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Zur Bestimmung der Harnsiure werden in der klinischen Praxis
“zahlreiche Verfahren verwendet. Wihrend die Ausfithrung der élteren
Methoden groBere Substanzmengen in Anspruch nahm, gelang es
in neuerer Zeit, zuverliBliche Mikromethoden zu schaffen, so daB auch
das Blut ohne Bedenken zu den Harnsdurebestimmungen herangezogen
werden konnte. Vondiesen teils maBanalytischen?, teils kolorimetrischen?
Harnsiurebestimmungsmethoden erfreuen sich besonders die letzteren
einer allgemeinen Anwendung.

Die allbekannte Erfahrung jedoch, daB bei kolorimetrischen
Messungen Fehler subjektiver Herkunft sich oft zu stark geltend machen,
veranlafte uns, die Konzentration des Farbstoffs der der kolorimetri-
schen Messung unterworfenen Lésung mafBanalytisch zu bestimmen.
Dabei wurde selbstverstindlich danach gestrebt, da8 die Beobachtung
des Farbenumschlages durch nennenswerte Fehler subjektiver Art
nicht beeinfluBt werde. Es gelang uns auch tatsichlich, eine maf}-
. analytische Methode auszuarbeiten, bei welcher der Farbenumschlag
aus der Entfirbung der die Losung blau fiarbenden Komponente
besteht, also die Farbeninderung sich ungefihr derart gestaltet, wie
bei den jodometrischen Messungen. Unser Verfahren ermoglicht die
Bestimmung der Harnsdure mit groBer Sicherheit bis zur Genauigkeit
von -+ 0,01 mg.

1 Z. B. Krdger u. Schmidi, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 32, 2677, 1899;
Zeitschr. f. physiol. Chem. 18, 351, 1894; 45, 1, 1905; Folin-Schaffer, ebenda
32, 552, 1901 usw.

2 Folin u. Wu, J. of biol. Chem. 38, 459, 1919; Benedict u. Franke,
ebenda 52, 387, 1922; Folin- Benedict, ebenda 54, 153, 1922.
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Wie bekannt, beruht die kolorimetrische Bestimmung der Harnsédure
auf der Beobachtung, daf Phosphorwolframséure auf Einwirkung von
Harnséure zu einer intensiv blauen Verbindung reduziert wird®. Uber die
Konstitution dieses blauen Reduktionsproduktes finden wir in der Literatur
keine sicheren Angaben. Es ist jedoch mit ziemlicher Bestimmtheit anzu-
nehmen, daf hier eine analoge Verbindung wie bei dem Oxyd des Molybdéns,
welches durch reduktive Einwirkung gewisser organischer Substanzen auf
Phosphormolybdénséure aus dieser entsteht, vorliegt. Da diesem die Formel
Mo, Oy . 3MoO, . 6 H,O entspricht ?, kann der analogen Wolframverbindung
‘die Formel W,0; . 3 WO, . 6 H,O zugeteilt werden. Es ist jedenfalls zweifel-
los, daB das intensiv blaue Reduktionsprodukt ein niedrigeres Oxyd des
Wolframs darstellt, das auf oxydative Einwirkung wiederum in das hohere
Oxyd des sechswertigen Wolframs (W O,) iibergeht. In wésserigen Losungen
sind selbstversténdlich die entsprechenden Hydrate, d.h. Wolframséuren
anzunehmen. Das Reaktionsschema des Oxydationsvorganges kann wie
folgt angegeben werden: 2 W,0; .3 WO, +'0, = 10 WO,.

Bei unserem Verfahren wird diese Oxydation in alkalischem
Medium mittels Kaliumferricyanid durchgefithrt. Letzteres liefert
in alkalischem Medium 1 Aquivalent Sauerstoff im Sinne der Gleichung:

2 K,Fe(CN); + 2 KOH = 2 K,Fe(CN), -+ H,0 + O,

woraus folgt, daB 1 Mol W,0; .3 WO, 2 Mol Kaliumferricyanid aqui-
valent - ist.

Wenn wir nun wiilten, wieviel Mol Harnsiure die Entstehung
von 1 Mol W,0;.3 WO, hervorruft, kénnte die 1 Mol Harnsdure
iquivalente Menge ‘des Kaliumferricyanids ohne weiteres ermittelt
werden. Leider steht uns aber die Kenntnis des stéchiometrischen
Verhiltnisses zwischen Harnsiure und W,0;.3 WO, nicht zur Ver-
fiigung, da — unseres Wissens -— der Verlauf der Reaktion zwischen
Harnsiure und Phosphorwolframsédure bisher noch nicht aufgeklirt
wurde. :

Um nun die zur Berechnung der Analyse nétigen Grundlagen
zu schaffen, muB der Weg der Empirie eingeschlagen werden, d. h.
wir miissen uns auf Daten solcher Analysenreihen stiitzen, die an
reinen Harnsidurelésungen ausgefithrt wurden. Der so gewonnene Faktor
stellt — wie wir weiter unten sehen werden — keinen im iiblichen
Sinne des Wortes genommenen empirischen Faktor dar, da zwischen
der Menge der bei der Reduktion verbrauchten Harnsdure und dem
bei der Riickoxydation verbrauchten Kaliumferricyanid ein strenges
stochiometrisches Verhiltnis besteht. o

Wir wollen das oben Gesagte mit der Wiedergabe der Berechnungs-
art des Faktors niher beleuchten: Nehmen wir vorlaufig an, daf8 1 Mol

1 Folin u. Wu. 1. c.
2 F. Ephraim, Anorg. Chem., Dresden u. Leipzig 1929, S. 413; H. Remy,
Lehrb. d. anorg. Chem. 2, 121, Leipzig 1931..
Biochemische Zeitschrift Band 257. 928
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Harnsiure 1 Mol W,0; . 3 W Oy bildet. Dann wiren 168,04 g (1 Gramm-
mol) Harnsdure 2 Liter/Mol Kaliumferricyanidlésung &quivalent,
1 ccm mol/100 Kaliumferricyanidlosung entspriche also 0,8402 mg
Harnsiure. Berechnet man nun die Analysen, welche an reinen Harn-
siurelosungen verschiedener Konzentration ausgefithrt wurden, mit
Hiife dieses Faktors, so machen die gefundenen Werte genau das Drei-
fache der theoretischen Werte aus. Aus diesen Versuchsergebnissen
folgt also, daB die richtige Aquivalenzzahl ein Drittel des oben voraus-
gesetzten Faktors ist, d. h. 0,2800 gleichgesetzt werden muB. Es lige
nahe, aus diesem Experimentalbefund auf den Verlauf der zwischen
Harnsiure und Phosphorwolframsiure stattfindenden Reaktion zu
schliefen, wenigstens was das stochiometrische Verhiltnis zwischen
. Harnsdure und Reduktionsprodukt anlangt. Diese Folgerung kann
jedoch nur dann ohne Bedenken gezogen werden, wenn die Zusammen-
setzung des Reduktionsproduktes sicher der Formel W,0 .3 WO,
-entspricht. In diesem Falle bildet 1 Mol Harnséure 3 Mol W, 0, . 3WO,.
Das Prinzip der Ausfithrung unserer Bestimmungsmethode kann
kurz wie folgend zusammengefafit werden: Die aus Harn abgeschiedene
und entsprechend gel6ste Harnsdure bzw. das entsprechend enteiweilite
Blut wird in. Gegenwart von Natriumeyanid mit Natriumcarbonat
und Phosphorwolframsiure versetzt. Wie ersichtlich, ist der verfolgte
Vorbereitungsvorgang mit demjenigen des von Folin und Wul, Folin
und Benedikt? usw. ausgearbeiteten kolorimetrischen Verfahrens
identisch. Die durch das Reduktionsprodukt blau gefirbte Lésung
wird nach Zugabe von Lauge mittels mol/100 bzw. mol/200 Kalium-
ferricyanidlosung bis zur vollstindigen Entfirbung titriert.

Experimenteller Teil.
Nitige Reagenzien.

1. Silberlactatlosung®. 25g Silberlactat, 25 g Milchséure und 25 cem
10 %lg. Natronlauge werden in 450 ccm dest. Wassers gelost.

2. Natriumdyanidlésungd. Man 16st 50 g Natriumecyanid in 700 cem
dest. Wassers, trigt in die Losung 300 g Carbamid ein und schiittelt 4 bis
5 Minuten lang mit 5 g Calciumoxyd gut durch. Nun wird filtriert und im
Filtrat das tberschiissige Calciumhydroxyd mit Dinatriumhydrophosphat
abgeschieden. Man filtriert die Losung vom Niederschlag ab:

3. 209%g. Natriumcarbonotlosung, nicht alter als 2 Wochen.

4. Natriuwmphosphorwolframatlésungs. 100 g Natriumwolframat werden
in 200 ccm dest. Wassers geldst und nachher unter fortwihrendem Schiitteln
~ und Kiihlen mit 20 cem 85%,ig. Phosphorsidure versetzt. Nachdem man

1le

2 l.ec.

3 Folin u. Wu, 1. c. )

4 Folin, J. of biol. Chem. 86, 179, 1930.
5 Derselbe, ebenda 86, 179, 1930.
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durch die Lésung 20 Minuten hindurch einen langsamen Strom von Schwefel-
wasserstoff geleitet hat, filhrt man abermals 10 cem Phosphorséure - ein.
Nun wird filtriert, wobei die ersten 40 ccm des Filtrats nochmals auf das
Filter gegossen werden. Das klare Filtrat wird im Scheidetrichter mit
300 ccm Alkohol versetzt, griindlich durchgeschiittelt, nach kurzem Stehen
die untere Fliissigkeitsschicht in einem 500-cem-Kolben abgelassen und mit
dest. Wasser zu 300 ccm ergéinzt. Nachdem man die Losung zwecks Ver-
treiben des Schwefelwasserstoffs kurze Zeit lang gekocht hat (bis ein im
Dampfraum gehaltenes Bleiacetatpapier nicht mehr gebrdunt wird), werden
abermals 20 ccm Phosphorsidure eingefiihrt und hernach 1 Stunde lang im
.gelinden Sieden erhalten. Die so gewonnene griine Losung wird mit einigen
Tropfen Brom entfiarbt und der Uberschul des Broms durch Kochen ver-
trieben. Inzwischen iibergieft man 12 g Lithiumcarbonat mit 150 ccm dest.
Wasser und fiihrt unter Umschiitteln portionsweise 20 ccm Phosphorséure
ein. Nach Auskochen der Kohlensiure wird die Lithiumphosphatlésung
abgekiihlt und mit der frither’ gewonmenen Phosphorwolframséurelésung
vereinigt. Das Volumen der Loésung wird mit dest. Wasser zu 1 Liter er-
ginzt.

5. 10%g. Natronlauge.

6. m/100 wund m/[200 Kaliumferricyanidlosung. 3,292 bzw. 1,646 g
Kaliumferricyanid pro anal. werden im 1-Liter-MeBkolben genau zu 1 Liter
gelost. TFalls kein zuverlaBliches Préparat zur Verfiigung steht, verfahrt
man folgenderweise: Man 16st 16,46 g Kaliumferricyanid im MefBkolben
zu 500 ccm. Diese Lésung entspricht einer m/10 Lésung, aus welcher durch
10- bzw. 20fache Verdiinnung (Pipette und MefBkolben!) eine m/100 bzw.
m/200 Losung erhalten werden kann. Der Titer der Mefllésungen wird an
der m/10 Stammlésung ermittelt, und zwar wie folgt!: Man pipettiert
20 ccm m/10 Lésung in einen 100-ccm-MeBkolben, macht mit verdiinnter
Kalilauge stark alkalisch, kocht auf und versetzt die Losung solange mit
einer frisch bereiteten konzentrierten Ferrosulfatlésung, bis der Niederschlag
schwarz wird. Man kiihlt ab und ergénzt mit dest. Wasser bis zur Marke.
Die den Niederschlag enthaltende Losung wird durch ein trockenes Falten-
filter in einen trockenenn Becher filtriert und -50 ccn des klaren Filtrats,
nach starkem Ansdiuern mittels verdiinnter Schwefelsdure, mit n/10
Kaliumpermanganatlosung titriert. Die verbrauchten Kubikzentimeter der
Kaliumpermanganatlésung ergeben mit 10 dividiert den Faktor der
Kaliumferricyanidlésung, d.h. die bei der Harnséure verbrauchte Anzahl
Kubikzentimeter der Kaliumferricyanidlosung sind stets mit dieser Zahl
zu multiplizieren. Da die Kaliumferricyanidlésungen nicht léangere Zeit
unzersetzt haltbar sind, méchten wir vorschlagen, dié MeBlésungen aus
einer m/10 Stammlésung frisch zu bereiten und gleichzeitiz — wie oben
angegeben — eine Titerstellung vorzunehmen. Zur Enteiweifung des
Blutes notige Reagenzien:

7. 10 %jg. Natriumwolframatlosung.

8. 2/, n Schwefelsdure. Man verdiinnt 35 ccm konz. Schwefelsdure zu
1 Liter Wasser

Bestimmung der Harnsdure im Harn.

1 ccm Harn werden im Zentrifugenréhrchen mit 3 cem Wasser verdiinnt
und mit 6 ccm Silberlactatreagens (1.) versetzt. Nachdem das Gemisch

1 Treadwell, Analyt. Chem. 2, 540.
28 *
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einige Minuten im Dunklen gestanden hat, wird zentrifugiert. Man iiberzeugt
sich durch Hinzufiigen einiger Tropien Silberlactatlosung, ob die Abscheidung
der Harnsaure vollstindig verlief. Ist dies nicht der Fall, wird nochmals
zentrifugiert. Nun saugt man die klare Losung vorsichtig ab und 16st den
Niederschlag durch Umrithren mit einem dinnen Glasstab in 7,5 cem
Natriumcyanidlésung (2.) auf. Das Zentrifugenréhrchen wird auBlen am
Rande diinn eingefettet, der Inhalt in einen 100-ccm-MeBkolben entleert,
zweimal mit je 5cem 20 %jig. Natriumcarbonatlosung (3.), hierauf mit 5 cem
dest. Wassers ausgespillt und zu den vereinigten Lésungen noch 3 cem
Natriumcarbonatlésung gegeben. Die Menge der vorgeschriebenen Natrium-
carbonatlésung ist strengstens einzuhalten! Nachdem man die alkalische
Losung mit 5 cem Phosphorwolframséure (4.) versetzt hat, wird 20 Minuten
lang stehengelassen. Man ergénzt mit dest. Wasser bis zur Marke,
schiittelt griindlich durch und pipettiert 50 cem in einen Titrierkolben.
Nach Zufiigen von 15 cem 10 %,ig. Natronlauge (5.) wird mit m/100 Kalium-
erricyanidlésung sofort titriert.

Bestimmung der Harnsdure im Blute.

Zur Gewinnung des Blutfiltrates wird die Methode von Folin an-
gowendet. Wir bekannt, verwendet man nach dieser Methode zur Ver-
hinderung der Gerinnung Lithiumoxalat. Man gewinnt letzteres durch
portionsweises Eintragen einer berechneten Menge von Lithiumcarbonat
in Oxalséurelésung, worauf die Loésung verdampft wird. Man wigt 6 mg
des so gewonnenen Lithiumoxalats in einen 50-ccm-Kolben ein und ent-
nimmt aus der Vene etwa 6 ccm Blut. Der Inhalt des Kolbens wird griindlich
durchgeschiittelt und nachher 5cem Blut daraus entnommen, welches
man in einen 100-ccm-MeBkolben pipettiert. Man hémolysiert nun mit
35 com Wasser, versetzt mit 5cem 109 ig. Natriumwolframatlosung (7.)
und laBt aus einer Biirette unter starkem Umschutteln 5 cem %/; n Schwefel-
sdure zutropfen. Nach zehnminutigem Stehen wird mit dest. Wasser bis
zur Marke ergénzt und die Loésung durch ein trockenes Faltenfilter in einen
trockenen Becher filtriert. 50 cem des klaren Filtrats werden in einen
100-ccm-MefB3kolben pipettiert und 7,5 ccem Natriumcyanidlgsung (2.),
15 cem Natriumcarbonatlosung (3.) und 5 cem Natriumphosphorwolframat-
16sung (4.) hinzugefiigt. Nach 20minutigem Stehen wird mit dest. Wasser
bis zur Marke erginzt und griindlich durchschiittelt. Man pipettiert 50 ccm
der so gewonnenen Losung in einen Titrierkolben, macht mit 15 cem 10 %ig.
Natronlauge alkalisch und titriert sofort mit m /200 Kaliumferricyanidlésung.

Die Berechnung.
a) Bei Harn wird folgende Formel der Berechnung zugrunde gelegt:
Harnséure mg /100 ccm Harn = 200.a.f. 0,28,

wo ,,a‘° die Kubikzentimeterzahl der verbrauchten m/100 Kaliumferri-
cyanidlésung und ,,f*° den Faktor dieser MeBlosung bedeutet.

b) Bei Blut rechnet man nach folgender Formel:
Harnséure mg/100 ccm Blut = 80 .a . f. 0,14,

wo die Bedeutung der Buchstaben dieselbe ist wie bei a), mit dem Unter-
schied, dafl hier ,o‘‘ die Kubikzentimeterzahl einer m/200 Kaliumferri-
cyanidlésung und ,,7*° den Faktor dieser MeBl6sung bedeutet.



MaBanalytische Mikro-bestimmung der Harnséure im Harn und Blut. 425

Wir haben unser Verfahren vor allem an aus Harnsdure pro anal.
bereiteten Stammlosungen ausprobiert. Die Reinigung der Harnsiure
wurde auf das sorgfiltigste durchgefiihrt und zwar so, dal wir ein
Mercksches Priparat in reinster verdiinnter Natronlauge l6sten und
mit reinster verdiinnter Salzsiure wiederum ausfillten. Dieses Ver-
fahren wurde dreimal wiederholt und die so gewonnene Harnsiure
auf einer Nutsche mit destilliertem Wasser salzsdurefrei bzw. natrium-
chloridfrei gewaschen. Dieses Priparat wurde schlieBlich aus viel
_ destilliertem Wasser umgelsst, mit Wasser, dann mit Alkohol griimdlich
gewaschen und im Vakuum iiber Chlorcalcium getrocknet. AuBer den
an reinen Harnsidurelésungen ausgefithrten Analysen wurde auch der
Harnsiduregehalt von verschiedenen Blut- und Harnproben bestimmt
und die Bestimmungen nach Hinzufiigen verschiedener Mengen Harn-
siurestammlosungen abermals durchgefithrt. Es ist stets darauf zu
achten, dafl die zur Bestimmung gelangende Harnsduremenge 0,1 bis
2,0 mg betrage, sich also zwischen denselben Grenzen bewegt wie bei
der Kolorimetrie.

Tabelle 1.

1 9. e : Ber. o
Har%gg,urlglggsung Ks [Et?s(l?nlg ol Hagxesiiure Harnshure Abweichung
cem cem mg mg mg
4 1,44 0,403 0,400 .+ 0,003
5 1,80 0,504 0,500 + 0,004
5 1,78 0,500 0,500 0,000
8 2,86 0,801 0,800 -+ 0,001
10 3,60 1,008 1,000 -+ 0,008
10 3,53 0,990 1,000 — 0,010
10 3,63 1,017 1,000 -- 0,017
15 5,29 1,480 1,500 — 0,020
15 5,40 1,512 1,500 <+ 0,012
0y ig. ) m,2001 f. : i
Har(:fgiurlglb%ung Ks E%Z(u%g)el- Har(?sfsmre Ha?:gaure Abweichung
cem cem mg mg mg
1 0,71 0,099 0,100 — 0,001
1 0,72 - 0,100 © 0,100 0,000
2 1,44 0,201 0,200 + 0,001
2 1,46 0,204 0,200 + 0,004 -
2 1,40 0,196 0,200 — 0,004
3 2,20 0,308 0,300 + 6,008
3 2,10 0,294 0,300 — 0,006
3 2,18 0,305 0,300 + 0,005
4 2,92 0,408 0,400 -+ 0,008
4 2,98 0,417 0,400 + 0,017
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Tabelle I1.
I. gef. " II. gef. Ber.
100 " | Zugefilgt 100 ! . Ab-
Sub- gy (Fo(ON)e] | Barm- | e hire | Ko [Fe (0, | Harms | Ham- | e
cem mg ‘mg cem mg mg mg
1 com 2,44 0,684. 0,200 3,12 0,874 | 0,884 | —0,010
Har 2,46 0,688 0,200 3,20 0,890 | 0,888 | -+ 0,002
n 233 | 0652 | 0,200 3,04 0,851 | 0,852 | — 0,001
I. gef. " 1I. gef. Ber.
200 U | Zugefi 100 i i Ab-
Sub- g, (Forohg | o | e e | K, (Fe(odn,] | Harn | Ham- | o
cem mg mg cem mg mg mg
1,25 0,625 0,0875 0,025 0,80 0,1120 | 0,1125 | — 0,0005
ccm 0,33 0,0462 0,025 0,53 0,0742 | 0,0712 | + 0,003
Blut * 056 |0,0784| 0025 0.92 | 01288 | 0,1284 | -+ 0,0004

* Man verwendet zur Bestimmung 5cem Blut. Zur Titvation gelangt jedoch das durch

die in 1,25 ccm Blut befindliche Harnsiure gebildete Reduktionsproduks.

Wie aus den oben angefiithrten Tabellen ersichtlich, liefert unsere
Methode recht befriedigende Resultate, bei denen die maximale Ab-
weichung von den theoretisch ermittelten Werten 0,01 mg nicht iiber-

schreitet.




