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ISOLIERUNG VON METHYLMALONSAURE AUS NORMALEM
MENSCHLICHEM HARN
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(Eingegangen am 28. Januar 1957)
B. Helferich zum 70. Geburtstag gewidmet

Die bisher nur im Rattenharn als normaler Bestandteil gefundene Methylmalon-
sdure konnte auch aus normalem menschlichem Harn isoliert werden.

Das spurenweise Vorkommen von Malonsdure im Harn wurde in einer fritheren
Arbeit mitgeteilt). Dieser Befund ist besonders bemerkenswert, da die Malonsédure
in vitro die Bernsteinsiuredehydrase stark hemmt2 und sich in vivo als toxisch er-
weist3.4,

E. BoyLAND und A. A. Levi9 fiel 1936 im Rattenharn — zuerst nach Fiitterung
mit Anthracen bei Arbeiten iiber den Abbau polycyclischer Verbindungen — eine
dtherlosliche Saure auf, die sich als Methylmalonsdure identifizieren lieB. Sie konnte
dann auch aus dem Harn normal gefiitterter Ratten isoliert werden, nicht jedoch aus
Menschen- und Kaninchenharn, Kiirzlich fanden M. Forses, L. A. BARNEss, H. Mo-
eKsI und P. GYORGY® sie im Harn von Ratten, denen experimentell eine Leberschidi-
gung gesetzt worden war. Nach Fiitterung von methylverzweigten Fettsdureamiden
an Hunde konnten in unserem Hause von WEITZEL und Mitarbeitern verzweigte Di-
carbonsiuren, darunter Methylmalonsdure im Harn nachgewiesen werden?. Die
Herkunft der Dicarbonsidure aus den verfiitterten verzweigten Fettsduren liegt in die-
ser Arbeit auf der Hand. Als normaler Bestandteil war die Methylmalonsiure 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 Harn Methylmalonsiure isolieren. Uber weitere Untersuchungen
zur Biologie der Methylmalonsiure wird in Kiirze an anderer Stelle berichtet werden?®),

Im Atherextrakt des Harns, aus dem BoyiLAND und LEviS) die Methyimalonsiure durch
Umkristallisieren gewannen, ist eine Vielzahl organischer Siduren zu erwarten. Das Abtrennen
einer bestimmten Sdure durch Auskristallisieren ist daher von der Art der iibrigen Bestand-
teile und den Mengenverhiltnissen abhingig. Eine von uns frither benutzte Methode zur Be-
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im Druck.



1957 Isolierung von Methylmalonsiure aus Harn 971

stimmung der Bernsteinsdure9), die auch zur lsolierung anderer Dicarbonsiduren aus dem
Harn anwendbar ist, trennt die Sduren daher durch fraktionierte Destillation ihrer Ester.
Noch kleinere Mengen sind mit chromatographischen Methoden erfaBbar. Eine papier-
chromatographische Methode!9) wurde von uns bereits in einigen Arbeiten herangezogen!,7).

Auch die Verteilungschromatographie am Kieselgel erwies sich zur Trennung organischer
Séduren als geeignet. F. A. IsHERwooD 1) wandte sie mit 0.5 n H,SOj, als stationirer Phase und
Chloroform-Butanolgemischen steigender Butanolkonzentration (10%, 20%, 35%) fur eine
Reihe Pflanzensiiuren, darunter auch kurzkettige Dicarbonsiduren an. E. KLENK und W. Bon-
GARD12) benutzten in ihrer Methode zur Trennung der Dicarbonsduren von C¢ — Cj3, aus-
gehend von V.MovLg, E.BALDWIN und R.ScARisBRICK!3), Phosphatpuffer ais stationire
Phase, fiir Siuren mit geringerer Kettenlinge das IsHERwooDsche Verfahren mit modifizierter
Butanolkonzentration (1%, 3%, 5%, 10%, 20%).

Wir haben das Gemisch der #therloslichen, petrolidtherunidslichen Sduren des un-
tersuchten Harns zunéchst nach der von IsHERwooD!!) angegebenen, von KLeEnk und
BoNGARD!2 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 Rg-Wert der Methylmalonsidure (siche
Tab. 1) zeigt. Es wurde auf zwei Wegen versucht, die Sdure priparativ rein heraus-
zuarbeiten:

I. wurde eine weitergehende Abstufung der Butanolkonzentrationen vorgenom-
men, die aber auch zu keiner einheitlichen Methylmalonsiurefraktion fiihrte. An-
schlieBende Chromatographie derselben!4’ mit Ather an Kieselsdure mit 0.5 7 H>SO4
als stationidrer 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 Rohsduregemisch zunichst mit Benzol-Athergemischen steigender
Atherkonzentration als mobiler Phase getrennt (MB). Die Fraktionen wurden papier-
chromatographisch kontrolliert; die Fraktion, bei der sich dabei Flecken mit den Rg-
Werten der Methylmalonsiure zeigten, wurde an einer Kieselgelsdule mit Chloroform-
Butanol (MC) weiter aufgetrennt.

Erneut ergab sich eine Reihe mehr oder weniger scharf abgegrenzter Fraktionen.
Eine davon enthielt Methylmalonsiure, 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 Torr bzw. durch priparative Papierchromatographie und anschlieBende Vakuum-
sublimation lieB sich ein reines Priparat mit folgenden Eigenschaften gewinnen:

Rg-Werte s. Tab. 1; Schmp. 131° (unkorr.). Die Farbreaktion nach O. RIESTER mit
1.3.3-Trimethyl-indolin-2-methen-w-aldehyd!s) war positiv. Das Infrarotspektrum
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stimmt gut mit dem der synthetischen Methylmalonsdure iiberein. Es finden sich
Banden bei 2960 cm~! (CHj-Valenzschwingung), 1460 cm-! (C —CHj-Deformations-
schwingung), 2500 —2700 ¢cm-! (OH-Valenzschwingung), 1700 cm-! (C=0-Valenz-
schwingung) und die in der Regel bei Carbonsduren beobachteten Banden bei 1420
und 1450 cm-1.

Eine kleine Menge der Substanz wurde weiterhin im verschlossenen Rohrchen ldn-
gere Zeit auf 180° erhitzt. Es trat Zersetzung ein. Papierchromatographisch zeigte
sich jetzt der Rg-Wert der Propionsiure (Tab. 1).

Tab. 1. Rs-Werte

Losungsmittelsystem % Rs-Wert*) Vergleichssubstanz**)
B 22.0 22.0 (Methylmalonsédure)
C 44.0 43.0 (Methylmalonsiure)
E 26.0 25.0 (Methylmalonsédure)
E 131.0%**) 128.0 (Propionsiure)

B: Xylol-Phenol-85-proz. Ameisensidure 7:3:1(g/g/v); C:Isoamylformiat-Wasser-98/100-proz.
Ameisensdure 11:1:2 (v/v/v); E:Isopropylalkohol-Ammoniumcarbonat-Pufferldsung (1.50#
Ammoniumcarbonat in 3.00n Ammoniak) 3:1 (v/v).

* Wanderungsstrecke bezogen auf Sebacmsaure gleich 100,
*%) jeweils auf dem gleichen Bogen mitgelaufen. **%) nach dem Erhitzen auf 1807,

Da wir auch in anderen Ansitzen immer wieder dort, wo Methylmalonsdure auf-
treten sollte, einen Hinweis fiir sie gefunden haben, halten wir ihr regelmaBiges Vor-
kommen fiir gesichert. Von den Mengen, in denen sie vorkommt, 4Bt sich nur sa-
gen, daf} sie sehr gering sind, etwa 10mal weniger als Bernsteinsiure, von der wir
friiher 2—-12 mg je Tagesmenge menschlichen Harns gefunden haben!6¢). Danach
wiirde Methylmalonsdure also in der GroBenordnung von nicht mehr als 1 mg
vom Menschen im Tag ausgeschieden werden.

Wir danken Herrn ERNST BoHN und Herrn DETLEVY LUuckMANN fiir fleiBige und verstandnis-
volle experimentelle Mitarbeit sowie der Firma Baver, Leverkusen, fiir kostenlose Uber-
lassung von Versuchsmengen Lewatit. Die Untersuchung wurde durch die Hauptverwaltung
der BERGBAU-BERUFSGENOSSENSCHAFT, Bochum, geférdert. Die Infrarotspektren verdanken
wir Herrn Dr. B. FRANCK (Gottingen).

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

20/ Harn von mehreren stoffwechselgesunden Minnern wurde i. Vak. bei 50° auf etwa !/o
eingeengt, mit Phosphorsiure bis pn 1 angesduert, durch Kieselgur filtriert und 3 Tage
mit taglich gewechseltem Ather im Kutscher-Steudel-Apparat extrahiert. Der Riickstand des
mit Nay;SO, getrockneten und filtrierten Athers (Entfernung im wiBr. Ather mitgeschleppter,
in Ather schwer- oder unléslicher Harnbestandteile) wurde in Wasser aufgenommen und {iber
einen stark basischen Anionenaustauscher gegeben (Lewatit MN; OH®-Form). Der beladene
Austauscher wurde mit einigen Litern dest. Wassers nachgewaschen und anschlieend mit
1 n (NH4)2COs3 eluiert. Dann wurde angesiduert und wie oben extrahiert. Beim Trocknen des
so gewonnenen Rohsiduregemisches i. Vak. iiber KOH wurde zugleich der grioBte Teil der

16) G. WeITzeL, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem, 282,174 (1947].
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flilchtigen Séduren entfernt. Durch erschopfendes Auskochen mit Petroliather (Sdp. 40—60°)
wurden schwerer fliichtige petrolidtherldsliche Sduren (héhere Fettsiuren, Benzoesidure) ab-
getrennt.

Chromatographie

|. Silicagel: Kieselsidure der Fa. Mallinckrodt wurde mit der stationdren Phase (7ccm 0.5n
H,S04 pro 10g) im Becherglas verriihrt, bis sie wieder einen staubtrockenen Eindruck machte,
dann mit dem Lésungsmittel, das zuerst benutzt werden sollte, in die Sdule eingeschldmmt.
Im allgemeinen war dies Chloroform mit 1% Butanol bzw. Benzol mit 5% oder 10 Ather.

Es wurden Sidulen mit einer Fiillung von 10g, 100g und 300g Silicagel benutzt, je nach der
Menge des einzusetzenden Sduregemischs. Bei der Beladung der Sdulen wurde das Verhiltnis
1:100 zwischen Sauregemisch und Silicagel moglichst nicht iiberschritten, in der Regel wurde
ein Verhiltnis 1:200 eingehalten.

2. Losungsmirtel: Benzol depur. (Riedel-de Haén) wurde mehrfach mit konz. Schwefelsidure
auf der Maschine ausgeschiittelt, bis die Schwefelsiure ungefirbt blieb; dann wurde mit
Wasser, 10-proz. Natronlauge und wieder mit Wasser geschiittelt, iiber CaCl; getrocknet und
iiber eine 30 —40cm hohe Fiillkérperkolonne abdestilliert.

Chloroform, DAB 6, wurde mit konz. Schwefelsdure wie oben, mit Wasser und 2, Na;CO3
ausgeschilttelt, iiber Na;SO4 getrocknet und itbber P05 abdestilliert. Dann wurde es iiber A1,O3
aufbewahrt.

Ather, DAB 6, wurde wie Benzol behandelt.

n-Butanol (Riedel-de Haén) wurde durch Destillation iiber eine Fiillkérperkolonne
gereinigt. Sdp. 117°.

Die Zusammensetzung der zum Eluieren benutzten verschiedenen L&sungsmittelsysteme
zeigt Tab. 2.

Samtliche Lésungsmittelgemische wurden mit 0.5 n H,SO,4 gesittigt und durch ein trockenes
Faltenfilter filtriert.

Tab. 2. Zum Eluieren der Kieselgelsdulen benutzte Ldsungsmittelsysteme

Kennbuchst. 1. Bestandteil 2. Bestandteil in Vol. ¢,
MC Chloroform n-Butanol 1;3;5;7.5;10; 15
bzw. 1;2;3;4;5;6;7;8;10; 15
MB Benzol Ather 10; 20; 30

bzw. 5:10; 15; 20; 30
MAe Ather - -

3. Auftragen des zu trennenden Sduregemisches: Bei den MC-Siulen wurde das Sduregemisch
in tert.-Pentanol gelost, danach so viel Chloroform zugegeben, daB die Alkoholkonzentration
nicht mehr als 1% betrug. Diese Ldsung wurde iiber die Sdule gegeben, anschlieBend die
Sdule mit einer Schutzschicht aus Silicagel und einem Rundfilter abgeschlossen. Bei den MB-
und MAe-Siulen wurde die Versuchssubstanz in Ather geldst und auf eine kleine Menge
Silicagel aufgezogen (bei 10-g-Sdulen: 1g; bei 100-g-Sdulen: 5g). Dieses Silicagel wurde mit
dem Ldsungsmittelgemisch, mit dem das Eluieren beginnen sollte, auf die vorbereitete Sdule
gespillt und diese durch Schutzschicht und Rundfilter wie oben abgeschlossen.

4. Fraktionierung: Das von den Siulen ablaufende Eluat wurde mit einem Fraktionsschnei-
der in jeweils gleiche Volumina getrennt. Wir benutzten vorwiegend ein von A.T.JAMES,
A.J.P. MARTIN und S.S.RANDALLI7) angegebenes Modell, das in unserem Hause angefertigt
wurde.

17) Biochem. J. 49,293[1951].



974 THoMAs und STALDER 90

Als Fraktionsvolumina wurden 3.5, 6 und 9ccm gewiihlt, je nach Grofle der Sdule. Die
Fraktionen bzw. aliquote Teile wurden nach Zugabe einer bestimmten Menge Methano! mit
n/100 methanol. KOH gegen Kresolrot titriert und entsprechend den Maxima der Titrations-
kurven zusammengefaBt, titrierte und untitrierte Anteile gesondert. Abdestillieren des Lo-
sungsmittels.

5. Modellversuche: Die Trennwirkung der MB-Siule fiir Adipinsiure, Malonsiaure, Methyl-
malonsiiure und Athylmalonsidure zeigt Abbild. 1. Abbild. 2 zeigt entsprechend die Trenn-
wirkung der MC-Siule. Die MAe-Siule trennt die kurzkettigen Dicarbonsiduren nicht, sie
wurde nur in einem Versuche zur Reinigung der Methylmalonsidure herangezogen. Methyl-
malonsdure bricht an einer 10-g-Siule bereits in den ersten 10 —20 Fraktionen durch.

Adipin- Methyimalon-

Abbild. 1. Verteilungschromato-
0% graphie von Adipin-, Athylmalon-,
Malonsaure Methylmalon- und Malonsiure.
Sidule MB (10 g Silicagel). Einge-
setzte Mengen je 10 mg. Wieder-
gewonnen : Adipinsdure 86.9%;
Athylmalonsiure 79.2%; Methyl-
malonsdure 99.1%;; Malonsdure
68.2%. Ordinate: ccm 0.0108

n KOH in Methanol.
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Athylmalon- Melonsaure

Abbild. 2. Verteilungschromatographie
von Athylmalon-, Methylmalon- und
Malonsdure. Sidule MC (10 g Silicagel).
Eingesetzte Mengen je 10 mg. Wieder-
gewonnen : Athylmalonsiure 73.9%;
Methylmalonsaure 81.15% ; Malon-
sdure 96.95%,. Ordinate: ccm 0.0108
n KOH in Methanol.
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6. Papierchromatographie: Siehe KALBE!0), Benutzt wurden vorwiegend die dort angegebe-
nen Losungsmittelgemische B, C und E.

1. Farbreaktion nach Riester!s);: 50 mg 1.3.3-Trimethyl-indolin-2-methen-w-aldehyd wurden
in fccm Eisessig geldst und 5cem Acetanhydrid zugefiigt. Zu 100 --200y zu untersuchender
Substanz wurde lcem von diesem Reagens gegeben. Monosubstituierte Malonsduren und
Malonsdure selbst bilden bei 15—20stdg. Aufbewahren bei Zimmertemperatur im ver-
schlossenen Réhrchen (AusschluB der Luftfeuchtigkeit) einen tiefblauen Farbstoff, dessen
UV-Spektrum ein Absorptionsmax. bei 634 mp. zeigt.

8. Testsubstanzen: Oxalsdure (C;) Merck p.A., Schmp. 101°. — Malonsidure (C3) Merck
p.A., Schmp. 135°. — Bernsteinsdure (C;) Merck p.A., Schmp. 185°. — Glutarsaure (Cs)
Handelsprédparat, aus Benzol umkrist., Schmp. 97°. — Adipinsédure (Cg) Merck, Schmp. 151°.
-~ Methylmalonsiure aus dem Diithylester (Fluka, isomerenfrei), Schmp. 133°. — Athyima-
lonsdure aus dem Didthylester (Riedel-de Haén), Schmp. 105 — 107°.





