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Uber die Einwirkung von p-Bromphenyl-
hydrazin auf Glukuron

von

. G. Goldschmiedt, w. M. k. Akad., und Ernst Zerner.
(Aus dem II. ehemischen Universitétslaboratorium in Wieﬁ.)

(Vorgelegt in der Sitzung am 11. Juli 1912.)

Als wir vor etwa zwei Jahren feststellten, da das
Scutellarin! eine gepaarte Glukuronsiure sei, haben wir uns
unter anderem zur Identifizierung dieser Sdure der von Neu-
berg2 hierzu empfohlenen p-Bromphenylhydrazinverbindung
bedient. Schon damals haben wir hervorgehoben, dafi die Er-
scheinungen, die wir, nach Neuberg’s Vorschrift arbeitend,
bei der Darstellung dieser Verbindung zu beobachten Gelegen-
heit. hatten, durchaus den von diesem Forscher geschilderten
entsprachen, wir fiigten aber hinzu, daB die Substanz, die wir
erhielten, stets aschenhaltig gewesen sei.

Dieser Umstand sowie auch jener, dafl die Natur der
Verbindung keineswegs aufgeklart worden ist, veranlafite uns,
uns nochmals mit derselben zu beschéftigen,

Neuberg hat auf Grund seinet Analysen, die zur empiri-
schén Formel CmH”O N, Br fiihrten, drei Strukturmoghchkelten
in: Betracht gezogen, von welchen wir meinen, da sie — alle
drei — wenig Wahrscheinlichkeit fiir sich:in Anspruch nehmen
konnen, und zwar:

1 M., 81 (1910).
‘2 Ber., 32, 2395 ff. (1899).
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1.Glukuronsaures p-Bromphenylhydrazin:
OHC.(CHOH),COOH.NH,NHC,H Br.
2. Glukuronsédure-p-Bromphenylhydrazon+H,O:
C;H,BrNHN = CH.(CHOH),COOH +H,0.
3. Glukuronsédure-p-Bromphenylhydrazid +H,O:
OHC(CHOH),CO . NH . NHC,H,Br+H,0.

1. Es wire zu erwarten, daBl, wire die Substanz glukuron-
saures p-Bromphenylhydrazin, sie infolge ihrer Schwerldslich-
keit sofort zur Ausscheidung komme, sobald die Losungen der
Komponenten gemischt werden; dafl dies nicht geschieht, geht
aus Neuberg’s Darstellung hervor und wir haben uns auch
selbst oft davon {iberzeugt; auch wiirde ein solches Salz durch
Barytwasser gewifl zerlegt werden, nach Neuberg’s eigener
Beobachtung wird es von diesem Reagens »beim Kochen
wenig verdndert«.

2. Von dem Glukuronsdure-p-Bromphenylhydrazon-+H,0
wire wohl anzunehmen, dafi es, wie das zuerst von Giemsal
beschriebene Glukuron-p-Bromphenylhydrazon, was spéter
Neuberg? bestitigte, farblos sein mifite. Auch ist der flir die
Ubereinstimmung mit der Formel erforderliche Krystallwasser-
gehalt analytisch nicht festgestellt worden.

3. Glukuronsidure-p-Bromphenylhydrazid+H;O; die Bil-
dung eines solchen in heiBer, wisseriger Losung von so
geringer Konzentration ist im hdchsten Grade unwahrschein-
lich;® der negative Ausfall der Biilow’schen Reaktion wiirde

1 B, 33, 2998 (1900).

2 B., 33, 3319 (1900).

3 In einer unter meiner Leitung ausgefiithrten Untersuchung hat H. Mil-
rath (M., 29, 1908) gezeigt, dafi die Acetylierung des Phenylhydrazins nach
dreistiindiger Erwdrmungsdauer auf dem Wasserbad in geringer Menge (8°99/,
der theoretischen Ausbeute) noch erreicht wird, wenn die Essigsiure 79], und
in det dem Phenylhydrazin dquivalenten Menge vorhanden ist. Dies entspricht
einer rund 1°1-normalen Essigsiure. Die Konzentration der Glukuronséure bei
der von Neuberg empfohlenen Darstellungsweise berechnet sich 0-0455-normal,
wobei das fiir die Lésung des p-Bromphenylhydrazinchlorhydrats und Natrium-
acetats erforderliche Wasser in die Rechnung nicht einbezogen worden ist.

Goldschmiedt.
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nicht unbedingt gegen die Struktur eines Hydrazids, ebenso-
wenig aber ein positiver unbedingt fiir dieselbe sprechen. Die
von Neuberg beobachtete Farbung von fuchsinschwefeliger
Sidure scheint uns keine strenge Beweiskraft zu besitzen. Der
Wassergehalt des Hydrazids, welcher angenommen werden
mufite, um eine Ubereinstimmung mit den Analysen her-
zustellen, ist analytisch nicht nachgewiesen worden.

Wir haben eine sehr grofie Zahl von Versuchen ausgefiihrt,
um die von Neuberg beschriebene p-Bromphenylhydrazin-
verbindung der Glukuronsdure zu erhalten und wollen gleich
vorgreifend eingestehen, daB es uns weder bei Einhaltung der
Neuberg’'schen Vorschrift,noch unter sehr mannigfaltigvariierten
Versuchsbedingungen je gelungen ist. Wir konnten stets, wenn
wir mit Salzen der Glukuronsdure oder auch mit Lésungen
des Glukurons arbeiteten, dann aber mit salzsaurem p-Brom-
phenylhydrazin und Natriumacetat, Fillungen beobachten, die
in ihrem Aufieren der Neuberg’schen Beschreibung entsprachen;
sobald aber die Losungen, aus welchen die Verbindung sich
ausscheiden sollte, keinerlei Metallionen enthielten, bildeten
sich in absolutem Alkohol leicht I6sliche dunkelbraune
Schmieren, die nur minimale Spuren eines hellgelben, kry-
stallinischen, schwer loslichen Niederschlages zuriickliefien,
welcher stets Asche hinterliel, dessen Bildung daher auf kleine
Verunreinigungen eines der Ausgangsmaterialien zuriickgefiihrt
werden mufite. Die Vermutung, es kdnate Glaslosung die
Ursache sein, diirfte nicht zutreffen, da die Erscheinung auch
eintrat und schitzungsweise in gleichem Mafle, als wir im
Quarzkolben arbeiteten. Schlieilich fanden wir, dafy das kéuf-
liche p-Bromphenylhydrazin, auch solches vom richtigen
Schmelzpunkt, beim Verbrennen einen Aschenriickstand von
zirka 19/, seines Gewichtes zuriicklief.

Hatte Neuberg! nicht zwei vollstindige Analysen der
Substanz ausgefiihrt, die zu der von ihm aufgesteliten Brutto-
formel fiihrten, iberdies auch A. Jolles? spiter eine mit diesem
Befund ibereinstimmende Analyse (Kohlen-, Wasser- und

i B., 32, 2395 (1899).

2 M, 32, 628 (1911).
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Stickstoff bestimmung) der Substanz veréffentlicht, so wire
man versucht, an der Existenz einer Verbindung dieser Zu-
sammensetzung zu zweifeln und an das Ubersehen des geringen
Aschengehaltes zu glauben. Wenn wir trotz vielfacher Be-
mithungen doch nicht imstande gewesen sind, eine solche in
unseren Hinden entstehen zu sehen, so Kdnnen wir nur an-
nehmen, dafi die Bereitungsvorschrift nicht ausreichend genau
die Bedingungen klarstellt, unter welchen gearbeitet werden
mul, um einen giinstigen Erfolg zu haben.

In der Tat ist diese Vorschrift, nach deren Wortlaut man
ibrigens annehmen miifite, dafl Konzentration der Ldsungen;
relative Mengen der reagierenden Substanzen, Reaktion det
Flissigkeit keine wesentliche Bedeutung fiir das Gelingen
haben, an den verschiedenen Literaturstellen, wo sich dieselbe
findet, in einigen Punkten nicht ganz eindeutig, in anderen
auch nicht ganz {bereinstimmend. Der Miflerfolg, den wir bei
unseren Versuchen hatten, mufite uns zunichst die Vermutung
nahelegen, dafl die Ursache hiervon an diesen Dingen liegen
konnte, insofern fiir die Durchfihrung des Versuches ein
gewisser, wenn auch scheinbar geringer Spielraum blieb.

In der Abhandlung,! in welcher die p-Bromphenylhydrazin-
verbindung der Glukuronsdure zuerst beschrieben wordet ist,
wird die Darstellung aus »Glukuron« und die Anwendung
von »p-Bromphenylhydrazinchlorhydrat und Natriumacetat«
empfohlen, »denn so vermeidet man fast volistindig die bei dem
kduflichen Priparate (p-Bromphenylhydrazin) und Verwendung
freier KEssigsdure stets unter gleichzeitiger Rotfarbung der
Flissigkeit eintretenide Verharzung, welche die Reinigung der
Hydrazinverbindung auBlerordentlich erschwert wnd verlust-
reich machte. Das Erwidrmen soll »im Wasserbad« gescheher.

In einer bald darauf erschienenen Arbeit Neuberg’s?
wird - dieselbe Substanz, von- welcher nebenbei gesagt wird,
daB sie »aus der freien Glukuronsidure oder ihren Salzen in
assigsaurer Losung éntstéht«, aus Giemsa’s Gluktiron-p-Brom-
phenylhydrazon erhalten; die 'allein ausgefithrte Stickstoff:

L B, 32, 2395 (1899).

2 B., 33, 3319 (1900,
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bestimmung ergab aber einen hdheren Wert (8°207%/,) staft der
berechneten 7-35%.

In der »Zeitschrift fiir physiologische Chemie« sprechen
sich P. Mayer und C. Neuberg?! folgendermaBen aus: »Beide
Substanzen verbinden sich zu einer von der Konzentration
der Losung und dem Verhdltnis der Mengen von Glukuron-
siure und p-Bromphenylhydrazin unabhédngigen Verbindung
CpH,,07N,Br, die aus der freien Sdure wie ihren wasser-
16slichen Salzen in essigsaurer LLosung, aber unter Vermeidung
eines Uberschusses an freier Essigsaure in guter Ausbeute
entsteht.«

Es heifit ferner, dafl die Verbindung, »deren Zusammen-
setzung der angefiihrten Formel unter ailen Umstinden ent-
spricht, wahrscheinlich glukuronsaures p-Bromphenylhydrazin
darstellt«.

In einer Fuinote auf p. 264 derselben Abhandlung wird
nochmals vor »einem UberschuBl freier Essigsdure« gewarnt,

In dem schonen Referat Neuberg’s? »Die Physiologie der
Pentosen und der Glukuronsiure« heift es von dieser Ver-
bindung, sie habe »den Vorzug, dafl sie unabhingig von dem
Verhaitnis von Glukuronsidure zu dem Bromphenylhydrazin
aus der freien Siure wie ihren Salzen entsteht, wenn sie in
essigsaurer Losung gekocht werden«; ¢s wird hervorgehoben,
dafl das optische Verhalten von bemerkenswerter Kongtanz sei,
wihrend es vorkommi, dafl der Schmelzpunkt durch minimalé
Beimengungen herabgedriickt wird und auch die analytischen
Daten nicht absolut schatf ausfallen.

Auch andere Forscher haben sich der von Neuberg ent-
deckten Reaktion zum Nachweis von Glukuronsdure bedient.

Paul Mayer3 hat mit Hilfe derselbén Glukuronsiure im
Rindetblut nachgewiesen; die Substanz zeigte in jeder Be-
zighting die von Neéuberg geschilderten Eigenschaften; det
SBtickstoff entsprach jenem der Neuberg'schen Formel; die
Glukuronsdure lag als Natriumsalz vor.

1 Bd. 29, 260 (1900), - ‘
2 Ergebnisse der Physiologie, Bd. III, 1, 392 (1904).
3 Zeitschrift fiir physiol. Chemie, 32, 528 (1901).
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In einer umfangreichen Schrift »Recherches biochimiques
sur l'indol et T'acide glucuronique« (These) beschaftigt sich
Hervieux mit der p-Bromphenylhydrazinverbindung der
Glukuronséure.

Er empfiehlt die Anwendung von freiem p-Brompheny!-
hydrazin und Essigsdure statt des Chlorhydrats und Natrium-
acetats, da die Base, seitdem Neuberg 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 verdiinnten Losungen zu erhalten;
absolute Reinheit der Glukuronsiure sei vor allem erforderlich;
er erzielt dieselbe durch Féllung mit Quecksilbernitrat und
Entfernung des Uiberschiissigen Quecksilbers mit Zinkstaub, so
daB er schlieBlich Zinkglukuronat in L&sung hat. »Le liquide
original (Losung von Glukuron), qui reagissait mal ou pas du
tout avec 'hydrazine, donne cette fois une abondante précipi-
tation d’aiguilles de la combinaisonparabromphenylhydrazinique
de l'acide glucuronique.»

Die Vorschrift, die Hervieux gibt, ist keineswegs prézis,
denn er gibt keinerlei Verhdltnisse der angewendeten Sub-
stanzen an, es heifit nur, man habe einen Tropfen Eisessig flir
jeden Kubikzentimeter Losung zuzufiigen; da er mit Harn
arbeitet, sind die Losungen unter allen Umstdnden sehr ver-
dinnt an Glukuronsiure, daher die Menge Essigsdure relativ
sehr groB. Hervieux macht aber andrerseits ausdriicklich
darauf aufmerksam, daB ein Uberschufl an Essigsdure schidlich
wirke. Es sei darauf hingewiesen, dafl Hervieux vermoge der
angewandten Behandlungsweise des Harnes nicht mit freier
Glukuronsdure, sondern mit Bariumglukuronat arbeitet. Die
Niederschlage, welche Hervieux erhilt, entsprechen in bezug
auf Aussehen, Schmelzpunkt, Drehungsvermdogen, Loslichkeit
in Pyridin-Alkoholgemisch etc. durchaus der Beschreibung
Neuberg’s, nur der von Neuberg konstatierten Loslichkeit
in 609/, Alkohol wird keine Erwédhnung getan.

Hervieux hat von der Substanz mehrere gut lberein-
stimmende Brombestimmungen ausgefiihrt, von welchen nur

! .von. Impr. Reunies, 1908, 5, 124 ff.
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eine mitgeteilt wird, die 23599, Brom ergeben hat, d. i. 269/,
mehr als die Neuberg'sche Formel verlangt. Auf Grund dieser
Bestimmung bestreitet er die Richtigkeit dieser Formel und
stellt eine neue auf, die dem von ihm gefundenen Bromgehait
entspricht, und zwar jene eines Lactazames:

CO—N—C,H,Br

4 N\
CHOH
( )4\CH — N

Genauer gibt Bernier! die bei der Reaktion im Harne
einzuhaltenden Verhiltnisse an, und zwar:

50 cm® des mit Schwefelsdure hydrolysierten, neutralisierten
und mit Mercurosalz gereinigten Harnes,

0-8 g Bromphenylhydrazin,

80 Tropfen Essigsdure.

Auf diese Weise erhielt er einen reichlichen, zum Teil in
absolutem Alkohol l0slichen Niederschlag, dessen unldslicher
Anteil auf dem bloc Maquenne bei 235 bis 236° schmolz und
auch sonst die Eigenschaften der Neuberg’schen p-Brom-
phenylhydrazinverbindung zeigte.

Tschirch und Gauchmann,®* welche die Glycyrrhizin-
sdure als Glukuronsidureverbindung erkannt haben, haben aus
einer Losung des daraus gewonnenen Glukurons mit freiem
p-Bromphenylhydrazin und iberschiissiger Essigsdure gelbe
Nadeln erhalten, die in absolutem Alkohol unléslich waren, den
Schmelzpunkt 225 bis 230° unter Zersetzung und starke
Linksdrehung im Pyridin-Alkoholgemisch zeigten.

Vor kurzer Zeit hat Jolles? gezeigt, dafi bei der Oxydation
von Glukose mit Wasserstoffsuperoxyd Glukuronsdure in
geringer Menge gebildet werde. Sie wurde unter Anwendung
von p-Bromphenylhydrazinchlorhydrat und Natriumacetat in
Neuberg’s p-Bromphenylhydrazinverbindung nach der Vor-
schrift dieses Forschers iibergefiihrt und so identifiziert. Die
Substanz lieferte bei der Analyse die von Neuberg’s Formel

i Sur la présence de I'acide glucuronique et de certains hydrates de
carbone dans I'urine normal. Thése. Paris Impr. de la cour. d'appel 1910, p. 58.

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

3 M., 32, 623 (1911,
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geforderten Prozentzahlen an Kollenstoff, Wasserstoff und
Stickstoff, auch Schmelzpunkt und Drehungsvermégen watren
ibereinstimmend.

Lépine und Boulut?! haben sich ebenfalls der Reaktion,
ohne ndheres mitzuteilen, bedient.

[n der Deutschen medizinischen Wochenschrift? bezeichnet
P. Mayer die Neuberg'sche Reaktion als zweifellos »die
sicherste Methode« des Nachweises der Glukuronsdure im
Harn; »die Darstellung dieser Verbindung ist aber nur moglich,
wenn sich gréfiere Mengen von Glukuronsdure im Harn
finden«;, an einer anderen Stelle? teilt derselbe Forscher mit,
er habe aus Harn von Kaninchen, welchen 15 g glukuronsaures
Natrium subkutan beigebracht worden war, die p-Bromphenyl-
hydrazinverbindung Neuberg’s dargestellt, die sich in allen
Eigenschaften identisch mit Neuberg’s Substanz zeigte; auch
die Stickstoffbestimmung war {ibereinstimmend. In einem
zweiten Fallet gleicher Art wurde die ldéntitit durch eine
Brombestimmung erwiesen.

Bial und Huber?® haben nach Mentholdarreichung in den
Faeces (nach der Hydrolyse neutralisiert) mit salzsaurem
p-Bromphenylhydrazin und Natriumacetat die Verbindung
erhalten, die auch vollste Ubereinstimmung mit den Neuberg-
schen Angaben zeigte; liberdies wurde die Identitdt von diesem
selbst bestitigt.

Naidus® scheint keine guten Erfahrungen mit - der
Reaktion gemacht zu haben, denn er sagt »p-Bromphenyl-
hydrazin kann nicht als bequemes und gutes Reagens fiir
Glukuronsdure genommen werden«,

Aus vorstehender Literaturiibersicht, welche moglicher-
weise nicht ganz vollstindig ist, geht hervor, dafi in einer
groBleren Zahl von Féllen die ihrer Struktur nach unaufgeklirte
2 - Bromphenylhydrazinverbindung der Glukuronsdure ent-

C. r. dé la société de Biologie, 1901, p. 1041,

Deutsche medizinische Wochenschrift, 27, p. 243 (1901).
Zeitschrift fiir klin. Medizin, 47, 68 (1902).

Zeitsohrift fiir klin, Médizin, 47, 68 (1902).

Beitrige zur chem. Physiologie und Pathol., 1902, Bd, 2, 532.
Ref. Biochem. Zentralblatt, Bd. 1, 258 (1903).

[ = - R
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sprechend der Neuberg’schen Bruttoformel und mit den von
ihm festgestelltan charakteristischen Eigenschaften erhalten
werden konnte; nicht in sallen Féllen jedach liegt eine ana-
lytische Kontrolle vor.

Wir stellen im nachstehenden sdmtliche Analysenergeb-
nisse zusammen, die wir in der Literatur auffinden konnten:

Gefunden
‘Neuberg Hervieux P. Mayer Jalles
C..ooont 37-68 37°7L — — — — — 3753
H........ 4:30  4-50 — —_ — — — 4-64
N........ 7-556 7-64 820 7-51 — 7-72 7-68 721
Br........20°83% 2{-06 —. — 2359 20°78 — —
Berechnet fiir
CyaH;0;No Br
. ————
C.oveiiil, 3780
H............ 446
A 7-21
Bro........... 2100

Es ist bereits erwdhnt worden, da8 wir eine groBe Zahi
von Versuchen, es waren deren rund 30, ausgefiihrt haben,
wobei wir uns zunéchst genau an die Neuberg'sche Vorschrift
gehalten haben, ohne dafli es uns gegliickt wire, das von ihm
beschriebene Produkt zu erhaiten. Verwendet wurde ganz
reines Glukuron aus Euxanthinsdure und kiufliches salzsaures
p-Bromphenylhydrazin, das wir zuerst wiederholt aus ver-
diinnter Salzsdure umkrystallisierten; spater allerdings, nach-
dem wir uns iiberzeugt hatten, dafl der Erfolg mit dem Kahi-
baum’schen Prédparat kein anderer war, haben wir auf diese
Reinigung verzichtet.

Auch mit dem freien Phenylhydrazin haben wir in essig-
saurer Losung gearbeitet, in diesem Falle aber stets ein
negatives Resultat erhalten, wenn wir das Glukuron nicht
zuvor mit einer Base abgesittigt hatten; die minimalen Spuren
leuchtendgelben krystallisierten Niederschlages — in einem
kontrollierten Versuch 0-1%/, der theoretischen Ausbeute auf
Grund der Neuberg'schen p-Bromphenylhydrazinverbindung
berechnet — hinterliefen Asche und ihr Entstehen mufite auf
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kleine Verunreinigungen der Materialien zurlickgefiihrt werden.
Wenn wir hingegen mit Losungen glukuronsaurer Salze
arbeiteten, war der Erfolg in der Regel positiv, aber auch da
war die Ausbeute eine wechselnde und weit hinter jener
zuriickbleibend, die Neuberg erhalten hat (80 bis 859/, der
Theorie).t

Samtliche Fallungen, die wir zu beobachten Gelegenheit
hatten, entsprachen der Beschreibung Neuberg’s, waren aber
stets aschenhaltig. Es scheint uns keineswegs ausgeschlossen,
daB auch andere Beobachter solche aschenhaltige Niederschlidge
in Hdnden gehabt haben kodnnten, ohne darauf aufmerksam
geworden zu sein.

Da die relative Menge der Asche so grol war, dafi sie
nicht durch Verunreinigungen bedingt gewesen sein konnte,
mufiten wir zur Meinung kommen, dafl es sich um Salze einer
Verbindung der Glukuronsdure mit p-Bromphenylhydrazin
handeln miisse und es erschien uns daher geboten, die Dar-
stellung solcher Salze mit verschiedenen Katipnen zu ver-
suchen, Dies ist uns in der Tat gelungen und die Ermittlung
ihrer Zusammensetzung und Siruktur fiel dann nicht schwer.

Natriumsalz. Glukuron mit p-Bromphenylhydrazin und
lssigsdure in den von Neuberg angegebenen Mengen und
Konzentrationsverhiltnissen auf dem Wasserbad erhitzt,
lieferten uns, nach Losung der entstandenen dunklen, amorphen
i“dllungen in absolutem Alkohol, nur Spuren eines leuchtend-
gelben, krystallinischen, in absolutem Alkohol und Wasser
praktisch unldslichen Niederschlages, der Asche hinterlief],
sonst aber der Beschreibung Neuberg’s entsprach; wir miissen
dessen Bildung auf mineralische Verunreinigungen des p-Brom-
phenylhydrazins zurlickfiihren. Oft wiederholte Versuche hatten
stets dasselbe Resultat. Die Schmelzpunkte sind nicht scharf
zwischen 185 und 190° unter Zersetzung gelegen. Besser,
immer aber unglinstig in bezug auf Ausbeute, verlief die

1 B, 32, 2396 (1899). Bial und Huber (Berliner klinische Wochen-
schrift, 40, 405 [1903]) wecisen darauf hin, daff sich aus Ncuberg’s und
P. Mayer’s Zahlen entnehmen lasse (Zeitschr. f. physiol. Ch., 32, 529 [1901)),
»duf sie (die p-Bromphenylhydrazinmethode) nur einen Ausfall von zirka 20 bis
300/, selbst bei verhdltnismiilig sehr reinen Losungen zeigte.
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Reaktion, als wir mit LOsungen von glukuronsaurem Natrium
arbeiteten. Die Anwendung von salzsaurem p-Bromphenyl-
hydrazin und Natriumacetat ist unter allen Umstédnden vorteil-
hafter als jene von p-Bromphenylhydrazin und freier Essig-
siure; augenscheinlich spielt die Natriumionenkonzentration
der Losung eine Rolle. Wiederholt konnten wir konstatieren,
dal der Zusatz einer kleinen Menge freier Essigsdure die
Bildung des Salzes fordert, denn, wenn Lésungen von glukuron-
saurem Natrium in zwei gleiche Teile geteilt, mit den gleichen
Mengen von p-Bromphenylhydrazinchlorhydrat und Natrium-
acetat versetzt, auf dem Wasserbad erwdrmt wurden, nachdem
der einen Probe etwas freie Essigséure zugesetzt worden war,
erhielten wir stets aus dieser Losung mehr von dem krystallini-
schen Niederschlag.

Im allgemeinen haben wir die von Neuberg empfohlenen
Verhaltnisse eingehalten und 3 cm® Eisessig zugesetzt. Nach-
dem die Zusammensetzung des Salzes ermittelt worden war,
erschien es angezeigt, von dem p-Bromphenylhydrazinchlor-
hydrat und Natriumacetat eine gréflere Quantitit anzuwenden,
wir haben diese verdoppelt, nicht aber die Menge der freien
Essigsiure.

Fiir den Nachweis der Glukuronsiure kann das Verfahren
nicht empfohlen werden, denn der Verlauf der Reaktion ist
offenbar von kleinen, unkontrollierbaren Umstinden stark
LeeinfluBlt, liefert wechselnde und, soweit unsere Erfahrungen
reichen, stets schlechte Ausbeuten.

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

Die Analyse ergab nachstehende Ergebnisse, aus denen
mit Sicherheit hervorgeht, dafl die Substanz das Natriumsalz
der p-Bromphenylosazonglukuronsdure ist:

. 01291 g Substanz lieferten 0-0391 ¢ Wasser und 0-1855 ¢ Kohlen-
dioxyd.
IL. 0+00340¢ Substanz lieferten 0- 333 cm3 Stickstoff (B=711 mm, T==20°).
III. 0°006355 & Substanz lieferten 0°612 em3 Stickstoff (B =< 711 mm,
T = 19°),
IV. 01423 g Substanz lieferten 0-0982 ¢ Bromsilber.
V. 0-3378 ¢ Substanz lieferten 0+0482 g Natriumsulfat.
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In 100 Teilen:

Gefunden Berechnet fijr
L on m v v sl OsMBraNa,
Covivninnnn 3919 — — — - 30-13
H............ 339 — —_ — -— 309
Noveeronennn - 10-68 10-54 — — 10-15
Br ........... — —_ — 29:837 — 28-96
Na........... — — —_ — 4°62 4-17

Herr Prof. F. Pregl in Innsbruck hatte die grofie Liebens-
wiirdigkeit, die Stickstoffbestimmungen nach seinem neuen
mikroanalytischen Verfahren! auszufiihren, wofiir wir ihm auch
an dieser Stelle unseren Dank aussprechen.

Auf das Umkrystallisieren aus 60°/, Alkohol, welches
Neuberg bei seiner Verbindung mit Erfolg angewendet hat,
haben wir verzichtet, obwohl das Salz sich in sehr grofien
Mengen dieses Ldsungsmittels auflést und sich in schonen,
langen, gelben Néddelchen daraus ausscheidet. In Pyridin 16st
sich das Salz leicht auf, auf Zusatz von Wasser scheidet es
sich gelatinds aus.

In dem zur Bestimmung der optischen Aktivitit von Neu-
berg empfohlenen Pyridin-Alkoholgemisch 18st sich die Sub-
stanz schwer auf; 16st man sie jedoch zuvor in Pyridin, so
scheidet sie sich auf Zusatz des Alkohols nicht mehr aus. In
einer so hergestellten Lésung haben wir die Drehung bestimmt,
die ein spez. Drehungsvermdgen von —259° ergab. Es zeigt
daher das Salz der Osazonsédure auch eine enorme negative
Drehung so wie der Kérper Neuberg’s.

Bariumsalz. Zur Darstellung dieses Salzes hat sich
folgendes Verfahren bewéhrt:

1 g Glukuron wurde in 100 em® Wasser geldst und mit
Barytwasser bis zur bleibenden alkalischen Reaktion versetzt
— die Neutralisation erfolgt nur allmdhlich —, hierauf wird zur
Abscheidung des lberschiissigen Bariumhydroxyds Kohlen-
dioxyd eingeleitet, einige Zeit auf dem Wasserbad erwérmt,
das Bariumcarbonat abfiltriert. Dem Filtrat wird eine Auf-

1 Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden.
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kochung von 4 ¢ p-Bromphenylhydrazinchlorhydrat und 6 ¢
krystallisiertem Bariumacetat in 100 cm® Wasser zugesetzt,
zirka 2 Minuten ins kochende Wasserbad gestellt, wiederholt
energisch geschiittelt und heif} filtriert. In das etwas triibe, gelb
gefdrbte Filtrat werden nun 3 cm® Eisessig gegeben und dann
im kochenden Wasserbad erhitzt. Es scheiden sich bald gelbe
Nadeln aus, die abfiltriert, mit Wasser und kochendem abso-
luten Alkohol gewaschen werden; dieses Verfahren wurde
finfmal wiederholt; das Erhitzen dauerte 10 Minuten, 15 Minuten,
25 Minuten, 33 Minuten, 1 Stunde, die Gesamtausbeute betrug
1'72 g. Bei einem zweiten, in gleicher Weise ausgefiihrten
Versuche, bei welchem die Glukuronsdure nicht durch Barium-
hydroxyd neutralisiert worden war, 1'63 g, das sind 509/, der
theoretischen Ausbeute. Es sei bemerkt, daf sich bei weiterem
Erhitzen der Ldsungen noch Ausscheidungen bildeten, die
jedoch dunkler gefdrbt waren und daher nicht berticksichtigt
wurden.

Dieses Salz ist noch hygroskopischer als das Natriumsalz
und wurde zur Analyse im Toluolbad bis zur Gewichtskonstanz
getrocknet,

L. 0-2055 g Substanz gaben 00583 & Wasser und 0-2727 g Kohlendioxyd.
I, 0007315 g Substanz gaben - 0656 cm3 Stickstoff (B = 711 wmm,
T=20°.
HI. 0-2710 g Substanz gaben 00525 ¢ Bariumsulfat.
IV. 0:05018 g Substanz gaben 0-01012 g Bariumsulfat.

Inn 100 Teilen:

Gefunden Berechnet fiir
Cy3Hy 705N BroBa
Nmamt——

I I 11T v

L 36-19 — — -— 36-14
H.o......... 3-07 — — — 2-85
Nooooooo, — 9-77 — — 9-37
Ba ......... — — 11-40 11-87 11-49

Auch diese Stickstoffbestimmung verdanken wir Herrn
Prof. Pregl. Das p-bromphenylosazonglukuronsaure Barium
stellt hellgelbe mikroskopische Nadeln dar.

In 609/, Alkohol 16st sich die Substanz nur sehr wenig,
aus der kochenden Losung scheidet sie sich beim Erkalten in
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gelben schénen Nddelchen aus, auch in Pyridin ist sie schwer
loslich; die Losung erstarrt beim Erkalten gelatinds, auch
durch Wasser wird gelatinds ausgeféllt. Das Salz schmilzt
unter Zersetzung, daher ist auch die zur Beobachtung ge-
langende Schmelztemperatur je nach der Geschwindigkeit des
Erhitzens nicht dieselbe. Bei raschem Erwidrmen fanden wir im
Thiele’schen Apparat 215 bis 217°, doch brdunte sich die
Probe schon etwas. frither.

Calciumsalz. Es wurde in ganz analoger Weise wie das
Bariumsalz hergestellt und sieht dem Bariumsalz sehr dhnlich.
Die Ausbeute an dem nur einmal dargesteliten Salz betrug
259/, der Theorie.

13206 g Substanz gaben 00402 g Calciumsulfat,

In 100 Teilen:

Berechnet fiir

Gefunden CygHy705NBryea
S, m——
Ca it 3-69 3-67

Wir haben ferner auch das Kalium-, Zink- und Bleisalz
dargestellt, die unter analogen Verhé&ltnissen erhalten worden
sind und sich nur wenig voneinander unterscheiden; nur die
Farbe des Zinksalzes war etwas dunkler.

Durch die mitgeteilten Beobachtungen erscheint es sicher-
gestellt, dafl die beschriebenen Verbindungen, die in dhnlicher
Weise entstehen wie Neuberg’s p-Bromphenylhydrazin-
verbindung der Glukuronsdure unbekannter Struktur,

p-bromphenylosazonglukuronsaure Salze
sind:
BrCH,—NH—N = CH.C-—-CH.CH.CH—CO,M

b
BiC,H,. HN-—N OH OH OH
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Das Bariumsalz insbesondere entsteht nach unserer
Vorschrift leicht und sicher in guter Ausbeute, wihrend die
Gewinnung der Neuberg'schen Verbindung 'nach unseren
Erfahrungen doch recht schwer und unsicher sein mu8.

Es kann keinem Zweifel unterliegen, da der Nachweis
der Glukuronsiure durch deren Uberfilhrung in dieses Barium-
salz sich besser eignet als die Neuberg'sche Reaktion.




