
primären und sekundären Natriumphosphatlösungen geprüft. Eine 
Elution ist wie unter 6. und 7. durchführbar. 

9. Ein Verfahrpn, mit weitgehend gereinigten Eluaten Harnsäure 
100 %ig aufzuspalten, wird ausgearbeitet. Der Einfluß der Elutionsform 
auf das Eluat wird geprüft. Die Gewinnung eines zweiten wasserklaren 
Eluates aus wässerigen Leberextrakten wird beschrieben. Es wird 
eine :l\Iethodik gpwonnen, mit den zweiten Eluaten Harnsäure quantitativ 
aufzuspalten. 

O. Die Eigenschaften der gereinigten Urikasplösungen werden 
untersucht. Das Eluat stellt pine wasserklare Flüssigkeit dar, die 
Sulfosalieylsänrereaktion nur noch hauchförmig gibt und in einem 
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Beispideinen Trockl'm'üekstand an organischer Substanz von 1,S mg-'/o 
bp:,;aß. Der Einfluß der Azidität auf die Stabilität de:,; Eluats wird 
gpprüft (bi:,; PR 1,0). l\lit zUlwhnll'ndcr Azidität stpigt die Stabilität. 

Das Ferment ist in den Eluaten dureh Ael'ton fällbar. Ihr H,ein­
heitsgrad wird fcstgestPllt. Das Ir. Eluat iHt gegpnüber den Aus­
gangsextrakten 117 fach gereinigt, ht'zogen auf organische Substanz. 
Der H,einheitsgrad ist auf Grund der dargelegten Eigen:,;ehaften noch 
vervielfach bar. 

ll. Eilw Van;tl'llllllg (hol' H arn,.,ii III"Pox.vdatiOl\ dmch chl'misdw 
Oxydatiomnnittel wird gegplwn. ] hr wird (IPr fernwntl1ti ve A bball 
gegl'lliibergeHtellt, d('!' nach den bÜ;!ll'rige!1 Ansehallungl'n zu A lIall­
toin führt. 

12. Es wird eine Untersuchung dl'r Spaltprodukte dpr fermentatiV<'Jl 
Urikolyse dadurch vorgenommen, daß HarnHäure durch das :Ferment 
zerlegt wird, ohne daß eine weitere sekundäre chemische Behandlung 
des Systems erfolgt. Hierzu wird pine sowpit gereinigte Urikaselöfmng 
benutzt, daß ihr Gehalt an organischpr Substanz im Verhältnis zu den 
Spaltprodukten nicht beriicksiehtigt zu wprden braucht; die Harnsäure 
wird quantitativ aufgespalten, so daß pin Harm;äurerpst nicht entfprnt 
zu werden braucht. Die Spaltprodukte der Urikolyse werden in neu­
tralem Milieu durch Vakuumpindampfung gewonnpn. 

13. Die Produkte der Spaltung werdpn zunächst qualitativ unter­
sucht. Die Methoden dpr fraktioniprten KriHtallümtion sind nicht 
durchführbar, da infolge dps Salzgehaltes dpr Systemp stark aschen­
haltige Produkte gewonnpn wprdpn. Dagpgl·n gl'lingt l'inl' Trennung 
der Spaltprodukte in alkohol- und wasserlösliche. In der Alkohol­
fraktion werden Harnstoff und Allantoin, in dn wassl'rliiHliehpn Fraktion 
Oxalsäure und Harnstoff (der nach Ansäuern mit Mineralsäure frei 
wird) nachgewiesen. Die Identität der genannten Substanzen wird 
durch präparative Darstellung bcwipsl'n. 

14. Die Ansätze werden nunmehr quantitativ hinsichtlieh der isolierten 
Spaltprodukte aufgearheitet, um die Anwesenheit wC'iterer unhekannter 
Spaltprodukte auszuschlirßen. Es wenlen Spaltungen von je 1 g 
Harnsäure bei PR = 7,0, S,S5 und 10,03 durehgeführt. Die ~lenge der 
in den verschiedenen Vraktionen C'rmittelten Spaltprodukte wird 
quantitativ bestimmt. In ParallPlansätzpn wird die Ml'Ilge der ent­
wickelten Kohlensäure ermittdt. Dip f:-lumme dl'r Spaltprodukte be­
rechnet auf C ergibt, bezogen auf die hineingpgehene C--:Uenge, 
Werte zwisehen etwa 102 bis 106%. Hil'rmit wird gpzeigt, daß wesent­
liche Mengen anderer Spaltprodukte nicht vorhanden sein können. 

Die Menge Harnstoff, Oxalsäure und :\llantoin, atlsgl'drüekt als 
Prozente C, bewpgen sich zwüiclwn 81,8 bis 84,8 ";)' Dil' l\[Pllge Allantoin 
wäclHit im Verhältnis zu den anderpn Spaltprodukkn mit zUllC'hmender 
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Alkalität der Spaltung. Bei Betrachtung der molarcn Verhältnisse ergibt 
sich, daß ein Teil der Harnsäure in 1 Mol Allantoin und 1 Mol 002, ein 
anderer Teil in 1 Mol Oxalsäure, 11\1010°2 und 2l\'Iol Harnstoff zerfällt. 

15. Die Tatsache, daß ein Teil des Harnstoffs nicht in die alkohol­
lösliche :Fraktion ging, beruht auf der Erscheinung, daß Harnstoff 
eine lockere Harnstoffoxalatverbindung bildet, dic nicht alkohollöslich 
ist; die Gegenwart von NaCI bedingte, daß Harnstoff erst nach An­
säuern mit Mim'ralsäure oder hl'i Ausfällung dl's Cl' die Xanthydrol­
reaktion giht. 

Hi. Harnstoff und Oxalsäure sind nicht die Produkte ('ines weiteren 
Allantoinahbaues. Allantoin ist durch die angewandte Urikase nicht 
mehr spalthar und stellt somit ein l'chtl's Endprodukt dar. Es kann 
auch nicht Carhonyldihul"Imtoff als Zwischenprodukt vorgl'legen hal){'n, 
da auch dieser durch lTrikaRe nicht spaltbar ist. Die erhaltenen Spalt­
produkte zeigl'n, daß dip Hpaltung nicht nach dem Schema der Wasser­
stoffsuperoxydoxydatioll (mit Oxalursäure, Carhonyldiharnstoff und 
Oyanursäure als Endprodukte) vl'rläuft, sondern sie entspricht dem 
Hchema dpr Oxydation in kohlensaurem (schwach alkalischem) Milieu 
nach Biltz und Schauder. Die Produkte der Spaltung erklären sich 
zwanglos, wpnn man mit Biltz und Scha1lder dic Oxydation als über 
Oxyacetykndi\ll"eincarhonsäurc und üher Oxyaeetylendiurein gehend 
auffaßt. Das Üxyacptylmdiurl'in kann sowohl hydrolytisch in Allantoin, 
als auch oxydativ wpitm· in Oxalsäure und Harnstoff zerfalll'n. Daß 
dip Hydrolyse zu Allantoin mit zunehnlPnder Alkalität ansteigt, ent­
spricht dem lkfundc. 
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