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Beitrdge zur quantitativen Bestimmung der
Harnsaure, mit besonderer Berticksichtigung
der Harnsdurebestimmung im Harne

von

Dr. Adolf Jolles,

Docent am k. k. Technologischen Gewerbemuseum in Wien.

Aus dem chemisch-mikroskopischen Laboratorium von Dr. Max und Dr. Adolf
Jolles in Wien.

(Vorgelegt in der Sitzung am 16. Februar 1900.)

Die wegen ihrer Einfachheit vielfach angewendete Methode
von Heintz, welche auf der Ausfiliung der Harnsaure mit
Salzsdure beruhte, hat heute wohl nur noch ein historisches
Interesse, nachdem wir wissen, dass diese Methode ganz un-
zuverldssige Resultate liefert und bei geringen Harnsdure-
quantitdten Uberhaupt nicht anwendbar erscheint! Auch die
mafianalytischenMethodenvonJ.B.Haycraft?und F.Czapek,?
welche im wesentlichen auf der Fillung ammoniakalisch ge-
machten Harnes mit Silberldsung beruhen (nur mit dem Unter-
schiede, dass Haycraft das Silber in dem Niederschlage nach
Volhard bestimmt, widhrend Czapek den in Losung ver-
bliebenen Rest einer zum Féllen der Harnsaure verwendeten
bekannten Silbermenge titrimetrisch bestimmt), sind zur Be-
stimmung der Harnsdure im Harne nicht geeignet, nachdem
wir heute wissen, dass durch die ammoniakalische Silberlosung
aufler der Harnsdure auch die sogenannten Xanthinkorper

1 E. Salkowski, Zeitschrift fiir physiolog. Chemie, Bd. XIV, S. 31.

2 Die quantitative Bestimmung der Harnsdure im Harne, Zeitschr. fiir
phys. Chemie, Bd. 25, 1886.

3 Eine Methode zur mafanalytischen Bestimmung der Harnsiure im
Harne, von . Czapek, Zeitschr. fiir phys. Chemie, Bd. XII, S. 502.
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gefillt werden. Hingegen hat sich die urspriinglich von Sal-
kowski in Vorschlag gebrachte! und spéter von E. Ludwig
erfolgreich modificierte Methode? — welche im wesentlichen
auf der Isolierung der Harnsdure als Silber-Magnesiumsalz,
Zersetzung des Niederschlages mit Schwefelnatrium, Abfiltrie-
rung der ausgeschiedenen Harnsdure durch Glaswolle, Trocknen
und Wigen beruht — als eine exacte und verldssliche Methode
bewdhrt. - Wer jedoch Gelegenheit hatte, die Harnsdure im
Harne nach der Salkowski-Ludwig’schen Methode wiederholt
zu bestimmen, wird sicherlich mit mir darin {bereinstimmen,
dass diese Methode flir die Zwecke der Praxis zu umstédndlich
und zeitraubend ist. ,

Einfacher in der Ausfithrung ist das Verfahren von
Hopkins, nach welchem die Harnsdure aus dem geféllten
Ammonurat durch Salzsdure in Freiheit gesetzt und diese
entweder gewogen oder ihre Menge durch Titrieren mit Per-
manganat ermittelt wird. Von dieser Methode hat Hopkins?
spéter eine Abklrzung vorgeschlagen, welche darin bestelt,
dass man den Ammonuratniederschlag mit Ammonsulfatldsung
bis zur Chiorfreiheit auswischt, hierauf den Niederschlag in
heiflem Wasser und einigen Tropfen Sodalésung 16st und
auf 100 cme® auffiillt. Nach Zusatz von 20 cm?® concentrierter
Schwefelsdure wird auf 60° C. erwirmt udd mit */,, Perman-
ganatlosung titriert, bis die Rosafdrbung in einigen Secunden
verschwindet. Jeder Cubikcentimeter dieser Losung entspricht
3+75 mg Harnsdure. Dem Endresultate ist 1 mg Harnsdure fiir
je 15 cm?® der gemessenen Mutterlauge hinzuzufiigen.

Diese titrimetrische Bestimmung der Harnsdure gibt nach
den von mir durchgefiihrten Controlanalysen bei reinen Harn-
sdureldsungen sehr befriedigende Resultate. Anders gestalten
sich die Verhaltnisse bei Bestimmung der Harnsdure in Harnen,
wo ich die Harnsdure durch Titration nach Hopkins und
durch Wigen der Harnsdure nach Salkowski-Ludwig
bestimmt habe. Ich erhielt in der Regel nach Hopkins etwas

1 Virchows Archiv, 52, 58, 1871; Pfliigers Archiv, 5, 210, 1872.

2 Wiener med. Jahrbiicher, 1884, S. 597; Zeitschr. fiir analyt. Chemie,
24, 637, 1885. )

3 The Journal of Pathologie and Bacteriologie, June, 1893, p. 458.
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hohere Resultate; was aber besonders bei der Hopkins’schen
Methode auffallt, ist die Thatsache, dass bei zahlreichen,
namentlich pathologischen Harnproben das Ende der Reaction
absolut nicht sicher zu erkennen war, und in solchen Féllen
Wbersieht man sehr leicht den Endpunkt und titriert iiber. Auch
nach G.v. Ritter! erscheint die Titrierung des Ammonurats
nach Hopkins unsicher, und tiberdies gibt Ritler als Coeffi-
cienten zur Berechnung der Harnsdure aus der Permanganat-
menge nicht 3°75, sondern 3°61 mg Harnsdure an. Eine be-
achtenswerte Modification erfuhr die Hopkins'sche Methode
durch O.Folin.2 Derselbe constatierte zunéchst die Richtigkeit
des von Hopkins vorgeschlagenen Coefficienten von 3-75 mg
Harnsaure auf 1 cm® 1/20—Normalpermanganatlbsung/ und be-
stdtigte auch die vollige Unl6slichkeit des Ammonurates in
einer geséttigten Chlorammonlésung. Jedoch fand Folin, dass
durch die Hopkins'sche Correctur ein Fehler eingefiithrt wird,
da die Loslichkeit der Harnsdure in salzsdurehaltigem Wasser
grofler ist; die Correctur betréigt nicht ! mg Harnsdure auf 15 cme?
Mutterlauge, sondern 3 mg fiir Mutterlauge und Waschwasser.
Die weiteren Versuche Folins ergaben, dass die Harnsdure
im Harne auch vollkommen durch Ammoncarbonat, Ammon-
sulfat oder Ammonacetat gefdllt werden kann, wodurch der
storende Einfluss der Chloride bei der Titration mit Permanganat
aufier Betracht kommt, und das Auswaschen des Niederschlages
mit Ammonsulfat schneller erfolgt. Folin empfiehlt im wesent-
lichen folgende Methode fiir die Harnsdurebestimmung: Zusaiz
von Ammonacetat (Carbonat oder Sulfat) bis zu 10 g fiir 100 cm®
Harn, zweistlindiges Stehen und Waschen des Urates mit zehn-
procentiger Ammonsulfatldsung bis:zur Chlorfreiheit. Hierauf
wird der Niederschlag mit heiBem Wasser vom Filter gespiilt
und nach Zusatz von 15cm® concentrierter Schwefelsdure (1-84)
mit !/, -normaler Permanganatlosung titriert, unter Zufiigung
einer Correctur von ! mg zum Endresultate. Ein Mitfdllen der
Xanthinbasen — mit Ausnahme des Guanins — erscheint nach
Folin ausgeschlossen, da die Fillung bei Gegenwart von

1 Zeitschrift fir physiologische Chemie, Bd. XXI, S. 288.
2 Zeitschrift fiir physiologische Chemie, Bd. XXIV, S. 224 bis 225.
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Ammoniak geschieht, in welchem die Basen ziemlich leicht
16slich sind. Ich habe auch nach dieser Methode eine Reihe
von quantitativen Harnsdurebestimmungen durchgeftihrt, und
zwar sowohl mit reinen HarnsdurelOsungen, als auch mit der
aus verschiedenen normalen und pathologischen Harnen ab-
geschiedenen Harnsdure und bin hierbei zu dem Ergebnisse
gelangt, dass auch die Hopkins-Folin’sche Methode in vielen
pathologischen Féllen im Vergleiche zu der Ludwig-Salkowski-
schen Methode etwas zu hohe Resultate liefert. Die Ursache
dieser Differenz ist darauf zurlickzufilhren, dass einerseits der
Endpunkt der Titration in mannigfachen Fillen schwierig zu
erkennen ist, so dass ein Mehrzusatz von 1/, bis 3/, cm® einer
"f.-Permanganatlésung leicht erfolgen kann, anderseits ist es
nicht ausgeschlossen, dass bei der Abscheidung der Harnsiure
im Harne mit essigsaurem Ammon zuweilen auch geringe
Mengen anderer Harnsubstanzen mitgefallt werden, welche mit
Permanganat oxydierbar sind. Aus meinen zahlreichen ver-
gleichenden Harnsdurebestimmungen, die ich nach dieser und
der Ludwig-Salkowski'schen Methode ausgefiihrt und deren
Ergebnisse ich an anderer Stelle dieser Arbeit angefihrt habe,
geht mit Sicherheit hervor, dass zwar die Hopkins-Folin’sche
Methode bei reinen Harnsdureldsungen und bei verdiinnten
normalen Harnproben sehr befriedigende Resultate liefert, dass
jedoch in vielen — namentlich pathologischen — Fillen die
Resultate im Vergleiche zu der Ludwig-Salkowski'schen
Methode zu hoch ausfallen, so dass diese Methode nicht in
allen Fillen jene Verlasslichkeit bietet, die wir von einer exacten
Methode veriangen miissen.

Wenn wir Dberiicksichtigen, dass die Einwirkung der
Permanganatlosung auf Harnsdure nach der Hopkins- und
Folin'schen Methode keineswegs einer einfachen Oxydations-
gleichung zwischen diesen beiden Korpern entspricht, sondern
dass dieses Verhiltnis nur auf empirischem Wege ermittelt
wurde, so lag die Frage nahe, ob nicht durch Anderung der
Oxydationsbedingungen aus der Harnsidure Substanzen resul-
tieren konnen, die den Process im chemischen Sinne besser
verfolgen und die Methode auf einer verldsslicheren Basis auf-
bauen lassen kénnen. Zur Entscheidung dieser Frage habe ich
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die Einwirkung von Oxydationsmitteln auf Harnsdure einem
eingehenden Studium unterworfen, und es ist mir in der That
gelungen, eine neue Methode ausfindig zu machen, welche die
Bestimmung der Harnsidure im Harne in einfacher, exacter und
verldsslicher Weise gestattet.

Bevor ich jedoch auf diese Methode des ndheren eingehe,
gestatte ich mir zunéchst, die Ergebnisse meiner systematisch
durchgefiihrten Oxydationsversuche bekannt zu geben, da die-
selben geeignet erscheinen, einerseits eine Reihe von Angaben,
die sich in der Literatur vorfinden, richtig zu stellen, anderseits
einen Beitrag zur Kenntnis der Harnséure zu liefern.

Experimenteller Theil.

I Quantitative Bestimmung der Harnséure in reinen Harnsdurelisungen
und in diversen Harnproben nach der Hopkins-Folin’schen Methode.

a) Yersuche mit reiner Harnsaure.

Zu den nachfolgenden Versuchen beniitzte ich eine Harn-
sdure, die durch Umkrystallisieren rein erhalten worden war.
Die Harnsdure wurde durch Wasser abgeschieden, sdurefrei
gewaschen, dann mit Alkohol und Ather nachgewaschen und
bei 120° C. getrocknet. Von der so erhaltenen Sdure wurde
nun eine Ldsung von bekanntem Gehalte hergestellt, indem 4 ¢
Harnsédure unter Zusatz von etwas chemisch reiner Natron-
lauge gelost und die Losung mit destilliertem Wasser auf einen
Liter aufgeflillt wurde.

Titer der verwendeten Permanganatlésung:

Lem® KMnO, = 0-0027238 ¢ Eisen = 3-648 mg Harnsaure.

(Nach Folin ist 1 em® */,) KMnO, = 0-0028 ¢ Eisen =
375 mg Harnsiure.)

Die Versuche wurden in der Weise durchgefiihrt, dass
abgemessene Mengen der alkalischen Harnsdurelésung mit
50 em® Wasser verdiinnt, hierauf mit verdiinnter Schwefelsidure
neutralisiert, dann nach Zusatz von 15 cm® concentrierter
Schwefelsdure (spec. Gew. 1'84) mit der Permanganatlésung
vorschriftsméflig solange titriert wurden, bis ein Tropfen der
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Permanganatlgsung in der Losung eine deutliche Rothfarbung
hervorrief. Der Endpunkt der Reaction lie sich deutlich
erkennen. Bei jedem Versuche wurden zwei Titrationen aus-
gefiihrt und aus den Resultaten das Mittel gezogen. Die Resultate
waren folgende:

oo | Aot | Geonden
in Milligramm in Milligramm

1 50 50016,
2 50 ’ 50+ 122
3 50 50016
4 7% 75048
5 75 75060
6 75 757126
7 100 100-028
8 100 100 101
9 100 100 247
10 100 100035

Aus diesen Versuchen geht hervor, dass Harnsaure in
reinen Harnsaureldsungen durch Titration mit Permanganat
vollkommen quantitativ bestimmt werden kann.

b) Versuche mit normalen und pathologischen Harn-
proben.

In der nachstehenden Tabelle sind eine Reihe von Harn-
sdurebestimmungen angefiihrt, die ich nach der Ludwig-Sal-
kowski'schen Methode und nach der Folin'schen Methode in
verschiedenen Harnproben ausgefithrt habe. Die Bestimmung
der Harnsdure nach Folin geschah wie folgt:

100 em® Harn wurden mit 10 g essigsaurem Ammon ver-
setzt und dann Ammoniak tropfenweise unter Umrlhren so
lange hinzugefigt, bis der Hara einen schwach ammoniakali-
schen Geruch zeigte. Nach dreistiindigem Stehen wurde filtriert,
der Niederschlag mit einer geséttigten Losung von kohlen-
saurem Ammon chlorfrei gewaschen — was in der Regel nach
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sechs- bis achtmaligem Waschen erreicht war —, dann der
Niederschlag mit etwa auf 80° C. erwarmtem destillierten
Wasser vom Filter in ein Becherglas gespiilt, mit verdiinnter
Schwefelsaure schwach, angesiuert, mit 15 cm?® concentrierter
Schwefelsdure vom specifischen Gewichte 1-845 versetzt und
mit einer circa */,,-Permanganatldsung titriert.

Titer der Permanganatlésung:

1 em® == 0°0027239 g Eisen = 3-648 mg Harnsdure.

Es wurde nun in 20 Harnen die Harnsdure je zweimal
nach dem beschriebenen Folin’schen Verfahren und ebenso
wieder paarweise nach Ludwig-Salkowski bestimmt, und
in der nachstehenden Tabelle aus den Doppelbestimmungen
das Mittel angefiihrt.

Es wurde pro Litér Harn Harnsdure in Gramm gefunden:

H Harn-
ari- | shure in
sdure in Gramm Differenz | Differenz
Art der Harne Gramm in in
nach
nach s Gramm {Percenten
Folin | Ludwig-
Salkowski
1| Normaler Harn ........... 0-4458 0-4271 | 0+0187 419
2| Normaler Harn ........... 0:4934 | 04732 | 00202 | 409
3| Normaler concentrierter Harn ’
(spec. Gew. 1:0285) ...., 0-6059 05730 | 0°0329 543
4| Normaler concentrierter Harn
(spec. Gew. 1:029) ...... 0+5392 0-5160 | 0-0232 4-30
Normaler Harn............ 0-5618 | 0-4840 | 0°0778 | 13°85
6| Normaler verdiinnter Harn
(spec. Gew. 1-016) ...... 0-2783 0+2690 | 0°0093 3-34
7| Normaler verdinnter Harn
(spec. Gew. 1°014)....... 02548 0-2472 | 0+0076 2-99
8| Normaler verdiinnter Harn
(spec. Gew. 1'0175) ..... 0-3129 0+3059 | 0-0070 220
9] Normaler Harn............ (0-4378 0-4160 | 0-0218 4-98
10| Normaler concentrierter Harn
(spec. Gew. 1-032) ...... 0:7413 0-6858 | 0-0555 749
11| Fieberharn ............... 0-7551 0-6720 { 0-0831 | 11-00
12| Fieberharn ............... 0+6129 0-5783 | 0°0346 563
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Harn-
Hara- sdure in
sdure in G Differenz Differenz
Art der Harne Gramm ramm in in
nach
nach . Gramm {Percenten
Folin Ludwig-
Salkowski
13| Fieberharn ............... 08832 0-7828 | 0-0804 9-19
14| Eiweifiharn «............. 0-6275 0-5439 | 0-0836 | 13-32
15| Diabetikerharn ........... 0-4359 | 0-3968 | 0-0391 | §-97
16| Diabetikerharn............ 0-4454 0-3722 | 0-0732 | 16-43
17, Icterischer Harn........... 0-3502 0-3181 | 0-0321 9-17
18| Harn eines Thyphuskranken
(Diazoreaction positiv,
Spuren von Albumin und
Nucleoalbumin) ......... 06129 0-5780 | 0-0349 569
19| Harn eines Nephritikers. .. .. 04870 | 0-4695 | 0-0175 359
20| Harnnach einem Gichtanfalle | 0-7134 0-6394 | 0 0740 | 10-37

Wie aus der Tabelle hervorgeht, kommen zwar in einzelnen
Féllen die Resultate nach Folin den Etrgebnissen nach
Ludwig-Salkowski ziemlich nahe, in der Mehrzahl der
Fille jedoch fallen die Resultate nach Folin stets hther aus
als die nach Ludwig-Salkowski, und zwar ist die Differenz
um so grofier, je concentrierter der Harn ist. Wenn wir bertick-
sichtigen, dass der Verlust, welchen man bei der Ludwig-
Salkowski'schen Methode hat, nach Ludwigs eigener Angabe
nur 2°/; betrdgt, so kann das relativ erhebliche Plus an Harn-
saure, welches nach der Folin'schen Methode namentlich in
concentrierten und pathologischen Harnen gegeniiber der
Ludwig-Salkowski'schen Methode resultiert, wohl nur darauf
zuriickgefithrt werden, dass entweder der Folin’sche Harn-
séuretiter flir die aus den Harnen abgeschiedene Harnsaure
etwas zu hoch ist, oder dass durch den Zusatz des essigsauren
Ammons auch geringe Mengen anderer organischer Substanzen
mitfallen, die durch Permanganat ebenfalls oxydiert werden,

Nach Folins Untersuchungen kommen bei der Harn-
saurefillung von den Xanthinbasen weder Xanthin und Hypo-
xanthin, noch Guanin in Betracht. Nach meinen Versuchen,
auf die ich an anderer Stelle noch zuriickkommen werde, drften
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die Xanthinbasen {iberhaupt nicht das Plus an Permanganat
bedingen. Welche Harnsubstanzen den stérenden Factor beil
der titrimetrischen Harnsdurebestimmung im Harne nach Folin
bilden, ist vorldufig nicht bekannt, jedenfalls aber steht die
Thatsache fest, dass die Folin’sche Methode in Harnen in der
Regel etwas zu hohe Resultate liefert.

Der Umstand nun, dass die aus dem Harne abgeschiedene
Harnsdure nach erfolgter Oxydation mit Permanganat bis zur
Rothfarbung noch weiter oxydationsfahig erscheint, indem die
Rothfarbung in manchen Féllen nach einigen Minuten, hiufig
aber auch schon nach einer halben Minute verschwindet, welche
Erscheinung beim Erwérmen sofort eintritt, hat mich veranlasst,
die Oxydation in weitergehendem und starkerem Mafie durch-
zufithren, zu dem Zwecke, um festzustellen, ob sich nicht
das Endoxydationsproduct fiir die quantitative Harnsdure-
bestimmung geeigneter erwtisen wiirde.

Um nun bei diesen Versuchen nicht mit zu grofien Fliissig-
keitsmengen arbeiten zu miissen, wurden die weiteren Oxy-
dationsversuche nicht mit "/,-Permanganatlosung, sondern mit
einer Permanganatldsung, die im Liter 8 & KMnO, enthielt,
also mit einer circa */,-Permanganatlosung durchgefiihrt. Die
Oxydationsversuche erstreckten sich aber nicht allein auf
das Permanganat, sondern es wurden bei diesen Versuchen
auch andere Oxydationsmittel, wie Chromsdure, Wasserstoff-
superoxyd, Millon’sches Reagens herangezogen. Bei der jewei-
ligen Einwirkung von Permanganat, Kaliumbichromat, Wasser-
stoffsuperoxyd und Schwefelsdure auf Harnséure resultierte in
allen Fallen ein Korper, der mit Bromlauge relativ viel Stickstoff
entwickelte; auch nach Zusatz von Millon’schem Reagens zu
dem Oxydationsproducte trat eine deutliche N-Entwicklung
auf. Um nun die Stickstoffentwicklung quantitativ zu verfolgen,
wurden eine Reihe von Versuchen mit Hilfe des Harnstoff-
apparates von Hifner durchgefithrt. Der Vorgang bei den
diesbeztiglichen Versuchen war folgender:

Oxydationsversuche mit Permanganat.

Eine alkalische Harnsaurelésung von bekanntem Gehalte
an Harnsdure wurde mit Schwefelsdure angesduert und mit
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einem Uberschusse an Permanganatldsung in der Kochhitze
oxydiert.. Die Oxydation wurde als beendet angesehen, sobald
nach 10 bis. 12 Minuten langem Kochen der letzte Permanganat-
zusatz verschwand, in welchem Falle die Fliissigkeit voll-
kommen Kklar, d. h. frei von unoxydierter Harnsaure erscheint.
Zu den Versuchen diente eine vollkommen chemisch reine
Harnsaure, deren N-Gehalt 33-33%/, N betrug.

Versuch 1. 50 ew’ einer alkalischen Harnsédureldsung
enthielten 0' 1494 g Harnsaure. Die verwendete Harnséure, be-
zogen von einer hiesigen chemischen Fabrik, enthielt 33:33%/, N
(Mittel von drei Analysen). Diese Ldsung wurde in oben an-
gegebener Weise oxydiert, dann auf 100 cm® aufgefiillt und die
N-Bestimmung im Hifner'schen Apparate durchgefiihrt. Der
von mir beniitzte Hiifnersche Apparat fasste genau 7218 cme®;
demzufolge entsprechen 7-218 cm® des Oxydationsproductes
001078 g Harnséure = 0-003577 g N; gefunden wurden
3+0 cm® N bei 735 mm Barometerstand und 13° C.

Das N-Volumen — auf 0° und 760 mm Barometerstand
reduciert — betrdgt 2°82 em® N, entsprechend 3-4419 mg
Stickstoff.

Vorausgesetzt, dass bei der in der beschriebenen Weise
durchgefithrten Oxydation der Harnsdure Kkein N-Verlust
stattfindet, entsprechen 7:218 cm® der Oxydationsflissigkeit
0-01078 ¢ urspriinglicher Harnsdure. Nun sind volumetrisch
352793 mg N, oder auf N in der Harnsdure umgerechnet
32+739/, N, statt 33-33%/, gefunden worden.

Versuch 2. Derselbe Versuch wiederholt ergab: 31 cm® N
oder auf N in der Harnsdure umgerechnet:

33729/, N.

Aus diesen Versuchen darf wohl der Schluss gezogen
werden, dass thatsdchlich der gesammte N der verwendeten
Harnsdure wiedergefunden wird, denn das geringe Plus oder
Minus an N, welches aus den bei den beiden Versuchen
erhaltenen Zahlen ersichtlich ist, 14sst sich wohl nur darauf
zuriickfiihren, dass erstens bei einem so kleinen Volumen ein
geringer Fehler in der Ablesung einen — in Procenten aus-
gedriickt — relativ erhdbten Fehler bedingt, und dass zweitens
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nach Einwirkung von Bromlauge auf das saure Oxydations-
product ein flockiger Niederschlag von Manganoxydulhydrat
ausféllt, der in das Endiometerrohr theilweise aufsteigt  und
die absolut correcte Ablesung verhindert.

Oxydationsversuche mit Kaliumbichromat.

Ich habe die Oxydatidnsversuche mit 'Kaliumbichromat
und Schwefelsiure in analoger Weise durchgefiihrt, wie die
Versuche mit Permanganat, hierauf den N des Endoxydations-
productes mittels des Hiifner'schen Apparateskbestimmt und
lasse aus meinen diesbeziiglichen Versuchen eine Beleganalyse
folgen.

Versuch 1. 50 cws® einer alkalischen Harnsaureldsung;
entsprechend 0°1494 ¢ Harns#ure, wurden mit Bichromat und
Schwefelsdure -oxydiert, das Oxydationsproduct auf -100 cme®
aufgefﬁllt und der N mit Bromlauge bestimmt.

~ Abgelesen wurden 3:05 cm® N (bei Reduction des Baro-
meterstandes auf 760 mm und 0° () Aus diesem _Ergebnisse
berechnet sich ein N-Gehalt von 33- 239/ N in der zur Oxy-
dation verwendeten Hamsaure

Somit gefunden .......... 33-23Y/, \I“
Vorhanden . ....... e .33-33%; N

Wenngleich  die ‘Oxydationsversuche mit Bichromat und
Schwefelsdure zu -dem gleichen Ergebnisse fiihren, wie ‘die
analogen Versuche mit Permanganat, so habe ich doch die
Versuche mit doppeltchromsaurem Kali nicht weiter, fortgesetzt,
weil der Endpunkt der Oxydation sch\merxger zu erkennen ist
als bei den Oxydatlonsversuchen mit Permanganat. Man muss
bei Verwendung von Bichromat viel ldnger kochen und eine
weit grofere Menge an Oxydationsmitteln von vorneherein
zusetzen, um sicher zu sein, dass die Oxydation der Harn-
sdure beendet ist, weil eben ein sicherer Indicator fehlt; um
den Endverlauf des Processes so beurtheilen zu kénnen wie
bei der Verwendung von Permanganat.

Oxydationsversuche mit Wavsserstoﬂ"superoxyd.‘

Diese Versuche wurden aus dem Grunde nicht weiter -in
Betracht gezogen, weil nach der Oxydation mit H,0, in saurer
Chemie-Heft Nr. 4. : 24
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Losung der Uberschuss an Wasserstoffsuperoxyd ohnehin mit
Permanganat hétte entfernt werden missen, da sonst durch
die Einwirkung von Bromlauge auf das in Uberschuss vor-
handene Wasserstoffsuperoxyd eine Gasentwicklung auftreten
wiirde, die die N-Bestimmung unbrauchbar gemacht hitte.
Durch den Zusatz von Permanganat aber wire és schwierig
gewesen, zu beurtheilen, ob die vollstdndige Oxydation der
Harnsdure nur auf Rechnung des Wasserstoffsuperoxyds zu
setzen ist; oder ob auch der nachtrigliche Zusatz von Per-
manganat an der Oxydation der Harnsdure betheiligt sei.

Uberdies gestattet auch das H,0, nicht, den Endverlauf
des Processes so zu beurtheilen, wie es bei Verwendung von
Permanganat der Fall ist.

Oxydationsversuche mit Millon’schem Reagens.

Die analogen Versuche mit Millon’schem Reagens ergaben,
dass nicht der gesammte N des Harns#uremoleciils bei gewdhn-
licher Temperatur entwickelt wird.

Fassen wir die Ergebnisse der durchgefiihrten Oxydations-
versuche zusammen, so resultiert, dass die Oxydation der
Harns#ure in saurer Lésung mit Permanganat sich fiir die vor-
liegenden Zwecke am glnstigsten erwiesen hat, und wurden
daher alle nachfolgenden Versuche, welche die volumetrische
Bestimmung der Harnsdure zum Gegenstande haben, nur mit
Permanganat durchgefiihrt.

Uber den Verlauf der Reaction bei Einwirkung von
Permanganat auf Harnsidure.

Bevor ich an die Ausarbeitung des Oxydationsverfahrens
zur quantitativen volumetrischen Bestimmung der Harnsédure
herangetreten bin, habe ich zunéchst versucht, den Verlauf des
Oxydationsprocesses festzustellen.

Zur Entscheidung der Frage, ob bei der Oxydation der
Harnsdure mit Permanganat irgend welche N-Verbindungen
entweichen, habe ich zunichst reine Harnsdurel0sungen von
bestimmtem N-Gehalte in der beschriebenen Weise mit Per-
manganat oxydiert und den N im Oxydationsproducte bestimmt.
Ieh erlaube mir, einen solchen Versuch anzufihren:
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0-5076 g Harnsdure wurden mit Wasser aufgeschlammt,
mit 10 em® concentrierter Schwefelsdure versetzt, hierauf mit
concentrierter Permanganatldsung unter Erwédrmen so lange
oxydiert, bis der letzte Permanganatzusatz nach circa 10 Minuten
langem Kochen verschwunden ist.

Hierauf wurde die Fliissigkeit etwas eingeengt, mit einem
Tropfen Quecksilber und 10 em® concentrierter Schwefelséure
versetzt und nach circa zweistliindigem Kochen der N-Gehalt
nach Kjeldah! in bekannter Weise bestimmt,

In der oxydierten Harnsdure gefunden ......... 33-22% N
Der N-Gehalt der reinen Harnséure betragt ...... 33:339%, N.

Hieraus geht also hervor, dass bei der Oxydation der
Harnsdure mit Permanganat in saurer Losung ein N-Veriust
nicht erfolgt. In der Annahme, dass bei dem in Rede stehen-
den Oxydationsprocesse sich moglicherweise schwefelsaures
Ammon bilden kdnne, zumal in der Literatur sich Angaben
finden, welche diese Ansicht hervorrufen konnten, habe ich
versucht, in dem Endoxydationsproducte etwa vorhandenes
schwefelsaures Ammon durch Destillation mit Lauge quantitativ
zu bestimmen. Die durchgeflihrten Versuche ergaben zwar,
dass bei der Destillation des Endoxydationsproductes der Harn-
sdure mit Lauge sich thatsdchlich etwas Ammoniak entwickelt,
jedoch lange nicht in der Menge, als dem N-Gehalte der Harn-
sdure entsprechen wiirde. Ich lasse nachfolgend die Ergebnisse
eines derartigen Versuches folgen:

50 cm® von einem Harnsdure - Oxydationsproducte, ent-
sprechend ‘0-3314 g Harnsdure, wurden mit 50 cm® Lauge
versetzt, destilliert, und das Destillat in titrierter Schwefelsdure
aufgefangen. Die vorgelegten Cubikcentimeter Schwefelsdure
entsprachen

9+31 em” Lauge und
1 om?® Lauge == 0025708 g KOH.

Zurlicktitriert wurden .. ... ..., 7°02 em® Kalilauge
Bei einem zweiten Versuche ............ 723 em® >

» > dritten P e e 781 cwm® »

» > vierten P et 748 cm® >
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~km Mittel: 737 om® Kalilauge. Somit wurden 9-31 minus
737 =194 cm® Kalilauge, respective die dieser Menge ent-
sprechende Sauremenge zur Bindung des Ammoniaks ver-
braucht. Nun entsprechen: ["94 cm® Kalilauge = 0-04987 ¢
KOH=0-01247 g N; diese Stickstoffmenge ist aber nur 3-74%,
der Harnsdure == circa -11%/, des Stickstoffs. Nachdem in der
Harnsdure 33°33%, N enthalten-ist, so ist thatsdchlich nur ein
sehr kleiner Theil der Harns&ure; circa ein Neuntel des Stick-
stoffs, in Ammoniak dibergefithrt worden.

- Erwahnenswert erscheint hierbei die Thatsache, dass man
bei Einbaltung gleicher Bedingungen in Bezug auf Kochdauer
und Zusatz von Lauge, respective Concentration der Losung
fiir ein und -dieselbe Menge des Endoxydationsproductes der
Harnsdure ‘nahezu die gleichen N-Mengen im Destillate findet.

= Die obigen Destillationsversuche wurden. natiirlich — da
es sieh fir mich um «die Bestimmung des'Ammoniaks- in- dem
vorhandenen schwefelsauren Ammoniak-handelte — genau in
der Weise durchgeflihtt, wie es bei der Kjeldahl’schen Methode
iiblich ist. Wurde jedoch der Riickstand neuerdings mit destil-
liertem Wasser verdinnt und gekocht, so entwickelte sich
wiederum Ammoniak. Sobald der Inhalt des Kolbens eine fiir
weiteres ‘Kochen zu ‘heohe Concentration. -erreicht hat, wurde
dbermals mit Wasser verdiinnt und. gekocht, wobei wiederum
Ammoniakentwicklung auftrat. Diese Manipulation wurde nun
so-oft - ‘wiederholt, bis keine Spur von Ammoniak mehr wahr-
genommen werden Konnte, was flir die in Verwendung. ge-
nommene  HarnsAuremenge, respeéctive "deren “entsprechendes
Oxydatiotisproduct: nach :circa 13- bis- 14stiindigem- Kochen
eingetreten ist. Alsdann konnte in dem Riickstande keine Spur
von N mehr nachgewiesen werden. Die langsame und ziemlich
gleichmiBige Abspaltung von Ammoniak bei den Destiilationien
lasst darauf schliefen, dass das Ammoniak eben erst wahrend
der Destillation durch die EinWirkUng der'Lauge auf den Harn-
stoff entsteht.
. /NH2
O wa, +2KOH = K,CO,+2NH,.
Aus den angefithrten Versuchen geht zunéchst die That-
sache hervor, dass bei der Oxydation der Harnsdure in saurer
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Lésung mit Permanganat von einer quantitativen Bildung von
schwefelsaurem Ammon nicht die Rede sein‘kénne; nachdem
bei der iblichen Destillation nur.11-3%, N des Harnsdure-N
gefunden wurden. Des weiteren zeigen die Versuche, dass der
N des Endoxydationsproductes der Harnsdure quantitativ in
Ammoniak —. bei Einhaltung bestimmter Bedingungen —
tbergefiihrt werden kann. Letztere Methode hat aber nur ein
theoretisches Interesse, nachdem die zur vollstindigen Uber-
fihrung in Ammoniak erforderliche Zeit eine relativ sehr grofie
ist, ganz abgeschen von der sonstigen Umstédndlichkeit des
Verfahrens. |

Die Thatsache, dass bei der Oxydation der Harnsdure in
saurer Losung mit Permanganat kein schwefelsatires Ammon
entsteht, wurde auch dadurch' erwiesen, dass zu dem unter
Kiihiung alkalisch gemachten und filtrierten Oxydationsproducte
Nessler'sches Reagens hinzugefligt wurde. Hierbei entstand
keine fiir Ammoniak charakteristische Fidrbung, respective -
Niederschlag, sondern es ‘konnte nur das Auftreten eines
hellgelben Niederschlages beobachtet werden, wie solcher nach
Zusatz von Nessler'schem Reagens zu einer Harastofflosung
entsteht. Letztere Beobachtung steht zwar im Widerspruche
mit den in der Literatur gemachten Amgaben, dass Harnstoff in
saurer Losung durch Permanganat unter Bildung' von Kohlen-
sdure, Ammoniak und Stickstoff zersetzt wird;! einschligige
Versuche ergaben jedoch die Unrichtigkeit dieser Angaben,
indem eine mit Schwefelsdure angesiuerte Harnstofflésung
selbst beim Kochen durch Permanganat nicht oxydiert wird.
Wurde ein Theil des Oxydationsproductes -der Harnsdure mit
zwei bis' drei Tropfeni Furfurol und etwas Salzsdure versetzt,
so trat nach finf bis zehn Minuten eine deutliche Violettfirbung
auf, weiche Reaction bei einer mit Schwefelsaure angesiuerten
Harnstoff!ésung in gleicher Weise verlduft. Des weiteren wurde
zur Feststellung der Identitdt des Endoxydationsproductes ein
Theil desselben mit salzsaurem Phenylhydrazin versetzt, zwei
Stunden auf  dem Wasserbade erwidrmt und auskrystallisieren
gelassen. Gleichzeitig wurde -ein Parallelversuch - mit. -einer

! Béachamp, Jahresh. fiir Chemie, 1856, 696.
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Harnstofflosung von entsprechendem Gehalte an Harnstoff,
schwefelsaurem Mangan und freier Schwefelsdure durchgefiihrt,
indem diese Losung nach Zusatz von Phenylhydrazin ebenfalls
2 Stunden am Wasserbade gekocht und erkalten gelassen
wurde. Die ausgeschiedegen Krystalle zeigten in beiden Féllen
die gleiche Krystallform wie Phenylsemicarbazid und ergaben
einen Schmelzpunkt, der zwischen 172 bis 173° C. lag. Nunmehr
wurde ein anderer Theil des Endoxydationsproductes mit dem
gleichen Volumen 96procentigen Alkohols versetzt, nach zwei-
stiindigem Stehen von der Hauptmenge des abgeschiedenen
schwefelsauren Manganoxyduls abfiltriert, die freie Schwefel-
sdure, sowie der Rest der vorhandenen Sulfate mit Chlorbaryum
gefallt, abfiltriert, das Filtrat auf ein kleines Volumen ein-
gedampft, mit etwas concentrierter Salpetersdure versetzt, einige
Minuten erwdrmt und dann stehen gelassen. Nach mehrstiin-
digem Stehen fielen Krystalle aus, die sich als identisch mit
denen des salpetersauren Harnstoffes erwiesen.

Aus den obigen Versuchsergebnissen geht zweifellos
hervor, dass das Endoxydationsproduct aus Harnstoff besteht,
und war ich nunmehr bemiiht, den quantitativen Verlauf des
Processes festzustellen. Zu dieséem Zwecke wurden genau
abgewogene Harnsduremengen in der bereits beschriebenen
Weise oxydiert, nach beendeter Oxydation concentrierte Lauge
portionenweise hinzugefiigt, wobei man nach jedesmaligem
Zusatze der Lauge das Gefd behufs Abkilihlung in ein Becher-
glas mit kaltem Wasser stellt. Zum Schlusse setzt man einen
geringen Uberschuss an Lauge hinzu, was mit Lackmuspapier
leicht zu constatieren ist. In dem alkalischen Oxydations-
producte wurde nun der Harnstoff mit Bromlauge volumetrisch
bestimmt. Da der Hiifner'sche Apparat aus den bereits an-
gegebenen Griinden sich fir die N-Bestimmungen im vor-
liegenden Falle nicht eignet, habe ich zu diesen Versuchen den
Knop'schen Azotometer herangezogen. Einige Vorversuche mit
diesem Apparate machten jedoch die Verwendung eines in
mehreren Punkten modificierten Apparates nothwendig.  Zu-
nachst musste ein Schiittelgefaf von bedeutend grofierem
Volumen (circa 3C0 cm®), ebenso ein grofieres Gefdl zur Auf-
nahme der Bromlauge (circa 50 cm’) verwendet werden. Des
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weiteren habe ich auf den Hals des Schiittelgefifies einen
doppelt durchbohrten Stopfen derart anbringen lassen, dass
der Stopfen etwa nur zur Hélfte in den Hals hineinragt; durch
jede der beiden seitlich angebrachten Bohrungen geht ein
Glasrohr, deren Enden entsprechend aufgebogen sind. Diese
Einrichtung bezweckt, dass beim Schitteln keine Fliissigkeit in
die Glasrdhre, respective in den Verbindungsschlauch gelangt.
Das obere Ende des einen Rohres ist mit einem kurzen Schlauche
und gut schlieBendem Quetschhahne versehen, um den beim
Schliefien des Stoppels entstehenden Uberdruck ausgleichen zu
konnen; das andere Rohr ist mittels eines dichten Schlauches
mit dem MaSBrohre verbunden. Die beiden MaBréhren sind an
einem Wandgestelle derart angebracht, dass sie behufs even-
tueller Reinigung herausgenommen, doch jederzeit in die
urspriingliche Lage genau zurilickgebracht werden kénnen. Zur
genauen Ablesung sind beide Réhren in 3/, em® getheilt, derart,
dass je zwei entsprechende Theilstriche in einer Horizontal-
linie liegen; (iberdies ist der Hintergrund der Réhren matt
gedtzt. Ferner ist an dem Apparate ein Thermometer, sowie
ein Aneroidbarometer fir Ablesungen zwischen 730 bis 760 mm
angebracht. Im {ibrigen ist die Arbeitsweise mit diesem Apparate*
die gleiche, wie mit dem Knop-Wagner'schen Azotometer.

Quantitative Bestimmungen mit reiner Harnsiure.

Zu den vorliegenden Versuchen diente eine voltkommen
chemisch reine Harnsdure, deren N-Gehalt 33+33°%, betrug.

Versuch 1. 4-2978 g Harnsdure wurden in Wasser auf-
geschlammt, mit 60 cm’® Schwefelsdure (Dichte 1-4) angesiuert,
hierauf mit einer concentrierten Permanganatiésung (8 ¢ KMn O .
pro Liter) oxydiert, und zwar derart, dass jedesmal circa 5 cws?
KMnO,-L6sung hinzugefiigt wurden, bis der letzte Perman-
ganatzusatz innerhalb viertelstiindigem Kochen nicht mehr
verschwand. Alsdann ist die Oxydation als beendet anzusehen,
und man ldsst hierauf einige Tropfen einer verdiinnten Oxal-
saureldsung (circa /) unter Umriihren so lange zuflieBen, bis

T Der Apparat wird von dem optisch-mechanischen Institute von Karl
Reichert in Wien hergestellt.
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die Lésung entfarbt ist oder-eventuell einen schwachen réth-
lichen Stich noch zeigt. Das Oxydationsproduct wurde hierauf
in einen Literkolben gespllt, dann portionenweise concentrierte
N-freie. Lauge hinzugefliigt; nach jedesmaligem Zusatze von
etwas Lauge gekiihlt, zum Schlusse alkalisch gemacht und
hierauf mit destilliertem Wasser bis zur Marke aufgefiillt und
gut durchgeschiittelt. Von dieser Losung wurden verschiedene
Quantitdten zur N-Bestimmung entnommen und-iiberdies zur
Controle zweimal in je 100 cm® der Harnstoff quantitativ' als
oxalsaurer Harnstoff nach der von Prof. Gottlieb (»Uber die
qualitative Bestimmung des Harnstoffes in den Geweben etc.<,
Archiv fir exp. Path. und Pharmakolog., XLII, 238) und spiter
von Freund und Topfer (»Uber eine neue Methode der Harn-
stoffbestimmung im Harne«, Wiener klinische Rundschau, S.371,
1899) vorgeschiagenen Methode bestimmt. '

Zu den N-Bestimmungen wurden entnommen (bei 20° C.
und. 754 mm B.):

a) 20 em® der Losung lieferten 25°2 cm® N,

B) 25 cm® > > > 315w’ N,
¢) 40 ém® > > » 508 cm® N,
d) 20 cm® » » » 25-3 cm’ N,
6) 20 cm® > » » . 252 cm® N.

Aus obigen Bestimmungen berechnet ‘sich fiir 20 cue® des
Oxydationsproductes im Mittel 252 cm® bei 20° C. und
754 mm. B.

Auf.0° und 760 mm B. reduciert, resultieren

2278 cm® N = 28-49994 mg N.

(1 cmwm® N bei 0° C. und 760 meme B. = 1- 25104 mg NI)

Nun enthalten 20 cm® des Oxydationsproductes 0085956 g
Harnsiure, somit sind in 0:085956 ¢ Harnsdure gefunden
worden: 002849994 ¢ N, also in -

100 g Harnsdure — 3315 ¢ N.

Thatsédchlich vorhanden sind 33339, N, somit betrdgt die
Differenz_Q'ISO/o, d. h. es wird thatsachlich nach dem beschrie-
benen Oxydationsverfahren der gesammte. N wiedergefunden,
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da die minimale Differenz nur auf einen geringen Ablesungs-
fehler zurtickzufthren ist. Zu den Harnstoffbestimmungen
wurden zweimal je 100 cm® des alkalisch gemachten Oxy-
dationsproductes entnommen, und die quantitative Uberfiihrung
des Harnstoffes in oxalsauren Harnstoff im wesentlichen wie
folgt durchgefiihrt:

100 cms® wurden mit verdiinnter Schwefelsdure schwach
angesduert, eingeengt, mit dem gleichen Volumen 95percen-
tigen Alkohols versetzt, nach circa 12 Situnden die abgeschie-
denen Salze. filtriert, mit Alkohol harnstoffrei gewaschen
(Priifung mit Furfurol und HCI), der Alkohol auf dem Wasser-
bade abgedunstet, und der Riickstand mit einer gesittigten
dtherischen Oxalséurelosung versetzt. Nach 12 stiindigem Stehen
wurde filtriert, mit Ather oxalsdurefrei gewaschen und in dem
Riickstande von oxalsaurem Harnstoff der N nach Kjeldah!
bestimmt.

Gefunden ...................0°01434 ¢ N,
angewendet ............. ... 0-4298 g Harnsaure,
gefundener N in Procenten..... 33-35Y%,,

berechnet N » > 33339,

Versuch 1. 3-2460 g Harnsdure wurden in gleicher
Weise oxydiert, und das Oxydationsproduct auf 500 cu® auf-
gefiillt. Es ergaben (bei 18-5° C. und 744 nim B.):

13-4 cw® der Losung 25 cm® N,

20+1 cm3 » » 378 em? N,
67 cm® » » 12-62 cm® N,
13-4 cem’ » > 25-21 cm’ N,
134 cm’® » » 2519 cm® N.

Im Mittel lieferten 13-4 cm® der Losung 25208 cus® N bei
18-5° C. und 744 mm B. oder, auf 0° und 760 mm B. reduciert,
23144 em® N = 28-9541 mg N. Nun enthalten 13-4 cmt der
Losung 0-086992 g Harnséure; es ergeben somit 0-086992 g
Harnsdure 0-0289541 mg N, d.i. 33289/, statt 33-339/,.

Nach diesen Versuchen ist es zweifellos, dass die Harn-
siure bei der Oxydation mit Permanganat in der von mir
angegebenen Weise quantitativ in Harnstoff Ubergefiihrt wird
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und dieser auf volumetrischem Wege genau bestimmt werden
kann. :

Der hiebei stattfindende Oxydationsprocess besteht in
einer gleichzeitigen Einlagerung von Wasser und einer oxy-
dativen Zerstérung des Complexes der drei mittleren Kohlen-
stoffatome. Versucht man, sich den Verlauf nacheinander vor-
zustellen, so muss man zuerst die Bildung von Harnstoff und
dem hypothetischen CO=C(OH)—COOH annehmen, welch
letzterer dann sogleich zu Kohlensaure weiter oxydiert wird.

Das Endergebnis der Oxydation 14sst sich durch folgende
Gleichung ausdriicken:

NH—C—NH N,
/ !  CO-30+-2H;0 = 2.CO +3CO0,,.
co C—NH "\ NH,
N |
N\ NH—CO

Bei der Einfachheit und Exactheit der Methode war es
nun naheliegend, die Brauchbarkeit derselben fiir die Bestim-
mung der Harnsdure im Harne einer eingehenden Priifung zu
unterziehen.

Vorerst wurden eine Reihe von Versuchen angestellt, um
festzustellen, welches Verfahren am geeignetsten sei, die Harn-
siure aus dem Harne moglichst rein, also auch frei von Xanthin-
basen zur Abscheidung zu bringen.

In erster Linie habe ich, gestiitzt auf die Angaben von
Byasson?® und Gellmuyden? versucht, die Harnsdure als
Barytsalz zu fillen, um womdglich die Ausfillung der Harn-
sdure aus Harnen mit Ammonsalzen zu umgehen. Nach Gell-
muyden erhidlt man mit reiner Harnsdure durch Fillen mit
Chlorbaryum gute Resultate. Um mich hievon zu Uberzeugen,
habe ich eine Reihe von Controlbestimmungen durchgefiihrt,
und gestatte mir, nachstehend eine Beleganalyse anzufiihren:

01287 g Harnsdure wurden in einem Uberschusse von
Lauge gelost, hierauf die. Harnsdure mit einem Uberschusse
von Chlorbaryum gefillt, nach vierstiindigem Stehen filtriert,

1 Byasson, Journal de pharm. et de chimie, 6, 20, 1882,
2 Gellmuyden, Zeitschr. fiir analyt. Chemie, 81, 166, 1892,
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mit verdiinnter Chlorbaryumldsung so lange gewaschen, bis
das Filtrat alkalifrei war. Hierauf wurde der Niederschlag in
ein Becherglas gespritzt, mit concentrierter Schwefelsdure an-
gesauert und mit circa "/,; KMnO,-Losung titriert. Es wurden
32-95 cm® KMn O,-Lésung verbraucht.

Titer der Permanganatlosung:

| em’® = 3-7225 mg Harnséure.

Es resultieren also nach dem Ergebnisse der Titration
0-111266 ¢ Harnsdure, somit sind also 0-01733 ¢ Harnsdure
zu wenig gefunden worden. Thatsdchlich reagiert auch das
mit Schwefelsdure angeséduerte Filtrat noch auf Permanganat,
was darauf zurlickzufiihren ist, dass entweder etwas Harn-
sdure in Losung geht oder durch Chlorbaryum nicht vollkommen
ausgefillt wird. Jedenfalls fallt das Chlorbaryum die Harn-
sdure selbst aus reinen Harnsadurel6sungen nicht vollkommen
quantitativ aus. Weit unglinstiger sind die einschliagigen Ver-
suche bei der Bestimmung der Harnsdure im Harne, wie
beispielsweise folgender Versuch zeigt:

100 em® eines neutralisierten Harnes wurden mit 5 cme®
zehnprocentiger Chlorbaryumldsung versetzt, der Niederschlag
filtriert, mit verdiinnter Chlorbaryumlésung gewaschen, hierauf
in ein Becherglas gespritzt, mit Schwefelsdure angesiuert, mit
Permanganatlosung oxydiert, und der Stickstoff in der an-
gegebenen Weise volumetrisch bestimmt.

Es wurden nur 2 cm® N gefunden.

Von demselben Harne (je 100 cm®) wurde die Harnsdure
nach Folin bestimmt und Uiberdies in einer zweiten Probe die
Harnsdure nach Folin abgeschieden und der N volumetrisch
bestimmt. Es resultierten folgende Zahlen:

Harnsdure nach Folin 0-4934 ¢ pro Liter Harn.

Harnsdure volumetrisch 13:6 cm® N bei 18° C. und
740 mm B., entsprechend 0-4643 ¢ Harnsdure pro Liter Harn.

Aus den Versuchen geht hervor, dass Chlorbaryum die
Harnsdure aus Harnen nur in minimalen Mengen fillt, und
thatsachlich konnte im Filtrate des Chlorbaryumniederschlages
Harnsdure durch Zusatz von essigsaurem Ammon nach circa
24 stlindigem Stehen quantitativ bestimmt werden. Nun ist
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zwar Gellmuyden bei der Fdllung der Hatnsdure in Harnen
mit:Chlorbaryum ebenfalls zu nicht ganz befriedigenden Ergeb-
nissen gelangt,” aber wahrend ich nur Bruchtheile der Harn-
saure wiederfinde, sind die Differenzen zwischen der gefundenen
und thatséchlich vorhandenen Harnsdure geradezu als minimal
gegenliber meinen Ergebnissen zu bezeichiien. DieUrsache
dieser grofilen Differenzen dﬁrfte darauf zurlickzufiihren sein,
dass Gellmuyden den N in dem Chlorbaryumniederschlage
bestimmt und hieraus die Harnsiure berechnet hat, wahrend
ichr den nach erfolgter Oxydation des Chlorbaryumniederschlages
resultierenden. N volumetrisch bestimmt habe. Es ‘ist nun
zweifellos, "dass Chlorbaryum auBer -Harnsduré noch andere
N-hdltige Substanzen fallt,- welche Thatsache auch dadurch
festgestellt erscheint, dass bei der Titration des ausgewaschenen
Chlorbaryumniederschlages mit Permanganat weit mehr Per-
manganat verbraucht wird, als fiir die aus derselben Harnmenge
mit-essigsaurem Ammon nach Folin abgeschiedene Harnsiure.
Wenn man nun erwdgt, dass die volumetrische Bestimmung
der Harnsaure im Chlorbaryumniederschlage nur sehr wenig
Harnsidure ergibt, dass ‘aus  dem Filtrate des Chlorbaryum-
niederschlages die Harnsdure mit essigsaurem Ammon quanti-
tativ ‘ausfillt, dass ferner der Chlorbarymniederschlag einen
relativ hohen Oxydationswert zeigt-und dass endlich Gell-
rriuyden unvergleichlich mehr Stickstoff findet, als auf volu-
metrischem Wege resultiert, so liegt die Annahme nahe, dass
durch den Zusatz von Chlorbaryum zu Harnen auch andere
organische, insbesondere: N-Substanzen ausfallen, die, zum
Unterschiede von der Harnsdure, sich nicht durch Oxydation
in Harnstoff iiberfiihren lassen.’

Meine weiteren Versuche ersireckten ‘sich auf die  Ab-
scheidung der Harnséure mittelst Chlorammon ‘und schwefel-
saurem Ammon in verschiedenen Harnproben. Die Resultate
waren jedoch nicht gleichmafig befriedigende. Hingegen “hat
sich das voii Folin in Vorschlag gebrachte essigsaure Ammon
in jeder Hinsicht bew#hrt, da einerseits die in Harnen haupt-
sdchlich in-Betracht kommenden Xadnthinbasen nicht gefillt,
anderseits Elweifi und Zucker die Féllung ‘der Harnsaure ‘gar
nicht beeinflussen. Uberdies ist nach dem Versetzen des Harnes
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mit ressigsaurem Ammon - die Harnsiure in der Regel nach
21/, stiindigem Stehen vollkommen abgeschieden.

Ich gestatte mir. nunmehr auf Grund zahlreicher ver-
gleichender Versuche, die volumetrische Bestimmung der Harn-
sdure in folgender Ausfithrung zu empfehlen:

Es werden — je nach der Concentration des Harnes —
50 bis 200 ems® Harn zur Bestimmung der Harnsédure verwendet.
Die Methode' gestattet auch schon in 50 cm® Harn, den Gehalt
an Harnsdure genau quantitativ. festzustellen, jedoch empfiehlt
es.sich, bei stark verdlinnten Harnen 100 bis 200 cue® Harn fiir
die’Bestimmung zu verwenden. Der Harn soll klar -sein, daher
missen Urate durch Erwidrmen in Losung gebracht, etwaige
sonstige 'suspendierte. Bestandtheile - durch Filtration entfernt
werden. Je nach der verwendeten Harnmenge setzt man 5 bis
20 g festes essigsaures Ammon- hinzu, rihrt mit einem Glas-
stabe bei Zimmertemperatur so lange um, bis sich das essig-
saure Ammon. geldst hat, was in der Regel in wenigen Minuten
erfolgt: Hierauf fligt .man zu dem Harne vorsichtig einige
Tropfen Ammoniak hinzu, bis die Fliissigkeit einen schwachen
Ammoniakgeruch zeigt  Ein. gréfierer Ammoniakzusatz hat
zwat auf die Fillung der Harnsédure keinen Einfluss, es empfiehit
sich -aber. ein- Mehrzusatz von ‘Ammoniak aus dem Grunde
nicht,: weil die ausgefallten Phosphate  die Schnelligkeit - der
Filtration. beeintrachtigen und das nachherige Auswaschen des
Niederschlages umstdndlicher vonstatten geht:

Nunmehr ldsst man den Inhalt des Becherglases 21/, bis
3 Stunden- stehen, wahrend welcher Zeit ‘mit dem Glasrohre
Ofters umgerlihrt wird. Hierauf wird: filtriert, am besten durch
ein Schleicher’'sches Filter, und der Niederschlag mit einer
gesittigten Lésung von kohlensaurem Ammen ausgewaschen.
Vorerst muss aber- auch. das Becherglas mit kohlensaurem
Ammon. wiederholt -ausgespiilt -und diese Fliissigkeit durch
das' Filter gegossen werden, damit der gesammte Harnsdure-
niederschlag ‘quantitativ auf das Filter gebracht werde. Um nun
die letzten Spuren des Harnsé’iureniederschlagés aus dem
Becherglase zu entfernen, beniitzt man mit Vortheil einen Glas-
stab mit Gummikappe, mit dessen Hilfe die Winde des Becher-

" glases :mit der kohlensauren Ammonldsung abgespiilt werden.
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Sobald der gesammte Niederschlag sich auf dem Filter befindet,
wird derselbe mit kohlensaurem Ammon so lange ausgewaschen,
bis eine mit Salpetersdure angesiduerte Probe des Filtrates auf
Zusatz von Silbernitratlosung keine Chlorreaction zeigt, was
in der Regel nach sechs- bis achtmaligem Auswaschen erreicht
ist. Hierauf breitet man das Filter auf ein entsprechend grofies
Uhrglas aus, spritzt den Niederschlag mit warmem Wasser
quantitativ in ein Becherglas, fligt alsdann behufs Entfernung
des fiiberschiissigen kohlensauren Ammons und des an der
Harnsiure gebundenen Ammons circa ¥/, & (bei Verwendung
von 200 cms® Harn etwa 2/, g) chemisch reine (also N-freie)
Magnesia hinzu, . erhdlt das Ganze unter wiederholtem Um-
rithren etwa eine halbe bis dreiviertel Stunden im Kochen und
liberzeugt sich von der Abwesenheit des Ammoniaks, indem
man etwas befeuchtetes rothes Lackmuspapier den Démpfen
aussetzt, Tritt keine Spur einer Blaufdrbung ein, dann ist
simmtliches Ammoniak entwichen. Nunmehr wird der Inhalt
des Becherglases mit 10 ¢’ reiner Schwefelsdure (1-4 Dichte)
angesduert und nach erfolgter Losung des Magnesiumoxyds
cubikcentimeterweise Permanganatlosung (etwa 8 g KMnO, pro
Liter) unter andauerndem Erwidrmen zugesetzt. Bei dieser
Operation wird das Becherglas mit einem passenden Uhrglase
bedeckt, um bei der eintretenden Kohlensidureentwickiung Ver-
luste durch Spritzen zu vermeiden; der allméhliche Zusatz der
Permanganatldsung wahrend des Kochens erfolgt daher am
besten so, dass man mittelst einer Pipette die Permanganat-
16sung langs der Wand des Becherglases hinzuflieen lédsst.
Die ersten Cubikcentimeter Permanganat verschwinden in der
Regel schnell, spiter tritt die Entfirbung langsamer ein; als
beendet ist die Reaction anzusehen, wenn nach viertelstiindigem
anhaltenden Erwirmen, respective mafigem Kochen der letzte
Permanganatzusatz nicht mehr verschwindet. Bei Verwendung
von 100 cm?® Harn geniigen nach den bisherigen Versuchen
in der Regel 5 bis 10 cm® der Permanganatldosung von oben
angegebener Concentration. Der nach circa viertelstiindigem
Kochen verbleibende Permanganatrest wird vortheilhaft durch
tropfenweisen Zusatz von Oxalsdurelosung entfernt. Nunmehr
lasst man das Becherglas durch Einstellen in kaltes Wasser
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erkalten, bringt in das Gefafi etwas Lackmuspapier und fugt
hierauf concentrierte Lauge cubikcentimeterweise unter wei-
terem Kiihlen und Umrilihren solange vorsichtig hinzu, bis das
Lackmuspapier alkalische Reaction anzeigt. Hierauf wird der
Inhalt des Becherglases quantitativ in das Schiittelgefdl des
Azotometers gesplilt, dann gibt man in das kleine Hartgummi-
gefdfl 20 bis 25 cm® Bromlauge! und bringt dieses Gefdl am
besten mittelst einer Pinzette so vorsichtig in das Schiittel-
gefdf} hinein, dass keine Vermengung der beiden Flissigkeiten
statthat. Nunmehr fiillt man die Messrdhren mit Wasser, setzt
den Gummistopfen, der durch einen Vacuumschlauch mit dem
einen Mafirohre verbunden ist, so auf das Schuttelgefai, dass
die Lage des Stopfens sich bei dem spidter zu erfolgenden
Schiitteln des Gefdfies nicht dndern kann, da dies einen Fehler
in der Bestimmung nach sich ziehen wiirde. Sobald beide
Flissigkeitssdulen in den Réhren dasselbe Niveau zeigen, wird
das freie Schlauchende am Gummistopfen durch einen passenden
Quetschhahn vorsichtig geschlossen, und hierauf der Wasser-
stand im Messrohre genau abgelesen. Hierauf wird das Schiittel-
gefdf so geneigt, dass beide Fliissigkeiten sich mischen, wobei
sofort eine lebhafte Gasentwicklung eintritt. Man lédsst alsdann
in dem Mafle, als die Fliissigkeit in dem einen Rohre steigt;
durch das unten mit Quetschhahn versehene Ausflussrohr
Wasser so abflieBen, dass das Wasser in diesem Rohre um
1 bis 2 cm’ hoher steht, als in dem anderen Rohre.?2 Sobald die
starke Gasentwicklung etwas nachgelassen hat, schittelt man
das Gefdfi durch einige Minuten mit der Vorsicht, dass die
beiden aufgebogenen Glasenden entgegengesetzt dem Flissig-
keitsspiegel sich befinden, wobei man zweckmafiig das Gefaf,
um jede Erwdrmung von aufien zu vermeiden, an dem um den
Hals des Gefdfies angebrachten Gummiringe festhilt. Sobald
keine Gasentwicklung mehr wahrnehmbar ist, was in der Regel
nach circa finf Minuten der Fall ist, (berldsst man das

1 80 g Natronhydrat und 25 g Brom pro Liter.

2 Stellt man nach beendeter Gasentwicklung beide Flussigkeiten auf
gleiches Niveau ein, so bildet sich nach erfolgter Abkiihlung im Schiittelgefdfie
ein etwas luftverdiinnter Raum, wodurch ein Niveauunterschied in beiden
Réhren eintritt.



344 A. Jolles,

Schiittelgefdl durch circa zehn Minuten der Ruhe, nach welcher
Zeit der Temperaturausgleich erfolgt.! Nunmehr stellt man das
Wasser in den Rohren auf gleiches Niveau ein und liest den
Wasserstand ab.? Die Differenz zwischen den vor dem Beginne
und nach dem. Abschlusse des Versuches constatierten Ab-
lesungen ergibt -die Anzahl der entwickelten Cubikcentimeter
Stickstoffgas. Man liest hierauf Temperatur und Barometer-
stand ab und entnimmt aus der — der Bequemlichkeit wegen
an dem Apparate angebrachten — Tabelle ‘das Gewicht eines
Cubikcentimeters N bei der abgelesenen Temperatur und
Barometerstand. Dieses Gewicht mit der Anzahl der entwickelten
N multipliciert, ergibt die Milligramme Stickstoff, diese mit drei
multipliciert (100 Theile Harnsdure enthalten 33°33 Theile N)
ergibt die Milligramme Harnsdure in der zur Untersuchung
entnommenen Harnmenge, woraus sich der Harnsduregehalt
pro Liter Harn einfach berechnen, respectivé aus einer Tabelle
direct entnehmen l4sst. .

Beispiel. Aus 100 ew® Harn wurde die Harnsdure ab-
geschieden, der Niederschlag in der angegebenen Weise oxydiert,
und. der Stickstoff im Oxydationsproducte volumetrisch be-
stimmt.

N-Volumen: 136 cus® bei 18° C. und 747 min B.
1 cm® N bei 18° C. und 747 mm B. = 1'138 mg N.

Demnach-sind 136 ¢m?® N = 154768 mg N, oder auf
Harnséure -berechnet:

15-4768 X 3 = 464304 mg Harnsiure

in: 100 ¢m® Harn.

Pro Liter Harn resultieren 0-4643 g Harnsaure.

Ich habe eine grofie Zahl von vergleichenden Harnséure-
bestimmungen in diversen normalen und pathologischen Harn-
proben durchgefiihrt, und zwar nach der neuen volumetrischen

1 Versuche haben ergeben, dass selbst nach halbstiindigem weiteren
Stehen die Differenz hochstens 1)y, em? in der Ablesung betrigt, so dass ein
zehn Minuten langes Stehen vollkommen geniigt.

. 2 Nach beendigter Ablesung wird der Gummistopfen, ebenso das Schiittel-
gefifl sorgfiltig gereinigt.
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Methode und nach den Methoden von Ludwig-Salkowski
und Folin: Bei jeder Harnprobe wurde die Harnsédure je
zweimal nach der volumetrischen Methode und ebenso wieder
paarweise nach Ludwig-Salkowski und Hopkins-Folin
bestimmt und aus den Doppelbestimmungen das Mittel be-
rechnet.

Nachstehende Tabelle enthalt eine Reihe von Beleg-
analysen.

Um die Exactheit der volumetrischen Methode auch noch
auf anderem Wege zu erweisen, wurden verschiedene Harn-
proben mit Natronlauge versetzt, der entstandene Niederschlag
abfiltriert und in einer abgemessenen Menge des Filtrates die
Harnsaure volumetrisch bestimmt. Hierauf wurde zu einer
anderen abgemessenen Portion des alkalischen Harnes eine
genau gewogene Menge einer absolut chemisch reinen Harn-
saure hinzugefiigt, die Harnsaure durch Umriihren in Losung
gebracht, alsdann wiederum mit essigsaurem Ammon ab-
geschieden, oxydiert und der N volumetrisch bestimmt.

Versuch L Die volumetrische Bestimmung der Harnsdure
in 100 cm® eines alkalisch gemachten Harnes ergab:

133 com?® N bei 20° C. und 744 mm B.

Zu 150 cm?® dieses alkalisch gemachten Harnes wurden
hinzugefiigt 01666 g Harnsaure.

In der aus diesen 150 cmz’ Harn abgeschiedenen Harnsdure
wurden gefunden:

618 em® N bei 20° C. und 744 mm B.
1om® N =1118 mg N.

Auf die zugesetzte Harnsduremenge entfallen 61-8—13-3
=485 em® N, entsprechend 542230 mg N oder auf Harnsdure .
berechnet 0-162669 ¢ Harnsdure. Im Filtrate des mit essig-
-saurem Ammon zur Abscheidung der Harnsdure versetzten
Harnes konnte nach dem Ansduern mit Salzsdure und weiterem
Zusatze Von essigsaurem Ammon selbst nach mehrstiindigem
Stehen keine Spur einer Harnsdureabscheidung constatiert
werden.

Chemie-Heft Nr. 4. 25
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m m . Volumetrische Methode
=2 Harnsiure in T L ; o

m e ,W e, Lo leHuEl a4 E Harnsdure Differenz ao_
M m m,.w £ Gramm pro T;Q 35 m 5 E .m 3 Abgelesene in Gramm, <o_cwsm5- Bemerkungen
= [SExB nach Hopkins- | 5§ €5 8| 24 £ |Temperatur und | volumetri- u wﬁ.oés
m mmunm P mma Folin w El o m Vﬁ.v - .m Barometerstand sche Mmmm_mﬁmﬁmmm
8 |z = SmEol S .Ho Methode Ludwig

11 0-4732 04934 100 13-6 |18°C., 747 B. 0-4643 —1:99/y

2| 0-5748 0-7187 100 18-05 1255 740 0-5883 -+2-3

3 | 0-3680 0-4359 100 115 |18 758 037793 —+2°7

4| 0-5160 0-5392 100 1528 [18 758 0-5240 —+1+5

5 wo.qum 0-3502 100 94 (19 737 0-3129 —1-3

6 | 0-3169 03518 200 i8-8 |19 737 0-3129 —1°3

7104163 04378 100 12:66 (19 737 0-4216 -+1-3

8 | 0-2904 Q3006 50 4-35 118 740 0-2970 ~+2-3

91 0:2690 0°2783 * 100 704 [18 740 02758 425
10 | 0-5733 06059 100 17-8 |22 754 0-5993 ~+4°5 . .
11 | 0-6729 0°7551 100 | 20-52 |22 754 | 0-6894 424 w Endpunit fach Hopkins-Folin
12 | 05447 0 6275 100 27+-33 {21°5 740 0-5720 —+5-0
13 | 0-3601 04454 100 11 21-5 740 0-3633 —+0-9
14 | 0-4842 0:5136 100 1462 (20 748 04930 —+1-8
15 | 0-5784 06129 100 17-6 119 752 0-5988 -+35
16 { 0+8126 | nicht bestimmt 50 1216 18 740 0-8304 “+2-2
17 | 0-7308 » » 100 2227 120 748 0 7512 +2-8
18 | 0-6946 » > 100 21 23 753 07064 —+1-7
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Versuch II. Die volumetrische Bestimmung der Harn-
sdure in 100 cw’ eines alkalisch gemachten Harnes ergab:

11°2 cm® N bei 18° C. und 747 mm B.

Zu 100 cm?® dieses alkalisch gemachten Harnes wurden
hinzugefiigt 01046 g Harnsaure.

In der aus diesen 100 ¢m® Harn abgeschiedenen Harn-
sdure wurde gefunden:

Harnsdure volumetrisch 423 ¢m® N bei 18° C. und 747 mm B.
Somit als Differenz des Stickstoffes gefunden:

311 em® bei 18° C. und 747 mm B. =

311 0-003395 = 01055 g Harnséure.
Thatsdchlich zugefiigt .. 0-1046 ¢ »
Differenz ............. 0-0009 g Harnséure.

Aus vorstehenden Beleganalysen ergibt sich, dass die
neue volumetrische Methode- fiir die quantitative Bestimmung
der Harnsdure im Harne vollkommen geeignet ist und an
Exactheit von keiner der iiblichen Methoden iibertroffen wird.

Was die Differenzen der volumetrischen Methode gegen-
iiber der Ludwig-Salkowski’schen Methode betrifft, so ist aus
vorstehend angefiihrter Tabelle ersichtlich, dass meine Methode
— wenn man das Mittel aus allen Differenzen zieht — gegen-
Uber dieser ein Plus von 29/, ergibt. Dies steht in vollstindiger
*Ubereinstimmung mit Ludwig’s eigener Angabe, dass nach
seiner Methode von abgewogenen Harnsduremengen circa 29/,
der Bestimmung entgehen.

Die Formel fiir die Berechnung der Harnsdure aus dem
abgelesenen N-Volumen lautet:

y— . B—m)1:2540
— " 760(1+0-003667) ’

wobei X die Harpnsduremenge in Milligrammen, V die ab-
gelesenen Cubikcentimeter Stickstoff, # den Barometerstand,
¢ die Temperatur und w die dieser Temperatur entsprechende
Tension des Wasserdampfes bedeuten.

25%
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Zur Vereinfachung liegt dem Apparate nachstehende
Tabelle! bei, welche die Beniitzung der Formel iiberfliissig
macht, indem man die Zahl der abgelesenen Cubikcentimeter
Stickstoff mit dem Factor der Tabelle, welcher dem beobach-
teten Drucke und der Temperatur entspricht, multipliciert und
so direct die Milligramme Harns&ure pro Liter Harn erhalt.

Voraussetzung ist selbstverstdndlich, dass 100 cm® Harn
verwendet wurden. Wurde eine andere Harnmenge — etwa

. . . ., 100
# cm® — in Arbeit genommen, so ist das Resultat mit > zZu

multiplicieren.

Vorstehende Untersuchungen lassen sich in Kiirze wie
folgt zusammenfassen: Durch eine vergleichende Untersuchung
tiber die Exactheit der bisher tiblichen Bestimmungsmethoden
der Harnsdure wird erwiesen, dass die Hopkins-Folin’sche
Methode bei reinen Harnsaureldsungen und bei verdliinnten
Harnen vollkommen befriedigende Resultate liefert, dagegen
bei concentrierten und pathologischen Harnen meistens zu
hohe Werte ergibt. Hierdurch wurde eine Untersuchung tber
die Einwirkung verschiedener Oxydationsmittel (Permanganat,
Bichromat, Wasserstoffsuperoxyd, Millon’sches Reagens) auf
Harnsaure veranlasst, deren wesentlichstes Resultat ist, dass
unter bestimmten Bedingungen die Harnsdure durch Per-.
manganat in saurer Losung quantitativ in Harnstoff {ibergeflihrt
wird, ohne dass dieser einen Zerfall in Ammoniak und Kohlen-
sdure erleidet. Hierauf griindet Verfasser eine neue Bestimmung
der Harns#ure, mit specieller Beriicksichtigung der Harnsdure-
bestimmung im Harne.

Fir letztere Zwecke wird nach Folin die Harnsédure
durch essigsaures Ammon abgeschieden, das Ammoniak durch
Kochen mit Magnesia entfernt, der Rickstand nach dem be-
schriebenen Verfahren mit Permanganat oxydiert und aus dem

1 Zwischen den in der Tabelle beriicksichtigten Barometerstdnden und
Temperaturen liegende Werte kdnnen durch Interpolation leicht berechnet

werden.
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entstandenen Harnstoff der Stickstoff durch Bromlauge in
einem Azotometer ausgetrieben.

Die Messung des entwickelten Stickstoffes 1dsst den Harn-
sduregehalt direct berechnen. Die Anwendbarkeit der Methode
wurde durch Beleganalysen von Harnsdurelésungen von be-
stimmtem Gehalte und durch Bestimmungen von Harnsdure in
verschiedenen Harnen erwiesen, wo diese Resultate gut mit
den nach Ludwig-Salkowski erhaltenen iibereinstimmten.



