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Zusammenfassung: Aus hydrolysiertem Menschen-
harn wurden mit Hilfe der Siulenchromatographie
an Aluminiumoxid, Celite 545 und Amberlite
CG 50 11 Desoxybiliansiure (3,4-Seco-12-0x0-58-
cholan-3.4,24-trisdure), Phenylessigsiure und Feru-

lasdure in kristallisierter Form isoliert und identi-
fiziert. Uber das Vorkommen von Desoxybilian-
sdure im Harn scheint bisher nichts bekannt gewe-
sen zu sein.

Summary: The isolation of deoxybilianic acid,
phenylacetic acid and ferulic acid from normal
human urine. Deoxybilianic acid, phenylacetic acid
and ferulic acid were isolated in crystalline form,
from hydrolysed human urine, with the aid of

column chromatography on aluminium oxide,
Celite 545 and Amberlite CG 50 II. This appears
to be the first report of the occurrence of deoxy-
bilianic acid in urine.

In friiheren Arbeiten haben wir auf der Suche nach
sauren ZIMMERMANN-Chromogenen aus der ,,sauren
Ketonfraktion* hydrolysierten Menschenharns Va-
nillinsiure! und Sebacinsiure? isoliert. In Fort-
fithrung dieser Arbeiten haben wir nun auch Phe-
nylessigsdure, Ferulasdure und Desoxybiliansidure
in kristallisierter Form..isoliert und identifiziert3.
Soweit diese Siuren im Urin als Konjugate vorlie-
gen, sind sie durch die Hydrolyse freigesetzt wor-
den.

Die saure Fraktion aus 500 / hydrolysiertem Sam-
melharn von jungen Minnern wurde mit einer in
Vorversuchen ermittelten ausreichenden Menge
GirarDs Reagens T in Nichtketon- und Keton-
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fraktion zerlegt. Wie in fritheren Versuchen festge-
stellt, gelang die Trennung nicht vollig. Die ,,saure
Ketonfraktion* enthielt noch saure Nichtketone.
So lieen sich durch Sublimation leichtfliichtige
Sduren, wie besonders Benzoesdure, entfernen. Der
Sublimationsriickstand wurde dann an einer Alu-
miniumoxidsdule vorgereinigt. Die Eluate 144—
200, gelbbraune verklebte Kristalle enthaltend,
wurden vereinigt und an Celite verteilt. Kristalle
fanden sich nur in den Eluaten 10—15, die wiede-
rum einer Sublimation unterworfen wurden. Aus
dem Sublimat wurden aufBer Benzoesdure durch
Umfillen aus Athanol/Petrolither 19 mg einer
plattenformig kristallisierten Substanz von Schmp.
76°C und siiflichem Geruch gewonnen, die durch
Mischschmelzpunkt, IR-Spektrum und Uberfiih-
rung in das Amid als Phenylessigsiure charakteri-
siert wurde. Auch diese Siure hat sich teilweise in
die ,,saure Ketonfraktion* verirrt.

Es scheint nicht festzustehen, ob Phenylessigsdure
als solche im Normalharn vorkommt; ihr Konju-
gat mit Glutamin, das Phenylacetylglutamin, und
dessen Harnstoffverbindung sind vor Jahrzehnten
nach Einnahme von Phenylessigsiure aus Men-
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schenharn isoliert wordend. Bei der von uns vor-
genommenen sauren Hydrolysc des Harns diirften
dic Konjugate gespalten worden sein. Daf} bei der
FoLLiNngschen Krankheit (Oligophrenia phenyl-
pyruvica) auch Phenylessigsidure und ihr Konjugat
ausgeschicden werden, ist bekannt.

Da sich papierchromatographische Hinweise fiir
die Anwesenheit von Phenolsduren ergeben hatten,
wurde der Sublimationsriickstand an Amberlite
CG 50 11 (H®-Form), das sich fiir solche Trennun-
gen gut eignet®, chromatographiert.

Die Eluate 9—12 ergaben nach dem Verdunsten
farblose Nadeln, die sich als Vanillinsdure erwie-
sen. Aus den Eluaten 14— 17 wurden farblose diinne
Stibchen erhalten, die nach Umkristallisation bei
1699C schmolzen und sich im IR-Spektrum als
Ferulasdure (4-Hydroxy-3-methoxyzimtsiure) iden-
tifizieren liefen.

Ferulasdure und Feruloylglycin sind im Menschen-
harn papierchromatographisch nachgewiesen wor-
denS,

In den Eluaten 26—42 fand sich wiederum Ben-
zoesdure. Aus den Eluaten 43—65 wurden 12,4 mg
einer in Quadern kristallisierenden Substanz (s.
Abb.) vom Schmp. 2930C erhalten. Das Mol.-Gew.
wurde aus dem Massenspektrogramm zu 436 er-
mittelt. Durch Titration lieen sich 3 CO2H-Grup-
pen im Molekiil nachweisen. Da die ZIMMERMANN-
Reaktion mit m-Dinitrobenzol positiv ausfiel, mufl
im Molekiil wenigstens eine Ketogruppe vorliegen.
Mit Anisaldehyd/Eisessig/Schwefelsdure (,,modifi-
zierte Farbreaktion' nach KAGr und MIESCHER?)
gab die Substanz eine weinrote Farbung. Der posi-
tive Ausfall lieB an Steroide und ahnliche Ver-
bindungen denken. Allerdings ist diese Farbreak-
tion sehr unspezifisch, da sie bei sehr verschiedenen
Substanzgruppen, wie Steroiden, Phenolen, Ter-
penen, Zuckern, positiv verlduft, wobei auch nahe
verwandte Stoffe verschiedene Farbungen liefern
konnen. Sie wird jedoch des 6fteren bei Steroiden,
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Abbildung. Kristallisierte Desoxybiliansdure (isoliert).

besonders zur Lokalisation auf Papier, angewandt.
In unseren Fall ist es von Interesse, daBl auch
Desoxycholsiure reagiert (hellblaue Fiarbung).

Bei der Ermittlung der Summenformel erwies sich
das NMR-Spektrum zur Bestimmung der Proto-
nenanzahl als sehr niitzlich. Die ermittelten Daten
stimmen mit denen der Desoxybiliansdure {iberein.

Der Vergleich mit der authentischen Substanz,
die durch Oxidation von Desoxycholsiure mit
rauchender Salpetersidure leicht zu erhalten ist8,
ergab in Bezug auf Schmp. und Misch-Schmp.,
sowie auf TR- und NMR- Spektrum Ubereinstim-
mung. - '

Da die Bildung der Gallensiuren bekanntlich durch
Abbau von Cholesterin erfolgt, ist die Desoxy-
biliansdure kein Zwischenprodukt der Synthese,
sondern wahrscheinlich ein Abbauprodukt, das
durch Oxidation aus Desoxycholséure in der Leber
entsteht. Die experinentelle Bestatlgung dieser An-
nahme steht noch aus.

Die Desoxybiliansdure ist das einzige saure Zim-
MERMANN-Chromogen aus Menschenharn, das wir
bisher identifizieren konnten. Die Hauptmenge der

8 H. WIELAND u, A. KULENKAMPFF, dxese Z. 108, 295
[1920].
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sauren ZIMMERMANN-Chromogene hat sich bisher
der Kristallisation entzogen; sie konnten daher
noch nicht identifiziert werden.

Der DEUTSCHEN FORSCHUNGSGEMEINSCHAFT sind wir fiir
Gewidhrung einer Sachbeihilfe zu Dank verpflichtet.

Beschreibung der Versuche

Vorbereitung und Fraktionierung des Harns

500/ Sammelharn von jungen Minnern wurden
portionsweise bei 259C und 10 Torr auf 1/10 ein-
geengt, nachdem je 5/ mit 100 m/ konz. Salzsdure
versetzt worden waren.

Je 750 m/ Konzentrat wurden dann mit 75 m/ konz.
Salzsdure unter RiickfluB 30 min gekocht, um die
Hydrolyse der Konjugate zu vervollstindigen. Da-
nach wurde mit Benzol ausgeschiittelt; die ver-
einigten Ausziige (1,5/) wurden zur Abtrennung
der Carboxylsduren 3mal mit je 500 m/ gesitt.
Natriumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, die
Extrakte mit Salzsiure auf pH 2 angesduert und
3mal mit je 500 m/ Ather ausgeschiittelt. Nach
2maligem Waschen mit je 300 m/ dest. Wasser wur-
den die Atherausziige im Rotationsverdampfer zur
Trockne gebracht (,,saure Harnfraktion*‘; 0,98 g).
500 / Harn lieferten so 66 g saure Fraktion. Je 10 g
wurden mit 6,5 g GIRARDS Reagens T in tiblicher
Weise in Keton- und Nichtketon-Fraktion zer-
legt. Insgesamt wurden 40,5 g ,,saure Ketonfrak-
tion** erhalten, aus der sich durch Sublimation bei
400C und 10 Torr etwa 20 g leichtfliichtige Siuren,
im wesentlichen Benzoeséure, entfernen lieBen.

Sdulenchromatographische Trennungen

Bei allen Trennungen-wurde der automatische
Fraktionssammler LKB (Ultrorac Type 7000) ver-
wendet.

a) Vortrennung an Aluminiumoxid (Aktivitat Il nach
BROCKMANN u. SCHODDER): Der nicht sublimier-
bare Anteil der sauren Ketonfraktion (ca. 20 g)
wurde in 4 Portionen zu je 5g auf eine Sdule
(66 ~3,5cm, 500g Fiillmaterial) gebracht und
nacheinander mit je 1/ Aceton, Methanol, dest.
Wasser und Essigsdure/Wasser 3:2 eluiert (200
Fraktionen/700 Tropfen). In den hoheren Frak-
tionen fanden sich in zunehmendem MaBe Kristalle.
Die Eluate 144—200 wurden zur Abtrennung von
Aluminiumoxid-Verunreinigungen mit Essigsidure-
dthylester ausgeschiittelt; nach Abdampfen des
Losungsmittels wurden je 2,33 g, insgesamt 9,32 g
Trockensubstanz erhalten (Fraktion VI).
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b) Celite 545: Je 2,4 g (1/4) von VI wurden auf die
Séule (64 x3,5cm, 165 g Fiillmaterial) gebracht
und zuerst mit 750 m/ Petrolither (50—750C),
dann mit 750 m/ Petrolither/Methanol 3:7 eluiert
(62 Eluate/750 Tropfen). Die Eluate 1—9 und 16—
41 waren leer, die Eluate 10—15 wurden vereinigt
(VI/1), ebenso 42—62 (VI/2). Aus der Gesamtmenge
von VI wurden erhalten: 7,1 g VI/1 (hellgelb, kri-
stallin) und 2,2g VI/2 (tiefbraun, 6lig). VI/1 lieferte
bei 400C und 10 Torr 0,82 g Sublimat (VI/1 S); der
Sublimationsriickstand (VI/I R) wog 6,31 g.
Durch Umfillen des Sublimats aus Athanol mit
Petrolither wurden auBler Benzoesiure (78 mg)
19 mg einer siiBlich riechenden, kristallisierten Sub-
stanz vom Schmp. 75°C erhalten. Sie erwies sich
als identisch mit Phenylessigsdure (Misch-Schmp.,
IR-Spektrum; Herstellung des Amids vom Schmp.
1569C mit Thionylchlorid und Ammoniak).

c) Amberlite CG 50 II, H®-Form: Je 2 g des Sub-
limationsriickstandes (VI/1 R) wurden auf die
Sdule (72x2,5 cm; 200 g Fiillmaterial) gebracht.
Eluiert wurde mit 1200 m/ 0,2y HCI/Methyl-
dthylketon/Aceton 9:2:1. 70 Eluate/500 Tropfen
wurden in kleine Bechergliser umgegossen, in
denen sie bei Raumtemperatur langsam verdunsten
konnten. Die Eluate 1—38, 13, 18—25 und 66—70
waren leer. Der Trockenriickstand von 9—12
(93 mg) ergab nach Umkristallisation farblose
Nadeln vom Schmp. 207°C, die als Vanillinsdure
identifiziert wurden (IR-Spektrum). Der Riick-
stand von 14—17 (451 mg) ergab nach langwierigem
Umkristallisieren eine Substanz vom Schmp.
1699C, die als Ferulasdure charakterisiert wurde. In
den Eluaten 26—42 fand sich wieder Benzoesiure.
Der Trockenriickstand der Eluate 43—65, cin
braungelbes Ol, wurde in Aceton geldst und mit
Petrolither versetzt. Es schieden sich gelbe Ol-
tropfchen ab, von denen die iiberstehende milchige
Fliissigkeit abgehebert und zur Trockne einge-
dampft wurde. Es blieben schmutzigweifle Kri-
stalle zuriick, die, aus 94proz. Athanol umkristal-
lisiert, farblose Quader vom Schmp. 293°C erga-
ben. In Tiipfelreaktionen auf Filterpapier reagicerte
die Substanz positiv mit m-Dinitrobenzol (Zim-
MERMANN), negativ mit diazotierter Sulfanil-
sdure; mit Anisaldehyd/Eiscssig/Schwefelsiiure?
trat eine weinrote Firbung auf. Das Mol.-Gew.
ergab sich zu 436 (Massenspektrogramm).
Titration der Carboxylgruppen: 4,36 mg (10°° Mol),
geldst in 10 m/ Athanol/Wasser 1:1, verbrauchten
3,01 m/0,IN NaOH (3,01 - 10 % Mol). Somit ent-
hilt 1 Molekiil 3 CO:H-Gruppen.



