Ueber den Niederschlag, welchen Pikrinsdure in normalem Harn
erzeugt und Uber eine neue Reaction des Kreatinins.

Yon

M. Jaffe.

{Aus dem Laboratorium fix medicin. Chemie yu Kdnigsberg i. Pr.)
(Der Redaktion zugegangen am 26. Juni 1886.)

In der 'physiolog»chemischen Literatur finden sich .nur
sehr spérliche Angaben tiiber das Verhalten normalen Harns
auf Zusatz von Prikrinsiure.

InK.B. Hofmann’s Lehrbuch der Zoochemie heisst es
S. 402: «Fiigt man gesattigte Pikrinsdureldsung zu Menschen-
harn, so bleibt derselbe anfinglich klar, dann setzt sich (nach
3—4 Stunden) ein missiger, gelbgefarbter, aus Harnsiure-
krystallen und feinen Nadeln bestehender Bodensatz abs.
H. Beaunis (Nouveaux éléments de Physiologie humaine)
sagt S. 776: <«lacide picrique en precipite des cristaux d’acide
urique» und H, Huppert in seiner Bearbeitung von Neu-
bauer-Vogel’s Analyse des Harns giebt S. 124 an, dass
normaler Harn beim Kochen mit Pikrinsdure einen starken
flockigen Niederschlag giebt.

Die gelegentliche Verwendung der Pikrinsdure zum Nach-
weise von Eiweissstoffen war fiir mich die Veranlassung die
Erscheinungen, welche diese Saure in normalem Urin hervor=
ruft, genauer zu verfolgen.

Es ergab sich Folgendes:

Wenn man menschlichen Harn mit conc, wissriger .
- Pikrinséureldsung versetzt, so bleibt er anfangs klar, scheidet
aber im Laufe der nichsten Stunden meistens ein sparliches
krystallinisches Sediment ab.
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Sehr viel reichlicher und schneller erhilt man diesen
Niederschlag, wenn man in den Harn fein pulverisirte Pikrin-
séure bis nahe zur Sittigung €ca. 1 gr. auf 150 cbem, Urin)
eintrigt oder wenn man die Séure in alkoholischer Losung hin-
zufiigt (fiir je 100 chem. Harn 20 cbem. einer 5procentigen
Losung von Pikrinsdure in Alkohol).

Im letzteren Falle deponirt die anfangs klare Mischung
bei ruhigem Stehen einen dusserst volumintsen, aus einem
"Haufwerk von langen gelben Nadeln bestehenden Bodensatz;
befordert man die Ausscheidung durch starkes Umrihren, so
erscheint der letztere fast momentan, aber in Form eines
schweren, nicht makroscopisch-krystallinischen Pulvers. Unter
dem Mikroscop zeigt er sich zusammengesetzt aus biischel-
oder sternformig vereinigten Nadeln, zwischen denen grobere,
prismatische oder unregelmissig gestaltete Krystalle von dunk-
- lerer Farbung zerstreut liegen.

Zum Zwecke naherer Untersuchung habe ich diesen
Niederschlag aus grossen Quantititen Menschenharn dargestellt
und nach dem Trocknen zundchst mit kochendem Wasser in
zur volligen Losung unzureichender Menge behandelt. Auf
diese Weise lisst er sich in zwei Antheile zerlegen, einen in
Wasser nahezu unléslichen, der sich als Harnsdure heraus-
stellte, und einen in heissem Wasser 16slichen, in gelben Nadeln
krystallisirenden Antheil, welcher den bei weitem grosseren
Theil des ganzen Niederschlages ausmacht.

I. Die Harnsaure bleibt nach mehrmaligem Auskochen
mit Wasser als grau gefirbtes, undeutlich krystallinisches
Pulver zuriick. Sie hinterliess beim Verbrennen keine Asche,
war also nicht an unorganische Basen gebunden. — Indessen
ist es mir zweifelbaft, ob die Harnsiure ausschliesslich als
freie Sdure, ob sie nicht vielleicht zu einem kleineren Theile
in leichter l6slicher Verbindung durch die Pikrinsiure gefallt
wird; es gehen nimlich erhebliche Quantititen in den heissen
wilssrigen” Auszug @ber und selbst nach oft wiederholtem
Umkrystallisiren aus Wasser oder verdiinntem Alkohol gelingt
es nur sehr schwer, die in gelben Nadeln krystallisirende
Verbindung véllig frei von Harnsiure zu gewinnen.
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Da ich mich durch directe Versuche tiberzeugt habe,
dass die Loslichkeit der Harnsiure durch jene Verbindung
nicht nennenswerth erh6ht wird, so ist anzunehmen, dass sie
in dem Pikrinséiure-Niederschlag zum Theil in organischer
Verbindung oder, was mir wahrscheinlicher, als unorganisches
Salz enthalten ist?).

Wie dem auch sei, die Harnsiure des menschlichen
Urins wird durch Pikrinséure nahezu vollstindig ausgeschieden,
jedenfalls vollstindiger, als es bei der gebriuchlichen quan-
titativen Bestimmung durch Salzsiure geschieht. Die von
dem Pikrin-Niederschlag abfiltrirte Fliissigkeit giebt mit ammo-
niakalischer Silberlosung nur eine minimale Tribung.

Es wurden in mehreren Versuchen die in gleichen Harn-
quantititen einerseits durch Pikrinséure, andererseits durch
Salzsiure gewonnenen Harnsiuremengen verglichen und Fol-
gendes gefunden:

1, je 300 cbem. Harn gaben: mit CIH 0,1125 Harnsdure, mit Pikrin-
siure 0,1240 Harnsfure;

2. je 800 chem. Harn gaben: mit CIH 0,134 Harnsiure, mit Pikrin-
siure 0,145 Harnsiure;

8. je 300 chcm. Harn gaben: mit CIH 0,178 Harnsiure, mit Plknn-
sidure 0,192 Harnséure.

Die Harnsiurebestimmung in dem Pikrin-Niederschlage
geschah folgendermassen: Der letztere wurde abfiltrirt, erst
mit wéssriger Pikrinséurelosung, dann mit Alkohol gewaschen
und nach oberflichlichem Trocknen an der Luft mit ca. 30 cbem.
Wasser unter Zusatz von 5—10 cbem. Salzsdure gekocht, die
hierdurch getrennte Pikrinsiure nach dem Erkalten durch
‘Aether ausgeschiittelt. '

1) Anmerkung: In der Vermuthung, dass die Harnsdure viel-
leicht durch Kreatinin geldst sein k3nnte, untersuchte ich ihr Verhalten
gegen diese Base und iiberzeugte mich, dass sie mit Kreatinin - keine
Verbindung eingeht. Wissrige Kreatininldsung nimmt beim Erhitzen
kaum mehr Harnsiure auf, wie reines Wasser und wenn man eine Ldsung
von salzsaurem Kreatinin mit einer Losung von neutralem harnsaurem
Kalium zersetzt, so wird freie Harnsiure apgeschieden,
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In der sauren wissrigen Fliissigkeit scheidet sich nach
- mehreren Stunden die Harnséure vollstindig aus, wird durch
ein gewogenes Filter filtrirt und nach dem Auswaschen und
Trocknen gewogen.

II. Der in" heissem Wasser leicht losliche Antheil des
Pikrinsaure-Niederschlages wird nach mehrmaligem Umkrystal-
lisiren aus heissem Wasser oder 50procentigem Alkohol in
schonen goldgelben Nadeln erhalten. Um ihn vollig frei von
Harnsdure zu gewinnen, ist es zweckmissig, ihn noch einmal
aus sehr starkem Alkohol, worin er allerdings selbst in der
Siedehitze sehr wenig l6slich ist, umzukrystallisiren. Noch
bequemer wird die Verbindung in reinem Zustande dargestellt,
wenn man den urspriinglichen Pikrinsdure-Niederschlag nach
dem Trocknen sofort wiederholt mit starkem Alkohol aus-
kocht und die beim Erkalten des Losungsmittels ausfallende
Substanz nunmehr aus diinnem Weingeist umkrystallisirt.

Die Untersuchung der Verbindung lehrte sofort, dass sie
ein Pikrat des Kreatinins enthélt; indess ergab die Elementar-
analyse Zahlen, welche von den einer einfachen Verbindung
der Pikrinsdure mit Kreatinin entsprechenden wesentlich ab-
wichen. Andererseits war die Uebercinstimmung der analy-
tischen Werthe unter sich eine so grosse, dass die Annahme
eines blossen Gemenges vollig ausgeschlossen werden musste,
vielmehr die Ueberzeugung sich aufdréingte, dass eine reine Ver-
bindung von constanter chemischer Zusammensetzung vorlag.

, Die naheliegende Vermuthung, dass es sich um ein
Doppelsalz handelte, bestatigte sich in der That durch den
" Nachweis eines constanten Kaliumgehaltes der Verbindung,
die sich nunmehr als ein Doppelsalz von pikrinsaurem Krea-
tinin mit pikrinsaurem Kalium von der Formel:

(Ca Hr Ns 0) Co Hs (N%il)s + Co Ha (NOz)s OK

herausstellte.

Die Eigenschaften dieses Doppelsalzes sind folgende: Es
krystallisirt in citronengelben Nadeln oder diinnen Prismen
ist in Wasser oder verdiinntem Alkohel in der Hitze leicht,
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in der Kilte schwer l6slich (einige Loslichkeitsbestimmungen
s. unten), in kaltem starken Alkohol sehr schwer, in heisem
etwas reichlicher I6slich, in Aether fast unléslich.

In trockenem Zustande kann das Salz auf ca. 160° er-
hitzt werden, ohne sich zu verindern oder. an Gewicht zu
verlieren, es enthilt. demnach kein Krystallwasser. Schnell
erhitzt explodirt es mit ziemlich heftiger Detonation unter
Feuererscheinung (die Explosivitit ist aber schwacher als die
des Kaliumpikrates).

Analysen, 1)

1. 0,286 Substanz bei 1100 getrocknet gaben: 0,3343 COg und 0,0660
H; 0, entspr. 81,87% C und 2,569 H;

2. 0,178 Substanz gaben: 0,2082 COs und 00395 Hz O, entspr. 31,9%0 C
und 2,469 H;

3. 0,2592 Substanz gaben: 0,3030 COg und 0,0535 Hz O, entspr. 31,9% C

~ und 2,3°% H;

4. 0,334 Substanz gaben: 0,3935 COg und 0,074 H2 O, entspr, 32,13% C
und. 2,46°%¢ H;

.B. 0,1625 Substanz gaben: 0,190 COg und 0,0376 Hg O, entspr. 31,8590 C
und 2,579 H;

6. 0,1536 Substanz gaben: 27,6 cbem. N bei 20° G und 777 Millimeter
Hg, entspr. 20,979 N;

7. 0,2316 Substanz gaben 41,5 chem. N he1 180 C und 7628 Millimeter
Hg, entspr. 20,760 N;

8. 0,3146 Substanz gaben: 0,0460 Kg SOy, entspr. 6,55% K;
9. 0,3010 Substanz gaben: 0,0436 K2 SOy, entspr. 6,499 K.
Die Formel des Kreatinin-Kaliumpikrates
(G4 Hr Ns O. Cs Hs O (NO2)s + K. Cs Hs O (NO2)s
verlangt: gefunden:
1. 2. 3. 4. 5.

C = 81,529 31,87 31,9 31,9 32,12 31,8
H =1,97% 2,56 2,46 2,3 2,46 2,57
N = 20,689 20,97 20,76
K = 6,4% 655 . 649

1) Anmerkung: Die G- und H-Bestimmungen wurden theils
{Nr, 1) durch Verbrennen mit chromsauren Blei unter Zusitz von Kalium-
biehromat, theils mit CGuO im geschlossenen Rohr und nachfolgender
Durchleitung von Sauerstoff, die N-Bestimmungen ebenfalls mit CuQ nach
der Methode von Dumas ausgefiihrt. Das Kalium wurde als Sulphat
durch Abrauchen der Substanz mit reiner conc. Schwefelsiure bestimmt.
Zu den Analysen wurde Material verschiedenster Darstellung beniitzt.
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Um die Constitution der Verbindung zu ermitteln, wurde
dieselbe folgendermassen behandelt: Sie wurde, wie bereits
oben (S. 392) beschrieben, mit einem Gemisch von 1 Theil
Salzsiure und 10 Theilen Wasser einige Minuten zum Sieden
erhitzt, nach dem Erkalten zur Entfernung der freigewordenen
Pikrinsdure so oft mit Aether geschiittelt, als derselbe noch
etwas aufnahm. Nach dem Verdunsten des Aethers blieb die
Pikrinsiure rein zuriick.

Ich erhielt in dieser Weise:

1. aus 0,400 Substanz 0,3014 Pikrinsdure, entspr. 75,35 °jo;
2. aus 0,585 Substanz 0,3969 Pikrinlosung, entspr. 74,169)e.
Die obige Formel verlangt 75,2 %o Pikrinsdure.

Die von dem Aether getrennte salzsaure Losung wurde
auf dem Wasserbade zur Trockne verdampft und mehrmals
mit heissem Alkohol extrahirt. Der in Alkohol unlésliche Theil
war unorganischer Natur und erwies sich als Chlorkalium.
Eine Cl-Bestimmung ergab 48,1 % (verl. 47,65 %).

Aus der heissen alkoholischen Lésung schied sich beim
Erkalten theils spontan, theils nach Zusatz von Aether eine
grosse Menge farbloser Krystalle aus, welche durch eine Chlor-
bestimmung, ferner durch Umwandlung in die charakteristische
Chlorzinkverbindung, sowie durch die Weyl'sche Reaction
als salzsaures Kreatinin identificirt wurden.

0,300 Substanz ergaben, mit Ag-Lésung nach Volhard titrirt einen
Cl-Gehalt von 23,970 (salzsaures Kreatinin verlangt 23,749 CI).

0,4114 Substanz der in bekannter Weise dargestellten Chlorzinkverbindung
gaben 0,1023 ZnO1), entspr. 22,8%¢ (Chlorzinkkreatinin verlangt
22,49 ZnO).

Durch diese Untersuchungen ist der Nachweis gefiihrt,
dass die durch Pikrinsdure aus menschlichem Harn gefillte,
in gelben Nadeln krystallisirende Substanz aus einem Doppel-
salz von pikrinsaurem Kreatinin und pikrinsaurem Kalium
- besteht.

) Der Zink wurde nach Fresenius® quantitativer Analyse I.
S. 250 ff.,, zunichst als Schwefelzink gefdllt, dann in das Carbonat um-
gewandelt und durch Glithen des letzteren in ZnO ibergefiihrt.
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Die Schwerldslichkeit der Verbindung in Wasser legte
den Gedanken nahe, die Pikrinséurefillung zur quantitativen
Bestimmung des Kreatinins, eventuell zur gleichzeitigen Be-
stimmung von Kreatinin und Harnsiure zu benutzen; allein
die Versuche, welche in dieser Absicht in meinem Labora-
torium ausgefiilhrt worden sind, haben keine befriedigenden
Resultate ergeben und moégen deshalb unerwihnt bleiben.
Dagegen sei es mir gestattet, hier noch einige Loslichkeits--
bestimmungen mitzutheilen, welche im Anschluss an jene
Versuche ausgefiihrt worden sind.

I. Loslichkeit in Wasser,
1. 100 cbem. Wasser von 19—200 C losen 0,1816 gr.
2. 100 cbem. Wasser von 19—200 G 18sen 0,175 gr.
3. 100 cbem. Wasser von 19—20° G 18sen 0,1853 gr.
In Mittel 16sen also 100 cbem. Wasser von 19—20° C
0,1806 Kreatinin-Kaliumpikrat. A

II. Léslichkeit in verdinntem Alkohol (1 absoluter
Alkohol : 5 Wasser).

100 cbem, ldsen bei 15—16° C 0,118 (Mittel aus 2 Versuchen).

Fassen wir die vorstehend mitgetheilten Resultate zu-
sammen, so ergiebt sich, dass aus normalem menschlichen
Harn durch Pikrinséure gefallt wird: 1) Harns&ure und
zwar bei weitem vollstindiger, als es durch CIH geschieht
und 2) ein Doppelsalz aus Kreatinin- und Kaliumpikrat. In
sehr geringen Mengen enthilt der Niederschlag noch andere
Bestandtheile, mit deren Untersuchung ich noch beschaftigt
bin; unter Anderm gelang es mir, darin eine schwefelhaltige
Verbindung von mercaptanartigem Geruch nachzuweisen,
deren Reindarstellung hoffentlich wird moglich sein.

Hundeharn verthilt sich in den meisten Fillen auf
Zusatz alkoholischer Pikrinsiurelosung dem menschlichen
Urin sehr #hnlich, jedoch mit dem Unterschiede, dass die
Harnsiure in dem Niederschlage fehlt oder nur in Spuren
vorhanden ist. Letzterer ist fast reines Kreatinin-Kaliumpikrat
und scheidet sich oft von vornherein in langen gelben Nadeln,
_in andern Fillen als blattrig-krystallinische, durch Harnpig-
ment stark gefirbte Masse aus. Die Menge des Pricipitats
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ist im Hundcharn eine sehr wechselnde; die Falling scleint
hier keine so vollstindige zu sein, wie im Urin des Menschen.
Es sei noch bemerkt, dass die Kynurenséure des Hundeharns
durch Pikrinsdure nicht niedergeschlagen wird. Wihrend
aus Losungen harnsaurcr Salze nach Zusatz von Pikrinsiure
sich sofort die Harnsiure in schonen farblosen Krystallen
ausscheidet, werden die kynurensauren Salze durch Pikrin-
siure nicht zerlegt; selbst die schr lockere Verbindung von
Kynurensiure mit Kreatinin, von der alshald die Rede sein
wird, giebt mit Pikrinsiure wohl einen Niederschlag von
Kreatininpikrat, aber keine oder nur geringe Ausscheidung
von Kyuurensiure.

Es sel mir zum Schluss gestattet, tiber einige von mir
dargestellte, bisher noch nicht beschriebene Verbindungen
des Kreatinins, sowie Uber eine neue, sehr empfindliche Reac-
ion dieser Substanz zu berichten.

Pikrinsaures Kreatinin.
Ce H1 N3 O. Cs IIs O (NO2)a.

Wenn man eine selbst verdiinnte Lésung von reinem
* Kreatinin mit wissriger Pikrinsiure verselzt, so erstarrt sie
sofort zu einem Brei von Krystallen, die nach Umkrystallisiren
aus heissem Wasser in langen, sehr diinnen, hellgelben seide-
glanzenden Nadeln anschiessen. Die Verbindung ist frei
von Krystallwasser, verpufft beim Erhitzen und giebt bei
der Analyse Zahlen, welche mit obiger Formel gut tberein-
stimmen.

1, 0,2743 Substanz bei 1100 getrocknet gaben 0,3566 C:O2 und 0875 H20,
entspr. 35,429 G und 3,54% H;

2. 0,1832 Substanz bei 1100 getrocknet gaben 38,0 chem. N bei 16° C
und 771 Millimeter Hg, entspr. 24,520 N.

Verlangt : Gefunden :
C = 35,09 C = 35,42,
H = 292 H =354

N = 24,56 N = 2452
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Das Kreatininpikrat ist in seinem Aussehen dem oben
beschriebenen Doppelsalz sehr &hnlich, scheint aber in Wasser
etwas leichter 16slich zu sein wie jenes.

Kynurensaures Kreatinin.

Triagt man gepulverte Kynurensiiure in eine heisse ver~
diinnte Losung von reinem Kreatinin, worin sie sich reichlich
auflost, so krystallisirt die Verbindung beim Erkalten :der
filtrirten Losung in Bilischeln von farblosen diinnen Prismen
aus. Dieselben sind in Wasser leicht 16slich, lassen sichaber
nicht umkrystallisiren, weil sie durch Wasser allmilig schon
in der Kalte, sofort beim Erhitzen unter Abscheidung von
Kynurensiure zerlegt werden.

Es war daher nicht moglich, die Verbindung in analysen-
reinem Zustande zu erhalten und beschrinkte ich mich dess-
halb auf eine Bestimmung der darin enthaltenen Kynuren- -
siuremenge, wobei ebenfalls nur anndhernde Werthe resultirten.

Die Bestimmung geschah in der Weise, dass das Salz
mit sebr verdiinnter Salzsiure erwirmt, nach mehrstindigem
Stehen die Kynurensiure auf einem Filter gesammelt und
gewogen wurde,

0,4811 kynurensaures Kreatinin tber Schwefelsiure getrocknel gaben
0,2922 Kynurenséure, entspr. 60,7 %o (verlangt 62,579).

Eine neue Reaction auf Kreatinin.

Versetzt man eine Losung von Kreatinin mit etwas
wassriger Pikrinséiurelosung und einigen Tropfen .verddnnter
Kali- und Natronlauge, so farbt sie sich sofort und zwar
schon in der Kilte intensiv roth, Die Intensitit der Farbe,
die je nach der Concentration der Losung von rothorange
bis dunkelblutroth varirt, nimmt in einigen Minuten noch
erheblich zu und bleibt stundenlang unverdndert; nur wenn
ein Ueberschuss von Alkalilauge angewendet war, wird die
Losung, zumal dem Lichte ausgesetzt, nach eciniger Zeit gelb.
Ansiuern mit Essigsiure oder Salzsiure wandelt die rothe
Farbe in wenigen Minuten in gelb um.
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Diese Reaction giebt an Empfindlichkeit der W ey1’schen
nichts nach; noch bei einer Verdiinnung von 1 : 5000 nimmt
das Kreatinin einen véthlichen Farbenton an, der von der
schwach orangegelben Farbung des pikrinsauren Kaliums auf
das deutlichste unterschieden ist. Bedient man sich zur Her-
vorrufung der Reaction ausschliesslich der Natronlauge, so
ist vollends jede Verwechslung ausgeschlossen, weil die Farbe
des Natriumpikrates eine rein gelbe ist.

Kreatin, selbst in concentrirter Losung giebt mit
Pikrinsdure und Alkalien rein gelbe Firbung, die erst nach
langerem Stehen in der Kilte in roth iibergeht. Ebenso-
wenig giebt irgend ein anderer der bekannten Harnbestand-
theile (Harnstoff, Harnséiure u. s. w.) die fiir das Kreatinin
charakteristische Pikrinsdurereaction, Seibst der Trauben-
zucker giebt sie bei gewohnlicher Temperatur nicht oder
jedenfalls erst nach langem Stehen, wihrend allerdings beim
Erwarmen sofort die bekannte blutrothe, auf Reduction der
Pikrinsiure beruhende Farbe auftritt. Es ist daher ein ent-
schiedener Irrthum, wenn, wie es in verschiedenen Schriften ?)
geschieht, eine durch Pikrinsiure in alkalischer Losung her-
vorgerufene Rothfirbung als charakteristische Reaction des
Traubenzuckers angefithrt wird. Es dirfte wenigstens der
Zusatz, dass diese Farbung nur beim Erwirmen auftritt,
nicht vergessen werden. Bei erhohter Temperatur wird aber
die Pikrinsaure durch viele andere Substanzen, z. B. durch
Harnsdure unter Rothfirbung reducirt.

Einzig und allein das Aceton zeigt auf Zusatz der ge-
nannten Reagentien in der Kilte eine schwach rothlichgelbe
Niance, die indess mit der viel intensiveren und rein rothen
Farbe des Kreatinins nicht verwechselt werden kaun.,

Im Urin des Menschen, des Hundes und Kaninchens 1asst
sich die Anwesenheit des Kreatinins durch die neue Reaction,
ebenso wie durch die von Weyl ohne Weiteres nachweisen.

1) Z. B. in der eben erschienenen 2. Auflage desPenzold’schen
Schrifichens iber &ltere und neuere Harnproben.




