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KARL THOMAS und KARLHEINZ STALDEK 

ISOLIERUNG VON METHYLMALONSAURE AUS NORMALEM 
MENSCHLICHEM HARN 

Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) 
der Max-Planck-Gesellschaft, Gattingen 

(Eingegangen am 28. Januar 1957) 

B. He If e r i c  h zum 70. Geburtstag gewidrner 

Die bisher nur im Rattenharn als normaler Bestandteil gefundene Methylmalon- 
saure konnte auch aus normalem menschlichem H a m  isoliert werden. 

Das spurenweise Vorkommen von Malonsaure im Ham wurde in einer friiheren 
Arbeit mitgeteiltl). Dieser Befund ist besonders bemerkenswert, da die Malonsaure 
in vitro die Bernsteinsauredehydrase stark hemmtz) und sich in vivo als toxisch er- 
weist3,4). 

E. BOYLAND und A. A. LEVIS) fie1 1936 im Rattenharn - zuerst nach Fiitterung 
mit Anthracen bei Arbeiten iiber den Abbau polycyclischer Verbindungen - eine 
atherlosliche Saure auf, die sich als Methylmalonsaure identifizieren IieB. Sie konnte 
dann auch aus dem Harn normal gefiitterter Ratten isoliert werden, nicht jedoch aus 
Menschen- und Kaninchenharn. Kurzlich fanden M. FORBES, L. A. BARNESS, H. Mo- 
EKSI und P. GYORGY 6) sie im Harn von Ratten, denen experimentell eine Leberschadi- 
gung gesetzt worden war. Nach Futterung von methylverzweigten Fettsaureamiden 
an Hunde konnten in unserem Hause von WEITZEL und Mitarbeitern verzweigte Di- 
carbonsauren, darunter Methylmalonsaure im Harn nachgewiesen werden7). Die 
Herkunft der Dicarbonsaure aus den verfiitterten verzweigten Fettsauren liegt in die- 
ser Arbeit auf der Hand. Als normaler Bestandteil war die Methylmalonsaure bisher 
nur im Rattenharn gefunden worden, und es sah so aus, als ob es sich hierbei um eine 
Stoffwechselbesonderheit der Ratte handelte. 

Wir konnten jedoch jetzt mit chromatographischen Methoden auch aus dem nor- 
malen menschlichen Ham Methylmalonsaure isolieren. Uber weitere Untersuchungen 
zur Biologie der Methylmalonsaure wird in Kurze an anderer Stelle berichtet werdens). 

Im Atherextrakt des Harns, aus dem BOYLAND und LEVIS) die Methylmalonslure durch 
Umkristallisieren gewannen, ist eine Vielzahl organischer Siuren zu erwarten. Das Abtrennen 
einer bestimmten Slure durch Auskristallisieren ist daher von der Art der ubrigen Bestand- 
teile und den Mengenverhaltnissen abhangig. Eine von uns friiher benutzte Methode zur Be- 

1 )  K. THOMAS und H. KALBE, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 293,239 [1953]. 
2) J.  H.  QUASTEL und W. R. WOOLDRIDGE, Biochem. J. 22, 689 11928). 
3) F. E. KRUSIUS, Acta physiol. scand. 2, Suppl. 3, 105 [1940]. 
4) S. FORSSMAN, Acta physiol. scand. 2, Suppl. 5, 102 [1941]. 
5 )  Biochem. J. 30, 2007 [1936]. 
7) G. WEITZEL, H. SCHON und H. KALBE. Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 295,173 [1953]. 
81 K. THOMAS, H. KALBE, J. NAGAI und K. STALDER, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem., 

6 )  Proc. SOC. exp. Biol. Med. 84, 162 [1953]. 
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stimmung der Bernsteinsaureg), die auch zur Isolierung anderer Dicarbonsauren aus dem 
Ham anwendbar ist, trennt die Sauren daher durch fraktionierte Destillation ihrer Ester. 
Noch kleinere Mengen sind mit chromatographischen Methoden erfaDbar. Eine papier- 
chromatographische Methodelo) wurde von uns bereits in einigen Arbeiten herangezogenl.7). 

Auch die Verteilungschromatographie am Kieselgel erwies sich zur Trennung organischer 
Sauren als geeignet. F.A.ISHERWOODII) wandte sie rnit 0.5rr HzS04 als stationgrer Phase und 
Chloroform-Butanolgemischen steigender Butanolkonzentration (10 %, 20%, 35 %) f i r  eine 
Reihe Pflanzensluren, darunter auch kurzkettige Dicarbonsauren an. E. KLENK und W. BON- 
C A R D ~ Z )  benutzten in ihrer Methode zur Trennung der Dicarbonsauren von Cg - Cj2, aus- 
gehend von V. MOYLE, E. BALDWIN und R. SCAR IS BRICK^^), Phosphatpuffer als stationare 
Phase, fur Sauren mit geringerer Kettenlange das ISHERWOODSChe Verfahren mit modifizierter 
Butanolkonzentration ( I  %, 3%. 5%, lo%, 20%). 

Wir haben das Gemisch der atherloslichen, petrolatherunloslichen Sauren des un- 
tersuchten Hams zunachst nach der von ISHERWOODII) angegebenen, von KLENK und 
BONGARD 12) weiterentwickelten Methode untersucht. Bei Chromatographie am Kie- 
selgel findet sich bei 7.5 % Butanolgehalt des Losungsmittels eine Fraktion, die papier- 
chromatographisch u. a. einen Fleck mit dem Rs-Wert der Methylmalonsaure (siehe 
Tab. 1) zeigt. Es wurde auf zwei Wegen versucht, die Saure praparativ rein heraus- 
zuarbeiten: 

1.  wurde eine weitergehende Abstufung der Butanolkonzentrationen vorgenom- 
men, die aber auch zu keiner einheitlichen Methylmalonsaurefraktion fuhrte. An- 
schlieljende Chromatographie derselben14) mit Ather an Kieselsaure rnit 0.5 n H2SO4 
als stationarer Phase (MAe) befreite sie zwar von einigen Nebenbestandteilen, die er- 
haltene Substanz war aber noch immer schmierig und erforderte zur Reinigung wei- 
tere verlustbringende Manipulationen. 
2. wurde das Rohsauregemisch zunachst mit Benzol-Athergemischen steigender 

Atherkonzentration als mobiler Phase getrennt (MB). Die Fraktionen wurden papier- 
chromatographisch kontrolliert; die Fraktion, bei der sich dabei Flecken rnit den Rs- 
Werten der Methylmalonsaure zeigten, wurde an einer Kieselgelsaule mit Chloroform- 
Butanol (MC) weiter aufgetrennt. 

Erneut ergab sich eine Reihe mehr oder weniger scharf abgegrenzter Fraktionen. 
Eine davon enthielt Methylmalonsiiure, wie sich bei Papierchromatographie in drei 
Losungsmittelgemischen zeigte, nur noch von einer, im basischen Losungsmittel E 
abtrennbaren Substanz begleitet. Durch mehrfach wiederholte Sublimation bei 80'1 
1 Torr bzw. durch praparative Papierchromatographie und anschlieaende Vakuum- 
sublimation lie0 sich ein reines Praparat mit folgenden Eigenschaften gewinnen : 

Rs-Werte s. Tab. 1 ; Schmp. 131" (unkorr.). Die Farbreaktion nach 0. RIESTER mit 
I .3.3-Trimethyl-indolin-2-methen-w-aldehyd 15) war positiv. Das Infrarotspektrum 
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9) K. T OMAS und G. WEITZEL, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 282, 170 [1947]. 
' 0 )  H. XLLIE, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 297, 19 [1954]. 
1 1 )  Biochem. J. 40, 688 [1946]. 
12) Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 290, 181 [1952]. 
13) Biochem. J. 43, 308 [1948]. 
14) Ahnlich wie bei E. F. PHARES, E. H. MOSBACH, F. W. DENISON und S. F. CARSON, 

Analytic. Chem. 24, 660 [1952]. 
15) UnverMTentlicht. Wir danken Herrn Dr. RIESTER fur die entgegenkommende Mit- 

teilunp der beschriebenen Reaktion, der AGFA AKTIENGESELLSCHAFT FUR PHOTOFABRIKATION, 
Leverkusen, f i r  die freundliche uberlassung des genannten Aldehyds. 
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stimmt gut mit dern der synthetischen Methylmalonsaure uberein. Es finden sich 
Banden bei 2960 0 - 1  (CH3-Valenzschwingung), 1460 cm-1 (C -CH3-Deformations- 
schwingung), 2500 -2700 cm- 1 (OH-Valenzschwingung), 1700 cm-1 (C =0-Valenz- 
schwingung) und die in der Regel bei Carbonsauren beobachteten Banden bei 1420 
und 1450 crn--1. 

Eine kleine Menge der  Substanz wurde weiterhin irn verschlossenen Rohrchen Ian- 
gere Zeit auf 180" erhitzt. Es trat  Zersetzung ein. Papierchromatographisch zeigte 
sich jetzt der Rs-Wert der  Propionsaure (Tab. I). 

Tab. I .  R,-Werte 

Losungsmittelsystem Rs-Wert*) Vergleichssubstanz**) 
- .. . _- ~ ~~~~ ~~ .- - .. - 

B 22.0 22.0 (Methylmalonsaure) 
C 44.0 43.0 (Methylmalonsiure) 
E 26.0 25.0 (Methylmalonsaure) 
E I31.0***) 128.0 (Propionsaure) 

B : Xylol-Phenol-85-proz. Ameisensaure 7 : 3 : I (g/g/v) ; C: Isoamylformiat-Wasser-98/ 100-proz. 
Ameisensaure 11 : 1 : 2 (v/v/v); E:  Isopropylalkohol-Ammoniumcarbonat-PufferlUsung (1 .50n 

Ammoniumcarbonat in 3.00n Ammoniak) 3: 1 (v/v). 
0 )  Wanderungsstrecke bezogen auf Sebacinsiiure gleich 100. 

**) jeweils auf dem gleichen Bogcn mitgelaufen. ***) nach den1 Erhitzen auf 180'. 

Da wir auch in anderen Ansatzen immer wieder dort ,  wo Methylmalonsaure auf- 
treten sollte, einen Hinweis fur sie gefunden haben, halten wir ihr regelmaRiges Vor- 
kommen fur gesichert. Von den Mengen, in denen sie vorkornmt, IaRt sich nur sa- 
gen, daB sie sehr gering sind, etwa IOmal weniger als Bernsteinsaure, von der wir 
fruher 2- I2 mg je Tagesmenge rnenschlichen Hams gefunden haben16). Danach 
wurde Methylmalonsaure also in der  G r o k n o r d n u n g  von nicht mehr als I mg 
vorn Menschen irn Tag ausgeschieden werden. 

Wir danken Herrn ERNST BOHN und Herrn DETLEV LUCKMANN fur  fleiljige und verstandnis- 
volle experimentelle Mitarbeit sowie der Firma BAYER, Leverkusen, fur kostenlose Uber- 
lassung von Versuchsmengen Lewatit. Die Untersuchung wurde durch die Hauptverwdltung 
der RERGBAU-BERUPSC~NOSSENSCHAFT, Bochum, gefordert. Die lnfrarotspektren verdanken 
wir Herrn Dr. B. F R A N r K  (Gottingen). 

B E S C H R E I B U N G  DER VERSUCHE 

201 Harn von mehreren stoffwechselgesunden Mannern wurde i. Vak. bei 50" auf etwa 1/10 

eingeengt, mit Phosphorsaure bis PA 1 angesauert, durch Kieselgur filtriert und 3 Tage 
mit taglich gewechseltem Ather im Kutscher-Steudel-Apparat extrahiert. Der Ruckstand des 
rnit NaZS04 getrockneten und filtrierten Athers (Entfernung im w l h .  bither mitgeschleppter, 
in Ather schwer- oder unloslicher Harnbestandteile) wurde in Wasser aufgenommen und uber 
einen stark basischen Anionenaustauscher gegeben (Lewatit MN ; OHe-Form). Der beladene 
Austauscher wurde mit einigen Litern dest. Wassers nachgewaschen und anschlieljend mit 
I n (NH&COJ eluiert. Dann wurde angesauert und wie oben extrahiert. Beim Trocknen des 
so gewonnenen Rohsauregemisches i.Vak. uber KOH wurde zugleich der groljte Teil der 

16) G. WEITZEL, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 282,174 [1947]. 
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flilchtigen Sauren entfernt. Durch erschopfendes Auskochen rnit Petrolather (Sdp. 40-60") 
wurden schwerer Ruchtige petrolatherlosliche Sauren (hohere Fettsauren. Benzoesaure) ab- 
get rennt. 

Chromatographic 

I .  Silicagel: Kieselsaure der Fa. Mallinckrodt wurde mit der stationiren Phase (7ccm 0.5n 
H2S04 pro log) im Becherglas verruhrt, bis sie wieder einen staubtrockenen Eindruck machte. 
dann mit dem Losungsmittel, das zuerst benutzt werden sollte, in die Saule eingeschlammt. 
Im allgemeinen war dies Chloroform mit I % Butanol bzw. Benzol mit 5 %  oder 10% Ather. 

Es wurden Saulen mit einer Fiillung von log, lOOg und 300g Silicagel benutzt, je nach der 
Menge des einzusetzenden Sauregemischs. Bei der Beladung der Slulen wurde das Verhaltnis 
I : 100 zwischen Sauregemisch und Silicagel moglichst nicht iiberschritten, in der Regel wurde 
ein Verhaltnis I : 200 eingehalten. 

2. Losungsmittel: Benzol depur. (Riedel-de Haen) wurde mehrfach mit konz. Schwefelsaure 
auf der Maschine ausgeschuttelt, bis die Schwefelsaure ungefarbt blieb; dann wurde mit 
Wasser, 10-proz. Natronlauge und wieder mit Wasser geschuttelt, uber CaC12 getrocknet und 
iiber eine 30-40cm hohe Fullkorperkolonne abdestilliert. 

Chloroform, DAB 6.  wurde rnit konz. Schwefelslure wie oben, mit Wasser und 2/1 Na2CO3 
ausgeschuttelt, iiber Na2S04 getrocknet und ilber P205 abdestilliert. Dann wurdees iiber A1203 
auf bewahrt. 

Ather, DAB 6 ,  wurde wie Benzol behandelt. 
n-Butanol (Riedel-de Haen) wurde durch Destillation iiber eine Fiillkorperkolonne 

Die Zusammensetzung der zum Eluieren benutzten verschiedenen Losungsmittelsysteme 

Samtliche Losungsmittelgemische wurden mit 0.5 n H2SO4 gesattigt und durch ein trockenes 

gereinigt. Sdp. I 17". 

zeigt Tab. 2. 

Faltenfilter filtriert. 

Tab. 2. Zum Eluieren der Kieselgelsaulen benutzte Losungsmittelsysteme 
-. - __ ___ 

Kennbuchst. I .  Bestandteil 2. Bestandteil in Vol. % 
- .____._. __ . - ~~ 

MC Chloroform n-Butanol 1; 3; 5 ;  7.5; 10; 15 

MB Benzol Ather 10; 20; 30 

M Ae Ather - - 

bzw. 1 ; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 10; 15 

bzw. 5 ;  10; 15; 20; 30 

3. Auftragen des i u  trennenden Sauregemisches: Bei den MC-Saulen wurde das Sauregemisch 
in tert.-Pentanol gelost, danach so vie1 Chloroform zugegeben, daD die Alkoholkonzentration 
nicht mehr als 1% betrug. Diese Losung wurde uber die Saule gegeben, anschlieljend die 
Saule mit einer Schutzschicht aus Silicagel und einem Rundfilter abgeschlossen. Bei den MB- 
und MAe-Saulen wurde die Versuchssubstanz in Ather gelost und auf eine kleine Menge 
Silicagel aufgezogen (bei 10-g-Saulen : 1 g; bei 100- g-Saulen : 5 9). Dieses Silicagel wurde mit 
dem Losungsmittelgemisch, mit dem das Eluieren beginnen sollte, auf die vorbereitete Slule 
gespillt und diese durch Schutzschicht und Rundfilter wie oben abgeschlossen. 

4. Frakfionierung: Das von den Saulen ablaufende Eluat wurde rnit einem Fraktionsschnei- 
der in jeweils gleiche Volumina getrennt. Wir benutzten vorwiegend ein von A.T.JAMEs, 
A.J. P. MARTIN und S.S. RANDALL") angegebenes Modell, das in unserem Hause angefertigt 
wurde. 

17) Biochem. J.  49,293[1951]. 
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Als Fraktionsvolumina wurden 3.5, 6 und 9ccm gewlhlt, je nach GroRe der Saule. Die 
Fraktionen bzw. aliquote Teile wurden nach Zugabe einer bestimmten Menge Methanol mit 
u / lOO methanol. KOH gegen Kresolrot titriert und entsprechend den Maxima der Titrations- 
kurven zusammengefdt, titrierte und untitrierte Anteile gesondert. Abdestillieren des Lo- 
sungsmittels. 

5. Modellversuche: Die Trennwirkung der MB-Siule fur Adipinsdure, Malonsaure, Methyl- 
malonslure und Athylmalonsaure zeigt Abbild. 1. Abbild. 2 zeigt entsprechend die Trenn- 
wirkung der MC-Saule. Die MAe-Slule trennt die kurzkettigen Dicarbonsluren nicht, sie 
wurde nur in einem Versuche zur Reinigung der Methylmalonsaure herangezogen. Methyl- 
malonslure bricht an einer 10-g-Saule bereits in den ersten 10-20 Fraktionen durch. 

I A, !%in- Melhylmolon 
Abbild. 1. Verteilungschromato- 
rrraDhie von Adioin-. Athvlmalon-. 30 % 

I 
Frakiion 50 100 150 200 250 

Fmkiion 50 100 150 200 

setzte Mengen-je 10 mg. Wiedir- 
gewonnen : Adipinslure 86.9 %; 
Athylmalonsaure 79.2 y.;; Methyl- 
malonsaure 99. I 7; ; Malonsaure 
68.2%. Ordinate : ccm 0.0108 

n KOH in Methanol. 

Abbild. 2. Verteilungschromatographie 
von khylmalon-,  Methylmalon- und 
Malonslure. Saule MC (10 g Silicagel). 
Eingesetzte Mengen je 10 mg. Wieder- 
gewonnen : Athylmalonsaure 73.9 7; ; 
Methylmalonsaure 8 I .  15  % : Malon- 
saure 96.95%. Ordinate: ccm 0.0108 

n KOH in Methanol. 

6. Pfipi~rciironiatograhie: Siehe KALBE~O). Benutzt wurden vorwiegend die dort angegebe- 
nen Losungsmittelgernische B. C und E. 

7. Forbreaktion nach Riesrerls): 50rng I .3.3-Trimethyl-indolin-2-methen-w-aldehyd wurden 
in I ccm Eisessig gelost und 5ccm Acetanhydrid zugefugt. Zu 100-200 y zu untersuchender 
Substani wurde 1 ccm von diesem Reagens gegeben. Monosubstituierte Malonsiiuren und 
Malonsaure selbst bilden bei I5 -2Ostdg. Aufbewahren bei Zimmertemperatur im ver- 
schlossenen Rohrchen (AusschluO der Luftfeuchtigkeit) einen tiefblauen Farbstoff, dessen 
UV-Spektrum ein Absorptionsmax. bei 634mp zeigt. 

8. Testsubstunzen: Oxalsaure (C,) Merck p.A., Schmp. 101". - Malonsaure (C3) Merck 
p.A., Schmp. 135". - Bernsteinsaure (C4) Merck p.A., Schmp. 185". - Glutarsaure (C,) 
Handelspraparat. aus Benzol umkrist., Schmp. 97". - Adipinsaure (c6) Merck, Schmp. 151 ". 
- Methylmalonsaure aus dem Dilthylester (Fluka, isomerenfrei), Schmp. 133". -- Athylma- 

lonsaure aus dem Dilthylester (Riedel-de Haen), Schmp. 105 - 107". 




