Eine expeditive Methode zum Nachweis von Galaktose
und Milchzucker im Harn.
Von
Dr. Richard Bauer.

(Aus dem mediz.-chemischen Institut der Universitit Wien.)
(Der Redaktion zugegangen am 5. Februar 1907.)

Durch meine Versuche iiber «alimentédre Galaktosurie und
Laktosurie beim gesunden und kranken Menschen»!) bin ich
vor die Aufgabe gestellt worden, Milchzucker und Galaktose
im Harn nachzuweisen. Bei der Durchsicht der Literatur fand
ich keine fiir meine Zwecke brauchbare Methode. Die Autoren
haben sich meistens mit dem Nachweis der Wahrscheinlich-
keit begniigt; dort, wo Milchzucker und Galaktose exakt nach-
gewiesen wurden, muBten tiberaus umstéindliche Verfahren ver-
wendet werden.

So hat Hofmeister?) bei seinen Versuchen iiber ali-
mentére Galaktosurie beim Tiere die Galaktose nur durch die
Gérungsprobe nachzuweisen versucht, desgleichen tat Voit,3)
der beim Diabetiker aus der volligen Vergidrung des Harn-
zuckers auf die Abwesenheit von Galaktose schlof. Bei den
Versuchen iiber Laktosurie der Wchnerinnen hat Hofmeister4)
den Zucker durch Bleiféllung isoliert, den erhaltenen Sirup ge-
reinigt und zur Krystallisation gebracht. Diese Krystalle wurden
dann als reiner Milchzucker charakterisiert. Diese Methode
ist zwar exakt, aber sie ist umstéindlich und gibt keine gute
Ausbeute. Hofmeister) konnte nur 500/o des Milchzuckers
in reinem Zustande erhalten.

) R. Bauer, Wiener mediz. Wochenschrift, 1906, Nr. 1.

%) Hofmeister, Archiv f. experim. Pathol. u. Therapie, 1885.
3) Voit, Zeitschrift f. Biologie, Bd. XXIX.

‘) Hofmeister, Diese Zeitschrift, Bd. I
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Da ich bei meinen Versuchen gendtigt war, lange Zeit
hindurch téglich viele Harnportionen einzeln auf Galaktose
zu untersuchen, so habe ich mir eine Methode ausgearbeitet,
die gestattet, die Galaktose im Harne exakt nachzuweisen,
ohne daf es nétig ist, den Zucker vorher aus dem Harn zu
isolieren. Ich habe diese Methode vielfach klinisch verwendet
und iiber die klinische Seite meiner Versuche in der Wiener
medizinischen Wochenschrift!) berichtet. Ich habe damals ver-
sprochen, an geeignetem Orte meine Methode ausfiihrlich zu
beschreiben und den Beweis fiir deren Brauchbarkeit zu er-
bringen, was hiermit geschehen soll. Bald darauf hat L. Lang-
stein?) Untersuchungen publiziert, bei denen er die Galaktose
folgendermaBen nachgewiesen hat: Der Harn wurde mit sal-
petersaurem Quecksilberoxyd ausgefillt, aus dem Filtrat die
Galaktose als Bleiverbindung isoliert, die Bleiverbindung mit
Schwefelwasserstoff zersetzt und der erhaltene Galaktosesirup
zu Schleimséure oxydiert. Meine Methode ist einfacher; das
Prinzip derselben ist, daB Milchzucker und galaktosehaltiger
Harn direkt mit Salpetersdure oxydiert und die aus dem Zucker
entstandene Schleimsdure abgeschieden wird.

Die Methode wird folgendermafBien ausgefiihrt:

100 ccm Harn werden mit 20 cem reiner konzentrierter Sal-
petersdure (spez. Gewicht 1,4) versetzt und in einem breiten,
wenig tiefen Becherglase im siedenden Wasserbade einge-
dampft. Der Harn wird beim Zusatz der Salpeterséiure gewohn-
lich dunkel, wird aber beim Erwirmen bald wieder heller und
bleibt so hell, bis er auf 40—50 ccm eingedampft ist. In diesem
Stadium beginnt die Fliissigkeit sich mehr braun zu férben,
gerit in gelindes Schdumen, und es entweichen, insbesondere
beim Schiitteln, braune Dédmpfe, zum Zeichen dafiir, daB jetzt die
Oxydation stattfindet. Diese Entwieklung von braunen Dimpfen
dauert gewohnlich solange an, bis der Harn auf ein Volumen
von 20 ccm eingedampft ist; ‘dann wird die Fliissigkeit wieder

1) R. Bauer, Versuche iiber die Assimilation von Galaktose und
Milchzucker beim Gesunden und Kranken, Wiener med. Wochenschrift,
1906, Nr. I

?) Langstein u. Steinitz, Hofmeisters Beitriige, 1906, Bd. VIL.
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heller, hért auf zu schdumen, und man sieht, daB sich in der
gelben, frilher klaren Fliissigkeit ein feiner weifer Nieder-
schlag bildet, der rasch an Masse zunimmt. Man nimmt nun
das Becherglas aus dem Wasserbade, iiberleert den Inhalt in
ein kleineres Glidschen, wischt zweimal mit etwas destilliertem
Wasser nach. Der Niederschlag nimmt in der Kilte rasch
zu, weshalb man am besten die eingedampfte Fliissigkeit iiber
Nacht an kiihlem Orte stehen l48t. Nun wird mit Wasser
verdiinnt und der Niederschlag auf ein Filter gebracht. Nach
wiederholtem Waschen mit destilliertem Wasser, eventuell Al-
kohol und Ather, wird der Niederschlag getrocknet und ge-
wogen.

Der trockene Niederschlag zerfillt zu einem feinen weilen
Pulver, das sich in kaltem Wasser beinahe gar nicht, in heifem
Wasser nur schwer 16st. In Alkohol, Ather, Chloroform, Benzol
ist die Substanz unloslich. Leicht 16st sich dagegen das Pulver
in verdiinnten Losungen von Natron- und Kalilauge, sowie in
Losungen von kohlensaurem Ammonium, in letzterem unter
heftigem Aufschdumen (lebhafter Kohlendioxydentwicklung). Auf
Séurezusatz fillt aus diesen Losungen die Substanz als feiner
Niederschlag langsam wieder aus. Das Pulver schmilzt in
rohem Zustand bei 213—215° unter Aufschdumen und Ver-
kohlung. Manchmal liegt der Schmelzpunkt der rohen Sub-
stanz noch etwas tiefer. Krystallisiert man die Substanz aus
heifem Wasser um, so erhilt man ein glitzerndes, aus mikro-
skopisch kleinen Prismen bestehendes Pulver, das einen hg-
heren Schmelzpunkt als die rohe Substanz besitzt. Dieser
Schmelzpunkt ist jedoch nicht konstant, er wechselt zwischen
217 und 225° Von zwei analysenreinen Préparaten schmolz
eines bei 2229 eines bei 225° bei gleichméBig raschem Er-
hitzen. In zwei Versuchen wurde die Schleimsdure, wie oben
geschildert, aus heiBem Wasser umkrystallisiert, im Vakuum
iiber Schwefelsiure getrocknet und zur Elementaranalyse ver-
wendet.

Dieselbe ergab folgende Werte:

I 0,2105 g Substanz gaben 0,2629 g Kohlendioxyd und 0,0912 g Wasser
I1.-0,1993 » > > 0,2508 » » > 0,0858> »
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Bei der Titration mit Lauge wurde gefunden:

0,2129 g Substanz verbrauchten 19,2 cem NaHO
(1 ccm NaHO = 1,0267 ccm !/10-Normal-NaHO).

Berechnet Gefunden
Cov v e 34,27 L 34,06%; II. 34,32%
: S 48% L 485%; IL 4,82%
Aquivalentgewicht . . 105 108

Die chemische Untersuchung lehrt also, daB der aus
galaktosehaltigen Harnen durch'Oxydation mit Salpetersidure
erhaltene Niederschlag Schleimsédure ist.

Dagegen lehrten zahlreiche Kontrollversuche, da man
mit Harnen, die weder Galaktose noch Milchzucker enthalten,
niemals einen derartigen Niederschlag erhdlt. Zahlreiche solche
Harne von verschiedenem spezifischen Gewicht habe ich nach
der beschriebenen Methode behandelt; in den meisten Fillen
fiel tiberhaupt kein Niederschlag aus, in wenigen Fillen bil-
deten sich Krystalle von salpetersauren Salzen, die auf Zusatz
von Wasser prompt in Losung gingen.

Die oben geschilderte Methode wurde an mehr als hundert
Harnportionen ausgefithrt, die zum geringeren Teile kiinstlich
mit Galaktose versetzt worden waren, zum groferen Teile von
Patienten stammten, bei denen alimentire Galaktosurie erzielt
worden war. In den meisten Fillen wurde im Sinne obiger
Ausfithrungen schon in der Wirme ein Schleimséurenieder-
schlag erhalten, nur in wenigen Fillen, wo kleine Mengen von
Galaktose vorhanden waren, fiel die Schleimsiure erst nach
einiger Zeit, in ganz vereinzelten Fillen erst nach mehreren
Stunden in der Kilte aus.

Die Ausbeute an Schleimséure, die man bei dem beschrie-
benen Verfahren erhilt, ist von mehreren Umstdnden abhiingig,
die aus der folgenden Tabelle ersichtlich sind. ,

Wie aus der Tabelle zu entnehmen ist, spielt vor allem
die Menge der zugesetzten Salpetersiure eine Rolle. Man
muB den Zusatz der Salpetersiure bemessen nach der Menge

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LI. , 11
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Tabelle 1.

Vezrg?ch Nach den Ergeb- | Ausbeute %%fe Einge- | Spezif.
e | o [ on | e | sam | v
Harn- Galaktose Schleimséure | siure | auf des
menge -, ) o . m Harnes

ccm in %o ing Jin® | ing] ccm ccm
52 2,7 1,4 60 | 0,85 15 10 -
100 1 1 60 | 06 — — -
100 | .05 0,5 50 | 025 — — -
100 13 1,3 65 | 0851 10 — —
100 1,3 1,3 60 | 08 20 — —
150 0,5 0,75 27 | 02 — — —
100 2 2 30 | 06 20 - —
76 0,33 0,25 40 | 041 6 5 —
88 1,3 1,15 70 | 08 12 10 —
180 0,37 0,7 3 | 025] 20 15 —
85 0,85 0,75 70 | 05 15 10 1004
100 15 1,5 66 1 25 15 —
100 2 2 70 | 14 25 20 1020
50 2 1 70 | 0,7 12,5 10 1020
100 2,7 2,7 80 2151 30 20 1024
100 1,15 1,16 70 0,8' 20 15 1009
50 2,2 1,1 60 | 065 12 8 1010
60 1,1 0,66 75 | 05 15 ) -
100 1,8 1,8 66 | 1,2 20 20 1013
100 18 1,8 50 | 09 20 8—10 1013
50 5,52 2,76 60 | 166 25 20 —
80 3,7 3 77 | 23 | — — -

der im Harn enthaltenen oxydierbaren Substanzen, fiir welche
ja das spezifische Gewicht einen geniigenden Anhaltspunkt
liefert. Bei der alimentéiren Galaktosurie ist die Menge der
im Harn geldsten Bestandteile gewGhnlich sehr gering, diese
blassen Harne zeigen ein sehr niedriges spezifisches Gewicht
(1008—1010, selten hdher als 1020). Bedenkt man, daB hier
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ein groBer Teil der gelosten Bestandteile Galaktose ist, so er-
gibt sich, daB nur sehr wenig andere oxydable Substanzen im
Harn enthalten sein konnen.

Tabelle 1L
Versuche mit Harnen, die Galaktose - Dextrose enthalten.

Zum Versuch| Rechts- . Der Schleim-{ Zu- Ein-
verwendete drehung | Schleim- | ssyre ent- | gesetate edampt
Harnmenge in Prozenten| gjure |sprechen an | Salpeter- & P

€ Trauben- Galaktoseing| sdure auf

cem zucker in g mindestens ccm cem

100 8,9 2 2,5 36 -

100 8,3 0,7 0,88 40 25

100 438 0,5 0,62 35 —

100 6,6 1,5 1,9 40 —

In diesen, praktisch hauptséchlich in Betracht kommenden
Féllen kommt man wohl immer zum Ziele, wenn man zur Oxy-
dation dieser Harnbestandteile 10 ccm und fiir jedes Prozent
Zucker 4 ccm Salpeterséure verwendet, so da man gewG6hnlich
zu 100 ccm Harn 20 ccm Salpetersiure hinzuzusetzen hat. Ist
das spezifische Gewicht hoher als 1020, was gewohnlich durch
hoheren Zuckergehalt bedingt ist, so muB man mehr Salpeter-
sdure, etwa 25—3b ccm, zusetzen. ErfahrungsgemiB schadet
ein maBiger UberschuB an Salpeterséure nicht; wird hingegen
zu wenig Salpeterséiure hinzugesetzt, so wird selbstversténdlich
die Oxydation nicht zu dem gewiinschten Ende gefiihrt.

Es ist ferner zu iiberlegen, wie weit man den Harn ein-
dampfen soll. Wie oben ausgefiihrt wurde, dampft man den Harn
gewOhnlich auf ein Volumen ein, das dem Volumen der zu-
gesetzten Salpetersdure entspricht, also bei Zusatz von 20 ccm
Salpetersdure auf 20 ccm. MaBigebend hierbei ist jedoch, daB
die Oxydation, bezw. die Entwicklung von braunen Démpfen,
bereits stattgefunden hat. Wire dies nicht der Fall gewesen,
so mul man weiter eindampfen, wie dies auch aus der Tabelle
ersichtlich ist. :

Unter Einhaltung dieser Bedingungen gelingt es ausnahmslos,

11*
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dort Schleimsdure zu erhalten, wo der Harn mindestens 19,
Galaktose enthiilt. Enthidlt der Harn weniger Galaktose, so
kommt man mit folgendem Kunstgriff zum Ziele: Man dampft
nebeneinander mehrere Harnportionen unter Salpetersiurezusatz
in der oben beschriebenen Weise auf je 20 cecm ein, vereinigt
die eingedampften Fliissigkeiten und dampft sie weiter ein, bis
die braunen Dampfe sich entwickeln. So gelingt es noch, 0,5 /o,
ja 0,259/o Galaktose als Schleimsdure nachzuweisen.

Die Ausbeute an Schleimsédure ist gut, aber nicht
konstant. Haben ja schon die Versuche von Tollens?) gezeigt,
daB reine Galaktose bei der Oxydation mit Salpetersdure nie
die theoretisch berechnete Menge an Schleimséure liefert, sondern
selten mehr als 70°/o, h6chstens 80°o der angewandten Ga-
laktosemenge.  Allerdings erhélt man aus dem Harn oft Mengen
von Schleimsdure, welche 70—80°/ von der im Harn ent-
haltenen Galaktosemenge betragen (siehe Tabelle), aber oft auch
nur 50—609%/o.

Immerhin kann die Wégung der abgeschiedenen Schleim-
sdure einige wertvolle Aufschliisse geben. Gesetzt den Fall,
100 ccm Harn liefern bei der Oxydation mit Salpetersiure 0,8 g
Schleimsédure und die mit dem Harn vorgenommene titrimetrische
und polarimetrische Untersuchung ergibt Werte, welche einem
Gehalt von 19 Galaktose entsprechen, so kann daraus ge-
schlossen weraen, daB in diesem Harn neben dem einen Prozent
Galaktose kein anderer Zucker vorhanden war.

Fiir mich kamen vielfach Harne in Betracht, in welchen
Galaktose neben Dextrose nachgewiesen werden sollte.2) Mein
Verfahren hat sich auch in diesen Fillen anstandslos bewihrt,
was um so wertvoller ist, als hier alle anderen Methoden im
Stiche lassen. Der Vergleich der bei der titrimetrischen und
polarimetrischen Untersuchung gefundenen Werte lehrt hchstens,
daB neben Dextrose noch ein anderer Zucker im Harn enthalten
ist, gibt jedoch keinen Aufschluf iiber die Mengen der ein-
zelnen Zuckerarten.

1) Handbuch der Kohlehydrate, 1. B., S. 100, 318, Breslau 1898.

®) R.Bauer, Weitere Untersuchungen iiber alimentire Galaktosurie,
Wiener med. Wochenschrift 1906, Nr. 52. .



Eine expeditive Methode zum Nachweis von Galaktose usw. im Harn. 165

Das Gewicht der abgeschiedenen Schleimséure hingegen
148t wenigstens einen approximativen Schluf auf die Menge
der Galaktose zu, so daB wenigstens ein Minimalwert fiir diese
angegeben werden kann.

Die Methode kann naturgemiB, wie ich mich iiberdies
durch Versuche iiberzeugen konnte, auch zum Nachweis von
Milchzucker im Harn verwendet werden. Selbstverstindlich
kann sie allein nicht entscheiden, ob in dem Harn Galaktose
oder Milchzucker enthalten war; doch kann auch hier, so wie
in den frither skizzierten Fillen, die Menge der abgeschiedenen
Schleimséure verglichen mit den Resultaten der Untersuchung
im Polarisationsapparat und durch Titration wertvolle Aufschliisse
geben iiber die Natur und die Menge des vorhandenen Zuckers,
wihrend die beiden letztgenannten Untersuchungsmethoden
allein auch hier im Stiche lassen, wie bei dem frijher be-
sprochenen Gemenge von Dextrose und Galaktose. Derartige
Uberlegungen haben mir oft bei meinen klinischen Arbeiten gute
Dienste geleistet. '

Praktisch kommt bei Wochnerinnen die Frage in Betracht,
ob ein mit dem Harn ausgeschiedener Zucker Dextrose oder
nur Milchzucker ist. Ich beabsichtige weiter zu untersuchen,
ob nicht auch hier meine Methode von Vorteil ist.

In obigen Ausfiihrungen war von Gérversuchen nicht die
Rede. Die Durchsicht der Literatur zeigte mir, daB in bezug
auf das Gérungsvermogen der Galaktose sehr verschiedene
Ansichten herrschen, weshalb ich danach strebte, mich von
dieser Methode unabhéingig zu machen. Dennoch habe ich der
Vollstindigkeit wegen in allen Fillen, wo ich die Galaktose
als Schleimsdure nachgewiesen habe, auch den Gérversuch
angestellt. Die durch Kochen sterilisierten Harne wurden nach
dem Auskithlen mit frischer PreBhefe versetzt, in sterile G-
rungsrohrchen gefiillt und in den Brutschrank gestellt.

Die Resultate waren folgende:

Galaktosehaltige Harne zeigen nach sechs Stunden keine
oder nur geringe Gérung, wihrend eine Kontrollprobe: mit
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Dextrose in derselben Zeit véllig vergédrt. Dehnt man den
Gérversuch auf lingere Zeit aus, so beginnt auch der galak-
tosehaltige Harn langsam, aber deutlich' zu gédren. In Harnen,
die neben Galaktose auch Dextrose enthalten, schreitet die
Gédrung rascher vorwirts, es vergdrt nicht nur die Dextrose,
sondern auch die Galaktose kommt relativ rascher zur Ver-
girung. In rein wésserigen Losungen girt Galaktose weniger
gut, es ist daher notwendig, bei Kontrollversuchen entweder
der wisserigen Galaktoselosung einen Hefextrakt zuzusetzen
oder die Galaktose in Harn aufzuldsen.



