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A. Vorkommen und Eigenschaften der Urikase.

I. Einleitung.

Die Untersuchung der fermentativen Spaltung der Harnsdure,
der Urikolyse, bietet nach zwel Richtungen hin Aufgaben. So ist die
Frage nicht entschieden, ob ein fermentativer Harnsiureabbau nur
durch tierische, nicht auch durch menschliche Gewebe erzielbar ist.
Des weiteren ist die Art bzw. der \Weg, in der Harnsdure durch tierische
Urikase abgebaut wird, nahezu unbekannt.

In der vorliegenden Untersuchungsreihe wird beiden Fragen nach-
gegangen. KEs sei als wesentliches Ergebnis vorweggenommen, daf} es
nicht mdéglich war, in verschiedenartigen menschlichen Geweben bzw.
in Kombinationen derselben urikolytisches Ferment nachzuweisen.
Diese Befunde sprechen gegen eine Urikolyse im menschlichen Korper.

Die Urikolyse durch Urikase aus tierischen Geweben wurde studiert;
ihre Bedingungen (2 ktivierung, Hemmungen usw.) wurden dargestellt.
Auch Beispicle fiir die vielleicht dhnliche Harnsdurespaltung durch
Schwermetallionen werden gegeben.

Des weiteren wird gezeigt, dall es moglich ist, Urikase weitgehend
zu reinigen. Mit gereinigten Prdparaten wird Harnsdure quantitativ
aufgespalten. Die ohne weitere chemische Eingriffe gewonnenen
Spaltprodukte werden dargestellt und quantitativ bestimmt.  Es
gelingt, zu einer Darstellung der Endprodukte der fermentativen
Harnsaureoxydation und zu einem Bilde des Oxydationsweges durch
das Ferment zu gelangen.

II. Methodik.

1. Gewinnung des Enzymmaterials.

Als Fermentmaterial wurde Trockenpulver aus tierischen Organen
angewandt. s wurde flur fast alle Versuche {iber Urikase Trockenpulver
aus Schweineleber verwendet.  Bei Verwendung anderer Organe war
die Verarbeitung gleichartig. 185 wurden stets volikommen schlacht-
frische Organe benutzt. Diese wurden gemdll der Methode von Willstdtter
und Waldschmidt-Leitz (1) zur Herstellung von Organtrockenpulvern ver-
arbeitet.  Aufler dem Trockenpulver selbst wurden auch Extrakte als
Fermentpriparat angewendet. Die Extrakte wurden durch Behandlung
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des Trockenpulvers mit physiologischer Kochsalzlésung hergestellt. Hierzu
wurde Organpulver mit physiologischer Kochsalzlésung !/, Stunde bei 37°
digeriert und filtriert. Is wurden Extrakte entsprechend 300 bis 2000 mg
Leberpulver pro 10cem Loésung verwendet. Die stark eiweilhaltigen
Rohextrakte wurden stets nur frisch nach Bereitung gebraucht. AuBer
diesen beiden Fermentformen kamen auch gereinigte Fermentpraparate
(Eluate I und I1) zur Anwendung, worauf spater eingegangen wird.

2. Fermentansaiz.

Zur Spaltung wurde Harnsdure, gelést als Lithiumurat, verwendet.
Es wurden fiir die tiblichen Ansitze 20 mg Harnséure (entsprechend 20 cem
einer Harnsiurelosung von 1g Harnsdure + 0,6 g Lithiumcarbonat zu
1000 cem) angewendet.  Die Harnséurelosung wird mit n/10 NaOH bzw.
n/10 H{1 nahezu auf den fiir die Spaltung gewiinschten pu gebracht und
die Aziditat dann genau durch Zugabe von Boratpuffer 0,2 molar der ge-
wiinschten Aziditit eingestellt. Fir 20mg Harnsidure werden 10 cem
Boratpuffer 0,2 molar verwendet.

Fiir eine Reihe von Versuchen ist es notwendig, im ungepufferten
System zu arbeiten; da bei fehlender Pufferung die Ansitze durch Ent-
wicklung von (0, bzw. eines sauer reagierenden Zwischenproduktes deutlich
sauer werden, ist es zur Aufrechterhaltung gleicher Spaltaziditat notwendig,
die Ansitze fortlaufend durch Lauge abzustumpfen.

Als Ferment wird Trockenpulver bzw. Extrakt oder Eluat zum Ansatz
gefiigt. Zur Aufspaltung von 20 mmg Harnsdure in 24 Stunden bei Op-Durch-
stromung werden etwa 300 mg Schweinelebertrockenpulver bzw. 10 cem
eines Extraktes von 600mg in 10cem bendtigt. An Stelle der Extrakte
konnen auch gereinigte Urikaselésungen angewendet werden. Nach Ferment-
zugabe wird der Ansatz auf ein bestimites Volumen (70 cem) gebracht und
mit einigen Tropten Toluol versetzt. Als Ansatzgefille eignen sich am
besten Melizylinder. Die Spaltung geht bei 37° im Thermostaten vor sich.
Bei Anwendung von Trockenpulver oder KExtrakt geht die Spaltung
ohne Sauerstoffdurchstrémung vor sich, doch wird sie durch dieselbe
beschleunigt. Bet Anwendung gereinigter Priparate ist fast immer O,-Durch-
stromung notwendig. Hierzu wird ein MeBzylinder mit doppelt durch-
bohrtem Stopfen mit langem Kin- und kurzem Ableitungsrohr versehen.
Der Sauerstoff wird aus einer Bombe entnommen und vor Eintritt in das
Reaktionsgefal mit Natronlauge gewaschen. Die Durchstromungsgeschwin-
digkeit betrigt eine bis drei Blasen pro Sekunde.

Fiir die Abnahmen wihrend der Fermentspaltung werden dem Ansatz
in bestimmten Zeitabschnitten nach sorgféiltiger Durchmischung aliquote
Mengen (z. B. 7ccm) entnommen. Die Nullabnahme erfolgt entweder
sofort nach Bereitung des Ansatzes, oder sie kann, was wegen der eventuellen
Fermentwirkung auf die Nullabnahme vorzuziehen ist, durch die ent-
sprechende Harnsauremenge aus der reinen Lithiumuratlésung ersetzt
werden. Iine Harnsidurevermehrung durch das Leberpraparat selbst spielt
praktisch keine Rolle.

Nach Beendigung der Spaltung werden die Ansitze mit Organtrocken-
pulver als Ferment von diesem abfiltriert. Wird Trockenpulver nicht
benutzt, so fallt die Filtration fort. Ein aliquoter Teil des Filtrates wird
nach Folin enteiweil3t (z. 13. 7,0 ccm Filtrat, 49 cem H,O, 7,0 cecm 10 %ig.
Natriumwolframat, 7,0 cemn %/;n H,SO, Gesamtvolumen 70 ccm). Bei
Anwendung der eiweilifreien Eluate fillt EnteiweiBBung fort.
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Ein aliquoter Teil des enteiweil3ten Filtrates, z. B. 7,0 cem (bzw. bei
Anwendung von Eluaten ein entsprechender Teil des Ansatzes), wird auf
50 cem verdinnt. Bei Anwendung des nicht enteiweifliten Ansatzes selbst
werden 7.0 ccm auf 500 cem verdiinnt. Die Verdiinnung wird immer so
gewiihlt, dafl endgiiltig bei der Analyse in 5,0 ccmn zu analysierender Losung
nicht mehr als 0,02 mg Harnsdure vorliegen. Diese 5,0 cem werden ent-
sprechend der Harnsiurebestilnmungsmethode nach Folin- Benedict (2)
analysiert. Als Vergleichslosung diente stets eine Harnsdurelbsung von
einem Gehalt von 0,02 mg Harnsdure in 5,0 ccm. In denjenigen Fillen,
in denen die Versuchslosung zur Enteiweiung schwefelsauer gemacht
wurde, wurde auch die Vergleichslosung mit der entsprechenden Menge
H, S O, versetzt. Zur Kolorimetrie diente ein Prazisions-Duboscq-Kolorimeter
von Schmidt & Haensch.

Im folgenden werden fiir einige verschiedene Arbeitsformen Beispiele
gegeben. auf die bei den entsprechenden Versuchen stets verwiesen wird.

3. Beispiele.
Beispiel 1.

Harnsaurespaltung mit Organtrockenpulver ohne O,-Durchstrémung.
pE = 8,85. 20 cem Harnsdurelosung (enthaltend 20 mg Harnsiure, gelost
als Lithiumurat) -+ 1,0 cem n/10 NaOH + 10,0 cem 0,2 molar Boratpuffer
(pr = 8,83) 4+ 300 mg Organtrockenpulver + Wasser zu 70 ccmn. Jiltration.

Entnabme: 7,0 cem + 49 cem H,O 4 7,0 cem 10 9,ig. Natrium-
wolframat + 7,0 cemx 2/, n H,80,. Filtration: 7,0 cem Filtrat, aufgefiillt
zu 50 cem in MeBkolbchen. 5,0 cem der Lésung werden zur Analyse
entnommen und nach Folin kolorimetrisch gemessen.

Beispiel 2.

Harnsdurespaltung mit Organextrakt ohne O,-Durchstromung. pu
= 8,85. 20 ccin Harnsidurelésung (enthaltend 20 mg Harnsdure gelost als
Lithiumurat) 4+ 1,0 ccm n/10 NaOH + 10,0 cem 0,2 molar Boratpuffer
(pag = 8,85) 4+ 10,0 cem Extrakt + Wasser zu 70 cem.

Entnahme: 7,0 ccm enteiweil3t und verarbeitet wie bel 1.

Beispiel 3.
Harnsiurespaltung mit Eluat unter Op-Durchstromung. pm = 8,85.
20 cem Harnséureldsung  (enthaltend 20 mg Harnsiure) + 1,0 cem n/10
NaOH + 10,0 cem 0,2 molar Boratpuffer (pg = 8,85) + 10,0 cem Eluat,
Wasser zu 70 cem.
Entnahme: 3,5 cem verdiunnt auf 250 cem. 5,0 ccm hiervon werden zur
Analyse verwendet.
Beispiel 4.
Harnsdurespaltung mit Organtrockenpulver ohne O,-Durchstromung
bei pg = 10,03. Genau wie Beispiel 1 mit der Anderung, dal3 statt 1.0 cem
n/10 NaOH 3,5 cem n/10 NaOH verwendet werden.

Beispiel 5.

Harnsiurespaltung mit Organtrockenpulver im ungepufferten System.
pH = 8,85. 20 cem Harnsiureldsung (enthaltend 20 mg Harnsdure gelost
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als Lithiumurat) 4 1,0 cem NaOH 4+ 300 mg Organtrockenpulver - Wasser
zu 70 cem.

Zusatz zum Ansatz nach 2 Stunden: 1,0 ccm n/10 NaOH
> ’ " . 4 ' 1,0 ,, n/l10 NaOH
» » » . 6 " 1,5 ,, n/l10 NaOH
» » » . 24 ' 2.0 ,, n/10 NaOH

Auffiillen mit Wasser zu 80 cem, Filtration.

Entnahme: 8,0 cem Filtrat + 56cern Wasser + 8,0 cem 10 %ig.
Natriumwolframat + 8,0 cein ?/;n H,S0O,. TFiltration: 8,0 cem TFiltrat.
aufgefiillt zu 50 cem in MeBkolbehen. 5,0 cem der Lésung werden zur
Analyse entnommen und nach Folin kolorimetrisch gemessen.

Bei py = 10.03. Hinsichtlich Anwendung von 600 mg Leberpulver
bzw. einer Spaltung bei pg = 10.03 mit 300 oder 600 mg Leberpulver wird
die zur pg-Einhaltung gegebenen Natronlaugenmenge gedndert. Verar-
beitung sonst wie vorangehend.

4. Versuche zur Methodik.
a) Priifung der Methodik bei Anwendungreiner Harnsédurelésung.

Die fiir alle folgenden Versuche angewandte Folinsche Bestimmungs-
methode wurde hinsichtlich ihrer Genauigkeit wie folgt geprift. Es wurde
eine Serie von Harnsdurelosungen, absteigend von 0.02 mg um 209, an-
gesetzt und gegen eine 100 %jige Harnsaurelosung nach Folin (2) bestimmnt.,
Die theoretische Kurve und die tatséchlich gefundenen Punkte entsprechen
sich fast genau. Der Fehler der Analyse braucht nicht 1 bis 2 9; zu iiber-
steigen. Bei Anwendung reinster Reagenzien ist der Blindwert der Methode
praktisch Null. Wesentlich hierfiir ist die Reinheit des Natriumcyanids.
Wir empfehlen das Praparat von Merck. Anwendung eines Prizisions-
kolorimeters ist erforderlich, Anwendung von Griinfilter ratsam.

b) Priifung der Methodik im Gesamtansatz bei variiertem pg.

Zur Priifung der Methode in ihrer Gesamtdurchfithrung wurden An-
siitze von 10 bis 20 mg Harnsdure entsprechend Beispiel 1 bei py = 7,25,
9,08, 9,53 und 10.53 angestellt. Der Versuch zeigt., dafl das Verhiltnis der
Harnsiuremengen gegeneinander bei den Endanalysen exakt bel allen
untersuchten Azidititen wiedergefunden wurde.

Des weiteren wurde untersucht, ob eine hohe Alkalitat des Mediumns
allein ohne Ferment hydrolytisch Harnsiure abbaut [wie neuerdings von
Rosenthal (3) hehauptet].

Der Versuch zeigt, daf8 unter den von uns angewandten Bedingungen,
d. h. auch im Sauerstoffstrom selbst bei einemm py von 12,5, Harnsdure
nicht angegriffen wird. IZbenso verhalten sich Ansiitze mit abgekochtem
Leberpulver oder Extrakten. Alle Umsiitze sind daher allein auf Ferment-
wirkung zu beziehen.

L. Vorkommen der Urikase.
1. Untersuchung tierischer Gewebe.
Die Priifung tierischer Gewebe hinsichtlich ibrer urikolytischen
Wirksamkeit ist Gegenstand zahlreicher Untersuchungen gewesen. Es
sei auf die Zusammenstellung bei Oppenheimer (11) hingewiesen. Danach
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kommt das Ferment bei allen Sédugetieren, mit Ausnahme des Menschen
und des Menschenaffen, vor; die Fahigkeit der Organe, Harnsaure
abzubauen, ist bei derselben Tierart eine ungleiche und bei gleichen
Organen verschiedener Tierarten ebenfalls unterschiedlich. In manchen
Organen einzelner Tierarten soll das Ferment vollkommen fehlen.

Da von uns fast immer mit Urikase aus Schweineleber gearbeitet
wurde, sind vergleichsweise auch andere Organe des Schweines hin-
sichtlich ihres Urikasegehaltes gepriift worden. Die Organe wurden
stets schlachtfrisch bezogen und ebenso, wie unter Fermentgewinnung
beschrieben, zu Trockenpulver verarbeitet.

Von Organen des Schweines werden Leber, Niere, Milz, Pankreas,
Galle, sowie Insulin, das ja aus Schweinepankreas gewonnen wird,
geprift. Von Organen anderer Tierart wurden nur Leucocyten aus
Pferdeblut herangezogen. Diese Leucocyten wurden nach der Methode
von Szildrd (4) gewonnen.

Die Fermentansitze wurden derart angestellt, daB3 als Ferment Extrakte
aus den Trockenpulvern entsprechend 300 mg Trockenpulver verwendet
wurden. Von Insulin und Galle wurden je 10,0 ccm verwendet, von der
Leucocytensuspension 5,0 cem = 1,0 g Leucocyten. Ein Beispiel fiir die
genannten Versuche gibt Protokoll 39. Die Spaltung erfolgte 24 Stunden
bei 37° unter Durchleitung eines langsamen Sauerstoffstromes. Die Um-
séitze wurden an den beiden Optima der Aziditatsoptimumskurve, d. h. bei
pr = 8.85 und 10.03 gemessen. KEs wurden stets Kontrollen mit ab-
gekochtem Ferment angestellt.

Auller der Priifung mit frischen Organen wurde auch eine Schweine-
leber auf ihren Fermentgehalt untersucht, die mehrere Tage an der
Luft liegengelassen wurde. Es sollte in diesem Versuch die Empfindlich-
keit der Urikase bei der Lagerung in Organen gepriifft werden. Wire
es doch denkbar, daB3 die zahlreichen Untersuchungen mit menschlichen
Organen infolge einer vielleicht hochgradigen Zerstérbarkeit des
Ferments im Organ nach dem Tode zu negativen Ergebnissen gefithrt
hatten.

Eine Zusammenstellung der verschicdenen Untersuchungen ergibt
Tabelle I. Sie zeigt mit der Einschriankung, dafl ein 100°iger, bzw.
nahezu 100°%;iger Umsatz kein vergleichendes Mafl mehr darstellt,
doch ein ungefahres Bild der in den verschiedenen Organen vorhandenen
Fermentmenge, da die Versuche unter vollig gleichen Bedingungen
angestellt wurden.

Aus der Tabelle T geht hervor, dafl, mit Ausnahme des Insulins,
simtliche untersuchten Schweineorgane eine starke Urikolyvse be-
wirken. Auch Pferdeleucocyten waren urikolyvtisch wirksam. Ins-
besondere aber zeigt die Tabelle, dafi ein dreitdgiges Liegenlassen der
Schweineleber an der Luft bei Zimmertemperatur nicht zu einer Zer-
storung der Urikase fihrt.
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Tabelle 1.
' 7 Haﬁnsﬁiureahbau in 0],
Tierisches Organ P =85 T Pr = 1003
Schweineleber (frisch verarb.) . . . '\ 100,0 1 100,0
Schweineleber (nicht frisch verarb.) . \ 87,5 3 89,4
Schweinemilz . . “ 80,0 3 83,0
Sehweineniere . . . . . . . . .. {} 75,8 | 80,5
Schweinepankreas . e ‘ 81,5 | 85,3
Insulin . . . . . . . .. ......1 0,0 0,0
Schweinegalle . . . . . . . . . .. 84,4 88,1

Pferde-Leucoeyten . . . . . . . . . 46,9 ‘ —

2. Untersuchung menschlicher Gewebe.

Menschliche Gewebe sind des 6fteren auf ihre urikolytische Fihig-
keit gepriift worden; hinsichtlich der Literatur sei auf die Ubersicht
in der Arbeit von Folin, Berglund und Derick (5) verwiesen. Ob.
gleich die meisten Untersucher eine Urikolyse durch menschliche
Gewebe ablehnen, ist diese Frage zur Zeit noch nicht endgiiltig ent-
schieden.

Es werden daher im folgenden méglichst verschiedene menschliche
Gewebstypen auf ihren Gehalt an Urikase gepriift. Des weiteren wird
versucht, Kombinationen verschiedener Gewebsextrakte zu unter-
suchen, wie z. B. Niere und Blut, Leber und Milz, da die Versuche von
Folin und Mitarbeitern (5) auch an das Vorhandensein eines Co- Ferments
denken lassen. Die Organe wurden spitestens 5 bis 6 Stunden nach dem
Tode entnommen. Es wurden nur pathologisch unverinderte Organe
verwandt. Trockenpulverherstellung geschah gemdl3 11, 1.

Die Priifung von menschlicher Leber, die bei Analogie mit
tierischer am meisten Fermente enthalten miufite, zeigt, daB Urikase
nicht nachweisbar ist.

Dic (im Hinblick auf die Ahnlichkeit der Urikase mit Metall-
katalyse) untersuchte kupferreiche Foetleber zeigte ebenfalls keine
Urikase.

In dhnlicher Weise werden menschliche Niere, Milz, Pankreas
sowie Galle untersucht. Alle diese Versuche ergeben, daf in
diesen Organen kein Ferment vorhanden ist, welches auf Harnsiure
einwirkt.

Einer Vermutung Folins (5) folgend, wurde menschliches Frischblut
untersucht. 15,0 ccm Blut werden aus der Armvene entnommen, durch
Schiitteln defibriniert und mit 1,0 cem Harnsdurelosung (enthaltend
1,0 mg Harnsiure gelost als Lithiumurat) versetzt und 24 Stunden
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bei 370 unter O,-Durchstromung belassen. Von der Harnsdurebestim-
mung wird der vorher festgestellte Eigenharnsiurewert des Blutes in
Abzug gebracht. Der Versuch zeigt, dal} eine Urikolyse nicht statt-
gefunden hat.

Da Blut vielleicht in Kombination mit Geweben urikolytische
Fahigkeit gewinnen konnte, wurden Kombinationen von Menschenleber
+ Menschenblut sowie Menschenleber + Menschenserum gepriift. Auch
Menschenniere + Menschenblut wurde untersucht. Keiner der Versuche
ergab irgendeine Urikolyse. Auch ein Gemenge von menschlicher
Leber und menschlicher Milz, sowie ein Gemenge von menschlicher
Leber und menschlicher Niere zeigte keinen Einfluf auf Harnsiure.
Nunmehr wurden menschliche Leucoeyten untersucht. Dieselben wurden
nach Szildrd hergestellt. Auch mit Leucocyten ergab sich keine
Urikolyse.

Weitere Versuche werden mit einem Pulver aus menschlichen
Gelenkknorpeln angestellt. Dieselben werden im Vakuum getrocknet
und im Morser fein zerrieben. Das erzielte Ergebnis ist negativ.
Ebenso negativ verlduft ein Spaltversuch mit menschlichem Muskel-
gewebe. Dasselbe wird mit Sand im Morser fein zerrieben, mit
physiologischer Kochsalzlésung gewaschen, mehrere Stunden extrahiert
und darauf filtriert. Der so gewonnene Extrakt wird auf Harnsdure
zum Einwirken gebracht.

Da es moglich war, dafl Urikase in menschlichen Geweben vielleicht
fester verankert ist als in tierischen, wurden sowohl saure wie alkalische
Extrakte aus Menschenleber untersucht (Extrakte mit 1%giger prim.

Tabelle 11.

Harnsiiureabbau in 0,

|

\

Organ ! -
° “ PH = 8,85 Py = 10,03

Menschenleberpulver

Menschenleber \Iensuhenqerum
Menschenlieber + Menschenblut . .
Menschenleber (Kind 22 Std. alt) . |
Saurer Menschenleberextrakt . . |
Alkalischer Menschenleberextrakt . Coe
Menschenblut . . . . . . . . ..o 00|
Menschenniere !
Meunschliche Niere Men%heublnt | 09,
Menschliche Milz . |
Menschliche Pankreas . . . . . . . . . . . . .}
Menschliche Galle . . . . . . . . . ... ...}
Menschliche Gelenkknorpel . . . e
Menschliches Muskelgewebe . . . . . . . . . .
Menschliche Leucoeyten . . . . . |
Menschliche Leber + Menschliche Niere . B
Menschliche Leber + Menschliche Milz . . . . . |




und sec. Natriumphosphatlosung). Auch diese Behandlung der Leber
deckte keine Urikase auf.

Die Ergebnisse dieser Versuche zeigt zusammengestellt die Ta-
belle II.

Diese Befunde stiitzen die Anschauung, daBl Urikase in mensch-
lichen Geweben fehlt und der menschliche Organismus nicht imstande
ist, Harnsiaure weiter abzubauen.

IV. Versuche iiber Reaktionsbedingungen.
a) Eimflufp des Sauerstoffs.
Von fritheren Untersuchern (6) (7) war behauptet, daBl die Urikolyse
an Gegenwart von O, gekniipft ist. Ks wird die Frage wie folgt gepriift:
Als Fermentlésung wird Schweineleberextrakt verwendet. Alle
Lésungen und alle Wasserzusitze, die fiir die Ansitze verwendet werden,
werden durch Kochen von Luft befreit. Es werden

.iw zwei Ansitze bei pu 8,85 und 10,03 angesetzt und
E’M mit flissigem Paraffin iiberschichtet.  Spaltzeit
%”0 24 Stunden.

N Dhne Wie der Versuch lehrt, tritt unter diesen Bedin-
§ ‘%;fg;,fﬁ, gungen iiberhaupt keine Oxydation der Harnsdure
<

o 7.2 & ein. Demgegeniber zeigt Versuch 24 die Aktivie-
Spalizest in Stunden " « -
b rungsgroffe durch Sauerstoffdurchstromung. Es
S werden zwel Ansidtze bei pu 8,85 vergleichend mit
und ohne O,-Durchstrémung behandelt. Der Versuch lehrt, dal bei
Sauerstoffdurchstromung eine Zunahme der Spaltgeschwindigkeit von
etwa 100°, erfolgt, siche Abb. 1

b) pu-Optimmumskuree.

Felix, Scheel und Schuler (7) haben zwei Optima der Urikolyse
festgestellt (pn 8,85 und 10,0). Es soll beim ersten Optimum vorziiglich
eine Oxydation, beim zweiten hauptséchlich eine Decarboxylierung vor
sich gehen, wobei jedoch eine absolute Trennung beider Vorgéinge nicht
moglich ist. Des weiteren zeigten sie, dall bei bestimmter Versuchs-
anordnung 1 Mol Harnsdure 1 Mol O, aufnimmt und 1 Mol CO, abgibt.

Diesem Befund steht die Angabe von Kishun Ro (8) gegeniiber,
dafl nur ein einziges Wirkungsoptimum bei puy = 9,3 besteht. Der
Verlauf der Aziditits-Optimumskurve wird daher von uns gepriift.

Versuch 8 gibt eine Prifung der Aziditdts-Optimumskurve bei
Anwendung  von  Leberpulver und  von  Leberextrakt.  Die Ver-
suche werden wiedergegeben durch Abb. 2.

Beide Versuche zeigen, dafl bei neutraler Reaktion die Harn-
siurespaltung gering ist, mit steigendem py langsam ansteigt, um
ein erstes Maximum bel py etwa 8,85 zu erreichen. Hierauf sinkt
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die Spaltung, um bei weitersteigender Alkalitdt ein zweites Wirkungs-
optimum bei etwa pu 10,0 aufzuweisen. Noch weiter nach der
alkalischen Seite sinkt die Urikasewirkung jah. Die Versuche er-
geben also eine Bestitigung der Befunde von Felix, Scheel und
Schuler (7).
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Das erste Optimum kénnte nun allein durch fermentativen Eingriff
bedingt sein und das zweite Optimum auf einer sckunddren Reaktion
des bei pu 8,85 enthaltenen Spaltproduktes bei der hohen OH-Ionen-
konzentration beruhen. Es wurde daher eine Spaltung mit Schweine-
lebertrockenpulver bei py 8,85 iiber 4 Stunden im Sauerstoffstrom aus-
gefithrt. Hierauf wurde vom Leberpulver abfiltriert, zur Zerstorung
des Ferments gekocht, verdampftes Wasser erginzt, cine Probe ent-
eiweift und auf Harnsdure analysiert. Der restliche Ansatz wurde
auf pu 10,03 gebracht und weiter 20 Stunden bei 37° unter 0,-Durch-
stromung belassen.

Die Spaltung nach ¢4 Stunden bei pu 8,85 von etwa 649, ging
bei pu 10,03 nicht weiter. Hiermit ist bewiesen, daf3 die Harnsdure-
spaltung beim zweiten Wirkungsoptimum ebenfalls fermentativ ist.
Auch hier bestitigen wir die Angaben von Feliz, Scheel und Schaler (7).

¢) Umsatz und Fermentmenge.

Zur Priifung der Beziehungen von Umsatz und Fermentmenge bei
den beiden Wirkungsoptima wurden sowohl bei px 8,85 als auch bei
pr 10,03 je drei Spaltansitze angestellt, deren Fermentmenge sich
wie 1:2:3 verhielten. Die Versuche wurden mit Leberextrakt tiber
6 Stunden unter Sauerstoffdurchstromung angestellt. Abb. 3 zeigt
den Versuch des Protokolls 164.

Es ergibt sich, dafi die Umsitze nicht im Verhiltnis der
Fermentmengen steigen, sondern hinter ihnen zuriickbleiben.  Setzt
man die Fermentmengen F in Bezichung zu den Umsitzen x
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entsprechend der Schiitzschen Regel p = 4/,%, so findet man eine recht

annehmbare Ubereinstimmung. Benutzt man die Abb. 3 zur Analyse
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Abb. 3.

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

d) Harnsduiefermentverbindung.

Die Frage der Substrat-Fermentbindung ist am Beispiel der
Harnsdure besonders gut studierbar. Harnsidure ist eines der
wenigen Substrate, das durch einfachen chemischen Eingriff (An-
sauerung) ausfallbar ist und bei der Fillung das Ferment bindet.
Es wurde beobachtet, daB die Ausfillung der Harnsiure véllig
kristallin erfolgt.

Als Versuch werden zwei Ansidtze zur Harnsiurespaltung bei
pn = 8,85 und 10,03 angesetzt. Als Ferment wird eine gereinigte
Urikaselosung (siehe Abschnitt B), Eluat II, verwendet. Die An-
sitze werden unmittelbar nach ihrer Herstellung mit ein paar Tropfen
HCI angesduert. Die abzentrifugierten Niederschlige werden mit je
2,0 ccem 0,1 n NaOH gelost, mit 0,1n HCl bzw. NaOH wieder auf
pr 8,85 und 10,03 gebracht und mit den betreffenden Boratpuffern
versetzt. Die auf ein bestimmtes Volumen aufgefillten Anséitze
werden bei 37 24 Stunden gehalten. Sie zeigen einen starken Harn-
sdureabbaun (41,2 und 759,).

Wie im Abschnitt B im einzelnen gezeigt, wird das Ferment in
gereinigten Fermentlosungen durch Ansiuern nicht niedergeschlagen.
Daher ergibt sich aus obigem Versuch, dafl das urikolytische Ferment



durch Ansiduern zusammen mit der Harnsdure zur Ausfallung gebracht
wurde. Es bildet sich also eine Harnsédure-Urikaseverbindung, die
praparativ dargestellt werden kann.

V. Hemmung der Urikolyse.

a) Einwirken von Schwefelwasserstoff und Natriumeyanid.

Es werden Versuche iiber die Einwirkung von Schwefelwasserstoff
und Natriumecyanid auf die Urikolyse gegeben. Die Versuchsanordnung
war die folgende: KEs wurden Versuche sowohl bei py 8,85 wie auch
bei pu 10,03 angesetzt. Vor Fermentzugabe wurde cin Teil des Leber-
extraktes mit Schwefelwasserstoff gesittigt (etwa 10 Minuten lang).
Der leicht dunkel gefirbte Leberextrakt wurde geteilt und die eine
Hilfte scharf zentrifugiert (5 Minuten). Es lassen sich Spuren Nieder-
schlag abzentrifugieren. Nunmehr wurden die Ansitze mit dem un-
behandelten Leberextrakt, mit dem mit H,S behandelten, nicht zentri-
fugierten und mit dem mit H,S behandelten zentrifugierten angesetazt.
Wie der Versuch 29 lehrt, erfolgt allein durch die Behandlung mit
Schwefelwasserstoff eine starke Hemmniung (etwa 50°), und zwar
bei beiden Optima. Zentrifugiert man aber die mit H,S behandelten
Extrakte und benutzt die Restlésung, so findet iiberhaupt keine Spaltung
mehr statt.

Benutzt man als Fermentlosung gereinigte Priaparate (Eluat IIj,
so ergibt sich analoges Verhalten wie beschrieben.

Weitere Versuche verwenden statt H,S Natriumcyanid, und
zwar werden sowohl bei pu 8,85 wic bei pu 10,03 Spaltungen an-
gesetzt. Es werden 10 ccm Leberextrakt, sowie 10 ccm Eluat IT mit
je 100 mg Natriumcyanid versetzt. Bei Zusatz des Natriumcyvanids
unterbleibt stets jedwede Urikolyse.

Diese Versuche legen es nahe, die Urikolyse als eine Katalyse
durch Schwermetallverbindungen aufzufassen, da nach Fallung des
Metalles durch H,S und Zentrifugierung bzw. nach Natriumcyanid-
zusatz jedwede Harnsdurespaltung unterbleibt.

b) Einfluf der Spaltprodukte auf die Urikolyse.

Im folgenden wird der Einflu der Spaltprodukte auf die Urikolyse
gepriift. Zundchst wird die Einwirkung von Allantoin geprift, da
nach den bisherigen Vorstellungen Harnsiure quantitativ in Allantoin
iibergeht. Es werden daher dem Spaltansatz dquimolekulare Allantoin-
mengen von vornherein zugesetzt ; die Spaltung wird gegen solche ohne
Allantoin bei py 8,85 und 10,43 verglichen. Der Versuch zeigt, daf}
Allantoin keine Hemmung bewirkt. Dieser Versuch bestitigt die An-
gabe von Grynberg (9), daBl sogar gesiittigte Allantoinmengen nicht
hemmen.
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In einem weiteren Versuch wird die Einwirkung einer Mischung
von Allantoin, Harnstoff und Oxalsdure in Mengen, wie sie bei der
spater beschriebenen quantitativen Aufarbeitung erhalten wurden,
auf den urikolytischen Abbau der Harnsdure untersucht. Die Versuche
werden bei pn 8,85 angestelit.

Versuch 168 zeigt, daBl auch ein Zusatz von Allantoin, Harnstoff
und Oxalsdure in den Mengen, wie sie bei quantitativer Aufarbeitung
erhalten werden, in keiner Weise auf den Harnsiureabbau einwirken.

Da es sich aber bei diesen Spaltprodukten um Endprodukte handelt
und eventuelle Zwischenkérper nicht inehr beriicksichtigt werden, wird
im Versuch 173 als Hemmungskorper ein gerade aufgespaltener Harn-
sdureansatz selbst benutzt. Hierzu werden je zwei Ansitze mit der
doppelten Harnsduremenge wie tblich (40 mg) bei px = 8,85 und 10,03
gerade vollig aufgespalten; das Ferment wird durch Kochen unwirksam
gemacht, verdampftes Wasser ergédnzt und je cine Hilfte der Ansitze
mit den Abbauprodukten einem neuen Normalansatz (20 mg) zugesetzt.
Die Spaltung dieser spaltprodukthaltigen Ansitze wird mit normalen
Ansiitzen verglichen, doch ist vorgesehen, dafl der Salzgehalt der ver-
glichenen Systeme (Pufferkonzentration) gleich ist.

In Vorversuchen war zundchst festgestellt worden, dal3 die Spalt-
produkte selhst keinen Einflul auf die Harnsdurebestimmung ausiiben.

Wie Versuch 173 zeigt, iiben auch in dieser Versuchsanordnung die
Spaltprodukte keine Hemmung auf die Urikolyse aus.

YI. Urikolyse durch Metallverbindungen.

Da die Versuche iiber Fermenthemmung mit H,S und HCN auf
die Moglichkeit einer Metallverbindungs-katalyse hinwiesen, wurde
der an sich bekannten Beobachtung (10) nachgegangen, Harnsdure durch
Schwermetallionen zu spalten. s wurden Versuche mit Kupfersulfat,
wie auch mit Ferrocyankalium und Fervosulfat angestellt. Es gelingt,
mit allen drei Priparaten eine teilweise Aufspaltung der Harnséure
zu erzielen.

Versuch 140 zeigt Versuche mit Harnsidureansitzen bei pu = 8,85
und 10,03 unter Anwendung voen 10,0 cem 19ig. Kupfersulfatlosung
als Fermentlosung. Es bildet sich bei Anwesenheit so hoher Kupfer-
mengen (100 mg) ein Niederschlag von Kupferhydroxyd in den An-
sitzen. Derselbe adsorbiert aber nicht Harnsdure (wodurch eine Spaltung
vorgetduscht werden konnte), was durch Kontrollen unmittelbar nach
Zugabe der Kupferlosung geprift wurde. Bei 24 Stunden im Sauerstoff-
strom zeigte sich eine Harnsdurespaltung bis zu 809/,

Weitere Versuche (144) zeigten nun, dall die Kupferkatalyse sich
von der Fermentkatalvse dadurch unterscheidet, daB sie durch Sauer-
stoffdurchleitung nicht aktiviert wird. Der Versuch zeigt gleichzeitig,
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daB es bei Anwendung geringer Kupfermengen (20 mg Kupfersulfat)
gelingt, eine allméhliche Aufspaltung der Harnsiure iiber einen mef-
baren Zeitraum, also eine Kinetik der Kupferkatalyse, zu geben. Der
Versuch 144 wird wiedergegeben durch Abb. 4 und zeigt
eine Harnsdurespaltung durch Kupfer iitber 60 Minuten
mit einem Gesamtumsatz von 509, Harnsdure.

- DaB es sich hierbei um eine echte Oxydation
handelt (und nicht etwa um eine Bildung einer
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Ferrocyankalium, je 10,0 cem 19%ige Losungen,
werden Harnsdurespaltungen erhalten. (Nach 24 Std. bei px 8,85 und
10,03 etwa 299%,). Die in den Ansétzen entstehenden geringen Nieder-
schlige wirken nicht adsorptiv auf Harnsiure.

B. Herstellung und Untersuchung gereinigter Urikaselésungen.

I. Allgemeines iiber Urikasereinigung.

Die vorliegende Arbeit befalt sich mit der Aufgabe, urikolytisches
Ferment aus tierischen Geweben in gereinigter ¥Form darzustellen.
Die Aufgabe ergibt sich aus zwei Griinden. Es ist fir die Beschreibung
des Ferments und seiner Eigenschaften insbesondere fiir die vielleicht
mogliche Auffassung der Urikolyse als einer Metallverbindungskatalyse
notwendig, die FKigenschaften des Ferments bei fortschreitender
Reinigung zu verfolgen. Des weiteren wurde das Ziel verfolgt, fiir die
Gewinnung reiner Spaltprodukte ein weitgehend gereinigtes Ferment-
praparat zu benutzen. Bisher war die Gewinnung fermentativer Spalt-
produkte der Harnsdure dadurch gestort worden, dafl mit dem Ferment
Fremdsubstanzen, insbesondere Eiweilstoffe, den Spaltprodukten der
Harnsdure beigemischt wurden. Hierdurch war wieder eine sekundire
chemische Behandlung der Spaltprodukte zur Entfernung der Begleit-
stoffe notwendig. Ks schien notwendig, jedweden chemischen Eingriff
gegeniiber den Spaltprodukten zu vermeiden, da nicht vorauszuschen
war, inwieweit dieselben durch irgendeine Behandlung eine Anderung
erfahren konnten.

Somit war notwendig, ein Fermentpriparat zu gewinnen, dessen
Eigentrockenriickstand gegeniiber der Menge der Spaltprodukte ver-
schwindend klein und praktisch zu vernachldssigen war.

Trotz fortschreitender Reinigung mufite aber die Wirksamkeit des
Ferments soweit erhalten werden, dafl eine 100 9%ige Aufspaltung

9
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einer gegebenen Harnsiuremenge (z. B. 1g) durch sie gewihr-
leistet war. Denn die Entfernung ungespaltener Harnsiure (z. B.
durch Ansduern) aus dem Spaltansatz sollte aus dem gleichen
Grunde vermieden werden, wie die Entfernung der begleiten-
den Fermentsubstanzen selbst.

H. Adsorption der Urikase.

Als  Ausgangsmaterial fur die Gewinnung gereinigter Urikase
dienten uns Extrakte aus Schweineleber.

Es wurden Extrakte aus Schweinelebertrockenpulver mit physiologischer
Kochsalzlosung  hergestellt (i Verhdltnis 10 cem Extrakt = 1 bis 2 g
Trockenpulver). Es wurden auch Versuche mit glycerinigen Ixtrakten
angestellt, doch zeigten diese keinen Vorteil gegeniiber wasserigen.
Derartige Extrakte wirken auch ohne O,-Durchstrémung sehr stark
urikolytisch. doch sind sie dunkel gefarbt und enthalten so viel Ei-
weil}, dal3 ihre Verwendung fiir priaparative Spaltproduktgewinnung nicht
in Frage kommnt.

Zunichst wurde an den genannten Extrakten die Adsorbierbarkeit
der Urikase an verschiedene Adsorptionsmittel geprift. Als Adsorptions-
mitte] wurden Kaolin, Kieselgur, Aluminiumhydroxyd und Tierkohle
verwendet.

Die Versuche wurden wie folgt angestellt:

Je 20 cem Leberextrakt werden mit 0.1 cemn Kisessig auf py = 4.0
gebracht. Hierzu gibt man 1,0 g Edelkaolin bzw. 1,0 g Kieselgur oder
20 cetn einer  Aluminiumhydroxydsuspension [(‘y nach Willstdtter und
Krauwt (12)], die in 20 ecem 1,0 g Aluminiumhydroxyd enthélt.  Nach
20 Minuten werden die Mischungen zentrifugiert. Die Restlosungen
werden in der gleichen Weise noch einmal mit der gleichen Menge
der Adsorbentien behandelt und in den gleichen (Hlasern abzentrifu-
giert.  Die vereinigten Adsorbate werden mit etwas Leitfahigkeits-
wasser gewaschen, um die letzten Spuren des ILeberextraktes zu ent-
fernen.

Zunichst werden die Restlosungen der Adsorbate auf ihre Wirksamkeit
gegeniiber Harnsiéure bel pg = 8,85 und 10,03 geprift. Die Methodik
entspricht der in Abschnitt A gegebenen.

Die Zusammenstellung der Ergebnisse gibt die folgende Tabelle TI1.

Tabelle III.

o ‘
I Harnsiaureabhau in 94 durch Restlosung
Adsorbens {

PH= 8.8) PH - 10.03
Il
Kaolin . . . . . . . 0,0 0.0
Aluminiumbydroxyd . 0,0 0,0
Kieselgur . . . . . . 54.0 63,0

Tierkohle . . . . . . 23,4 35,5
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Kaolin und Aluminiumhydroxyd adsorbieren unter den ge-
gebenen Bedingungen die Urikase vollstindig. Die Restlosung aus
den Adsorbaten ist ohne jede Wirkung. Kieselgur und Tierkohle
adsorbieren nur unvollkommen, und zwar Kieselgur noch schwicher
als Tierkohle.

Nunmehr wurden die Adsorbate selbst direkt auf ihre urikolytische
Fihigkeit gepriift, und zwar nur die Adsorbate von Kaolin und Alumi-
niumhydroxyd. Es ergab sich scheinbar cine Spaltung. doch zeigten
Kontrollversuche, dafi die Adsorptionsmittel allein eine Verminderung
der zu messenden Harnsiuremenge bewirken.  Es ist also nicht maglich,
die Adsorbate direkt zu priifen, sondern es muB zur Gewinnung von
Eluaten ubergegangen werden.

III. Elution der Urikase.

Es folgen nunmehr die TUntersuchungen iiber die Eluier-
barkeit der Urikase aus Adsorbaten. Es werden als Adsorbentien
Kaolin und Aluminiumhydroxyd angewendet. Die folgenden Ver-
suche betreffen Elution aus Kaolinadsorbaten. Zunichst wurde
untersucht:

Elution von Kaolinadsorbaten aus wdsserigen Extrakten.

Zuerst wurde der zu verwendende Leberextrakt auf seine urikolytische
Fahigkeit gepriift. Seine Wirksamkeit ergibt sich geméf

Tabelle IV.

Harnsiiureabbau in 0}

Fermentform Spaltzeit —
Std. pr= 885 ' PH = 10,03
Lebertrockenpulver (600 mg) . 48 60.8 : 71.5
Leberextrakt (10cem =— 1g - ‘
Trockenpulver) . . . . . .| 48 52,5 ‘ 59.2

Aus diesen Extrakten wurden Adsorbate an Kaolin wie oben an-
gegeben hergestellt. Es wird die Eluierbarkeit des Ferments mit Siuren,
Basen und Salzlésungen gepriift.

Die gewaschenen Adsorbate werden einige Minuten mit dem
Elytionsmittel behandelt und hierauf scharf zentrifugiert.  Der
Vorgang wird mit weiteren 20,0 cem  Elutionsmittel noch  einmal
wiederholt.  Mit den vereinigten Eluaten (Eluat I) werden Spalt-
versuche angesetzt.  Die Spaltzeit betrug infolge der verhéltnismif3ig
schwachen Wirkung der Eluate 48 Stunden. Ein Versuchsbeispicl
gibt Versuch 70.

Die  Ergebnisse der verschiedenen und mannigfachen Versuche
ergeben sich aus der Zusammenstellung in Tabelle V.
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Tabelle V.
Reinigungsversuche von wdsserigem Leberextrakt.
Extrakte, hergestellt aus Schweinelebertrockenpulver mittels physiologi-

scher Kochsalzlésung. 10,0 ccm Leberextrakt entsprechen 0,6 g¢ Trocken-
pulver.

Adsorbens 1 Eluens Spaltzeit Harns#ureabbau in 0/
I Std. prR=88 | pu=1003
\

Kaolin n/10 HCI 48 33,3 ‘ 37,5
" n/10 KEssigsiure 48 7,0 | 24,1

” nj100 Essigsiure 48 18,4 ‘ 26,0

” n/10 NaOH 48 25,9 1 28,5

” n/100 NaOH 48 16,7 | 28,1

" n/100 N Hj 48 14,9 ‘ 28,6

» n/100 NH; 48 13,1 i 26,0

” 1%ig. NaH, PO* 48 13,1 28,6

” 0,1%ig. NaHy P O* 48 0,0 | 23,0

» 1%ig. NagHP O * 48 20,0 | 26,0

” 0,1%ig. NagHP O* 48 0,0 | 23,0

* Rin Kontrollversuch zeigt, daB primires und sekundires Natriumphosphat in 1- bzw.
0,1%/giger Losung die Harnsiureanalyse nicht stort.

Es eluieren auBer den 0,1 %jigen Salzlosungen (bei px = 8,85) alle
angewendeten Elutionsmittel in ungefihr gleicher GroBenordnung.
(Ob vielleicht durch Anwendung der Salzlosungen eine Zerlegung des
Ferments in einen bei pu = 8,85 und bei pg 10,03 spaltenden Teil er-
reicht werden kann, muB weiteren Arbeiten vorbehalten bleiben.)

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

1V. Fortschreitende 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 gefirbt und fiir den unter I. dargestellten
Zweck keineswegs rein genug.

Bei allen weiteren Versuchen zur weitergehenden Reinigung wurde mit
0,-Durchleitung gearbeitet.

Als Ausgangsextrakt mufBte demgemifl ein Leberextrakt verwendet
werden, der selbst mit Sicherheit eine 1009%ige Harnsaureaufspaltung
liefert. EKin Extrakt von 10,0 cem physiologischer Kochsalzlésung auf
0,5 ¢ Schweinelebertrockenpulver entspricht bei O,-Durchleitung dieser
Anforderung. Um aber mit einem groBlen Fermentiiberschufl zu arbeiten,
wurde die vierfache Konzentration, d. h. ein Extrakt aus 10,0 ccm = 2,0 g
Trockenpulver, gemacht. Als Adsorbens diente fiir alle weiteren Versuche
Tdelkaolin, das nach der Vorschrift von Willstdtter und Schneider (13) mehrere
Tage lang durch Kochen mit konz. HCl gereinigt wurde. Als Eluens diento



fur alle weiteren Versuche n/100 Ammoniak. Von allen Elutionsmitteln
wurde Ammoniak deshalb gewahlt, weil es gegeniiber allen anderen unter-
suchten Elutionsmitteln nicht schlechter wirkt, dagegen ihnen gegentiber
folgende Vorteile aufweist: es ist bei den Spaltungsazidititen von py 8,85
und 10,03 bei Anwendung von ammoniakalischen Eluaten nicht notig,
dieselben zu neutralisieren, wie man es eventuell bei den stark sauren oder
basischen Elutionsmitteln vornehmen miite. Des weiteren lafit sich bei
der Priifung der Eluate auf ihren Reinheitsgrad Ammoniak ohne Riickstand
entfernen.

Zunichst wurde nun versucht, durch Variation der Elutionsform
die urikolytische Wirksamkeit des ersten Eluates zu steigern. Es wurde
statt einmaliger Elution mit einem bestimmten Volumen Elutionsmittel
die mehrfache Elution mit entsprechend kleineren Volumina des Elutions-
mittels gepriift.

20,0 cem  Leberextrakt werden bei pg = 4.0 zweimal mit je 2,0g
Edelkaolin behandelt und zentrifugiert. Die Klution erfolgte einmal mit
25,0 ccem n/100 Ammoniak vergleichend gegeniiber Elution mit zweimal
je 12, viermal je 6, fiinfinal je 5 und sechsmal je 4 cemm n/100 Ammoniak.
Die Ergebnisse gibt Tabelle VI

Tabelle VI.

Harnsiureabbau in 9

Adsorbens Eluens Spaltzeit
Std. © py =88 py = 10,03
il
Kaolin | /100 NH; 1 x 24 57,5 60,4
. | n/100 N11, 2 x 24 63,7 66,2
, | n/100 NHj 4 x 24 66,2 69,3
» | n/100 NHy 5 x 24 70,5 734
” I n/107 NH; 6 x 24 79.6 82,9

Es zeigt sich sowohl bei den Spaltungen bei py = 8.85, wie bei
pr = 10,03, daB3 mehrmaliges Eluieren mit einer geringeren Menge Eluens
ein hoher wirksames Eluat liefert als weniger haufiges Eluieren mit einem
entsprechend groeren Volumen Eluens.

Da das Eluat 1 noch betrichtliche Mengen Eiweil} enthielt und Farbung
aufwies, wurde versucht, ein zweites weiter gereinigtes Eluat zu gewinnen.

Es wird aus dem Eluat I durch nochmalige Adsorption an Kaolin und
Elution mit n/100 Ammoniak ein Eluat Il hergestellt. Hierbei wurden
die vorangehend beschriebenen Erfahrungen iiber die Elutionsform zur
Steigerung der urikolvtischen Wirksamkeit verwertet. Das bei puy = 4,0
aus Leberextrakt an Kaolin erhaltene Adsorbat wird nach dem Waschen
mit Leitfihigkeitswasser sechsmal mit n/100 Ammoniak eluiert. Dieses
Eluat I wird wiederum bei pyg = 4.0 zweimal an Kaolin adsorbiert und das
gewonnene Adsorbat 11 wiederum nach Waschen mit Leitfahigkeitswasser
sechsmal mit n/100 Ammoniak eluiert.

Das so erhaltene Eluat L1 ist wasserklar, zeigt aber weder bei py = 8,85
noch bei pg = 10,03 irgendwelche urikolytische Wirksamkeit.

Wir vermuteten die starke Minderung der Fermentwirkungen bei
fortschreitender Klution in dem Waschen der Adsorbate mit Leitfihigkeits-
wasser.  Denn da die Adsorption vollkommen und die Elutionswirkung



bekannt war, konnte bei den stark wirksamen Ausgangsextrakten der
Verlust sonst nicht erklart werden.

Versuch 109 zeigt die Gewinnung eines Eluats II, bei dem nur das
Adsorbat I, dagegen nicht mehr das Adsorbat Il mit Leitfahigkeitswasser
gewaschen wurde. Die Fermentwirkung im EKluat 11 konnte noch dadurch
weiter gesteigert werden, dafl auch das Waschen des Adsorbats I mit
Leitfahigkeitswasser unterlassen wurde. Die Zusammenstellung der Er-
gebnisse gibt folgendes Bild.

Tabelle VIIL

Harnsiiureabbau in 0/,

Adsorbat 1 Adsorbat 11 Spaltzeit
Std. PH = 8,85 Py = 10,03
gewaschen : gewaschen i 24 ‘ 0,0 0,0
nicht gewaschen gewaschen | 24 ! 25,9 48,7
nicht gewaschen nicht gewaschen | 24 i 56,6 75,6

Trotz Unterlassung der Waschung der Adsorbate waren die zweiten
Eluate wasserklar.

Der angefithrte Versuch ergab bei ciner 24stiindigen Spaltzeit schon
eine Spaltung von 56,6 bzw. 75,6 °, Harnsdure. ks wurde nun versucht,
die Spaltzeit zu verlingern. Da auch die Verlingerung der Spaltzeit
auf 48 Stunden allein nicht zu einer vollstindigen Harnsdureaufspaltung
fihrte, wurde eine Zerstorung des Ferments wihrend der langen Spalt-
zeiten vermutet. Aus diesem Grunde wurde dem Spaltansatz nach
48 Stunden noch einmal die gleiche Menge Eluat II wie beim Beginn
der Spaltung zugefiigt und der Ansatz weitere 24 Stunden spalten
gelassen.  Wird die gesamte Spaltung von 72 Stunden bei Sauerstoff-
durchstromung ausgefithrt, so gelingt es, wie Versuch 122 zeigt, die
Harnsdure mittels des zweiten KEluats quantitativ  aufzuspalten.
Kontrollen mit abgekochten Fermentlosungen unter gleichen Versuchs-
bedingungen zeigten, dall ohne Ferment Harnsiure nicht angegriffen
wird.

Somit ist mit dem Beispiel des Versuchs 122 eine Methodik ent-
wickelt, die es erméglicht, Harnsdure mit weitgehend gereinigten wasser-
klaren zweiten Eluaten quantitativ aufzuspalten?,

V. Eigenschalten der gereinigten Urikaselosuneen.
Im folgenden werden cinige Kigenschaften der weitestgehend ge-
reinigten Urikaselosungen, d. h. der zweiten Eluate, beschrieben.
Das zweite Eluat stellt eine wasserklare Fliissigkeit dar. Kiweil3-
reaktion mit Sulfosalicylsiure ist nur hauchférmig vorhanden. Der

! Die Frage ob es méglich ist, mittels Einfithrung gereinigten Fer-
mentes Harnsaure im lebenden menschlichen Organismus abzubauen,
wird zur Zeit bearbeitet.



Trockenriickstand entspricht gemafBl Versuch 137 1,8 mg organische
Substanz. Molischsche Reaktion auf Kohlenhydrate ist negativ.

Die Haltbarkeit derartiger gereinigter wasserklarer Ferment-
losungen wird bei variierter H-Ionenkonzentration gepriift.

Ein abgemessenes Volumen eines Eluats 11 wird in sechs gleiche An-
teile geteilt und bei variiertem pg zwischen 1,0—10,0 (durch Zugabe von
n H(1) bei Zimmertemperatur 15 Stunden stehengelassen. Die Loésungen
werden sodann bei pg = 8,85 auf ihre urikolytische Fahigkeit gepriift.

Tabelle VIII

Eluat IT 15 Stunden Spaltzeit Harnsiaureabbau in 9/,
aufbewahrt bei Py etwa Std. Py — 8,85
1,0 24 73,1
2,0 24 64.9
4,0 ‘ 24 62,5
6,0 : 24 61,6
8,0 1 24 57,5
10,0 24 285

Die Tabelle VIII zeigt, dafi, je saurer die Fliissigkeit (bis zu cinem
pu von 1,0), desto haltbarer sie auch ist. Das Eluat ITI ist also in saurem
Milieu betrichtlich haltbarer als in alkalischem.

Bei der Einstellung der Eluate auf den gewlinschten pg ergab sich
folgende Beobachtung. Bei pg = 1,0 und 2,0 wiesen die Lésungen leichte
Tritbungen auf, bei pg = 4.0 bis 6,0 eine leicht flockige Fillung, bei pg = 8,0
leichte Tribung, wihrend bei pg = 10,0 die Lésung unveriandert klar
bleibt. s handelt sich somit wohl um die Ausflockung von Eiweillspuren
bei pu = 4,0 bis 6,0.

Es wurde nun gepriift, ob das Ferment in der Lésung oder in der
geringen Fillung steckt. s wurde in einem weiteren Versuch diese durch
Ansduern sich bildende Triibung bzw. Fillung abzentrifugiert und auf
urikolytische Wirksamkeit gepriift. Auch die {iberstehende Lésung wurde
untersucht. Versuch 131 zeigt, dal das Ferment nicht in der beim An-
sduern entstehenden Fiallung enthalten ist, sondern in Losung bleibt.

Nunmehr wurde versucht, das Ferment in den Eluaten durch
Aceton zu fillen. Versuch 170 zeigt die Behandlung des Eluats IT mit
dem ncunfachen Volumen Aceton. ¥s ergibt sich ein kaum wagbarer,
nur in Spuren entstehender Niederschlag, der, abzentrifugiert und in
Wasser aufgenommen, zur Harnsdurespaltung benutzt, eine deutliche
urikolytische Fahigkeit aufweist. Es geht aus diesen Versuchen hervor,
daf} das Ferment aus den zweiten Eluaten durch Aceton gefillt und als
Trockenpulver gewonnen werden kann.

SchlieBlich wurde versucht, den Reinigungsgrad des Eluates 1I
gegeniiber den Ausgangsextrakten zu bestimmen.

Hierzu wurde zunichst ein Ausgangsextrakt derart ausgewertet,
dal3 die Menge Kubikzentimeter von ihm ermittelt wurde, die Harn-
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saure unter den gegebenen Versuchsbedingungen im Sauerstoffstrom
zu ctwa 50 %, bei pu == 8,85 spaltete. Das Ergebnis gibt Versuch 132.
Es wurden hierzu 5 cem eines Extraktes (5,0 cem entsprechen 0,25 g
Trockenpulver) benétigt. Der Gehalt dieses Extraktes an organischer
Substanz wurde durch Trocknung und vorsichtige Veraschung in der
Platinschale bestimmt.  Die 5,0 cem Extrakt enthiclten 73,7 mg
organische Substanz, d. h. der Extrakt war 1,47 %jig an organischer
Substanz.

Nunmehr wird in gleicher Weise diejenige Menge des Kluates T1
bestimmt, die den gleichen Harnsdurcansatz unter den gleichen Be-
dingungen zu 509, aufspaltet.  Das Eluat wurde aus dem gleichen
Leberextrakt  gewonnen, der wie vorangehend ausgewertet wurde
(Versuch 132).  Die Menge der organischen Trockensubstanz dieses
Eluats 1I wird sodann in Versuch 137 ermittelt. Es ergibt sich, daf}
33 cem Eluat 1T zur Spaltung notwendig sind und daBl das Eluat I
1.8 mg- %) organische Trockensubstanz enthilt. Ks wird also die gleiche
Spaltung einmal durch 73.7, das andere Mal durch 0,6 mg organische
Substanz bewirkt. Hieraus ergibt sich, dafl die Reinigung des zweiten
Eluats gegeniiber dem Extrakt das 117fache betragt.  Diese ganze
Berechnung stiitzt sich auf die Voraussetzung, dafl die Fermentwirkung
an die organische Substanz gebunden ist.

Dieser Reinheitsgrad gentigte fir die Untersuchungen.  Es wird
aber unter Verwendung der weiter vorangehenden Kigenschaften des
Eluats II viclleicht moglich scin, durch Ansduern weitere Mengen
Begleitsubstanzen  auszuscheiden und  durch  Fillungen mit  Aceton
noch weitergehend gereinigte Praparate zu gewinnen.

C. Untersuchungen iiber die Spaltprodukte der fermentativen
Harnsdurespaltung.

I. Chemisehe Oxydation der Harnsiture.

Die Untersuchung derjenigen Produkte;, die bei der oxvdativen
Aufspaltung der Harnsaure entstehen, ist schon seit langer Zeit Gegen-
stand der Forschung gewesen.  Es mufl davon abgesehen werden, auf
die Ergebnisse der zahlreichen, mit verschiedenen Oxyvdationsmitteln
unter variierten Bedingungen angestellten Untersuchungen einzugehen.
Es sei vielmehr unmittelbar an die Untersuchung von Biltz und Mit-
arbeitern (14), inshesondere von Biltz und Schauwder (15) angekntpft,
die von den neueren Untersuchungen die grundlegenden  Ergebnisse
und Anschauungen zu enthalten scheinen.

Die Autoren zeigten, dafl es weniger von dem Oxydationsmittel selhst
als von der Reaktion der Liosung und ihrer chemischen Weiterbehandlung
abhingt. welche Produkte der Oxydation erhalten werden.  Sie  unter-
scheiden im wesentlichen vier typische Arten der Harnsaureoxydation,



die zu verschiedenen KEndprodukten fihren, und zwar die Oxydationen in
stark saurem, stark alkalischem und neutralem bis schwach alkalischem
Milieu, denen sich als besondere (fruppe dann noch die Oxydation it
Wasserstoffsuperoxyd in neutralem bzw. schwach alkalischem Milieu
anschlieBt. Von der Oxydation in stark saurem Milieu, die zu Alloxan,
Parabansdure oder zu einem Gemisch beider fiihrt, kann hier abgesehen
werden. Dagegen interessiert wesentlich die Oxydation in stark alkalischem
Milieu.

Durch die Untersuchungen von Behrend (16), sowie von Biltz und Mit-
arbeitern (14) {15) ist mit hoher Wahrscheinlichkeit festgestellt worden,
daB sich bei stark alkalischer Reaktion unabhingig von der Art des Oxy-
dationsmittels (Bleidioxyd, Mangandioxyd., Luftsauerstoff, Ozon, Per-
manganat u. a.) aus der Harnsidure zunidchst Oxyacetylendiureincarbon-
saure bildet.

Die Bildung ist so zu denken, dafl im Molekiil der Harnsdure nach
Losung der Ringbildung 1 bis 6 die Bindung 1 bis 5 erfolgt, wobel die Atome
des Wassers und Sauerstoffs angelagert werden. Wie dieser erste Kingriff
auf das Harnsduremolekiil im einzelnen erfolgt (Wasseranlagerung mit
folgender Dehydrierung) ist noch unbekannt.

Die Produkte, die aus dieser (unbestiandigen) Verbindung zu erhalten sind,
richten sich nach der weiteren Verarbeitung der Lésung. Erhitzt man die al-
kalische Losung, so erfolgt eine Aufspaltung beider Ringsysteme und zwar
an dem (‘-Atom. das die Hydroxylgruppe trigt, und es entsteht Uroxansdure.
Siiuert man aber das alkalische Oxydationsgemisch schwach an, so scheidet
sich beim Zusatz von Alkohol Oxonsdure ab. Die Umsetzungen gehen liber
die Owxyacetylendiureincarbonsdure.  Wird jedoch aus der essigsauer ge-
machten Oxydationslosung die Oxonsdure nicht ausgefallt, sondern die Lo6-
sung eingedampft, so kristallisiert. beim Abkiihlen Allantoin aus. Die Bil-
dung von Allantoin fithrt iiher Oxyacetylendiurein. Dieses 6ffnet den Ring
hydrolytisch an dem (-Atom, welches das Wasserstoffatom trigt, wobei
Wasser abgespalten wird.

COOH H
JNH.C.NH_ /Nll.(‘.NH\\
0C: I ,CO — 0C | GO
“NH.(.NH NNH.C.NH
OH OH
Oxyacetylendiureincarbonsiure. Oxyacetylendiurein.
H NH, NI,
NH.C.OH CO NH.CO0 (N0
— 0¢7 | - N |
NH.C Nl SNH.CH.NH
(§281 Allantoin.

Tm nahen Zusammenhang mit der alkalischen Oxydation steht die
Oxydation in schwach saurem. neutralem oder schwach alkalischem Milieu.
Hier entsteht neben Harnstoff und etwas Ouwalsdure Oxalursdure und als
Nebenprodukt Oxalyldivreid (so z. B. bei der Oxydation in kohlensaurer
Losung, die durch Bicarbonat schwach alkalisch gehalten wird.  Auch
diese Oxydation geht {iber Owyacetylendiureincarbonsdure, und zwar ist
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als Zwischenprodukt ebenso wie bei der Oxydation zu Allantoin Oxyacetylen-
diuretn anzunehmen., das gemifl folgenden Schema weiter zu Harnstoff und
Ouxalursdure zerfallen kann.

coon
NH.C.NH
00 | SO — €0,
NH.C. NI
OH
Oxyacet ylendiureincarbonsiure.
H OH

ONH.CLUNHL o NH.C.NH
— 0! | 0 s> oc | NCO

NI CLNT SNHLC.NHT
OH OH
Oxyacetylendiurein. Dioxyacetylendiurein.

NH,
NH, COOH €0
— 0C + i |
NH, 0cC NH
Harnstoff. Oxalursaure.

Hinsichtlich aller Einzelheiten sei nochmals auf die Avbeit von Biltz
und Schauder (15) verwiesen.

Diesen drei Oxydationstypen steht die Oxydation der Harnsiure mit
Wasserstoffsuperoxyd (sowohl in neutralem als alkalischem Milieu) gegen-
iiber, die zu anderen Endprodukten, ndmlich neben Allantoin und Oxon-
sdure zu den sonst nicht beobachteten (‘arbonyldiharnstoff und (‘yanur-
saure fiihrt.

Die Ergebnisse der Bilizschen (14) (15) Arbeiten sind im allgemeinen
durch neuere Arbeiten weiter bestatigt worden. [Vgl. (17) bis (23).]

So fand K. Ohta (17) bheim Abbau der Harnsiure mit Wasserstoff-
superoxyd und Eisensalz Carbonyldiharnstoff, Harnstoff. Oxalsdure und
Ammoniak, M. H. Pjaltz (18) bei der Oxydation durch Ferrosalz Harnstoff
zu etwa 299, L. Piaux (19) bei der katalytischen Oxydation der Harnsaure
in alkalischem Milieu durch Eisen und Mangan 50 9, der theoretischen Aus-
beute an oxonsaurem Salz. J. More (20) stellte bei der Oxydation der Harn-
sdure in alkalischem Milieu durch Jod als Zwischenkorper das Amid der
Allantoxansiure fest. F. Chremetzka (21) findet bei der Harnsaureoxydation
durch Wasserstoffsuperoxyd bei einem py von 8.85 bis 9,0 Allantoin.
Carbonyldiharnstoff und Tetracarbonimid. A, Schattenhelin. und K. War-
nat (22) zeigten weiter, dafl bei der H,0,-Oxydation aus dem Allantoin
iber Allantoxansiure Carbonyldiharnstoff erhalten werden kann.

In neuester Zeit wurde die Oxydation der Harnséiure durch Wasser-
stoffsuperoxyd unter physiologischen Bedingungen von Wieland und
Maerae (23) untersucht. Die Autoren fanden als Abbauprodukte Harn-
stoff, Oxalsaure, Carbonyldiharnstoff, (‘vanursaure und Allantoin.

Wihrend diese Untersuchungen sich meist mit der Wasserstoffsuper-
oxydoxydation befafiten und hierbei zu denselben Spaltprodukten kamen
wie Biltz (14) und Mitarbeiter, gelang  es  neuerdings  Schuler und
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Reindel (24) die Biltzsche Anschauung zu bestitigen, dall die alkalische
Oxydation der Harnsdure itber Oxyacetylendiureincarbonsaure fiihrt. Wir
verdanken den Autoren den schonen Befund, daB3 sie bel der alkalischen
Permanganatoxydation die entstchende Oxyacetylendiureincarbonsiure
fassen und als Schwermetallsalz isolieren konnten.

Weit unbekannter als die Produkte des Harnsidureabbaues mit
chemischen Oxydationsmitteln sind die Produkte der fermentativen
Oxydation. TUnsere Kenntnis hiervon griindet sich besonders auf die
grundlegenden Untersuchungen von Wiechowski, der als wesentliches
Produkt der fermentativen Harnsaureoxydation das Allantoin hinstellte.

Es ist von spiteren Untersuchern diese Angabe Wiechowskis (25) fast
nie bestritten worden, sondern es wurde vorziiglich darauf gesehen. den
Weg zum Allantoin aufzuklaren. [Vgl. (26) bis (30).]

Nach den Untersuchungen von Felir (31) und seinen Mitarbeitern
1aBt sich die Trikolyse so leiten, dal3 in der ersten Phase der groBte Teil
der Harnsiture nur bis zu einem Zwischenprodukt oxydiert wird, aus dem
in zweiter Phase durch Abspaltung von ('O, Allantoin entsteht. Uroxan-
siure wurde gepriift und kommt als Zwischenprodukt nicht in Frage.
Das mutmaBliche Zwischenprodukt, welches aus der Harnsiure durch
Oxydation und Hydrolyse entsteht. enthdlt eine mit HN O, nachweisbare
NH,-Gruppe. In Gegenwart von Essigsiure spaltet es auf Zusatz von
Xanthydrol ein Molekiil Harnstoff ab. Als Rest ist vielleicht Allantoxan-
siiure anzusehen. Von den Zwischenprodukten aus besteht also die Méglichkeit
einer Bildung von Harnstoff aus Harnsdure. Von Schuler (32) ist weiter
versucht worden, diesem Zwischenprodukt nachzugehen. Er konnte zeigen,
daB3 das Zwischenprodukt eine stirkere Saure als Harnsidure sein soll, in
saurer Losung leicht Kohlensiure abspaltet und in essigsaurer Losung
Harnstoff liefert. Auch muBite es nach Schuler (32) die Allantoinreaktion
(Fosse-Bossuyt) geben. Schuler (24) vermutet, dal} der fermentative Abbau
analog dem chemischen iiber die Oxyacetylendiureincarbonsiure geht.

If. Qualitative Aufarbeitung der fermentativen Spaltprodukte.

Bei der vorliegenden Aufarbeitung der Spaltprodukte der fermen-
tativen Harnsdurcoxydation kam es auf Grund der unter I. dar-
gelegten Erfahrungen darauf an, die Harnsidureoxydation ohne irgend-
“einen sckundiren chemischen Eingriff vor sich gehen zu lassen. Denn
wenn, wie Biltz und Schauder (13) zeigten, ein Ansduern des Oxydations-
gemisches nach der Oxydation geniigte, um voéllig verschiedenartige
Oxydationsprodukte gewinnen zu lassen, so war eine Erkenntnis der
fermentativ gelieferten Spaltprodukte nur dann moglich, wenn bis
zur Gewinnung derselben kein chemischer Kingriff die Spaltprodukte
beeinflulte. Es war daher auch notwendig. die Urikolyse so zu
leiten, daf} sie das Substrat aufbrauchte, damit keine Entfernung
iberschiissiger Harnséiure durch Ansduern [wie dies z. B. Wieland und
Maerae (23) bei der Wasserstoffsuperoxydoxydation durchfithrten] not-
wendig wurde. Aus dem gleichen Grunde wichen wir auch von dem
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Vorgehen Wiechowskis ab, der Harnsdure durch Gewebsextrakte oder
Gewebspulver spalten liel, dann das zugesetzte KEiweill entfernte
und das Filtrat chemisch auf Allantoin aufarbeitete. Vielmehr erschien
es notwendig, ein so reines Fermentpriparat anzuwenden, daB
sein organischer Trockenriickstand vollkommen bei der Aufarbeitung
der Spaltprodukte vernachlissigt werden konnte. Die Gewinnung
eines solchen Fermentpriparates ist in dem vorangehenden Kapitel
(Abschnitt B) dargestellt worden. Mit einer derartigen, hoch ge-
reinigten Urikase wurde dann eine 100%jige Urikolyse erzwungen,
worauf die Spaltprodukte bei neutraler Reaktion bei nicdriger Tem-
peratur im Vakuum eingedampft wurden. Diese Priparate dienten
dann den vorliegenden Untersuchungen.

Zunichst sei die qualitative Aufarbeitung besprochen,

Zur Gewinnung einer hinreichenden Menge Spaltproduktmaterials
geniigten die bisher gebrauchten Ansiatze von 20,0 ng Harnsdure nicht
mehr. Es wurde daher von Ansidtzen mit 1,0 g Harnsdauregehalt ausgegangen.
Um zu einem Eluat II zu gelangen, das imstande ist, 1,0 g Harnsiure ab-
zubauen. gingen wir von je 400.0 cein Leberextrakt aus (entsprechend
40.0 g Trockenpulver). Diese 400 cein Leberextrakt werden bei py = 4,0
zweimal mit je 40,0 g Edelkaolin, das mit konz. Salzsiure gereinigt war,
versetzt und zentrifuglert. Die vereinigten Adsorbate werden sechsmal
mit je 85.0 cem n/100 Ammoniak eluiert.  Das so erhaltene Eluat 1 wird
nochmals bei pp = 4.0 zweimal mit derselben Menge Edelkaolin behandelt
und das gewonnene Adsorbat 11 sechsmal mit je 85,0 cem n/100 Amnmoniak
elulert.

Dieses Eluat 1T wird dann zur Aufspaltung von 1,0 g Harnsiure benutzt.
Die Zusammensetzung des Spaltansatzes war folgende:

1000,0 cemn Harnsdurelésung, die 1.0 g Harnsiure als Lithiumurat
gelost enthielten, werden mit 75,0 cemn n/10 HC1 auf py = 8.85 gebracht,
5000 cem des wie oben hergestellten Eluats II werden hinzugegeben,
worauf mit Wasser auf 3500 cem aufgefiillt wird.  Der Ansatz wird im
Thermostaten auf 37° gehalten und wihrend der gesamten Spaltzeit von
72 Stunden  ein langsamer Sauerstoffstrom durch den Ansatz geleitet.
Infolge der Siauerung des Ansatzes durch die gebildete Kohlensiure werden
zur py-Einhaltung nach 2, 4 und 6 Stunden je 12.5 cem n/10 NaOH,
nach 20 Stunden 62,5 ccm und nach 24 Stunden 12,5 cemn hinzugefiigt.
Nach 48 Stunden werden 500,0 cem wie  oben  frisch hergestellten
Eluats 1 hinzugegehen. Dies ist erforderlich, um nach weiteren 24 Stunden
eine vollige Aufspaltung der gesamten Harnsiiure zu erzielen. Nach
72 Stunden (resamtspaltzeit wird der Ansatz scharf zentrifugiert und an-
schlieBend filtriert, umm alles fein verteilte Kaolin zu entfernen. Der leicht
getritbte Ansatz wird hierbei vollkommen klar. Darauf wird der gesamte
Ansatz an der Wasserstrahlpumpe im Vakuum bei einer Wasserbadtempe-
ratur von 70° bis auf 50.0 ccm eingeengt (bei spéteren Versuchen wurde dey
Ansatz vor dem Einengen genau neutralisiert). Hierauf wird die Losung, die
etwas feste Substanz ausgeschieden hat, mit derselben in eine kleine
Kristallisierschale hiniibergespiilt und im Vakuum bei Zimmertemperatur
an der Wasserstrahlpumpe bis auf 20,0 cem eingeengt.
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Es wurde nun versucht, zunidchst mit den Methoden der fraktionierten
Kristallisation die Zusammensetzung der Spaltprodukte aufzuklaren.
Hierzu wurde zunichst die ausgeschiedene Substanz scharf abzentrifugiert,
mit Wasser gewaschen und gewogen. Die erhaltenen 0,1224 g Substanz
enthielten nur Spuren organischen Materials, zeigten sich unléslich in
heiem und kaltem Wasser wie in Alkohol, zeigten keinen Schmelzpunkt
und erwiesen sich als Kaolin, das bei dem Einengen der Losung
zum Ausfillen gelangte. Die Mutterlauge wurde weiter auf 10,0 ccm ein-
geengt. Da eine Probe mit Alkohol eine weille, flockige Fallung zeigte,
wurde die gesamte Mutterlauge zweimal mit je 25,0 cem absoluten Alkohols
versetzt und zentrifugiert. Die Niederschlige wurden vereinigt, mit Alkohol
gewaschen und getrocknet (0,3240 g). Die Substanz zeigte in der Analyse
einen Aschegehalt von rund 709%. Sie wurde daher in 28 %igem Alkohol
umkristallisiert ; die einzelnen Kristallate wurden wieder auf ihren Asche-
gehalt gepriift. Trotz mehrfacher Umkristallisation gelang es nicht, auch
nur zu einigermaBen aschefreien Produkten zu kommen. Hingegen gelang
es, in der Mutterlauge, aus der die Substanz durch die Alkoholféllung ge-
wonnen war, durch Fillung mit Ca€l, Oxalsidure 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 Wieland
und Maerae (23) bei der Wasserstoffsuperoxydoxydation durchfiihrten.
Wurden Fraktionen durch Zusatz von Alkohol gewonnen, so lieflen sie
sich von dem durch den Salzgehalt der Ansitze bedingten anorganischen
Bestandteilen nicht trennen. Das Ergebnis dieser hier nur in einem
Beispiel angedeuteten Arbeitsrichtung war, dal Oxalsdure wahrschein-
lich gemacht wurde und die Erkenntnis, dafl von den Spaltprodukten
ein Teil der Substanz alkoholléslich ist, ein anderer nicht.

Auf Grund dieser Beobachtung wurde eine anderc Trennungsform
ausgearbeitet. Zunichst wurde die Spaltproduktgewinnung in einigen
Punkten gedndert.

Es hatte sich gezeigt, daBl Eisen, welches sich bei der Aufarbeitung
als storend erwies, aus dem zur Fermentreinigung verwendeten Edelkaolin
stammte. Das Kaolin wurde daher noch lénger als bisher und verschiedene
Male mit konz. Salzsidure in der Hitze behandelt und hierauf anschlieBend
mit konz. Natronlauge, dann wieder mit konz. Salzsdure ausgekocht, um
alle 16slichen Bestandteile aus dem Kaolin zu entfernen. SchlieBlich wurde
es so lange mit Wasser gewaschen, bis der letzte Rest von Salzsiiure entfernt
war. Dieses hochgradig gereinigte Kaolin wurde von nun an stets zur Her-
stellung des Eluats 11 verwendet.

Des weiteren storte die Identifikation der Spaltprodukte, daBl die
Salze der eventuell vorhandenen organischen Sduren uneinheitlich als
Mischung von Lithium- und Natriumsalzen vorlagen. Es wurde daher die
gesamte Harnsdure nicht mehr als Lithium-, sondern als Natriumsalz
gelést. Sonst wurde der Ansatz wie oben beschrieben durchgefiihrt. Nach
der vélligen Spaltung wurde der Ansatz vor dem Kinengen mit n/10 H('1
genau neutralisiert und im Vakuum vollkommen zur Trockne gebracht.
Das Gewicht des Rickstandes betrug in einem Beispiel 3,7432 g.
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Die Trockensubstanz wurde im Sowxhlet-Apparat mechrere Tage mit
absolutem Alkohol und hierauf mit Ather erschopfend extrahiert. Jeder
der beiden Extrakte wurde zur Trockne gebracht. ierbei zeigte sich, dal3
praktisch kaum atherlosliche Substanz vorhanden war, wihrend der in
Alkohol l6sliche Anteil in dem genannten Beispiel 28 9 des Gesamtriick-
standes ausmachte. Der nach der Behandlung mit Alkohol und Ather
verbleibende Riickstand wurde viermal mit je 10 cem  destillierten
Wassers von 37° behandelt und die Losung scharf zentrifugiert. Der
wasserlosliche Anteil betrug rund 62 bis 649, der unlosliche Riick-
stand nur etwa 8 bis 109%,. Er enthilt Spuren organischer Substanz und be-
steht im wesentlichen nur aus Kaolin. Zunichst wurde der alkohollosliche
Teil aufgearbeitet.  Kine Aschebestimmung ergab 27.3 9, anorganische
Ascheund 62.7 9 organische Substanz. Eine kleine Probe der Substanz wurde
in Wasser gelost, mit Silbernitrat von Chlor befreit, der Silberiiberschuf3
durch Schwefelwasserstoff  entfernt und das Filtrat mit Mercurinitrat
gepriift.  Die entstehende weile. flockige Féallung wies auf Allantoin hin.
s wurde daher die geramte alkohollésliche Substanz in Wasser gelost, mit
Eisessig angesduert und durch Fillung mit Silbernitrat von Chlor befreit
Das iiberschiissige Silber wird als Silbersulfid gefallt, das Filtrat durch
Luft vom Schwefelwasserstoff befreit, mit Calciumearbonat neutralisiort
und it dem von Wiechowsks (25) angegebenen Quecksilberreagens gefallt
(1%ige Mercuriacetatlosung, die mit Natriumacetat gesattigt und mit
Wasser soweit verdunnt ist, dal der (cehalt an Mercuriacetat 0,5 9, betriagt).
Der Niederschlag wird mit H, 8 zerlegt und vom Quecksilbersulfid abfiltriert.
Das Filtrat wurde auf dem Wasserbad zur Trockne gebracht, erwies sich —
cinmal aus Alkohol umkristallisiert — noch zu 199, als aschehaltig und
wurde nach viermaligemn Umbkristallisieren aus Alkohol aschefrei erhalten.
Der Schmelzpunkt wird zu 231,5° (Allantoin 231°) gefunden. Cremischt
mit Allantoin andert sich der Schmelzpunkt nicht. Die Analyse zweier
Praparate ergibt

U %0 %o %o
Substanz T . . . . . . . 30.46 ; 3,85 34,97
Substanz I1 . . . . . . . " 30,47 3,95 , 35.01
Allantoin . . . . . . . . 30,40 3,90 35,42

Die isolierte Substanz ist also als Allantoin nachgewiesen.

Das Filtrat der Allantoinfillung mit 1Weechowsiischem Reagens wird
durch Schwefelwasserstoff vom {iberschiissigen Quecksilber befreit.  Das
Filtrat des Quecksilbersulfids wird eingeengt. Eine Probe der eingeengten
Losung ergibt mit Xanthydrol eine Fallung, die auf Harnstoff hindeutet.
Die Losung wird neutralisiert und zur Fallung des in Losung gegangenen
Calciums mit Kohlensaure behandelt.  Es wird vom Calciumecarbonat ab-
filtriert.  Die zur Trockne cingedampfte Losung wird mehrere Male mit
absolutem Alkohol behandelt. Die vereinigten Alkoholextrakte werden
iiber Nacht mit geglithtemn Natriumsulfat von Feuchtigkeit befreit. worauf
der Alkohol verdampft wird. Die so erhaltene weille kristalline Substanz
st vollkommen aschefrei. Schmelzpunkt @ 132.5° (Harnstoff 1329). Gemischt
mit  Harnstoff  bleibt  der  Schmelzpunkt unverdndert.  Die Substanz
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zeigt mit alkalischer Kupfersulfatlosung Biuretreaktion. mit konz.
Salpetersdure Fallung von Harnstoffnitrat. Die Analyse zweier Praparate
ergibt

‘i C H N

§‘ 0/0 7: 0!’0 0/0
SubstanzI . . . . . . . | 19,95 ; 6,73 46,69
Substanz IT. . . . . . . | 19,85 ‘ 6,70 i 46,64
Harnstoff . . . . . . . . 20.09 6,67 46,67

Die isolierte Substanz ist also als Harnstoff nachgewiesen.

Nunmehr wurde die wasserlisliche Fraktion der Spaltprodukte
geprift. In dicser wurde entsprechend der ersten Aufarbeitung Oxal-
sdure vermutet.

Die wasserlosliche Substanz wurde wieder in Wasser gelost und frak-
tioniert eingeengt. Dabei wurden zwel Kristallisate erhalten. Beide
Fraktionen werden in Wasser gelost und mit Alkohol ausgefallt. Sie ent-
halten beide den gleichen Aschegehalt von 689, und werden deshalb ver-
einigt. Sie werden in Wasser gelost, mit verdinnter H (1 angesiduert und
mehrere Male mit Ather extrahiert. Die dtherunlosliche Substanz zeigt
92,2 % Asche, wohingegen die in Ather gegangene vollkommen aschefrei ist.
Die Substanz schmilzt bei langsamem Erhitzen bei 187° wiithrend sie bei
schnellem Erhitzen sublimiert. Dieses Verhalten entspricht Oxalséure.
Die Analyse ergibt

C H

%l %0
Substanz I. . . . . . : 19,03 { 4,83
Substanz II . . . . . 19,52 4,87
Oxalsgure . . . . . . 19,05 4,76

Die isolierte Substanz ist also als Oxalsdurc nachgewiesen.

Die Mutterlauge der beiden Kristallate wird ammoniakalisch gemacht,
mit ein paar Tropfen einer 10 %igen Calciumchloridlésung versetzt und
schwach essigsauer gemacht (es fillt noch etwas (‘alciumoxalat aus). Kine
Probe des Filtrats zeigt mit Xanthydrol keine Fallung. Wird aber mit
Mineralsiaure deutlich angesiucrt. so fillt hiernach mit Xanthydrol ein
starker Niederschlag aus. Zum Nachweis des vermutlichen Harnstoffs
wird das Calciumfiltrat wie folgt aufgearbeitet :

Der UberschuB des Calciums wird durch Kohlensaure-Einloitung
beseitigt. Das Filtrat des Calciumcarbonats wird zur Trockne verdampft
und der Riickstand mehrere Male mit Alkohol extrahiert. Die Riickstidnde
der Alkoholextraktion werden noch einmal umkristallisiert. Die o ge-
wonnene Substanz zeigt alle Tigenschaften von Harnstoff.  Téllbarkeit
mit konz. Salpetersiure. Biuretreaktion, Schimelzpunkt 132.5°,

Analyse:

C H N

04 0l 0y
Substanz 1 . . . . . . . 19,91 6.80 46.65
Substanz 11 . . . . . . . 19,86 6,74 46.68

Harnstoft . . . . . . . . 29,01 6,67 46,67
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Die isolierte Substanz ist also als Harnstoff nachgewiesen.

Es sind somit als Zersetzungsprodukte des urikolytischen Abbaues
der Harnsdure zunidchst qualitativ Allantoin, Harnstoff, Oxalsiure
und (wie noch nicht erwihnt), Kohlensidure festgestellt worden.

III. Quantitative Aufarbeitung der fermentativen Spaltprodukte.

Zur Feststellung, ob mit den Produkten Allantoin, Harnstoff,
Oxalsdure und Kohlensiure die Zahl der Zersetzungsprodukte des
fermentativen Harnsdureabbaues erschopft ist, muBlte eine quantitative
Aufarbeitung des Gesamttrockenriickstandes der Spaltansatze erfolgen.
Es wurde so vorgegangen, dall von jeder erhaltenen Fraktion der
C-Gehalt durch Mikroanalysel bestimmt und mit dem C-Gehalt der
praparativ erhaltenen isolierten Substanzen verglichen wurde, um fest-
zustellen, ob auBer 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 pa = 8,85; es wurde 1,0 g
Harnsidure angewendet.

Zunichst wurde die Alkoholfraktion aufgearbeitet. In ihr waren
entsprechend dem Vorangehenden Allantoin und Harnstoff vorhanden.
Die gesamte Alkoholfraktion enthalt auf Grund einer Mikroanalyse
157,5mg C. In einem aliquoten Anteil wurde titrimetrisch nach Wie-
chowski Allantoin bestimmt. Das genaue Vorgehen zeigt Protokoll 152.
Es wurde Allantoin zu 0,3997 g, entsprechend 1224 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 erklirt ist. Der noch verbleibenden Differenz von 8,5 mg C wurde
nicht weiter nachgegangen, da mit einem gewissen Spielraum fiir die
Fehlerbreite der Methoden zu rechnen war.

Nun wurde die wasserlosliche Substanz aufgearbeitet. Sie wurde
gelost und in ammoniakalischer Losung mit Calciumchlorid ausgefallt.
Der Niederschlag wird abzentrifugiert und in verdiinnter Salzséure
gelost.  Von dieser Losung wird durch Mikroanalyse der C-Gehalt
zu 88,2 mg C gefunden. Die salzsaure Losung wird mehrere Male mit
Ather extrahiert, der getrocknet und verdunstet wird. Der Riickstand
wird gewogen. ‘

Es werden 0,4630 g Oxalsdure fir den gesamten Ansatz erhalten,
was einem C-Gehalt von 88,1 mg C entspricht. Die durch Mikroanalyse
gefundene C-Menge von 88,2mg C ist also durch die gefundene Oxal-
sdure erklart.

! Die Mikroanalysen wurden im Institut des Herrn Dr. G. Weiler,
Berlin-Westend, Nullbaumallee 34, von diesem ausgefiihrt.
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Das Filtrat der Calciumfillung enthilt 55,5 mg C. Es wird mit
konz. Salzsdure versetzt und nach 24 Stunden der frei werdende Harn-
stoff als Dixanthylharnstoff gefillt und gravimetrisch bestimmdt.

Es werden 0,2682 g Harnstoff = 53,6 mg C erhalten.

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-Menge,
die als Harnsdure in den Ansatz hineingegeben wurde, bezogen wird.

pu = 8,85. In den Ansatz gegeben 1.0 g Harnsdure = 357 mg (. Durch
(-Bestimmung erfait 301.0 mg (' = 84,4 9.

} C in 9/, wiedergefunden als

Versuch | . Harnstoff

I Oxalsdure {durch I Allantoin Harnstoff | Summe
H Ansiuern) 1
152 | 245 | 155 | 344 ] 74 | 818
154 245 155 | 344 | 7.8 | 822
155 24.5 15,6 ; 344 | 8,1 i 82,6

Diese Zusammenstellung bezieht sich auf die Spaltprodukte, die
in festem Zustande gewonnen werden. Es kommt nun noch die gas-
formig entweichende Kohlensdure hinzu. Da es nicht méglich war, die
Kohlensdure in demselben groBen Ansatz zu bestimmen, der auf Spalt-
produkte aufgearbeitet wurde, wurden Parallelversuche mit kleineren
Ansitzen zur Ermittlung der CO,-Entwicklung angestellt. Es wurde
also die CO, in einem anderen Spaltversuch ermittelt als die {ibrigen
Spaltprodukte. Auch wurde bei der CO,-Bestimmung des rascheren
Verlaufes halber nicht mit gereinigtem Ferment, sondern mit Leber-
extrakt gearbeitet. Trotzdem konnen, da mehrfache Versuche stets
gleiche Resultate gaben, die Kohlensdurebestimmungen mit in die
Rechnung eingesetzt werden. Versuch 157 gibt ein Beispiel fiir Be-
stimmung der Kohlensédure.

Es wurde ein Ansatz von 100 mg Harnsidure angewandt. Durch den
Ansatz wird langsam Sauerstoff geleitet, der mit Barytlauge gewaschen
wird. Das dem Ansatz entweichende (as wird in hintereinander geschalteten
Kaliapparaten aufgefangen. KEs werden Parallelansidtze mit abgekochtem
Ferment angestellt., um die in den Losungen befindliche Blindkohlensaure
in Abzug bringen zu konnen. Nach 24 Stunden werden die Kaliapparate
gewogen. Die Gewichtszunahme ergibt diejenige Kohlensiuremenge, die
mit dem Sauerstoffstrom ausgetrieben wurde. Da aber infolge des alkalischen
Milieus noch wesentliche ('O,-Mengen gebunden bleiben, wurden die Ansiitze
nach Wiedervorschaltung der Kaliapparate mit 25%,iger H(1 deutlich
angeséuert, worauf wieder einige Stunden Sauerstoff hindurchgeleitet
wurde. Die nunmehr frei gemachte Kohlensaure wird zu der ausgetriebenen
Kohlensiure addiert. Die Parallelansitze werden gleichartig bearbeitet.

3
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Es ergibt sich fiir die oben geschilderte Spaltung bei py = 8,85
eine Kohlensduremenge von

270 mg €O, = 73,6 mg C = 20.59, C
268 .. CO,=1731, (C=2049 C

Addiert man die C-Werte zu den in der vorangehenden Tabelle
gegebenen C-Werten fir die festen Spaltprodukte hinzu, so ergibt
sich als Summe fiir den gesamten wiedergefundenen C-Gehalt eine
Zahl um etwa 102 bis 1039;. In Anbetracht der Fehlersummation
wird das Ergebnis als befriedigend betrachtet.

Das Ergebnis zeigt also, daBi auBler den gefundenen Spaltprodukten
keine wesentlichen Mengen weiterer organischer Substanz als Abbau-
produkte vorhanden sein kénnen.

Nunmehr wurden die Verhéltnisse beim zweiten Wirkungsoptimum,
bei einem pu 10,03, untersucht (siche Protokoll 151). Es ergab sich,
dafl auch bei einem pu von 10,03 dieselben Abbauprodukte nur in
etwas anderem Mengenverhiltnis gebildet wurden, und zwar wie folgt:

In den Ansatz gegeben 1,0 g Harnsiure = 357 mg . Durch C-Bestimmung
erfaB3t 309,8 mg (' = 86,8 9.

C in 9{; wiedergefunden als

Versuch Harnstoff
Oxalsiure (durch Allantoin Harnstoff Summe
Ansiuern) :
S — 7;,,‘ . ‘7 [
151 23,6 ‘ 12,1 427 6,4 i 84,8
153 23.6 1 12,0 g 428 6,4 84,8

Ebenso liegen die Verhdltnisse bei Spaltung in vollig neutralem
Milieu, also bei einem py von 7,0 (siehe Versuch 156). Die nachfolgende
Tabelle bringt die Ergebnisse:

In den Ansatz gegeben 1,0 g Harnsdure = 357 mg (. Durch (-Bestimmung
erfaBBt 307,2mg (' = 86,99,

C in 9y wiedergefunden als

|
I

Versuch 1‘ Harnstoff
I

i Oxalsiiure (durch Allantoin 1 Harnstoff Summe
| Ansiuern i
_— e = B e
' ! |
156 26.2 ! 16,8 33,0 7.8 84,3
163 26,1 | 16,9 335 | 7,7 84,2

Die Kohlensiurebestimmungen ergeben:
pu 10,03: 280 mg ('O, = 21.3°%, C
278 ,. ('O, = 21,29 C
py 7,00: 260 ,, ('O, = 19,89, C
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Insgesamt sind also bei der Spaltung bei px 10,03 etwa 106 9, bei
der Spaltung bei pu 7 1049, des Harnsdure-C-Gehaltes wiedergefunden
worden.

Vergleicht man die Ergebnisse bei den drei verschiedenen px
miteinander, so siecht man, dafl mit steigendem pn die Oxalsduremenge
und die Harnstoffmenge fallen, wiahrend die Allantoinmenge steigt.

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

IV. Aufklirung des Yorkommens von Harnstoff im wasserloslichen
Abteil der Spaltprodukte.

Bei den vorangehenden Versuchen ist es auffallend, daB sich aufler
dem Harnstoff, der sich naturgemifB in der Alkoholfraktion findet,
noch eine zweite Harnstoffausbeute aus der wisserigen Fraktion der
Spaltprodukte ergibt. Der zunichstliegende Gedanke war der, dal
die Extraktion mit Alkohol nicht erschopfend genug durchgefiihrt
worden war. Fraktionierte Extraktionsversuche (auch mit kaltem
Alkohol, in dem Harnstoff besser loslich ist) zeigten aber, dal die
Ursache der Erscheinung hierin nicht zu suchen war. In der wisserigen
Fraktion ist unmittelbar niemals Harnstoff mit Xanthydrol nachzu-
weisen.  Auch nach Ansduern mit Essigsdure ist selbst bei lingerem
Stehen der Losung niemals Harnstoff mittels Xanthydrol nachweisbar.
Macht man die Losung aber mineralsauer, so tritt sofort Harnstoff-
reaktion auf. Es lag nun nahe, an eine Harnstoff-Oxalsdureverbindung
zu denken, die nicht alkohol-, wohl aber wasserloslich ist. Sie hitte
aber nach Fillung der Oxalsdure unmittelbar Harnstoffreaktion geben
miissen, was aber nicht der Fall ist. Auch die Filtrate nach der Oxal-
sdurefillung zeigen erst Harnstoffreaktion nach Ansduern mit Mineral-
saure. Es wurde daher nun nach einer Verbindung des Harnstoffs mit
ciner anderen organischen Sdure gefahndet. Der Harnstoff wurde mit
Xanthydrol gefallt, das Xanthydrol mit Chloroform ausgeschiittelt
und die Filtrate auf organische Substanzen untersucht. Solche lieflen
sich nicht finden. Es wurde auch an e¢ine Verbindung Harnstoff-CO,
gedacht, doch gab die Analyse des nur in Spuren austreibbaren CO,
zum Harnstoff unmégliche Molekularverhiltnisse.

Auch die Verfolgung des C-Gehaltes der verschiedenen Fraktionen
vor und nach der Harnstoffbeseitigung zeigten, dafl der gesamte C-Gehalt
der wasserloslichen Spaltprodukte aufler durch Oxalsdure durch Harn-
stoff erklirbar war. Es war also kein Platz fiir eine andere organische
Harnstoffverbindung.

Es wurde versucht, die hypothetische Harnstoffverbindung auf
andere Weise zu isolieren. Es wurde eine Vakuumsublimation mit
derjenigen Fraktion durchgefiithrt, in der die Oxalsiure als Calcium-

3*
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oxalat bescitigt war. Die Sublimation ergab als Sublimat reinen Harn-
stoff. Trotzdem nichts anderes als Harnstoff zu finden war, konnte
die Xanthydrolreaktion immer erst nach Ansduern mit Mineralsiure
ausgefithrt werden. Diese Erscheinung bereitete grofle Schwierigkeiten.
Es zeigte sich nun des weiteren bei der pridparativen Aufarbeitung des
Harnstoffs, dafl nicht nur Ansduern, sondern auch Zufiigung von
Silberacetat in essigsaurer Losung die Xanthydrolreaktion eintreten
lieB. Es muBte also Chlorion entfernt werden, um die hypothetische
Verbindung des Harnstoffs zerfallen zu lassen.

In den wisserigen Spaltprodukten waren Harnstoff und Oxalsaure
anndhernd in molekularem Verhéltnis 1: 1 vorhanden. AuBlerdem 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 erklart. Es wurde hierzu ein Ansatz hergestellt, der alle
Bestandteile enthéilt, wie sie nach der Neutralisation eines bei pn 8,85
vollig aufgespaltenen Ansatzes vorhanden sind, d. h. es wurden Sauren-
und Laugenmengen, wie sie verwendet worden sind, sowie die Spalt-
produkte selbst gemafll ihrem quantitativ gemessenen Verhdltnis zu-
einander gemischt. Ein solcher kiinstlicher Spaltansatz wurde so auf-
gearbeitet wie ein Originalspaltansatz. Der Versuch zeigte, da8}
in einem solchen kiinstlichen Gemisch der Spaltprodukte ein Teil des
Harnstoffs alkoholuniéslich wurde und erst nach Ansduern mit Mineral-
sdure Xanthydrolreaktion zeigte.

Es wurde nachgewiesen, dafl Harnstoff in Gegenwart von Natrium-
oxalat bei einem Verhédltnis 1 Mol Harnstoff: 1 Mol Oxalat eine lose
Verbindung bildet, die in Alkohol unlgslich ist. Die Gegenwart von
Natriumehlorid nach Abtrennung der Oxalsiure bedingt es, daB der
Harnstoff durch Bildung einer losen Verbindung mit NaCl in essigsaurer
Losung keine Xanthydrolreaktion zeigt. Die Verbindung mit NaCl
wird erst durch Ansduern mit HCI gespalten. Die Unloslichkeit eines
Teiles des Harnstoffs in der Alkoholfraktion sowie das Fehlen der
Xanthydroireaktion sind also Kunstprodukte, die durch das Ein-
engen des Harnstoffs in Gegenwart von Natriumoxalat und NaCl
zustande gekommen sind.

V. Uber den Weg des fermentativen Abbaus der Harnsiure.

Betrachten wir die obigen Ergebnisse zusammenfassend, um uns
ein Bild vom fermentativen Abbau der Harnsdure zu machen, so ist
es auffallend, dafl nur ein Teil der Harnsiure, und zwar nur ein Anteil
von 42 bis 53 9,, des theoretisch moglichen Wertes zu Allantoin abgebaut
worden ist. Dies widerspricht zundchst durchaus den Anschauungen
wie sie seit den Arbeiten von Wiechowsk: (12) vorhanden sind. Noch
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merkwirdiger ist es aber, dal} sich auBler Allantoin nur so tiefe Abbau-
produkte wie Harnstoff, Oxalsiure und Kohlensdure finden. Stellen
wir die molekularen Verhiltnisse der Abbauprodukte bei den ver-
schiedenen py zusammen, so ergibt sich folgendes Bild. Es entsteht
z. B. aus 1 Mol Harnsédure:

pg = 7,00 Py = 8,85 pu = 10,08

mole mole mole
Oxalsiure . . . . . . 0.66 0,62 0,59
Allantomn . . . . . . . 0,42 0,43 0,54
Harnstoff . . . . . . . . 1,24 1,16 0,93
COy . . . . . ... 1,01 1,03 1,07

Hieraus geht hervor, dafl unabhingig von der Verschiebung
der gegenseitigen Verhiltnisse beim Abbau bei variierten pu Harn-
stoff und Oxalsiure praktisch sich immer in einem molaren Verhéltnis 2 : 1
finden, wihrend die CO,-Menge, die iibrig bleibt, wenn man 1 Mol CO,
fiir 1 Mol Allantoin rechnet, der Molmenge Oxalsdure entspricht. Es
zerfillt also mit anderen Worten die Harnsdure zum Teil in Kohlen-
sdure und Allantoin (] : 1), zum anderen Teil in Kohlensidure, Oxalsidure
und Harnstoff (1:1:2). Es wire nun denkbar, da der Abbau zuerst
zum Allantoin ginge und daf} das Allantoin in Harnstoff und Oxalsdure
zerfillt. Allerdings wire dann kein Platz fiir weitere CO,-Bildung.
Es wurde aber doch gepriift, ob iiberhaupt Allantoin durch die von
uns verwandte Fermentlosung spaltbar ist. Der Versuch zeigt, daB
die in den Ansatz gegebene Allantoinmenge nach 24 Stunden Spalt-
zeit unter den {iblichen Bedingungen quantitativ wiedergefunden
wird. Es kann also unmoglich die Oxydation iiber das Allantoin
hinaus gefithrt haben, sondern das Allantoin bildet einen selbst-
stindigen, aber abgeschlossenen Weg des Oxydationsgeschehens.

Des weiteren fillt bei den Ergebnissen auf, dafl keines der Spalt-
produkte, die bei der chemischen Oxydation der Harnséure mit Wasser-
stoffsuperoxyd gefunden wurden, beim fermentativen Abbau nach-
zuweisen waren. Weder Carbonyldiharnstoff, noch Cyanursdure, noch
Oxalursiure waren zu finden. Bei ihrer Schwerloslichkeit hatten sie
nicht entgehen koénnen. Ein Versuch zeigte, dall Carbonyldiharnstoff
durch Urikase nicht spaltbar ist. Es koénnte also auch als Zwischen-
produkt nicht vorhanden gewesen sein.

Hieraus geht hervor, dal der Abbau der Harnsdure 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 Losung, noch gar der in saurer Losung
gemill den Darstellungen im Abschnitt I. 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, daB der Weg zum Allantoin iiber
das Oxyacetylendiurein fithrt. Ebenso wurde gezeigt, dafl bei Oxydation
in etwa neutralem Milieu mit nachtriglichem Anséduern Harnstoff und
Oxalursiure auftreten, welche letztere ja aber nur bei saurem Milieu be-
stindig ist. Ein Zerfall von Oxalursidure in alkalischem Milieu wurde
von uns gepriift und bestédtigt. Es ist daher mit groBter Wahrschein-
lichkeit, wenn nicht mit Sicherheit anzunehmen, daB alle Spaltprodukte
sich von der Vorstufe des Allantoins, dem Oxyacetylendiurein, ableiten.
Ein Teil dieses Korpers zerfillt hydrolytisch in Allantoin, ein anderer
Teil weiter oxydativ in Harnstoff und Oxalsdure. Je alkalischer die
Losung ist, desto stirker 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-
diureincarbonséure vermutete. Sie decken sich auch mit dem Befund
von Felixz, Scheel und Schuler (33), die beim Angriff auf die Harnsiure
zuerst eine Oxydation, Wassereintritt und Decarboxylierung annahmen,
was zur Bildung des Oxyacetylendiureins auch notwendig ist. Die
Tatsache, daB3 die Autoren fiir 1 Mol Harnsaure nur 1 Mol Sauerstoff
verbrauchten, ist dadurch zu erkliren, daB sie nur vorsichtig bis zum
Verschwinden der Harnsaure und nicht wie hier noch weiter abbauten.
Die Tatsache des Auftretens von Oxalsiure und Harnstoff erfordert
naturgemifl einen gréfleren Sauerstoffverbrauch. SchlieBlich decken
sich die von Schuler (32) geforderten Eigenschaften fiir das Zwischen-
produkt vollkommen mit der Oxyacetylendiureincarbonsiure und der
hier gegebenen Darstellung des Harnsédureabbaues.

Die fermentative Oxydation der Harnsdure wird also derart auf-
gefaBt, daB sich zuerst Oxyacetylendiureincarbonsiure, hieraus Oxy-
acetylendiurein bildet, das dann zum Teil hydrolytisch zu Allantoin,
zum Teil weiter oxydativ zu Harnstoff und Oxalsidure abgebaut wird.

D. Versuchsprotokolle.

39. Spaltversuch mat tierischer Milz.

Fermentmaterial.  Milzextrakt, hergestellt aus Schweinemilztrocken-
pulver mit Hilfe von physiologischer Kochsalzlésung (10 ccm Extrakt ent-
sprechen 300 mg Trockenpulver).

Ansdtze. Siehe Methodik. Beispiel 2. Extraktmenge 10 ccm.

Dauer des Versuchs: 24 Stunden. Langsamer Sauerstoffstrom. 37°.



Ergebnisse.
Wl{itri;nsxuréabbanr irn 70/07 N
Ferment Py = 8,8 ‘ Pu—= 10,03
|
Milzextrakt . . . M 80,0 1 83,0
Abgekochter Milzextrakt | x 0,0

Ahnliche 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 cem Leucocytensuspension = 1,0 g feuchte Leucocyten.

Ergebnaisse.
S Halns;lrneabbau in 0/07 B
: Py = 8,85 PH = 10,03

Nierenextrakt. . R, H 75,8 8n.5b
Abgekochter Nierenextrakt . . . . . . . . i 0,0 0,0
Pankreasextrakt . . e ] 81,5 85,3
Abgekochter Pankreasextrakt . . . . . . . | 0,0 0,0
Insulin . . R 0,0 0,0
Schweinegalle . . . . ] 84,4 88,1
Abgekochte Schwemegalle . I 0,0 0,0
Pferdeleucocyten . U 46,9

17. Spaltversuch mit Leberpulver, das aus nicht ganz frischer Schweineleber
hergestellt wurde.

Die fiir diesen Versuch verwendete Schweineleber lie3 man einige Tage
an der Luft liegen, ehe man sie zum Trockenpulver verarbeitete.

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

Behandlung der Abnahmen. Siehe Methodik. Beispiel 1.
Ergebnisse.

87,5 ’ 89,4

Schweineleber behilt auch nach Entfernung aus dem Organismus
langere Zeit ihre urikolytische Wirksamkeit in hohem Male.

18. Spaltversuch mit Menschenlebertrockenpulver.
Ansdtze. Siehe Methodik. Beispiel 1.

I: pu = 8,85, Fermentmenge 300 mg Trockenpulver.
II: py = 10,03, v 300 ,, »s

Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 24 Stunden. Langsamer Sauerstoff-
strom.
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Behandlung der Abnahmen. Siehe Methodik. Beispiel 1.

Ergebnis. Die Harnsdure wird zu 1009, wiedergefunden. Menschliche
Leber baut Harnsdure nicht ab.

Ahnliche Versuche werden mit Menschennierentrockenpulver und mit
menschlichen Gelenkknorpeln angestellt. Letztere werden im Vakuum
getrocknet und zu Pulver verrieben. Angewandte Menge stets 300 mg.

Ergebnis. Die Harnsiure wird zu 1009, wiedergefunden. Es findet
kein urikolytischer Abbau statt.

Weiter werden untersucht Menschenlebertrockenpulver + menschliches
Blut und Menschenlebertrockenpulver - menschliches Serum, ferner
Menschennierentrockenpulver + menschliches Blut.  Fiir jeden Ansatz
werden 300 mg Trockenpulver =- 10,0 cem Blut bzw. Serum verwendet.

Weitere Versuche werden mit einem (remenge von Menschenleber-
trockenpulver und Menschenmilztrockenpulver, ferner mit einem Gemenge
von Menschenlebertrockenpulver und Menschennierentrockenpulver an-
gestellt. Jedes der heiden (remenge enthalt pro Ansatz je 300 mg der beiden
beteiligten Trockenpulver.

Ergebnis. Die Harnséure wird bei allen Ansidtzen zu 100 9%, wieder-
gefunden. Es findet kein urikolytischer Abbau statt.

27. Spaltversuch mat Menschenblut.

Ansatz. 15 cem Blut werden mit 1 cem Harnsaurelosung = 1,0 mg
Harnséure versetzt und 24 Stunden im Thermostaten bei 37° belassen unter
gleichzeitigem Durchleiten von Sauerstoffstrom.

Behandlung der Abnahme. Nach Beendigung der Spaltzeit werden
8 ccm nach Folin enteiwei3t. Die Halfte des EiweiBfiltrates wird auf 100 cem
aufgefiillt. 5 cem dieser Losung werden nach Folin auf Harnsduregehalt
untersucht.

Von dem gefundenen Harnsaurewert mull der Harnsdurewert des
Blutes in Ahzug gebracht werden.

Ergebnis. Gesamtséure . . . . . . . . . . . 1,600 mg
Gehalt des Blutes an Harnséure . . . 0,600 ,,
Wiederfund . . . . . . . . . . . . L000 ., = 100°9,.

Menschliches Blut baut Harnsidure nicht ab.

46, Spaltversuch mit menschlichen Leucocyten.

Fermentmaterial.  Menschenleucocyten nach P. Szildrd (4): Mensch-
liches Blut wird durch eine Mischung von Essigsdure und Weinsaure hamo-
lvsiert, darauf die saure Mischung alkalisiert und die weillen Blutkérperchen
abzentrifugiert.

Ansatz. 0,8 ccm  Harnsiaurelésung enthaltend 0.8 mg Harnsédure
+ 5cem  Leucocytensuspension (= 0,4 ¢ feuchte Leucocyten) + Wasser
zu 20 cem.

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

Behandlung der dbnahmen. 5cem des Ansatzes werden nach Folin
enteiwei3t. Vom Eiweillfiltrat werden 35 cem nach Folin auf Harnsdure-
gehalt untersucht.

Ergebnis. Die Harnsiaure wird zu 100 °; wiedergefunden. Menschliche
Leucocyten bauen Harnsaure nicht ab.



41 —

107. Spaltversuch mit sawrem und alkalischem Menschenleberextrakt.

Fermentmaterial. 1. Extrakt aus Trockenpulver mit Hilfe von 1 %jiger
sekunddrer Na-Phosphatlésung : 10 ccm = 0.3 g Trockenpulver. 2. Extrakt
aus Trockenpulver mit primédrem Na-Phosphat.

Ansdtze. Siehe Methodik. Beispiel 2. Je Ansatz werden 10,0 cem

ixtrakt verwendet.
I: pg = 8,85, Extrakt (1) (alkalisch).
I1: pu = 8,85, . (2) (sauer).
IIT: pu = 10,03, R (1) (alkalisch).
IV: pu 10,03, - (2) (sauer).

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

stoffstrom.

Behandlung der Abnahmen. Siehe Methodik. Beispiel 2.

Ergebnis. Die Harnsiure wird in allen Ansétzen zu 1009, wieder-
gefunden. :

In ahnlicher Weise werden Extrakte untersucht. die aus menschlichem
Lebertrockenpulver, menschlichem Milztrockenpulver und menschlichem
Pankreastrockenpulver mit Hilfe von physiologischer Kochsalzlosung
hergestellt werden. Es werden pro Ansatz 10,0 cem Extrakt verwendet,
die 0,3 g Trockenpulver entsprechen.

Ergebnis. Die Harnsidure wird stets zu 100 %5 wiedergefunden. Es
findet kein urikolytischer Abbau statt.

Ferner werden untersucht menschliche Galle und menschliches Blut.
Fiir jeden Ansatz werden je 10,0 cem verwendet,

Ein weiterer Versuch wird mit menschlichem Muskelgewebe angestellt.
Dasselbe wird mit Sand im Mérser zerrieben und mit physiologischer Koch-
salzldsung extrahiert. Verwendet werden 10,0 cem fiir jeden Ansatz, 300 mg
Muskelgewebe entsprechend.

Ergebnis. Die Harnsdure wird bei allen Ansitzen zu 100 %, wieder-
gefunden. Es findet kein urikolytischer Abbau statt.

35. Spaltversuch mit Schweineleber unter Luftabschlufs.

Fermentmaterial. Schweineleberextrakt, hergestellt aus Lebertrocken-
pulver mit Hilfe von physiologischer Kochsalzlosung, die vorher durch
Kochen von Luft befreit ist.

Ferner werden alle Losungen und alles Wasser. welches fiir die Ansitze
verwendet wird, vorher durch Kochen von Luft befreit.

Ansdtze. Siehe Methodik. Beispiel 2

I: py = 8,85.
IL: pu = 10,03.

Beide Ansitze werden zum LuftabschluBl mit flissigem Paraffin iiber-
schichtet.

Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 24 Stunden.

Behandlung der Abnahmen. Man durchsticht mit einer Pipette die
Paraffinschicht und entnimmt heiden Ansitzen aliquote Teile zur Ent-
eiweiBung und arbeitet weiter, wie in der Methodik angegeben. Beispiel 2

Ergebnis. Der Versuch zeigt, dall fermentativer Abbau der Harnsdure
nur in Gegenwart von Luftsauerstoff vor sich geht.
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24. Spaltversuch mit Leberextrakt. Einfluf3 von Sauerstoff.

Ansdtze.  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.

Harns#dureabbau in 9/4; pg 8,85

Spaltzeit M

pattzel H Olme 0y | Mit 0,
1 Std. ] 12,8 ’ 23,1
2 i 25,5 48,7
3, I 39,4 79,6

8. Priifung der Aziditdtsoptimumskurve des Harnsdureabbaues durch
Leberpulver.

Die Anséitze enthalten je 20 mg Harnséure als Lithiumsalz gelost. Sie
werden mit n/10 HCl bzw. n/10 NaOH auf den gewiinschten pg gebracht
und dann mit 10 ccm Boratpuffer des gleichen py versetzt. 300 mg Leber-
pulver werden hinzugegeben und die Anséitze mit Wasser auf 70 cem auf-
gefiillt. Als Extrakt werden 10 cem = 1,0g Trockenpulver gebraucht.

Temperatur 37°. Dauer der Spaltung 6 Stunden. Xeine Sauerstoff-
durchleitung.

Ergebnisse mat Leberpulver.

Ansatz \ J‘ Harns#ureabbaun
y4:! | T )

Nr. \ ‘ mg \ %o
1 1 6,66 224 | 112
it | 708 446 | 223
11 | 7,38 5,46 I 273
v 856 820 | 410
v 1 8,85 968 484
VI i 9,15 8,40 420
VII | 938 788 394
VIII 958 758 1 379
IX } 9,81 10,12 . 506
X | 10,08 170 | 585
XI | 1021 710 | 355

Es sind zwei Optima zu beobachten. Das eine Wirkungsoptimum.
des urikolytischen Fermentes liegt bei py = 8,85, das zweite bei pg = 10,00.

- 166. Priifung der Aziditdtsoptimumskurve des Harnsdureabbaues durch
Leberextrakt.

Fermentmaterial. Kochsalzextrakt: 10,0 cem = 1,0 g Trockenpulver.
Die Ansitze enthalten je 20 mg Harnsaure als Lithiumsalz gelost.
Sie werden mit n/10 H ('l bzw. n/10 NaOH auf den gewiinschten py gebracht
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und dann mit 10 cem Boratpuffer des gleichen py versetzt. 10 cem Leber-
extrakt werden hinzugegeben; mit Wasser wird auf 70 ccm aufgefiillt.

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

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

Ergebnisse.
Ansatz Nr. i PH H Harns#ureabban in 0/
I ‘ 7,5 H 35,12
1L | 820 | 394
111 | 8,87 [ 474
IV 3 9,37 | 40,3
v J 9,66 i 37,1
VI u 10,00 i 53,6
Vi 10,34 ‘ 334
VIII ‘ 10,83 13,0

Es sind zwei Optima zu beobachten. Das eine Wirkungsoptimum
des urikolytischen Fermentes liegt bei pg = 8,87, das zweite bei pg = 10,00.

28. Untersuchung, ob Harnsiureabbau beim zweiten py-Optimmum fermentativen
Ursprungs ist.

Ansatz.  Mit Lebertrockenpulver bei pg = 8,85. 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
Zerstorung des Fermentes aufgekocht. Hierauf wird in einem MeBkolben
zu 100 ccm aufgefiillt. _

10 cem dieser Losung werden enteiwei3t und zur kolorimetrischen
Messung verdiinnt.

Vom Restansatz werden 50 cem mit n/10 NaOH auf py = 10,03
gebracht und mit Wasser auf 60 ccm aufgefiillt. Diesen Ansatz 143t man
bei 37° im Thermostaten unter gleichzeitigen Durchleiten von Sauerstoff
weitere 20 Stunden stehen. Dann werden 10 cem enteiweiflt und zur Messung
verdiinnt (Methodik). Beispiel 3.

Ergebnis.
7 h;»alt;ent 771{:;;15;1111@:;1717)\);1" in ‘V"Uw
4sd. 63,6
24 | 64,3

Der Versuch ergibt. dal3 die Spaltung unterbrochen wird, wenn das
Ferment entfernt oder zerstort wird. Es ist also die Harnsdurespaltung
bei dem zweiten py-Optimum 10,03 ebenfalls fermentativen Ursprungs.
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164. Harnsdurespaltung durch Leberextrakt. Versuch idiber Verhdlinis von
Umsatz und Fermentmenge. pg = §,89.

Fermentmaterial.  Kochsalzextrakt: 5,0 ccm = 0,5 g Trockenpulver.
Ansdtze. 1: 20 cem Harnsaurel6sung, enthaltend 20 mg Harnséure 4- 10cem
Boratpuffer (pm = 8,85) 4+ 5,0 ccm Extrakt 4~ Wasser zu
70 cem.
1I: 20cem Harnséurelésung, enthaltend 20 mg Harnséure - 0,5cecm
n/10 NaOH + 10 cen Boratpuffer (pg = 8,85) + 10,0 ccm
Extrakt 4+ Wasser zu 70 cem.
I11: 20cem Harnsdurelosung, enthaltend 20mg Harnséure -+ 1,0cem
n/10 NaOH -+ 10ccm Boratpuffer (py = 8,85) + 15,0 ccm
Extrakt 4+ Wasser zu 70 cem.
Temperatur 37°. Langsamer Sauerstoffstrom. Dauer des Versuchs
6 Stunden. Alle Stunden werden Abnahmen gemacht.
Behandlung der Abnahmen. Je 7cem werden nach Folin enteiweifit
und zur kolorimetrischen Messung verdiinnt,

Ergebnisse.

Harnsiureabbau m 0/07 7 7

Spalt- I ‘ 1 10

5,0 cem Extrakt 10,0 cem Extrakt ‘15,0 cem Extrakt

Std. 0l . 0/ 0o
1 ! 11,2 13,1 20,0

2 184 241 37,5

3 24,1 31,0 51,5

4 31,0 428 64,9

5 37,5 54,6 69,3

6 46,0 63,7 80,8

it

Analoger Versuch bei pg 10,03.

Harnsiiureabbau in 9/,

Spalt- I 11 i I
5,0 ccm Extrakt 10,0 eem Extrakt | 15,0 cem Extrakt

Std. 0o 0o ! %o

1 8,7 12,7 20,0

2 29,1 43.1 64,1

3 426 81,0 83,0

4 58,6 85,4 ! 87,1

5 67,8 86,3 ; 87.8

6

778 89,3 ‘ 100,0

129. Spaltversuch mit Harnsdurefermentfallung.
Fermentmaterial. Eluat 11.
Ansdtze. Siehe Methodik. Beispiel 3.

I: pg = 8,85
II: pg = 10,03.



Beide Ansitze werden mit ein paar Tropfen konz. H Cl zur Ausflockung
der Harnséure gebracht. Die Niederschlige werden abzentrifugiert, die
Losung wird abgegossen; die Riickstinde werden in je 2,0 cem n/10 NaOH
aufgelost. Diese beiden Lésungen werden mit n/10 HC1 bzw. n/10 NaOH
auf pg = 8,85 bzw. 10,03 gebracht, mit dem entsprechenden, pgn-gleichen
Boratpuffer versetzt und mit Wasser auf ein bestimmtes Volumen auf-
gefiillt.

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

Ergebnis.
7im;;reabba; ;u OF
e T “ﬁ B S - IR
885 | 41,2
10,03 | 75,0

29. Versuch iitber Hinwirkung von Schwefelwasserstoff.

Fermentmaterial. Leberextrakt: 10,0 ccm entsprechen 0.3 mg Leber-
trockenpulver.

Ansdtze. Siehe Methodik. Beispiel 2.

I: pg = 8.85: 10,0 ccin Extrakt.
II: pu = 8,85: 10,0 ., Extrakt, der mit Schwefelwasserstoff ge-
sittigt ist.
III: pg = 8,85: 10,0 ,, Extrakt, der mit Schwefelwasserstoff ge-
sattigt und scharf zentrifugiert worden ist.
IV: pg = 10,03: 10,0 ,, Extrakt.
V: pg = 10,03: 10,0 ,, Extrakt, mit Schwefelwasserstoff gesattigt.
VI: pg = 10,03: 10,0 ,, Extrakt, mit Schwefelwasserstoff gesittigt

und scharf zentrifugiert.

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

Behandlung der Abnahmen. Die Ansétze mit Schwefelwasserstoff
werden durch einen Luftstrom von demselben befreit.

Ergebnis.
i " Hurnsaureabbau in 9,
Ansatzform
Py = 8,85 Py =103
S S — — ———
Ohne Schwefelwasserstoff . . . 67,8 2.2
Mit ” ... 835 39.4
” ” und . ;
zentrifugiert . . . . . . . 0,0 \ 0,0

Es zeigt sich eine sehr starke Hemmung der urikolytischen Wirksamkeit
durch Schwefelwasserstoff.

Fermentmaterial. Eluat 11.



Ergebnis.
o  Harnsiurcabbau in o)
Ansatzform 7
pH=1885 | Pg=10,03
I — ,f—j——,,,\,l,’? [
Ohne Schwefelwasserstoff . . . 79,2 85,4
Mit . R 31,1 ‘ 37,5
,, ” und i
zentrifugiert . . . . . . . 0,0 0,0

30. Versuch tiber Einwirkung ron Natriumeyanid.
Fermentmaterial.  Leberextrakt: 10,0 cem entsprechen 0,3 mg Leber-
trockenpulver.
Ansdtze.  Sieche Methodik. Beispiel 2.
[: py = 8.85: 10,0 cemn Extrakt.

Ii: py = 8,85: 10,0 ., v + 100 mg Natriumeyanid.
III: pxg = 10,03: 10,0 ., v
IV: py = 10,03: 10,0 , " + 100 ,, s

Temperatur 37°  Dauer des Versuchs 24 Stunden. Ohne Sauerstoff.
Behandlung der Abnalimen. Siehe Methodik. Beispiel 2.

Ergebnis.
S - Harnséurcabbau in 9y
Ansatzform
Py = 8,85 Pu = 10,03
Ohne Natriumeyanid . . . . 67,8 72,2
Mit ” ! 0,0 0,0

Natriumcyanid hebt die urikolytische Wirksamkeit vollkommen auf.

143. Versuch +iber Einwirkung von Natriumeyanid auf Eluat I1.

Ansdtze. Siche Methodik. Beispiel 3.

[: py = 8,85: 10,0 cemn Eluat 1T,

[1: py = 8,85: 10,0 , ' + 100 mg Natriumecyanid.
[H: py = 10,03: 10,0 .,
IV: py = 10,03: 10,0 ., " + 100 ,, ’s

Temperatur 37% Dauer des Versuchs 24 Stunden. Langsamer Sauer-

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

Ergebnesse.
Harnséureabbau in 9/,
Ansatzform
Py = 8,85 Ppu=10,03
Ohne Natriumeyanid . . . . . 68,3 73,0
Mit ” e 0,0 ‘ 0,0

Der Versuch zeigt vollige Hemmung des urikolytischen Abbaues durch

Natriumeyanid.



110. Spaltversuch mit Leberextrakt in Gegenwart dquimolekularer Mengen
Allantoin.

Leberextrakt. 10,0 ccm enthaltend 0,2 g Trockenpulver.
Harnsdurelosung. 20,0 cem enthaltend 20,0 mg Harnséure.
Allantoinlésung. 10,0 ccm enthaltend 18,81 mg Allantoin.
Ansdtze. pu = 8.85: 20,0 cem Harnséurelosung + 1,5 cermn n/10 H (1
+ 10,0 cem Boratpuffer (puy = 8,85).
I: 4 10,0 ccm IExtrakt.
I1: + 100 ,, ', + 10,0 cem Allantoinlésung.
pu = 10,03: 20,0 cem Harnsaurelosung + 2,5cem n/l10 NaOH
+ 10,0 cem Boratpuffer (pg = 10,03).
ITI: + 10,0 cermn Extrakt.
Iv: + 10,0 .. ' + 10,0 cem Allantoinlésung.
Alle vier Ansitze werden mit Wasser auf 70,0 cem erginzt.
Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 24 Stunden. Langsamer Sauer-
stoffstrom.

Dehandlung der Abnahmen. Siehe Methodik. Beispiel 2.

Ergebnisse.
- - 7 7 Harustureabbau in 0/,
Ansatzform T
PH=88 | pu=101
Ohne Allantoin . . . . . . . 445 ‘ 57,6
Mit ) e 437 5715

Allantoin in dquimolekularen Mengen hat keinen EinfluB auf die
Urikolyse.

168. Spaltversuch in Gegenwart dquimolekularer Mengen Allantoin, Harnstoff
und Oxalsdure. py = 8,83.
Fermentmaterial. Leberextrakt: 10 cem 1,0 g Trockenpulver. Lésung A :

10 cem, enthaltend 10 mg Oxalsaure 4 8 mg Harnstoff + 8 mg
Allantoin.

Die Mengen Oxalsaure, Harnstoff und Allantoin wurden so gewiihlt,
wie die quantitative Aufarbeitung eines bei py = 8,85 vollkommen auf-
gespaltenen Ansatzes ergeben hatte.

Ansdtze. 1: 20 cem Harnsdurelésung, enthaltend 20 mg Harnséure + 10 ccm
Boratpuffer + 10 cem Extrakt + Wasser zu 70 cem.

II: 20 cem Harnsaurelésung, enthaltend 20 mg Harnséure + 10cem
Boratpuffer + 10 cem Losung A + 10 cem Extrakt + Wasser
zu 70 cem.

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

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

Ergebnis. Ansatz I: 51,2°, Abbau

» II: 50,69 ”»

Zusatz von Allantoin, Harnstoff und Oxalsédure in den Mengen, wie sie
bei der quantitativen Aufarbeitung erhalten werden, wirken nicht auf den
Harnsdureabbau ein.
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172. Priifung der Einwirkung wrikolytischer Spaltprodukte bei py = 8.85
auf die Harnsdurebestimmaung.

Ansdtze.

Ta: 40 ccem Harnsaurelosung, enthaltend 40 mg Harnsdure + 10 cem
Boratpuffer (pu = 8,85) + 10 cem Extrakt (= 1,0 g Trocken-
pulver) + Wasser zu 70 cem.

ITa: Wie Ansatz la.

IITa: 40 ccm Wasser + 10 cem Boratpuffer (pg = 8,85) 4+ 10 cem Extrakt
(= 1,0 g Trockenpulver) + Wasser zu 70 ccm.

IVa: Wie Ansatz Illa.

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

Ansatz Ia und 1IIa werden !/, Stunde gekocht, um das Ferment
abzutoten; darauf wird das verdampfte Wasser nachgefiillt, so da3 das
Endvolumen wieder 70 ccem betriagt. Ansatz ITa und IVa werden '/, Stunde
gekocht zu demselben Zweck und ebenso auf 70 cem nachgefiillt.

Ansdtze.
I: 20 ccem Harnsaurelosung, enthaltend 20 mg Harnsdure 4 5,0 cem
Boratpuffer (pu = 8,85) + 35 ccmn Ansatz Ia + Wasser zu 70 cem.
II: 20 ccm Harnséurelosung, enthaltend 20 mg Harnsdure 4 5,0 ccm
Boratpuffer (pg = 8,85) + 35 cem Ansatz ITa + Wasser zu 70 eemn.
IIT: 20 cem Harnsédurelosung, enthaltend 20 mg Harnsdure 4 5,0 cem
Boratpuffer (py = 8,85) + 35 ccm Ansatz ITIa 4+ Wasser zu 70 cem.

IV: 20 cem Harnsaurelosung, enthaltend 20 mg Harnsdure + 5,0 ccm
Boratpuffer (py = 8,85) + 35 cem Ansatz IVa + Wasser zu 70 cem.

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

Behandlung der Abnahmen. Die Ansitze werden nach Folin enteiweil3t
und zur Messung verdiinnt (siehe Methodik). Beispiel 2.

Ergebnis. Bei allen vier Ansitzen werden 1009, Harnséure wieder-
gefunden; schon viertelstiindiges Kochen hat das Ferment vollig abgetotet.

173. Spaltversuch in Gegenwart der Spaltprodulkte.

Ansdtze.
Ia und Ila: 40 ccm Harnsaurelosung, enthaltend 40 mg Harnsdure
+.10 cem Boratpuffer (py = 8,85) + 10cem Extrakt (= 1,0g
Trockenpulver) + Wasser zu 70 ccm.

IITa und IVa: 40 ccin Harnsiaurelosung, enthaltend 40 mg Harnsdure
+ 10 cem  Boratpuffer (py = 10,03) + 10 cem Extrakt (= 1,0 g
Trockenpulver) + Wasser zu 70 ccm.

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

Ansatz Ia und II1a werden !/, Stunde, Ansatz IIa und IVa !/, Stunde
gekocht, um das Ferment abzutéten. Das verdampfte Wasser wird nach-
gefiillt, so dal zum SchluBl das Volumen der vier Ansitze wieder je 70 cem
betrigt.
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Ansdtze.

I: 20 cem Harnsdurelésung, enthaltend 20 mg Harnsdure 4 10 cem
Boratpuffer (pm = 8,85) + 5,0 ccem physiologische NaCl-Losung
+ 10 cem  Leberextrakt (= 0,5g Trockenpulver) + Wasser zu
70 ccm.

II: 20 ccrn Harnsdurelosung (20 mg Harnséure) 4 5,0 ccm Boratpuffer
(pg = 8,85) + 10 cem Extrakt (= 0,5g Trockenpulver) - 35 cem
Ansatz la.

1II: Wie Ansatz 11, nur an Stelle von Ansatz Ia Ansatz ITa.

IV: 20 cem Harnséurelésung (20 mg Harnsdure) + 10 cem Boratpuffer
(P = 10,03) + 5,0 ccm physiologische NaCl-Lésung + 10 ccm
Leberextrakt (= 0,5 g Trockenpulver) + Wasser zu 70 ccm.

V: 20 cem Harnsaurelésung (20 mg Harnsaure) + 5,0 cem Boratpuffer
(pe = 10,03) + 10ccm Leberextrakt (= 0,5g Trockenpulver)
+ 35 cem Ansatz IIla.

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

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

Ergebnisse.
- o ‘ Vm}{urnsaureablr)au inil;[io
Ansatzform ‘ p 8.85 p 10.03
H=068 | H = 1Y,
Ohne Spaltprodukt . . . . . [ 786 | 853
Mit Spaltprodukt: b j
Ansatz lTund V. . . . . . l] 77,8 \ 84,9
Ansatz ITl und VI. . . . . | 78,2 i 85,6

Der Versuch zeigt keine Hemmung durch die Spaltprodukte.

140. Spaltversuch mit 1%iger Kupfersulfatlosung.
Ansdtze. Siehe Methodik. Beispiel 3.

I: py = 8,85 an Stelle ven Ferment 10,0 cem 1 9iger (‘'uSO,-Losung
(100 mg CuSOy).
11: pg = 10,03 an Stelle von Ferment 10,0 cem 1 9%iger CuSO,-Losung
(100 mg CuSOy).
Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 24 Stunden. Langsamer Sauer-
stoffstrom.

Behandlung der Abnahmen. Siehe Methodik. Beispiel 3.

Ergebnis.
PH H Harnstiureabbau in 0/,
e ez
885 | 75.9
10,03 | 80,8

Der Versuch zeigt. daff Kupfersulfatlosung Harnsiure abbaut. Kupfer-
sulfat stort die Methodik nicht.

4
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144. Versuch diber Harnsdureabbaw durch Kupfersulfat bei pg = 8,85.
Verhdltnis von Umsatz und Spaltzeit mit und ohne Sauerstoff.
Ansdtze. Siehe Methodik. Beispiel 3.
I: An Stelle von Ferment 10,0 ccm CuSO,-Lésung (20 mg CuSO0,).
II: Wie Ansatz I.
Temperatur 37°. Ansatz I im Luftstrom, Ansatz IT im Sauerstoffstrom.
Dauer des Versuchs 1 Stunde. Abnahmen nach 20, 40 und 60 Minuten.

Ergebnis.
”7777;“ et Harnsaureabbau in 0o
Min. mit Luft i mit Sauerstoff
20 25,9 ‘ 28,5
40 i 42,9 ! 44,5
60 i 50,0 : 50,3

142. Spaltversuch mit Ferrosulfat (19g).

Ansdtze. Siehe Methodik. Beispiel 3. An Stelle von Ferment 10,0 ccm
1 9%ige Ferrosulfatlosung.
I: PH = 8,85.
II: pg = 10,03.

Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 24 Stunden.

Ergebnzis.
PR ‘ Harnsiureabbaun in ¢/,
8,85 | 28,6
10,03 i 28,6

Die Methodik wird durch Ferrosulfat nicht gestért.

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

Ansatz. Siehe Methodik. Beispiel 3. An Stelle von Ferment 10,0 cem
19%,ige Ferrocyankaliumlésung.

Der Ansatz wird umgeschiittelt und sofort eine Probe entnommen und
zur Messung verdiinnt.

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

Ergebnis. 58,3 9% Abbau.

Der Versuch zeigt Spaltung der Harnsdure. Die Methodik wird durch
Ferrocyankalium nicht gestort.

98. Zweimalige Behandlung von wdisserigem Leberextrakt bei pg = 4,0 wmit
gereinigtem  Edelkaolin, Kieselgur, Aluminiumhydroxyd und Tierkohle.

Untersuchung der Wirksamkeit der Restléosungen gegen Harn-
sdure bei pg = 8,85 und 10,03.

Ausfiihrung.  Je 20,0 cem Extrakt (10 cem 0,85 %ig. NaCl-Losung

entsprechen 600 mg Leberpulver) werden mit 0,1 cem Eisessig auf pg = 4,0

gebracht. Hierzu werden je 1,0 g Edelkaolin bzw. 1.0 g Kieselgur bzw.



1,0 g Tierkohle bzw. 20,0 ccm einer Aluminiumhydroxydsuspension, die
in diesen 1,0 g Aluminiumhydroxyd enthélt (C y nach Willstdtter), gegeben.
Nach 20 Minuten zentrifugiert man ab. Die Restlosungen werden noch
einmal in gleicher Weise mit den Adsorbentien behandelt.

Die vereinigten Adsorbate werden mit etwas Leitfahigkeitswasser
gewaschen und zentrifugiert. Mit den Restlésungen werden Spaltversuche
angesetzt. Zum Ansatz (20 mg Harnsaure) werden 10 ccm der Restlésung
angewandt.

Die Ergebnisse zeigt folgende Tabelle:

Harnséiureabbau in Prozenten durch 10cem Restldsung.

Harnsiiureabbau in 0/,
durch 10 cem Restlosung

Adsorptionsmittel d
i Pr=88 | pu=1008
Kaolin . . . . . . . . .°F 0,0 1 0,0
Aluminiumhydroxyd . . . 0,0 “ 0,0
Kieselgur . . . . . . ., 54,0 ‘ 63,0
Tierkoble . . . . . . .. 234 1 35,5

Der Versuch zeigt, daB von den untersuchten Adsorbentien Kaolin
und Aluminiumhydroxyd die Urikase quantitativ adsorbieren.

70. Zweimalige Adsorption von Urikase an Kaolin und Elution mit n/10
Salzsdure.

Ausfithrung. 20 cem Leberextrakt werden bei pg = 4,0 mit 20 cem
Kaolinsuspension (2.2 g in 30 cem Wasser) versetzt. Nach 20 Minuten
wird abzentrifugiert. Die Restlosung wird in gleicher Weise noch einmal
behandelt und zentrifugiert.

Die vereinigten Adsorbate werden mit Leitfédhigkeitswasser gewaschen
und zentrifugiert.

Darauf werden die Adsorbate mit 20 ccm n/10 H(Cl behandelt und
zentrifugiert. Dasselbe wird noch einmal wiederholt. Mit dem so erhaltenen
Eluat 1 werden Spaltversuche angesetzt.

Ansdtze. Bei pg = 8,85 und 10,03 : siehe Methodik, Beispiel 3. Ferment:
10 cem Eluat.

Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 48 Stunden. Keine Sauerstoff-

durchleitung.
Ergebnis:
 m  Marnstureabbau in 9,
8,85 : 33,3
10,03 ‘ 37,5

79. Zweimalige Adsorption von Urikase an Kaolin wnd Elution mit »/100
und n'l10 Essigsdure.

Ergebnis:
Harnstiureabbau in 0/,
Eluens
pu = 8,85 P = 10,03
n/10 Essigsaure . . . . 7,0 24,1
n/100 Essigsinre . . . . 184 26,0

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

Awusfiihrung. Das durch zweimalige Adsorption von Leberextrakt an
Kaolin erhaltene Adsorbat wird nach Waschen mit Leitfahigkeitswasser
zweimal mit je n/10 NaOH bzw. mit n/100 NaOH eluiert.

Mit diesen Eluaten werden bei px = 8,85 und pn = 10,03 Spalt-
versuche angesetzt.

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

Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 48 Stunden.

Behandlung der Abnahmen. Siehe Methodik. Beispiel 3.

Ergebnis:
o Eluens H Harnsiureabbau in 9/, -
| pu=88 Py = 10,03
n/10 NaOH . . . . . ., 25,9 | 28,5
n/l100 NaOH . . . . . .y 16,7 : 23,1

Elution mit 0,1%ig. priméarer und sekundérer
Phosphatlésung.

il Harnsiiureabbau in 9/
‘ 0

| pu=885 | pg=1003

1 9iges prim. Natriumphosphat | 13,1 28,6

0,1%iges » 0,0 23,0
1 9%iges sek. ” 20,0 26,0
0,1%iges ” ‘ 0,0 23,0

Anmerkung. Ein Kontrollversuch zeigt, daB priméres bzw. sekundéares
Natriumphosphat in keiner Weise die Harnsauremethodik beeinfluf3t.

100. Zweimalige Adsorption von Urikase an Kaolin und Elution mit n/100
Ammoniak. Elutionsvolumen und Zahl der Elutionen variiert. Spaltung in
Sauerstoffatmosphdre.

Ausgangsextrakt. Waiisseriger Leberextrakt, der innerhalb von
24 Stunden die in den Ansatz gegebene Harnsédure vollig aufspaltet.

10,0 cem Extrakt entsprechen 2,0 g Trockenpulver.

Ausfithrung. Finfmal je 20 cem Extrakt werden mit je 2,0 g Edel-
kaolin behandelt und nach 20 Minuten zentrifugiert. Die Restlosungen
werden mit der gleichen Menge Edelkaolin behandelt und in den gleichen
Glasern zentrifugiert. Alle Adsorbate werden mit etwas Leitfahigkeits-
wasser gewaschen.

Adsorbat 1 wird einmal mit 25,0 cem n/100 Ammoniak

' 2 ,, zweimal ,, je 12,0 ,, n/100 .
's 3 viermal - s 6,0 ,, n/100 v
v 4 ,, fiinfmal ,, ,, 50 ,, n/l100 .
. 5 ., sechsmal ., , 40 ., n/l00 ,, eluiert.

Mit den so gewonnenen Eluaten werden Spaltversuche bei py = 8,85
und bei py = 10,03 angestellt.



Ansdtze. Siehe Methodik, Beispiel 3.
Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 24 Stunden. Langsamer Sauer-
stoffstrom.

Behandlung der Abnalmen. Siehe Methodik. Beispiel 3.

Ergebnisse.
N Harnstureabbau in 0/
Adsorbens i Eluens
i . pu=88 ' py=10,03
Kaolin ‘ n/100 NH; 1 mal & 25,0 ecem : 57,5 60,4
” n/l00 NH; 2 , 4120 : 63,7 1 66,2
" i n/100 NH; 4 , a 6,0 66,2 | 69,3
» i n/100 NH; 5 , & 50 70,5 734
» : n/10u NHgs 6 , a 4,0 ‘ 79,6 i 82,9

105. Gewinnung eines Eluats 11 aus wdsserigem Leberextrakt.

Ausfithrung. Es werden die in 1. gemachten Erfahrungen iiber die
Elutionsform verwertet. Das durch zweimalige Adsorption von Leber-
extrakt an Edelkaolin erhaltene Adsorbat wird nach Waschen mit Leit-
fahigkeitswasser sechsmal mit n/100 Ammoniak eluiert. Das so erhaltene
Eluat [ wird mit Eisessig auf pg = 4,0 gebracht und zweimal mit der
gleichen Menge Edelkaolin wie zur Herstellung von Eluat I hehandelt
und zentrifugiert. Nach Waschen mit Leitfahigkeitswasser wird das
Adsorbat LI sechsmal mit n/100 Ammoniak eluiert. Mit dem so gewonnenen
Eluat II werden bei pa = 8,85 und bel py = 10,03 Spaltversuche angestellt.

Amnsdtze. Siehe Methodik, Beispiel 3. Ferment: 10 ccm Eluat.

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

Behandlung der Abnahmen. Siehe Methodik. Beispiel 3.

Ergebnis. Weder bet py = 8,85 noch bei py = 10,03 trat eine Harn-
sdurespaltung ein.

109. Gewinnung eines Eluats 11 aus wdsserigem Leberextrakt. Adsorbat I mit
Leitfihigheitswasser gewaschen, Adsorbat 11 nicht.

Ansdtze. Bel py = 8,85 und bei py = 10,03: siehe Methodik, Beispiel 3.

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

Ergebnas -
"~ pu | Hurnsiuseabbau in 0
8,85 25,9
10,03 48,7

115. Uewinnung eines Eluats 11 aus wdsserigem Leberextrakt.  Adsorbat T
wnd II wicht mit Leitfdhigheitswasser gewaschen.
Awusfiihrung. Wie Versuch 105. Das Waschen mit Leitfihigkeitswasser
unterbleibt.
Ansdtze. Bei pyg = 8,85 und bei py = 10,03: siehe Methodik, Beispiel 3.
Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 24 Stunden. Langsamer Sauer-
stoffstrom.
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Behandlung der Abnahmen. Siehe Methodik. Beispiel 3.

Ergebnis:
PR ‘} HarnsHureabbau in 9/,
8,85 H 56,6
10,03 75,6

122. Gewinnung eines Eluats IT aus wdsserigem Leberextrakt. Nach 48 Stunden
Spaltzeit neues Eluat 11 zum Ansatz.
Awusfiihrung. Wie Versuch 115.

Ansdtze. Bei pg = 8,85 und bei py = 10,03 : siehe Methodik, Beispiel 3.

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

Nach 48 Stunden wird frisch dargestelltes Eluat zu den beiden

Ansatzen gegeben und die Ansatze weitere 24 Stunden der Spaltung
ausgesetzt.

Behandlung der Abnahmen. Siehe Methodik, Beispiel 3.

Ergebnis:
PH i Harnstureabbau in 9/,
885 | 100,0
10,03 | 100,0

169. Versuch <iber Stabilitdt des Eluats I1 bei verschiedenem py.

Herstellung des Eluats 1I. Siehe 2. Das erhaltene Eluat II wird in
sechs Teile geteilt und jeder dieser Teile auf ein bestimmtes pn gebracht :

Teil I: 7,5cem n HCl; pg = 1,00
, II: 6,7 ,, n HCl; pu= 2,00

, I1I: 50 ,, n HCl; pg= 4,00
. 1V:33 , nHC; pg= 600
, V:17 , nHC; pg= 800
, VI: 00 , nHCl; pyg= 10,00

Diese sechs Fraktionen des Eluats IT werden iiber Nacht (15 Stunden)
bei Zimmertemperatur stehengelassen. Dabei zeigte sich folgendes:

Teil Tund II: ganz leichte Triibung.
,, IIT ,, TV: kleine flockige Fallung.
' V: leichte Tritbung.
Mit allen sechs Anteilen werden Spaltversuche bei pux = 8,85 angestellt.
Ansdtze. Siehe Methodik, Beispiel 3.

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

Behandlung der Abnahmen. Siehe Methodik. Beispiel 3.



Ergebnisse:
) ,Allsétzr J Eluafiaufbewahrt bei pg w H“i‘z;ﬁ“l;e:?;‘i)iiji“

- 1,0 73,1

II 2,0 64,9
I 4,0 : 62,5
v 6,0 ‘ 61,6

v 8,0 : 57,5
VI o 10,0 285

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

131. Eluat 1I durch konz. HCl angesduert. Niederschlag und Lésung auf
Urikase untersucht.

Herstellung des Eluats I11. Siehe 2. Das Eluat IT wird mit ein paar
Tropfen konz. HCl angeséuert. Der entstehende Niederschlag wird ab-
zentrifugiert. Mit der Restlosung und dem Niederschlag werden bei
pu = 10,03 Spaltversuche angestellt. Zu diesem Zwecke wird der Nieder-
schlag durch n/10 NaOH in Lésung gebracht.

Ansdtze. Siehe Methodik, Beispiel 3.

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

Ergebnis:

13 Harns#ureabbau in 0/,

L
Niederschlag i 0,0
Losung . . . “ 46,0

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

170. Eluat II mat Aceton behandelt. Niederschlag auf Urikase untersucht.

Herstellung des Eluats II. Siehe 2. 30 ccm Eluat IT werden mit der
neunfachen Menge Aceton (270 cem) versetzt, gut umgeschiittelt und tuber
Nacht stehengelassen. Hierauf wird der gebildete kleine Niederschlag
scharf abzentrifugiert und mit Ather getrocknet. Mit dem Riickstand wird
ein Spaltversuch bei py = 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 9. Daraus geht hervor,
daBl das Ferment durch Aceton fallbar ist.

132. Wairksamkeit von Leberextrakt.
Fermentmaterial. Leberextrakt: 10,0 ccm entsprechen 0.5 g Trocken-
pulver.

Ansdtze. Bei py = 8,85 und pu = 10,03: siehe Methodik, Beispiel 2.
Fir jeden Ansatz 5,0 ccin Extrakt verwendet.



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

Ergebnis:
T o Hamsiwebban o,
8,85 50,0
10,03 60.0

5.0 cem Leberextrakt spalten die Harnsdure bei py = 8,85 zu 50,0 %.

136. DBestimmung des organischen Riickstandes von Leberexirakt.

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

Ergebnis. 5,0 cem Extrakt = 73,7 mg organische Substanz spalten die
Harnsidure bei py = 8,85 zu 50,0 9%,.

134. Wirksamkeit von Eluat I1.

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

Herstellung des Eluats 11. Siehe 2.

Ansdtze. Bei pg = 8,85:

I: Mit 15 cem Eluat IL

II: s 25 ’9 29
Iir: ,, 30 ,, »
Iv: ,, 35 ,, -

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

Behandlung der Abnahmen. Siehe Methodik, Beispiel 3.

Ergebnis:
h Men; Elyurai 1I i 7 Hrarns%iurreabbauriur 0/o )
cem i (pu = 8,85)
[
15 j 9,1
25 ; 35,5
30 k 445
35 ‘ 50,0

35.0 ccm Eluat II spalten die Harnséure bei py = 8,85 zu 50 9.

137. Bestimmung des organischen Riickstandes von Eluat I1I.

100 cem des in Versuch 134 verwendeten Eluats II werden in einer
Platinschale auf dem Wasserbad zur Trockne gebracht und bei 110° ge-
trocknet. Der Riickstand wird gewogen, verascht und wieder gewogen.
Die Gewichtsdifferenz ergibt den organischen Riickstand. Organische
Substanz 0,0018 g.

100 cem Eluat I1 ergeben 1,8 mg organische Substanz.



Ergebnis. 35,0 ccm Eluat IT = 0,63 mg organische Substanz spalten
die Harnsédure bei pg = 8,85 zu 50,0 9%,.

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

152. Versuch zur quantitativen Bestimmung der durch Abbau der Harnsdure
durch Urikase bei pug = 8.85 gebildeten Endprodukte. Aufspaltung von 1,0 ¢g
Harnsdure durch Eluat I1.

Gesamtriickstand . . . . . . . . . . 3,50284¢
Alkohollésliche Substanzl . . . . . . 1,1694¢g = 33,19,
Atherlssliche Substanz IT . . . . . . . 0,00l4g
Wasserlosliche Substanz I1T . . . . . . 23040 g = 65,29,
Unloslicher RiickstandIV. . . . . . . 0,0958¢g = 2,69%,

Alkohollosliche Substanz I. Die alkohollosliche Substanz wird auf dem
Wasserbad in destilliertem Wasser gelost und auf 250 cem aufgefiillt.

2,0 ccm dieser Losung werden zur (-Bestimmung zur Analyse verwandt.
Gesamt-('-Gehalt: 157,56 mg C.

60 cem dieser Losung werden mit 5,0 cem Eisessig angesauert und zur
Fallung des Chlors mit 15cem AgNO,; (10 9%,ge Losung) versetzt. Nach
24 Stunden wird abfiltriert und das Filtrat vom Silberiiberschuf8 durch
H, S befreit und eingeengt. Hierauf wird das Filtrat mit ('a ('O, neutralisiert
und mit 100,0 cem Allantoinreagens versetzt. Die Fallung wird iiber Nacht
stehengelassen, abfiltriert und das Filtrat auf 200 cem aufgefiillt.

Zweimal je 50 cern werden mit Eisenammoniakalaun versetzt und mit
0,1n NH,SCN titriert.

Die alkohollssliche Substanz enthilt insgesamt (,3997 g Allantoin
= 122,4mg C.

Weitere 60 ccm der gleichen Loésung werden mit 10 cem Eisessig an-
gesiuert und mit UberschuB einer 10 %igen methylalkoholischen Losung
von Xanthydrol versetzt. Nach 24 Stunden wird der Niederschlag durch
einen Gooch-Tiegel abgesaugt, mit 95 % igem Alkohol gewaschen. bei 100°
im Trockenschrank getrocknet und gewogen: (,2234 g Dixanthylharnstoff.

Die alkohollésliche Substanz enthédlt demnach insgesamt 0,1330 g
Harnstoff = 26,6 mg C. Die Alkoholfraktion enthélt 122,4 mg (' als Allantoin
und 26,6 mg C als Harnstoff. Sumne: 149,0 mg C.

Wasserlosliche Substanz 111. Die wasserlosliche Substanz I1T wird auf
dem Wasserbad in destilliertem Wasser gelost, schwach ammoniakalisch
gemacht und mit einer 10 %igen (‘a(ly,-Losung versetzt. Mach 24 Stunden
wird der Niederschlag abzentrifugiert, gut ausgewaschen, in verdiinnter
H (1 gelost und auf 50 cem aufgefiillt.

2,0 cem dieser Losung werden zur (-Bestimmung zur Analyse gegeben.
Gesamt-('-Gehalt: 88.2 myg C.

Der Lésungsrest (48 cem) wird eingeengt und darauf viermal mit je
10,0 cem absolutem Ather extrahiert. Die vereinigten Atherextrakte werden
mit gegliihter Natriumsulfat getrocknet, der Ather wird auf dem Wasserbad
zum Verdunsten gebracht und der Riickstand gewogen: 0,4445 g Oxalsaure.

Die wasserlosliche Substanz enthélt demnach insgesamt 0,4630 g
Oxalsdure = 88,1 mg C.

Das Filtrat der Calciumfallung +~ Waschwasser wird eingeengt und
dann auf 50 cem aufgefiillt.
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2,0 cem dieser Losung werden zur C-Bestimmung zur Analyse gegeben.
Gesamt-C-Gehalt: 65,5 mg C.

Die Restlosung wird mit 1,0 cem konz. HCl versetzt und iiber Nacht
stehengelassen.

Dann wird die Saure mit NaOH abgestumpft und die Losung auf
50 ccem aufgefiillt.

1,0 cem dieser Losung wird mit Eisessig angeséduert und mit Xanthydrol
gefallt. Nach 24 Stunden wird der Niederschlag im Gooch-Tiegel abgesaugt,
bei 100° im Trockenschrank getrocknet und gewogen: 0,0346 g Dixanthyl-
harnstoff.

Die wasserlosliche Substanz enthalt demnach insgesamt 0,2682 g
Harnstoff = §3,6 mg C.

Ergebnis. In den Ansatz wurden gegeben 1,0 g Harnsaure = 357,0mg C.
Durch C-Bestimmung wurden erfaft 301,0mg C = 84,49, C. Wieder-
gefunden wurden als

Oxalséure (0,4630g) . . . ..= 881mgC =24,59%¢C
Harnstoff (0,2682 g) (durch Ansauern) . 53,6 ,, C =1559%¢C
Allantoin (0,3997 g) . e e 122.4 ,, C =34,49 C
Harnstoff (0,1330¢g) . . . . . . . .= 266, C= 749%¢C

Summe: 290,7 mg C = 81,89%, C

o

Eine zweimalige Wiederholung der quantitativen Bestimmung der durch
Abbau der Harnséure durch Urikase bei pu = 8,85 gebildeten Endprodukte
zeigt folgende Ergebnisse:

Versuch 154.

In den Ansatz gegeben 1,0 g Harnsaure = 357,0 mg C. Gesamt-
riickstand 3,6540 g.

Alkohollosliche SubstanzI . . . . . . . 0,9354 ¢ = 25,59,
Wasserlosliche SubstanzII . . . . . . . 2,5568 g = 69,99
Unloslicher Riickstand IIT . . . . . . . 0,1154g = 3,19%

Wiedergefunden wurden als
Oxalsaure (0,4620 g)
Harnstoff (0,2680 g)
Allantoin (0,4033 g) .
Harnstoff (0,1415 g)

I

88,0 mg C = 24,59 C
53,6 ,, C = 1559 C
1225 ,, C = 34,49, C
283 ,, C= 7,89C

Summe: 292.4 mg C= S2,é % C

Il

(durc.h Ansauern) .

o

a Versuch 155.

In den Ansatz gegeben 1,0 g Harnsiure = 357,0 mg C. Gesamt-
riickstand 3,8740 g.

Alkohollgsliche Substanz1 . . . . . . . 0,9584 g = 26,79,
Wasserlosliche Substanz 11 . . . . . . . 2,4846 g = 69,39,
Unléslicher Rickstand ITI. . . . . . . . 0.1098g = 3,19,

Wiedergefunden wurden als
Oxalsédure (0,4625 g)
Harnstoff (0,2685 g)
Allantoin (0,3699 g)
Harnstoff (0,1446 g)

i

C e 88,1mg C = 24,59, C
(durch Ansguern) . . = 53,7 ,, ¢ =15,69%C
C e 1224 ,, C =3449%¢C

i

.. 28,9 ,, ¢ = 8,1°%¢C
Summe: 293,1 mg ¢ = 82,6 %, (!
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151. Versuch zur quantitativen Bestimwmung der durch Abbau der Harnsdure

durch Urikase bei pg = 10,03 gebildeten Endprodukte.
Harnsdure durch Eluat 11.

Aufspaltung von 1,0 g

Ansatz. 1000 cem Harnsdureldsung (1,0 g Harnséure gel6st als Natrium-
urat) + 100 cem n/10 NaOH + 500 ccin Eluat II 4 Wasser zu 3500 cem.

Temperatur 37°.

stoffstrom.

Nach

Dauer des Versuchs 72 Stunden.

4
6
20
24
42

2 Stunden + 15ccm n/10
+15 ,, n/lo
+ 15 ,, n/lo
+ 50 ,, /10
+15 ., n/10
+ 40 ,, n/l0

’

’

NaOH
NaOH
NaOH
NaOH
NaOH
NaOH

Langsamer Sauer-

Nach 48 Stunden werden 500 ccm frisches Eluat II hinzugegeben.

Aufarbeitung des Ansatzes.
Gesamtriickstand

Alkohollésliche Substanz I
Wasserlosliche Substanz IT
Unloslicher Riuckstand III.

In den Ansatz gegeben
C-Bestimmung wurden erfaBt 309,8 mg C = 86,89, C.

wurden als

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

Harnstoff (0,2175 g) (durch Ansduern) . . =
(durch Mikroanalyse 47,0 mg C)

Allantoin (0,5050 g)

Harnstoff (0,1138 g)

(durch Mikroanalyse Allantom + Harn-
stoff 177,5 mg (')

Siehe Versuch 152.

1,0 g Harnsdure = 3570mg C.

Summe: 304,8 mg C

Eine Wiederholung des Versuchs ergab folgendes:

In den Ansatz gegeben 1,0 g Harnsiure = 357.0 mg ('
stand 3,9592 g.

Alkohollésliche Substanz 1
Wasserlosliche Substanz 11
Unloslicher Riuckstand I111.

Versuch 153.

Wiedergefunden wurden als

Oxalsdure (0,4460 g)
0,2170 g)

,5067 g)
0,1140 g)

Harnstoff (
Allantoin (0
Harnstoff (

) {durch Anséuern) . . =

Summe:

3,8620 g
0,9120g = 23,19,
2,0700g = 71,79%
0,1386 ¢ = 3,39,
Durch
Wiedergefunden
85,0 mg ¢ = 23,69,
43,5 ,, 0 =121%¢C
153,3 ,, C = 42,79 C
22,8 ,, C = 6,49
= 84,89, C
Gesamtriick-
0,9990 g = 25,29,
2,7004 g — 68.2°,
0.2386g = 6,09
85,0 mg (' = 23,6 % C
43,5 ,, ¢ =12,09%C
153.8 ,, ¢ = 42,89, C
228 ,. (= 6,4°,C
305,4 mg (' = 84.8%, C



156. Versuch zur quentitativen Bestimmung der durch Abbaw der Harnsdure
durch Urikase bei pp = 7,0 gebildeten. Endprodukte. Aufspaltung von 1,0 g
Harnsdure durch Eluat 11.

Amnsatz. 1000 cem Harnsaurelosung (1,0 g Harnsiure gelost als Natrium-
urat) -+ 100 cem n/10 HCl + 500 cem Eluat 1T + Wasser zu 3500 cem.
Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 72 Stunden. Langsamer Sauer-
stoffstrom.

Nach 2 Stunden + 10,0 ccm n/10 NaOH

» 4 - + 10.0 ,, n/l10 NaOH

w 6 ., 4100 . n/l0 NaOH

W 20, +605 , n/lo0 NaOH

. 24 y + 10,0 ,, n/l10 NaOH

. 42 v + 5,0 ., n/l0 NaOH

Nach 48 Stunden werden weitere 500 cem frisches Eluat 1T hinzugegeben.

Aufarbeitung des Ansatzes. Siehe Versuch 152.

CGresamtriickstand . . - B (A1
Alkohollosliche Sub\tanz r ... .. .. .. L0190¢g =27,19
Wasserlosliche Substanz 1T . . . . . . . . . 2,6278¢g = 69,89
Unloslicher Rickstand ITI. . . . . . . . . . 0,0968g = 2,59
In den Ansatz gegeben 1,0 g Harnsure = 357,0 mg C. Durch C-Be-
stimmung wurden erfalit 307,2 mg (' = 86,0 9;,. Wiedergefunden wurden als
Oxalsiure (0,4935¢g) . . . e e oo o= 94,0mgC = 26,29, C
(durch Mikroanalyse 94.2 mg (')
Harnstoff (0,3035 g) (durch Ansiuern) . . = 60,7 ,, C = 16,8%, C
(durch Mikroanalyse 62,0 mg ()
Allantoin (0,3966¢) . . . . . . . . . . =1204 , C =2335%¢C
Harnstoff (0,1400g) . . . . . . . .o.oo= 28,0 ,, C= 17,89%¢C

(durch Mikroanalyse Allantoin -+ Haln
stoff 150,0 mg ()

Summe: 302, 9 mg C = 84,39%C

Fine Wiederholung des Versuchs ergab folgende Resultate: In den
Ansatz gegeben 1,0 g Harnsaure = 357,0 mg (. (esamtriickstand 3,5468 g.

Alkohollésliche SubstanzI . . . . . . . . . 0,9968g = 28,19
Wasserlosliche Substanz II . . . . . . . . . 24004g = 67,79
Unloslicher Riickstand IFT. . . . . . . . . . 0,1110g = 3,19

Wiedergefunden wurden als

Oxalséure (0,4930¢) . . . . . . . . . . = 938mg(C =2619%¢C
Harnstoff (0,3038 g) (durch Ansduern) . . = 60,8 ,, C = 16,99% C
Allantoin (0,3960¢g) . . . . . . . . . . =1204 ,, C=233,5%¢C
Harnstoff (0,139%6¢) . . . . . . . . . . =279 , C= 7,7%¢C

Summe: 302.9 mg (' = 84,29, C
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157. Bestimmung der wihrend des Abbaues der Harnsdure bei py = 8,85 frei
werdenden Kohlensdure.
Ansdtze.

I: 100 cem Harnsaurelosung (= 100 mg Harnsdure) 4+ 5,0 cem n/10
NaOH -+ 50,0 ccm Boratpuffer (pg = 8.85) - 25,0 ccm Leberextrakt
(= 2,6 g Lebertrockenpulver) + Wasser zu 350 ccm.

II: Wie I. nur mit abgekochtem Ferment.

Durch den Ansatz wird langsam Sauerstoff geleitet, der einer Sauer-
stoffbombe entnommen und mit Barytlauge gewaschen wird. Die sich
entwickelnde Kohlenséure 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 Wigung ergibt die Menge gebildeter Kohlen-
sdure.

Hierauf wird der Ansatz mit 25 %iger H (I (20,0 ccm) stark angesauert
und wieder einige Stunden Sauerstoff hindurchgeleitet. Die durch das
Ansduern frei werdende Kohlensaure wird in denselben Kaliapparaten
absorbiert und zur Wagung gebracht.

Ergebnisse:

Mit abgekochtem
Ferment

Mit Ferment

Yor Ansiuern.

0,0210g CO, = 0,0030g CO,
Nach Ansduern.
0,0090g COy, | 0,000 g CO,

Insgesamt werden frei: 27,0 mg CO, = 7,36 mg ¢ = 20.5°, (.

Eine Wiederholung zeigt folgende Ergebnisse:

‘ Mit abgekochtem
| Ferment

Mit Ferment

Vor Ansiduern.

0,0208g CO, | 0,008l g COy
Nach Ansiuern.
0,0001¢g CO, | 0,000 g COq

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

159. Bestimmung der wdhrend des Abbaues der Harnsdure bei py = 10,03
frei werdenden Kohlensdure.
Ansditze. ‘
I: 100 ccm Harnséaurelésung (= 100 mg Harnséure) + 15,0 cem n/10
NaOH + 50,0 cem Boratpuffer (pg = 10,03) + 25,0 cemn Leber-
extrakt (= 2,5 g Trockenpulver) + Wasser zu 350 ccm.
II: Wie I. nur mit abgekochtem Ferment.
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Ausfiihrung des Versuchs.

Ergebnisse.:

Siehe Versuch 157.

. + Mit abgekochtem
Mit Ferment ‘ Ferment

Vor Ansiuern.

0,0260g COy, | 0,0030 g CO,
Nach Ansiuern.
0,0060g COy | 0,000 ¢ CO,

Insgesamt werden frei: 28,0 mg ('O, = 7,63 mg C = 21,39 C.

Eine Wiederholung des Versuchs ergibt folgendes:

. : . Mit abgekochtem
Mit Ferment Ferment

Vor Ansiuern.

0,0259g COy | 0,0031g CO,
Nach Ansiduern.
0,0060g COg | 0,000 ¢ CO,

Insgesamt werden frei: 27,8 mg (0O, = 7,58 mg ¢ = 21,29 C.

161. Bestimmung der wdhrend des Abbaues der Harnsdure bei pg = 7,0 fres

werdenden Kohlensdure.
Ansdtze.
I: 100 cem Harnsdurelosung (= 100 mg Harnsdure) +
puffer (pg = 7.0} + 25.0 ccm Schweineleberextrakt (
pulver) 4+ Wasser zu 350 cem.

1I: Wie I. nur mit abgekochtem Extrakt.

50,0 cem Borat-
= 2,5 g Trocken-

Ausfithrung des Versuchs. Siehe Versuch 157.

Ergebnisse:

; . Mit abgekochtem
Mit Ferment | Ferment

Vor Ansduern.

0,0199¢g CO, ' 0,003l g CO,
Nach Ansiuern.
0,0092¢g O, | 0,000 g (0O,

Insgesamt werden frei: 26,0 mg (0, = 7,09 mg (' = 19,89, C.

179. Untersuchung iber den Harnstoff in der wasserlislichen Fraktion,

Ansatz. Es wird ein Ansatz hergestellt, der alle Bestandteile enthalt,

die nach der Neutralisation eines vollkommen aufgespaltenen Ansatzes

vorhanden sind. Lauge, Saure, Spaltprodukte, wie sie durch Bestimmung
festgestellt wurde.
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pr = 8,85. 0,4620 g Oxalsdure + 0,4095¢ Harnstoff + 0,4033 ¢
Allantoin + 113 cem n/10 NaOH + 1000 cem n/100 NH, 4+ 170 cem n/10
HC(Cl + Wasser zu 1500 cem.

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

Der in Alkohol unlésliche Teil wird in Wasser gelost.

Diese Losung gibt in essigsaurem Medium keine Fallung mit Xanthydrol.

In Gegenwart von Salzsaure trat eine Fallung von Xanthydrol zutage.

Ein Teil der Lésung wird schwach ammoniakalisch gemacht und die
Oxalséure mit Bariumchlorid ¢uantitativ geféllt.

Das TFiltrat reagiert in gleicher Weise wie soeben mit Xanthydrol.

Desgleichen auch nach Entfernung des Bariumiiberschusses.

Ergebnis. Der Versuch zeigt, dal ein Teil des Harnstoffs alkohol-
unléslich wurde und auch erst nach Ansiduern mit Mineralsiure mit Xant-
hydrol nachweisbar.

Der Harnstoff muB also in lose Verbindung getreten sein mit Oxalséure
und anorganischen Salzen.

180. Untersuchung ber Harnstoff-Oxalatverbindungen.

Bei allen drei untersuchten py betragt das Verhdltnis von Oxalsiaure
und Harnstoff im wasserloslichen Anteil etwa 1 Mol Oxalsiure auf 1 Mol
Harnstoff.

Es werden folgende Losungen hergestellt: Harnstofflésung: 5,0 cem
enthalten 0,5 g Harnstoff. Natriumoxalat: 5,0 ccrm enthalten 0,5 g Natrium-
oxalat. Natriumchlorid: 5,0 cem enthalten 0,5 g Natriumehlorid.

Ansdtze.

I: 10,0 cem Harnstofflssung 4 20,0 cem Natriumoxalatlésung, Harn-
stoff : Natriumoxalat = 1: 1.

IT: 10,0 ccm Harnstofflésung 4 20,0 cem Natriumoxalatlosung 10,0 cem
Natriumchloridlésung.  Harnstoff : Natriumoxalat : Natriumchlorid
=1:1:1

JI1: 10,0 cem Harnstofflosung -+ 10,0 cem Natriumchlorid.

Die Ansitze werden auf dem Wasserbad zur Trockne gedampft.

Die Trockenriickstinde werden in der Wirme mit absolutemy Alkohol
im Soxhlet extrahiert.

Es findet keine Losung der Riickstdnde von I und 11 im Alkohol statt.

Die Riickstinde werden in Wasser gelost. Die Loésungen geben in
essigsaurem Medium mit Xanthydrol keine Fallung.

Wird die Xanthydrolprobe in (fegenwart von Salzsdure angestellt, so
fallt ein dicker Niederschlag aus.

Dieselbe Erscheinung tritt auf, wenn man die Oxalsdaure mit Barium-
chlorid entfernt.

Auch nach dem Entfernen des Bariumiiberschusses erzielt man das
gleiche Ergebnis.



Ergebnis. Durch diesen Versuch ist festgestellt worden, daB3 Harnstoff
mit Natriumoxalat allein als auch in Gegenwart von Natriumchlorid eine
lose Verbindung eingegangen ist, die alkoholunléslich ist. Harnstoff gibt
mit Na(l eine Verbindung, die in essigsaurem Milieu keine Xanthydrol-
reaktion zeigt.

175. Versuch, der feststellen soll, ob bei nrikolytischer Spaltung der Harnsdure
Ammoniak frev wird.
Ansdtze. pu = 8,85.
I: 100 ccm Harnsidurelésung (100 mg Harnséure) 4 50 ccm  Borat-
puffer (puy = 8,85) 4 50 cem Leberextrakt (= 5,0 g Trockenpulver).
II: Wie Ansatz I.
III: Wie Ansatz I, nur ohne Harnsdure.

Temperatur 37°. Dauer der voélligen Aufspaltung 24 Stunden. Lang-
samer Sauerstoffstrom.
Die Reaktionsgefile sind mit Gefalen verbunden, in denen sich je
20 cem n/10 Schwefelsaure befinden, um das sich unter Umstdnden ab-
spaltende Ammoniak aufzufangen und titrimetrisch zu bestimmen.
20,0 cem n/10 Schwefelsdure verbrauchen 20,05 cem n/10 Natronlauge.
Vorlage I verbraucht 20,0 cem n/10 NaOH
ve 11 v 20,1 ,, n/10 NaOH
' 111 ' 20,0 ,, n/10 NaOH

Ergebnis. Beim urikolytischen Abbau der Harnséure wird kein Ammo-
niak frei.

176. Versuch, ob urikolytisches Ferment Allantoin weiter spaltet.

Ansatz. 0,2 g Allantoin, geldst in 50 cem Wasser + 10 cem Boratpuffer
(pu = 8,85) + 10 cemn Leberextrakt (= 1,0 g Trockenpulver) + Wasser zu
70 ccm.

Temperatur 37°. Spaltzeit 24 Stunden. Langsamer Sauerstoffstrom.

Behandlung der Abnahme. 35cem des Ansatzes werden mit 5,0 ccm
Eisessig angesauert und zur Fallung des Chlors mit einer 10 %igen Silber-
nitratlésung versetzt (0,2 ccm). Der Niederschlag wird abfiltriert und gut
ausgewaschen. Das Filtrat wird mit Schwefelwasserstoff von iberschiissigem
Silber befreit, eingeengt, mit (alciumcarbonat neutralisiert und hierauf
mit 100 ccm Allantoinreagens versetzt. Der Niederschlag wird abfiltriert
und ausgewaschen. Das Filtrat wird eingeengt und dann auf 100 cecm
aufgefiillt.

Zweimal je 50 ccrn werden mit 10 ccm Eisenammoniakalaun versetzt,
mit verdiinnter Schwefelsiure entfirbt und mit n/10 Rhodanammonium
bis zur gelben Farbe titriert.

Die Titration ergibt 0,20056 g Allantoin.

Ergebnis. Es wird die in den Ansatz gegebene Allantoinmenge nach
24 Stunden Spaltzeit wiedergefunden.

Das urikolytische Ferment baut also Allantoin nicht weiter ab.

181.  Versuch, ob urikolytisches Ferment auf Carbonyldiharnstoff einwirkt.

Ansatz. 30 mg (arbonyldiharnstoff + 10,0 cem Boratpuffer (py = 8,85)
+ 10,0 cem Eluat 1T + Wasser zu 70 cem.

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



— 65 —

Nach Beendigung des Versuchs wird die in den Ansatz gegebene Menge
Carbonyldiharnstoff durch Einengen des Ansatzes wiedererhalten und durch
Schmelzpunkt (231°) unter Zersetzung und durch schwache Biuretreaktion
identifiziert.

Ergebnis. Carbonyldiharnstoff wird durch urikolytisches Ferment nicht
angegriffen.

182. Versuch diber Zerfall von Oxalursdure in alkalischer Lésung.

Ansatz. 0,5 g Oxalursiure + 40,0 cem n/10 NaOH + 10,0 cem Borat-
puffer (pu = 8,85) 4- Wasser zu 70 cem.

Temperatur 37%  Dauer des Versuchs 24 Stunden. Langsamer Sauer-
stoffstrom.

Nach 24 Stunden war die gesamte Oxalursdure in Losung gegangen.
Die Losung zeigte in Gegenwart von H (1 mit Xanthydrol Harnstoffillung
und mit Caleiumchlorid Oxalsiurefallung.

Ergebnis. Die Oxalursiure zorfillt unter demn EinfluB von OH-lonen
in Oxalsiure und Harnstoff.

E. Zusammenfassung.

1. Das Vorkommen der Urikase wird in tierischen und mensch-
lichen Organen gepriift. Von den Organen des Schweines enthalten
Schweineleber, Milz, Niere, Pankreas, (talle Urikase; Insulin zeigte
sich urikasefrei.  Pferdeleucoeyten enthalten ebenfalls etwas geringere
Urikasemengen.

Menschliche Organc dagegen zeigten sich stets urikasefrei.  Ks
wurden Trockenpulver aus Menschenleber ohne und in Kombinationen
mit menschlichem Blut oder Serum geprift.  Auch Leber vom ¥ot
wurde untersucht, cbenso wie verschieden (sauer und alkalisch) bereitete
Extrakte aus Menschenleber. Des weiteren wurden Trockenpulver aus
Milz, Nicre, Gelenkknorpel, sowie Mischungen von Leber und Milz
und Leber und Niere, sowiec Fxtrakte aus Milz, Pankreas und Muskel-
gewebe untersucht. Ebenso wurden auch Galle, Blut und Leucocyten-
aufschwemmungen gepriift.  Alle untersuchten Praparate aus mensch-
lichen Geweben liefen jede Urikasewirkung vermissen.

2. Die Oxydation der Harnséure erfolgt nicht bei Sauerstoffabschlufy
und wird durch O,-Durchstromung beschleunigt. Die Aziditdtsoptimums-
kurve zeigt zwei Optima bei 8,85 und ctwa 10,0, Auch das zweite
Optimum ist fermentativ und nicht durch  Alkaliwirkung  bedingt.
Die Kinetik der Urikase wird verfolgt. Die Substratumsitze sind nicht
proportional der Fermentmenge.  Sie folgen in guter Ubereinstimmung
der Schiitzschen Regel.  Der Reaktionsverlauf entspricht formal der
molckularen Reaktion.  Das Ferment geht mit der Harpsiure eine
Verbindung e¢in, die durch Sdure ausfallbar ist.

3. Die Fermentwirkung ist durch Zusatz von HyN zur Ferment-
losung zu schwiichen. Bei Abzentrifugicrung der geringen H,S-Fallung

h
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geht die Fermentwirkung in Organextrakten vollig verloren, ebenso
wie bei Zusatz von Natriumcyanid. Dies spricht fir die Auffassung
der Fermentwirkung als einer Katalyse durch Schwermetallverbindungen.

Die Urikolyse ist durch Spaltprodukte nicht hemmbar, und zwar
weder durch Allantoin in d&quimolekularer Menge, noch durch die in
Abschnitt C ermittelten Endprodukte der Spaltung (d.h. Allantoin,
Oxalsdure und Harnstoff), noch durch die Spaltprodukte, die un-
mittelbar nach Aufspaltung im Ansatz vorhanden sind.

4. Es lassen sich Harnsdurespaltungen auch durch Schwermetall-
ionen crzielen.  Durch geeignete Mengen Kupferionen 1aft sich eine
Kupferkatalyse der Harnsdurcoxydation iber einen bestimmten Zeit-
raum kinetisch darstellen. Dié Spaltung wird durch Sauerstoff nicht
beschleunigt. Ebenso lassen sich Spaltungen mit Ferrosulfat und Ferro-
cyankalium durchfithren.

5. Das Adsorptionsverhalten der Urikase in wésserigen Extrakten
aus Schweineleber wird untersucht. Es werden Adsorptionen an Edel-
kaolin, Kiesclgur, Aluminiumhydroxyd und Ticrkohle gepruft. Eine
Adsorption bei pu = 4,0 erfolgt quantitativ durch zwecimalige Be-
handlung der Extrakte mit Edelkaolin und Aluminiumhydroxyd, nur
zum Teil aber mit Kieselgur und Tierkohle.

6. Die Eluierbarkeit der Urikase aus Kaolinadsorbaten wird mit
Séuren (n/10 Salzsdure, n/100 und n/10 Essigsidure), Basen (n/10 und
n/100 NaOH, n/100 Ammoniak) sowic mit Salzlosungen (0,1 %jige und
19 ige primdre und sekundire Natriumphosphatlosungen) geprift.
Eine Elution der Urikase aus Kaolinadsorbaten ist mit allen Elutions-
mitteln mdoglich.

7. Die Elution der Urikase aus Aluminiumhydroxydadsorbaten
wird mit n/100 Ammoniak und 19%jigen primdren und sekundiren
Natriumphosphatlosungen gepriift. Kine Elution ist in anndhernd
gleicher Weise wie bei 6. durchfiihrbar.

8. Die Elution von Urikase aus Kaolinadsorbaten aus glycerinigen
Extrakten wird mit n/100 Ammoniak und 19%jigen Lésungen von
primdren und sckundiren Natriumphosphatlosungen gepriift. Eine
Elution ist wie unter 6. und 7. durchfiihrbar.

9. Ein Verfahren, mit weitgehend gereinigten Eluaten Harnsiure
100 9%ig aufzuspalten, wird ausgearbeitet. Der Einflull der Elutionsform
auf das Eluat wird gepriuft. Die Gewinnung eines zweiten wasserklaren
Eluates aus wisserigen Leberextrakten wird beschricben. Es wird
cine Methodik gewonnen, mit den zweiten Eluaten Harnsiure quantitativ
aufzuspalten,

0. Die Eigenschaften der gereinigten Urikaselosungen werden
untersucht. Das Kluat stellt cine wasserklare Fliissigkeit dar, die
Sulfosalicylsdurercaktion nur noch hauchférmig gibt und in einem
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Beispiel einen Trockenriickstand an organischer Substanz von 1,8 mg-9,
besall. Der Einflufl der Aziditit auf die Stabilitit des Eluats wird
geprift (bis pg 1,0). Mit zunchmender Aziditit steigt die Stabilitat.

Das Ferment ist in den Eluaten durch Aceton fillbar. Thr Rein-
heitsgrad wird festgestellt. Das II. Eluat ist gegeniiber den Aus-
gangsextrakten 117fach gereinigt, bezogen auf organische Substanz.
Der Reinheitsgrad ist auf Grund der dargelegten Eigenschaften noch
vervielfachbar.

11. Eine Darstellung der Harnsiurcoxydation durch chemische
Oxydationsmittel wird gegeben.  Thr wird der fermentative Abbau
gegenitbergestellt, der nach den bisherigen Anschauungen zu Allan-
toin fihrt.

12. Es wird eine Untersuchung der Spaltprodukte der fermentativen
Urikolyse dadurch vorgenommen, dafl Harnsiure durch das Ferment
zerlegt wird, ohne dafl eine weitere sekundire chemische Behandlung
des Systems erfolgt. Hierzu wird cine soweit gereinigte Urikaselosung
benutzt, daB ihr Gehalt an organischer Substanz im Verhiltnis zu den
Spaltprodukten nicht beriicksichtigt zu werden braucht; die Harnsiure
wird quantitativ aufgespalten, so dafl ein Harnsdurercst nicht entfernt
zu werden braucht. Die Spaltprodukte der Urikolyse werden in neu-
tralem Milieu durch Vakuumeindampfung gewonnen.

13. Die Produkte der Spaltung werden zunichst qualitativ unter-
sucht. Die Methoden der fraktionierten Kristallisation sind nicht
durchfithrbar, da infolge des Salzgehaltes der Systeme stark aschen-
haltige Produkte gewonnen werden. Dagegen gelingt eine Trennung
der Spaltprodukte in alkohol- und wasserlosliche. In der Alkohol-
fraktion werden Harnstoff und Allantoin, in der wasserlislichen Fraktion
Oxalsdure und Harnstoff (der nach Ansduern mit Mineralsiure frei
wird) nachgewiesen. Die Identitit der genannten Substanzen wird
durch praparative Darstellung bewiesen.

14. Die Ansitze werden nunmehr quantitativ hinsichtlich der isolierten
Spaltprodukte aufgearbeitet, um die Anwesenheit weiterer unbekannter
Spaltprodukte auszuschlicBen. Es werden Spaltungen von je 1g
Harnsédure bei py = 7,0, 8,85 und 10,03 durchgefuhrt. Die Menge der
in den verschiedenen Fraktionen crmittelten Spaltprodukte wird
quantitativ bestimmt. In Parallelansitzen wird die Menge der ent-
wickelten Kohlensiure ermittelt. Die Summe der Spaltprodukte be-
rechnet auf C ergibt, bezogen auf die hineingegebene C-Menge,
Werte zwischen etwa 102 bis 1069,. Hicrmit wird gezeigt, dal wesent-
liche Mengen anderer Spaltprodukte nicht vorhanden sein kénnen.

Die Menge Harnstoff, Oxalsdure und Allantoin, ausgedriickt als
Prozente C, bewegen sich zwischen 81,8 bis 84,89, Die Menge Allantoin
wiichst im Verhaltnis zu den anderen Spaltprodukten mit zunchmender
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Alkalitit der Spaltung. Bei Betrachtung der molaren Verhéltnisse ergibt
sich, daB ein Teil der Harnsiure in 1 Mol Allantoin und 1 Mol CO,, ein
anderer Teil in 1 Mol Oxalsiure, 1 Mol CO, und 2 Mol Harnstoff zerfallt.

15. Die Tatsache, daf3 ein Teil des Harnstoffs nicht in die alkohol-
losliche Fraktion ging, beruht auf der Erscheinung, dai Harnstoff
eine lockere Harnstoffoxalatverbindung bildet, die nicht alkoholléslich
ist; die Gegenwart von NaCl bedingte, dafl Harnstoff erst nach An-
siucern mit Mineralsiure oder bei Ausfillung des Cl” die Xanthydrol-
reaktion gibt.

16. Harnstoff und Oxalsdure sind nicht die Produkte eines weiteren
Allantoinabbaues.  Allantoin ist durch die angewandte Urikase nicht
mehr spaltbar und stellt somit cin echtes Endprodukt dar. Es kann
auch nicht Carbonyldiharnstoff als Zwischenprodukt vorgelegen haben,
da auch dieser durch Urikase nicht spaltbar ist. Dic erhaltenen Spalt-
produkte zeigen, dafl die Spaltung nicht nach dem Schema der Wasser-
stoffsuperoxydoxydation (mit Oxalursiure, Carbonyldiharnstoff und
Cyanursiure als Endprodukte) verliuft, sondern sie entspricht dem
Schema der Oxydation in kohlensaurem (schwach alkalischem) Milieu
nach Biltz und Schauder.  Die Produkte der Spaltung erkliren sich
zwanglos, wenn man mit Biliz und Schauder die Oxydation als iiber
Oxyacetylendiurcincarbonsiure und iiber Oxyacetylendiurein gehend
auffalt. Das Oxyacctylendiurein kann sowohl hydrolytisch in Allantoin,
als auch oxydativ weiter in Oxalsiure und Harnstoff zerfallen. Dal
die Hydrolyse zu Allantoin mit zunchmender Alkalitdt ansteigt, ent-
spricht dem Befunde.
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