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0bor die Einwirkung yon p-Bromphonyl- 
hydrazin auf Glukuron 

y o n  

G. Goldschmiedt, w. M. k. Akad., und Ernst Zetrr~el', 

(Aus dem II. eh6misehen Universitatslaboratodum in Wien.) 

(Vorgelegt in tier Sitzung am 11. lu l l  1919..) 

Als wir vor etwa zwei Jahren feststellten, dab das 
Scutellarin x eine gepaarte Glukurons/iure sei, haben wit uns 
unter anderem zur Identifizierung dieser S~.ure der yon Neu-  
b e r g  z hierzu empfohlenen p-Bromphenylhydrazinverbindung 
bedient. Sehon damals haben wir hervorgehoben, dal] die Er- 
seheinungen, die wir, nach N e u b e r g ' s  Vorschrift arbeitend, 
bei der Darstellung dieser Verbindung zu beobachten Gelegen- 
heit batten, durchaus den yon diesem Forscher gesehilderten 
entspraehen, wit ffigten aber hinzu, dab die Substanz, die wir 
erhielten, stets aschenhaltig gewesen sei. 

Dieser Umstand sowie auch jener, dal] die Natur der 
Verbindung keineswegs aufgekl~.rt worden ist, veranlal3te uns, 
u n s  noehmals mit derselben zu besch/iftigen. 

Neube I ' g  hat auf Grund seiner Analysen, die  zu r empiri- 
sdhcn l~ormeI CI~HxTOTN~Br ffihrten, drei StrukturmSgI{ehkeiten 
in: t~etracht gezogen~ yon welchen wir meinen~ daft sie are  
d r o i - -  wenigWahrsoheinliehkeit ftir sich: in Anspruch nehamn 
kOnnen, und zwar: 

1 M., 81 (19t0). 
'~ Ber., 8~, $895 ft. (1899). 
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1. G lukuronsau re sp -Brompheny lhyd raz in :  

OHC.  (CHOH)~COOH. NH2NHC6H~Br. 

2. G luku rons / i u r e -p -B rom pheny l hyd raz on+  H~O: 

C6H~BrNHN - -  CH.  ( C H O H ) 4 C O O H + H 2 0 .  

3. GlukuronsS.ure-p-Bromphenylhydrazid  + HuO: 

OHC (CHOH)4CO. NH.  NHC,  H4Br + H,O. 

1. Es  w/ire zu erwarten,  daf3, w/ire die Subs tanz  g lukuron-  

saures  p -Brompheny lhydraz in ,  sie infolge ihrer Schwerl6slich- 

keit sofort zur  Aussche idung  komme,  sobald die L6sungen  der 

Komponen ten  gemischt  werden;  dal3 dies nicht geschieht,  geht  

aus  N e u b e r g ' s  Darstel lung hervor  und wir haben uns  auch 

selbst  oft davon flberzeugt;  auch wtirde ein solches Salz durch 

Ba ry twasse r  gewil] zerlegt werden,  nach N e u b e r g ' s  eigener 

Beobach tung  wird es yon diesem Reagens  ,,beim Kochen 

wenig  verRndert<,. 

2. Von dem G l u k u r o n s / i u r e - p - B r o m p h e n y l h y d r a z o n + H g O  

w/ire wohl anzunehmen ,  dal3 es, wie das zuerst  yon G i e m s a  ~ 

beschr iebene  Glukuron-p-Brompheny lhydrazon ,  was  sp/iter 

N e u b e r g  ~ best/itigte, farblos sein mtil]te. Auch ist der far  die 

121bereinstimmung mit der Formel  erforderliche Krys ta l lwasser-  

gehalt  analyt isch nicht festgestell t  worden.  

3. G l u k u r o n s / i u r e - p - B r o m p h e n y l h y d r a z i d + H 2 0 ;  die Bil- 

dung  eines solchen in heiI3er, w~isseriger L6sung  yon so 

ger inger  Konzent ra t ion  ist im h6chsten Grade unwahrsche in-  

lich; 8 der negative Ausfall der Btilow'schen Reaktion wtirde 

1 B., 33, I~998 (1900). 
2 B., 3.3, 3319 (1900). 
3 In einer unter meiner Leitung ausgefiihrten Untersuehung hat H. Mil- 

rath (M., 29, 1908) gezeigt, daft die Aeetylierung des Phenylhydrazins naeh 
dreistiindiger Erw~trmungsdauer auf dem Wasserbad in geringer Menge (6" 9 Olo 
tier theoretisehen Ausbeute) noch erreieht wird, wenn die Essigsiiure 70/0 und 
in der dem Phenylhydrazin ~iquivalenten Menge vorhanden ist. Dies entspricht 
einer fund 1" 1-norrnalen Essigs~iure. Die Konzentration der Glukuronsiiure bei 
der yon N e u b e rg empfohlenen DarsteUungsweise berechnet sieh 0" 0455-normal, 
wobei das fdr die LiSsung des p-Bromphenylhydrazinchlorhydrats und Natriutn- 
acetats erforderliche Wasser in die Rechnung nicht einbezogen worden ist. 

Go ldsehmied t  
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nieht unbedingt gegen die Struktur eines Hydrazids, ebenso- 
wenig aber ein positiver unbedingt ffir dieselbe sprechen. Die 
yon N e u b e r g  beobachtete F/irbung yon fuchsinschwefeliger 
Siiure scheint uns keine strenge Beweiskraft zu besitzen. Der 
Wassergehalt des Hydrazids, welcher angenommen werden 
mul~te, um eine Ubereinstimmung mit den Analysen her- 
zustellen, ist analytisch nicht naehgewiesen worden. 

Wir haben eine sehr grol3e Zahl yon Versuehen ausgeffihrt, 
um die von N e u b e r g  beschriebene p-Bromphenylhydrazin- 
verbindung der Glukuronsiiure zu erhalten und wollen gleich 
vorgreifend eingestehen, dal3 es uns weder bei Einhaltung tier 
Neuberg'sehen Vorschrift, noch unter sehr mannigfaltigvariierten 
Versuchsbedingungen je gelungen ist. Wit konnten stets, wenn 
wir mit S a l z e n  der Glukuronstture oder aueh mit L~Ssungen 
des Glukurons arbeiteten, dann abet mit salzsaurem p-Brom- 
phenylhydrazin und Natriumacetat, F/illungen beobachten, die 
in ihrem Aul3eren der Neuberg'schen Beschreibung entsprachen ; 
sobald abet die L6sungen, aus welchen die Verbindung sich 
ausscheiden sollte, keinerlei Metallionen enthielten, bildeten 
sich in absolutem Alkohol leicht 16sliche dunketbraune 
Schmieren, die nur minimale Spuren eines hellgelben, kry- 
stallinischen, schwer I/3slichen Niederschlages zurticklieflen, 
welcher stets Asche hinterlief~, dessen Bildung daher auf kleine 
Verunreinigungen eines der Ausgangsmaterialien zurtickgeftihrt 
werden mul~te. Die Vermutung, es k6nnte GlaslSsung die 
Ursache sein, dtirfte nicht zutreffen, da die Erscheinung auch 
eintrat und seh/itzungsweise in gleichem Mal~e, als wir im 
Quarzkolben arbeiteten. SchlieBlich fanden wir, daf~ das kiiuf- 
liche t>Bromphenylhydrazin, auch solches vom richtigen 
Schmelzpunkt, beim Verbrennen einen Aschenrtickstand yon 
zirka 1 ~ seines Gewichtes zurticklieB. 

H~.tte N e u b e r g  1 nicht zwei vollstfindige Analysen tier 
Substanz ausgeffihrt, die zu der von ihm aufgestellten Brutto- 
formel ftihrten, tiberdies aueh A. Jo l l e s  2 spRter eine mit diesem 
Befund tibereinstimmende Analyse (Kohlen-, Wasser- und 

1 B., 32, 2395 (1899). 
'2 M., 32, 628 (1911). 
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St ickstoffbest immung) der 8ubstanz verbffentlicht, so w/ire 
man versucht,  an der Existenz einer Verbindung dieser Zu- 

sammense tzung  zu zweifeln und an das Obersehen des geringen 
Aschengehaltes  zu glauben. Wenn  wir trotz vie]facber Be- 

mtihungen doch nicht imstande gewesen sind~ eine solche in 

unseren H/inden entstehen zu sehen, so kSnnen wir nur an- 

nehmen, dal3 die Bereitungsvorschrif t  nicht ausre ichend genau  
die Bedingungen klarstellt, unter  welchen gearbeitet  werden 

mul3, um einen gfinstigen Erfolg zu haben. 

In de r  Ta t  ist diese Vorschrift, nach deren Wort laut  man 

tibrigens annehmen mti~te, dab Konzentrat ion der LOsungen, 
relative Mengen der reagierenden Substanzen,  Reaktion der 

Fliissigkeit keine wesentl iche Bedeutung fiir das Gelingen 

baben, an den verschiedenen Literaturstellen, wo sich dieselbe 
finder, in einigen Punkten nicht ganz eindeutig, in anderen 

aUch nicht ganz tibereinstimmend. Der Mii3erfolg, den wir bei 

unseren Versuchen hatten, mufite uns zun/ichst die Vermutung 
nahelegen, dal3 die Ursache hierwm an diesen Dingen liegen 
kSnnte, insofern ff~r die Durchft ihrung des Versuches ein 

gewisser,  wenn auch scheinbar geringer Spielraum blieb. 

Ir~ der Abhandlung, 1 in welcher  die p - B r o m p h e n y l h y d r a z i n -  

verbindung der Glukuronsiiure zuerst  beschrieben worden ist, 
wird die l)arstellung aus , ,Glukuron, und die Anwendung  

yon ,p -Bromphenylhydraz inch lorhydra t  und NatriumaCetat,  
empfohlen, ,,denn so vermeidet  man fast vollst/indig die bei dem 
k/iuflichen Pr/iparate (p-Bromphenylhydraz in)  und Verwendung  
freier Essigstture stets unter gleichzeitiger Rotf/irbung der 

Fltissigkeit eintreteHde Verharzung, welche die Reinigung der 
HydraZinverbindung aufierordentlich erschwert  Und verlust: 
reich maeht , .  Das E-rw/irmea soil ,>im Wasse rb ad ,  geschehen.  

In einer bald darauf  erschienenen Arbeit N e u b e r g * s  ~ 
wird dieselbe Substanz,  vor l  wetcher faebenbei gesagt  wird, 
dab sie ,aUs tier freien Glukurons/ iure oder  ihren Salzen iti 
essigsaurer LOsung ents teht , ,  aus Giemsa's Glukuron-p-Bronq, 
phenylhydrazon erhalten; d i e  atlein ausgefi]br te  Stick~tOff- 

t B., 32, 2395 (1899), 
'-' B., 33, 3:~19 (190~}), 
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bes t immung ergab aber einen h6heren Wert  (8"200/0) statt  der 

berechneten 7 "350/o. 

In der ,Zeitsehrif t  for physiologische Chemie ,  sprechen 
sich P. M a y e r  und C. N e u b e r g  1 folgendermal3en aus: ,,Beide 

Substanzen verbinden sich zu oiner yon der Konzentrat ion 
der LSsung und dem Verh~tltnis der Mengen yon Glukuron- 

s/iure und p -Bromphenylhydraz in  unabh/tngigen Verbindung 

CI~H17OTN~Br, die aus der freien S~ure wie ihren wasser- 
16slichen Salzen in essigsaurer L6sung, aber unter Vermeidung 

eines lSlberschusses an freier Essigs/iure in guter Ausbeute 

entsteht.,, 

Es heiflt ferner~ daft die Verbindung, ,de ren  Zusammen-  

se tzung der angeffihrten Formel unter allen Umst~inden ent- 

spricht, Wahrscheinlich glukuronsaures  p-BrOmphenylhydrazin 
darstellt ~,. 

In einer Fugnote auf p. 264 derselben AbhandlUng wird 

nochmals  ve t  ,,einem 12IberSchuf3 freier Essigs/iure~ gewarnt.  

In dem sch6nen Referat N e u b e r g ' S  2 ,,Die Physiologie der 

Pentosen und der Glukurons~ture,  heil3t es yon dieset  Ver- 
bindung, sie habe ,den  Vorzug, daft sie unabh/ingig yon dem 

Verh~ttnis yon Glukurons~iure zu dem Bromphenylhydraz in  

aus der freien S/lure wie ihren Salzen entsteht, wenn sie in 

essigsaurer  L~sung gekocht  werden,,;  es wird hervorgehoben,  
dab das optische Verhalten yon bemerkenswer ter  Konstanz sei, 

w/ihrend es vorkommt, dab der Schmelzpunkt  durch minimale 

Beimengungen herabgedrfickt  wird und auch die analyt ischen 
Daten nicht absolut scharf ausfallen. 

Auch andere Forscher  haben sich der yon N e u b e r g  ent~ 
deek ten  Reaktion zum Nachweis  yon Glukurons/iure bedient~. 

Paul M a y e r  ~ hat mit Hilfe derselben Gluktlrons/iure im 
Rinderblut nachgewiesen;  die Substanz ze ig te  in jeder  13e~ 
ziehUng die vOn N e u b e r g  gesehilderten Eigensehafte/~; der 

Stiekstoff entsprach jenem der  Neuberg 'schen Formel;  :die 
Glukurons/ iure  lag als Natr iumsalz vor. 

1 Bd. 29~ 260 0900). 
~ Ergebnisse der Physiologie, Bd. III, 1, 392 (1904). 
"l Zeitschrift flit physiol. Chemie, 32,: 5B8. (1901:). 
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In einer umfangreichen Schrift ,Recherches biochimiques 
sur l'indol et l'acide glucuronique~ (ThSse) besch~iftigt sich 
H e r v i e u x  mit der p-Bromphenylhydrazinverbindung der 
GlukuronsS.ure. 

Er empfiehlt die Anwendung van freiemp-Bromphenyl- 
hydrazin und Essigs/iure statt des Chlorhydrats und Natrium- 
acetats, da die Base, seitdem N e u b e r g  seine Versuche an- 
gestellt hat, im reinen Zustande zu erhalten sei. Bei Beob- 
achtung besonderer Vorsicht gelingt es nach ihm, die 
Verbindung selbst aus sehr verdtinnten L6sungen zu erhalten; 
absolute Reinheit der GlukuronsS.ure sei vor allem erforderlich; 
er erzielt dieselbe dutch F/illung mit Quecksitbernitrat und 
Entfernung des tiberschtissigen Quecksilbers mit Zinkstaub, so 
daft er schliel31ich Zinkglukuronat in L6sung hat. ,,Le liquide 
original (L6sung van Glukuron), qui reagissait mal ou pas du 
tout avec l'hydrazine, donne cette fois une abondante prdcipi- 
tation d'aiguilles de la combinaison parabromphenylhydrazinique 
de l'acide glucuronique.,. 

Die Vorschrift, die H e r v i e u x  gibt, ist keineswegs pr/izis, 
denn er gibt keinerlei Verh/iltnisse der angewendeten Sub- 
stanzen an, es heii3t nut, man babe einen Tropfen Eisessig ffir 
jeden Kubikzentimeter L6sung zuzuftigen; da er mit Ham 
arbeitet, sind die L6sungen unter allen Umst/inden sehr ver- 
dtinnt an Glukurons/iure, daher die Menge Essigs/iure relativ 
sehr grol3. H e r v i e u x  macht abet andrerseits ausdrticklich 
daraufaufmerksam, dal3 ein !21berschul3 an Essigs/iure sch/idlich 
wirke. Es sei darauf hingewiesen, daft H e r v i e u x  vermSge der 
angewandten Behandlungsweise des Harnes nicht mit freier 
Glukurons/iure, sondem mit Bariumglukuronat arbeitet. Die 
Niederschlfige, welche H e r v i e u x  erhtilt, entsprechen in bezug 
auf Aussehen, Schmelzpunkt, DrehungsvermSgen, LSslichkeit 
in Pyridin-Alkoholgemisch etc. durchaus der Beschreibung 
N e u b e r g ' s ,  nur der van N e u b e r g  konstatierten L6slichkeit 
in 600/o Alkohol wird keine Erw~ihnung getan. 

H e r v i e u x  hat van der Substanz mehrere gut tiberein- 
stimmende Brombestimmungen ausgeffihrt, van welehen nut 

Ivan .  lmpr. Reunies, 1908, 5, 124 .ft. 
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eine mitgeteilt wird, die 23"590/0 Brom ergeben hat, d. i. 2"60/0 
mehr als die Neuberg'sche Formel verlangt. Auf Grund dieser 
Bestimmung bestreitet er die Richtigkeit dieser Formel und 
stellt eine neue auf, die dem yon ihm gefundenen Bromgehalt 
entspricht, und zwar jene eines Lactazames: 

CO--N--C6HsBr 
,/ \ (CHOH), 
\ C H  : N 

Genauer gibt ~3ernier 1 die bei der Reaktion im Harne 
einzuhaltenden Verh/iltnisse an, und zwar: 

50 c m  ~ des mit Schwefels/iure hydrolysierten, neutralisierten 
und mit Mercurosalz gereinigten Harnes, 

0" 8 g Bromphenylhydrazin, 
80 Tropfen Essigs/iure. 
Auf diese Weise erhielt er einen reichlichen, zum Teil in 

absolutem Alkohol 16sliehen Niederschlag, dessen unlbslicher 
Anteil auf dem bloc Maquenne bei 235 bis 236 ~ schmolz und 
auch sonst die Eigenschaften der Neuberg'schen p-Brom- 
phenylhydrazinverbindung zeigte. 

T s c h i r c h  und G a u c h m a n n ,  ~ welche die Glycyrrhizin- 
s/iure als Glukurons&ureverbindung erkannt haben, haben aus 
einer L6sung des daraus gewonnenen Glukurons mit freiem 
p-Bromphenylhydrazin und tiberschtissiger Essigs/iure gelbe 
Nadeln erhalten, die in absolutem Alkohol unl6slich waren, den 
Schmelzpunkt 225 bis 230 ~ unter Zersetzung und starke 
Linksdrehung im Pyridin-Alkoholgemisch zeigten. 

Vor kurzerZeit hat Jo l l e s  3 gezeigt, datl bei der Oxydation 
yon Glukose mit Wasserstoffsuperoxyd Glukurons/iure in 
geringer Menge gebildet werde. Sic wurde unter Anwendung 
yon p-Bromphenylhydrazinchlorhydrat und Natriumacetat in 
N e u b e r g ' s  p-Bromphenylhydrazinverbindung nach der Vor- 
schrift dieses Forschers tibergeftihrt und so identifiziert. Die 
Substanz lieferte bei der Analyse die yon N e u b e r g ' s  Formel 

1 Sur la presence de l 'acide g lucuronique  et de certains hydra tes  de 

earbone dans  l 'urine normal. Th~se. Paris  Impr. de la eour. d'appel 1910, p. 58. 

'2 Arch. d. Pharmazie,  246 (1908). 

~ M., 32. 62~ (1911). 
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geforderten Prozentzahlen  an Kolllenstoff, W a s s e r s t o f f  und 

Stiekstoff, auch Schmelzpunk t  und I ) rehungsverm6gen  waren  

t ibereinstimmend. 

L ~ p i n e  und B o u l u t  a haben sich eb~nfalls de rReak t ion ,  

ohne n~iheres mitzuteilen, bedient. 

In der Deutschen mediz inischen Wochenschrif t"  bezeichnet  

P. M a y e r  die Neuberg ' sche  Reaktion als zweifellos ,,die 

s ichers te  Methode<< des Nachweises  der Glukurons~.ure im 

H a m ;  ,,die Darstellung dieser Verb indung ist aber nur  m6glich, 

wenn  sich gr6fiere Mengen von Glukurons~ure  im Harn 

finden<~; an einer anderen Stelle a teilt derselbe Forseher  mit, 

er babe  aus Harn yon Kaninchen,  welchen 15 g g lukuronsaures  

Natr ium subkutan  beigebracht  worden  war, die p-Bromphe:nyt-  

h y d r a z i n v e r b i n d u n g N e u b e r g ' s  dargestellt ,  die sich in allen 

Eigenschaf ten  identisch mit N e u b e r g ' s  Subs tanz  zeigte;  auch 

die S t icks tof fbes t immung war  t ibereinstimmend. In einem 

zweiten Falle ~ gleicher Art wurde die Id~ntittit durch eine 

Brombes t immung  erwiesen. 

B i a l  und H u b e r  ~ haben nach Mentholdarre ichung in den 

Faeces (nach der Hydro lyse  neutralisiert) mit sa lzsaurem 

p -Brompheny lhydraz in  und Nat r iumaceta t  die Verb indung  

erhalten, die auch vollste Ubere ins t immung mit den Neuberg-  

sehen Angaben zeigte; tiberdies wurde  die Identit~.t von diesem 

selbst beSt&tigt. 

N a i d u s  ~ scheint keine guten Erfahrungen mit d e r  

Reaktion gemacht  zu haben,  denn er sagt , ,p-Bromphenyl-  
hydrazin  kann nicht als bequemes  und gutes  Reagens fiir 

Glukurons~iure genom m en  werden<<. 

Aus vors tehender  Litetaturi ibersieht ,  welche m{~glicher- 

weise nicht ganz  vollst~.ndig ist, geht  hervor, dab in einer 

grSI]eren Zahl yon F~itlen die ihrer Struktur  nach unaufgekl~rte  
p - E r o m p h e n y l h y d r a z i n v e r b i n d u n g  der GlukuronMiure ent- 

1 C. r. de ~a soCi~t~ de Biologie, 1901, p. t041. 
Deutsche medizinische Wochenschrift, 27, p. 24:~ (1901). 
Zeitschrift ftir klin. Medizin, 47, 68 (1002). 
Zeitsehrift tiir kiln, M~dizin, 47, 68 (1902). 
Beitr~ige zur chem. Physiologie und Pathol., t902, l~d, 2, 53~. 

6 Ref. Bioehem. ZentrMblatt, Bd. 1, ~ (1903). 
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sprechend der Ncuborg'schen Bruttoformel u n d  mit den y o n  
ihm festgestetlten charakteristischen Eigenschaften erhalten 
werden konnte; nicht in allen F/illen jedoeh liegt eine aaa- 
lytischo Kontrolle vor. 

Wir ste~len im nachstehenden s~mtliche Analysenergeb- 
nisse zusammen, die wir in der Literatur auffinden konnten: 

Gefunden  

N e u b e r g  t t e r v i e u x  P. M a y e r  J o l l e s  

C . . . . . . . .  3 7 " 6 8  3 7 " 7 1  . . . . .  37"5.3 

H . . . . . . . .  4 " 3 0  4 " 5 0  . . . . . . .  4 " 6 4  

N . . . . . . . .  7 - 5 5  7 - 6 4  8 " 2 0  7"51 - -  7 " 7 2  7 " 6 8  7"21  

Br . . . . . . . .  20" 89 2 1 " 0 6  --- - -  23" 59 20" 78 - -  

B e r e c h n e t f f i r  

CI~HaTOTN~Br 
N . . . . . . .  . , ,  n 

C . . . . . . . . . . . .  37" 80 

H . . . . . . . . . . . .  4 " 4 6  

N . . . . . . . . . . . .  7 "21  

Br . . . . . . . . . . . .  2 1 " 0 0  

Es ist bereits erwti.hnt worden, daft wir eine grol3e Zaht 
yon Versuehen, es waren deren rund 30, ausgeftihrt haben, 
wobei wir uns zun~ichst genau an die Neuborg'sche Vorschrift 
g~halten haben, ohne daft es uns gegltickt w/ire, das yon ihm 
beschriebene Produkt zu erhalten. Verwendet wurde g a n z  
reines Glukuron aus Euxanthins/i.ure und k/iufliches salzsaures 
p-Bromphenylhydrazin, das wir zuerst wiederholt aus ver- 
dfinnter Salzstture umkrystallisierten; sparer allerdings, nach- 
dem wit uns tiberzeugt batten, daf3 der Erfolg mit dem Kahl- 
baum'schen Prtiparat kein anderer war, haben wir auf diese 
Reinigung verzichtet. 

Auch mit dem freien Phenylhydrazin haben wir in essig- 
saurer L6sung gearbeitet, in diesem Falle aber stets ein 
negatives Resultat erhalten, wenn wit das Glukuron nicht 
zuvor mit einer Base abgestittigt hatten; die minimalen Spuren 
leuehtendgelben krystallisierten Niederschlages -- in einem 
kontrollierten Versuch 0"1% der theoretischen Ausbeute auf 
Grund der Neuberg'schen p-Bromphenylhydrazinverbindung 
berechnet - -  hinterliel~en Asche und ihr Entstehen mul3te auf 
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kleine Verunreinigungen der Materialien zurtickgeftihrt werden. 
Wenn wir hingegen mit L6sungen glukuronsaurer Salze 
arbeiteten, war der Erfolg in der Regel positiv, aber auch da 
war die Ausbeute eine wechselnde und weit hinter jener 
zurtickbleibend, die N e u b e r g  erhalten hat (80 bis 85o/0 der 
Theorie). 1 

S/imtliche F/illungen, die wit zu beobachten Gelegenheit 
batten, entsprachen der Beschreibung N e u b e r g ' s ,  waren aber 
stets aschenhaltig. Es scheint uns keineswegs ausgeschlossen, 
dal3 auch andere Beobachter solche aschenhaltige Niederschl/ige 
in H~.nden gehabt haben kSnnten, ohne darauf aufmerksam 
geworden zu sein. 

Da die relative Menge der Asche so grog war, daft sie 
nicht dutch Verunreinigungen bedingt gewesen sein konnte, 
mul3ten wir zur Meinung kommen, dab es sich um Salze einer 
Verbindung der Glukurons/iure mit p-Bromphenylhydrazin 
handeln rntisse u n d e s  erschien uns daher geboten, die Dar- 
stellung solcher Salze mit verschiedenen Kationen zu ver- 
suchen. Dies ist uns in der Tat gelungen und die Ermittlung 
ihrer Zusammensetzung und Struktur gel dann nicht schwer. 

N a t r i u m s a l z .  Glukuron mitp-Bromphenylhydrazin und 
Essigs~iure in den von N e u b e r g  angegebenen Mengen und 
Konzentrationsverh/iltnissen auf dem Wasserbad erhitzt, 
lieferten uns, nach LSsung der entstandenen dunklen, amorphen 
i,'/illungen in absolutem Alkohol, nur Spuren eines leuchtend- 
gelben, krystallinischen, in absolutem Alkohol und Wasser 
praktisch unlSslichen Niederschlages, der Asche hinterliefl, 
sonst aber der Beschreibung N e u b e r g ' s  entsprach; wir mfissen 
dessen Bildung aufmineralische Verunreinigungen des p-Brom- 
phenylhydrazins zurfickf/_'thren. Oft wiederholte Versuche batten 
stets dasselbe Resultat. Die Schmelzpunkte sind nicht scharf 
zwischen 185 und 190 ~ unter Zersetzung gelegen. Besser, 
immer aber ungflnstig in bezug auf Ausbeute, verlief die 

1 B., 32, 2396 (1899). B ia l  und H u b e r  (Berliner klinisehe Woehen-  
schrift, 40, 405 [1903]) weisen darauf hin, dal3 sich aus N e u b e r g ' s  und 
P. M a y e r ' s  Zahlen entnehmen lasse (Zeitschr. f. physiol. Ch., 32, 529 [1901]), 
.do13 sie (die p-BromphenyIhydrazinmethode) nur einen Ausfall von zirka 20 bis 
30o/0 selbst bei verh~.ltnism~iBig sehr reinen L6sungen zeigt . .  
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Reaktion, sis wir mit L6sungen von glukuronsaurem Natrium 
arbeiteten. Die Anwendung yon salzsaurem p-Bromphenyl- 
hydrazin und Natriumacetat ist unter allen Umstiinden vorteil- 
halter als jene yon p-Bromphenylhydrazin und freier Essig- 
sfiure; augenscheinlich spielt die Natriumionenkonzentration 
der LSsung eine Rolle. Wiederholt konnten wir konstatieren, 
dab der Zusatz einer kleinen Menge freier Essigs/iure die 
Bildung des Salzes f6rdert, denn, wenn L6sungen yon glukuron- 
saurem Natrium in zwei gleiche Teile geteilt, mit den gleichen 
Mengen yon p-Bromphenylhydrazinchlorhydrat und Natrium- 
acetat versetzt, auf dem Wasserbad erw/irmt wurden, nachdem 
der einen Probe etwas freie Essigs/iure zugesetzt worden war, 
erhielten wir stets aus dieser LSsung mehr yon dem krystallini- 
schen Niederschlag. 

Im allgemeinen haben wit" die yon N e u b e r g  empfohlenen 
VerhO.ltnisse eingehalten und 3 crn s Eisessig zugesetzt. Nach- 
dem die Zusammensetzung des Salzes ermittelt worden war, 
erschien es angezeigt, yon demp-Bromphenylhydrazinchlor- 
hydrat und Natriumacetat eine gr6fere QuantitS.t anzuwenden, 
wir haben diese verdoppelt, nicht aber die Menge der freien 
Essigsfiure. 

Ffir den Nacbweis der Glukurons~.ure kann das Verfahren 
nicht empfohlen werden, denn der Verlauf der Reaktion ist 
offenbar yon kleinen, unkontrollierbaren Umst/inden stark 
beeinfluft, liefert wechselnde und, soweit unsere Erfahrungen 
reichen, stets schlechte Ausbeuten. 

Die Substanz ist hygroskopisch, muff daher vor der 
Analyse getrocknet werden; wit haben stets im Toluolbad zur 
Gewichtskonstanz gebracht. 

Die' Analyse ergab nachstehende Ergebnisse, aus denen 
mit Sicherheit hervorgeht, daf die Substanz das N a t r i u m s a l z  
der  p - B r o m p h e n y l o s a z o n g l u k u r o n s / i u r e  ist: 

I. 0"1291g Substanz lieferten 0"03912 " Wasser und 0"1855g Kohlen- 
dioxyd. 

II. 0" 00340g Substanz lieferten 0" 333 c m  ~ Stickstoff (B ~ 711 ram,  T =  9~0~ 

llI. 0"006355 g" Substanz lieferten 0"612 cm~ Stickstoff (B~--711 ram,  

T ~  19~ 
IV. 0" 1423g" Substanz lieferten 0"09822" Bromsilber. 

V. 0" 3378g Substanz lieferten 0" 0482 2" Natriumsulfat. 
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In 100 Teilen: 

G e f u n d e n  B e r e c h n e t  fi~r 

. _  ,~ C 1 8 H 1 7 O s N ~ B r 2 N  a 
t I I  t I l  I V  V , ~ , : . . . . . .  

C . . . . . . . . . . . .  3 9 "  1 9  . . . .  3 0 "  1 3  

H . . . . . . . . . . . .  3 " 3 9  . . . . .  3 " 0 0  

N . . . . . . . . . . . .  - -  1 0 " 6 8  1 0 " 5 4  - -  - -  1 0 " 1 5  

B r  . . . . . . . . . . .  - -  - -  - -  2 9 ' 3 7  - -  2 8 " 9 6  

N a  . . . . . . . . . . .  - -  - -  - -  - -  4 " 6 2  4 "  1 7  

Herr Prof. F. P r e g l  in Innsbruck hatte die grof~e Liebens- 
wfirdigkeit, die Stickstoffbestimmungen nach seinem neuen 

mikroanalytischen Verfahren a auszuffihren, woffir wir ihm auch 
an dieser Stelle unseren Dank aussprechen. 

Auf das Umkrystallisieren aus 60~ Alkohol, welches 
N e u b e r g  bei seiner Verbindung mit Erfolg angewendet hat, 
haben wir verzichtet, obwohl das Salz sich in sehr grol3en 

Mengen dieses L6sungsmittels auflDst und sich in sch6nen, 
langen, gelben N~idelchen daraus ausscheidet. In Pyridin 15st 

sich das Salz leicht auf, auf Zusatz yon Wasser scheidet es 
sich gelatinSs aus. 

In dem zur Bestimmung der optischen Aktivit~t yon Neu-  
b e r g  empfohlenen Pyridin-Alkoholgemisch 15st sich die Sub- 

stanz schwer auf; 15st man sie jedoch zuvor in Pyridin, so 

scheidet sie sich auf Zusatz des Alkohols nicht mehr aus. In 
einer so hergestellten LSsung haben wir die Drehung bestimmt, 
die ein spez. DrehungsvermSgen yon --259 ~ ergab. Es zeigt 

daher das Salz der Osazons~iure auch eine enorme negative 
Drehung so wie der K6rper N e u b e r g ' s .  

B a r i u m s a l z .  Zur Darstellung dieses Salzes hat sich 
folgendes Verfahren bewt~hrt: 

1 g Glukuron wurde in 100 cm a Wasser gelSst und mit 
Barytwasser bis zur bleibenden alkalischen Reaktion versetzt 
- -  die Neutralisation erfolgt nur allmiihlieh --,  hierauf wird zur 

Abscheidung des tibersehfissigen Bariumhydroxyds Kohlen- 
dioxyd eingeleitet, einige Zeit auf dem Wasserbad erw~rmt, 
das Bariumcarbonat abfiltriert. Dem Filtrat wird eine Auf- 

1 A b d e r h a l  d e n ,  H a n d b u c h  d e r  b i o c h e m i s c h e n  A r b e i t s m e t h o d e n .  
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k o c h u n g  von  4 g  p - B r o m p h e n y l h y d r a z i n c h l o r h y d r a t  u n d  6 g  

k r y s t a l l i s i e r t e m  B a r i u m a c e t a t  in 1 0 0 c m  ~ W a s s e r  z u g e s e t z t ,  

z i r k a  2 M i n u t e n  ins  k o c h e n d e  W a s s e r b a d  ges te l l t ,  w i e d e r h o l t  

e n e r g i s c h  gesch f i t t e l t  und  heir] filtriert.  In das  e t w a s  trf ibe,  ge lb  

gef~irbte F i l t ra t  w e r d e n  nun 3 c u r '  E i s e s s i g  g e g e b e n  u n d  d a n n  

im k o c h e n d e n  W a s s e r b a d  erhi tz t .  E s  s c h e i d e n  s ich  ba ld  ge lbe  

N a d e l n  a u s ,  d ie  abfi l t r ier t ,  mit  W a s s e r  und  k o c h e n d e m  abso-  

lu ten  A l k o h o l  g e w a s c h e n  w e r d e n ;  d i e s e s  Ve r f ah ren  w u r d e  

ff lnfmal  w i e d e r h o l t ;  da s  E r h i t z e n  d a u e r t e  10 Minu ten ,  15 Minuten ,  

25 Minu ten ,  33 Minu ten ,  1 S tunde ,  die G e s a m t a u s b e u t e  b e t r u g  

1 ' 7 2 g .  Bei e inem zwe i t en ,  in g l e i c h e r  W e i s e  a usge f f i h r t e n  

V e r s u c h e ,  bei  w e l c h e m  die  G l u k u r o n s / i u r e  n i eh t  d u r c h  B a r i u m -  

h y d r o x y d  neu t r a l i s i e r t  w o r d e n  war ,  1" 63 g ,  das  s ind  500/0 de r  

t h e o r e t i s c h e n  A u s b e u t e .  E s  sei  b e m e r k t ,  daft s ich  be i  w e i t e r e m  

E r h i t z e n  de r  L b s u n g e n  n o c h  A u s s c h e i d u n g e n  b i lde ten ,  die  

j e d o c h  d u n k l e r  gefS.rbt w a r e n  und  d a h e r  n ich t  be r f i c k s i c h t i g t  

w u r d e n .  

D i e s e s  Sa l z  ist  n o c h  h y g r o s k o p i s c h e r  als  das  N a t r i u m s a l z  

u n d  w u r d e  z u r  A n a l y s e  im T o t u o l b a d  bis  z u r  G e w i c h t s k o n s t a n z  

g e t r o c k n e t .  

I. 0' 2055 g Substanz gaben 0"0563 3" Wasser und 0" 2727 g Kohlendioxyd. 
ll. 0"007315g Substanz gaben.0"656 cm 3 Stickstoff (13 ~ 711 ram, 

T = 20~ 
llI. 0' 2710g Substanz gaben 0"0525g Bariumsulfat. 
IV. 1)'05018g" Substanz gaben 0"01012 g" Bariumsulfat. 

h'~ 100 T e i l e n :  
Gefunden Berechnet ffir 

"- C 1 8 H I T O s N 4 B r ~ B  a 

[ II lII IV " , 

(' . . . . . . . . . .  36"19 . . . .  36"14 
H . . . . . . . . . .  3"07 - -  - -  - -  2"85 
N . . . . . . . . . .  - -  9"77 - -  - -  9"37 
Ba . . . . . . . . .  - -  - -  11"40 11"87 11"49 

A u c h  d i e s e  S t i c k s t o f f b e s t i m m u n g  v e r d a n k e n  wi r  H e r r n  

Prof. P r e g l .  Das  p - b r o m p h e n y l o s a z o n g l u k u r o n s a u r e  Ba r ium 

s te l l t  he l l ge lbe  m i k r o s k o p i s c h e  N a d e l n  dar.  

In 60% A l k o h o l  lbs t  s i ch  die S u b s t a n z  nu r  s e h r  wen ig ,  

aus  de r  k o c h e n d e n  L b s u n g  s c h e i d e t  s ie  s i ch  b e i m  E r k a l t e n  in 

Chemie-Heft Nr. 10. ~q3 
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gelben sch/3nen N~delchen aus, auch in Pyridin ist sie schwer  

lt3slich; die L6sung  erstarrt  beim Erkal ten gelatintSs, auch 

durch W a s s e r  wird gelatin6s ausgeftillt. Das Salz schmilzt  

unter  Zersetzung,  daher  ist auch die zur Beobach tung  ge- 

langende Sehmelz tempera tu r  je nach der Geschwindigkei t  des 

Erhi tzens nicht dieselbe. Bei raschem Erw/irmen fanden wir im 

Thie le ' schen Apparat  215 bis 217 ~ , d o c h  br/iunte sich die 

Probe schon e t w a s  frCther. 

C a l c i u m s a l z .  Es wurde in ganz analoger  Weise  wie das 

Bariumsalz  hergestellt  und sieht dem Bariumsalz  sehr/ ihnl ich.  

Die Ausbeute  an dem nut  einmal dargestellten Salz betrug 

25~ der Theorie.  

~ '  3206,g,~ SL~bst,mz gaben  / ) ' l ) 4 J2g-  Ca lc iumsul fa t .  

In 100 Teile,n: 

Berechnet fiir 
Gefunden  C18H1;OsNtB,'2ca 

Ca . . . . . . . . .  3" 69 3" 67 

Wit  haben ferner auch das Kalium-, Zink- und Bleisalz 

dargestellt ,  die unter  analogen Verhtiltnissen erhalten worden  
sind und sich nut  wenig  voneinander  unterscheiden;  nur die 

Farbe des Zinksalzes  war  etwas dunkler. 

Dutch  die mitgeteilten Beobach tungen  erscheint  es sicher- 

gestellt, daft die beschr iebenen Verbindungen,  die in iihnlicher 
Weise  entstehen wie N e u b e r g ' s  p - B r o m p h e n y l h y d r a z i n -  
verbindung der Glukurons/ iure unbekann te r  Struktur,  

sind: 

p - b r o m p h e n y l o s a z o n g l u k u r o n s a u r e  S a l z e  

B r C 6 H ~ - - N H - - N  : CH.  C - - C H .  CH.  CH--CO2M 
II I I ! 

T T BIC~H 4. H N - - N  O H  OH OH 
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Das Bariumsalz insbesondere entsteht nach unserer 

Vorschrift leicht und sicher in guter Ausbeute, w&hrend die 

Gewinnung der Neuberg'schen Verbindung nach  unseren 
Erfahrungen doch recht schwer und unsicher sein muff. 

Es kann keinem Zweifel unterliegen, daI3 der Nachweis 
der Glukuronsi~ure durch deren lJberftihrung in dieses Barium- 

salz sich besser eignet als die Neuberg'sche Reaktion. 


