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9. Zur Oxydation des Benzolrings im Tierkorper 
von Karl Bernhard und Erieh Gressly. 

(28. XII. 40) 

Nach fortgesetzter Futterung von taglich 3 g Renzol an Hunde 
und Kaninchen isolierte Jaffe'l) aus dem Harne tier Versuchstiere 
etwa 0,3 yo Muconsaure. Da dieselbe nach subcutamer Einspritzung 
nur zu etwa 1 % ausgeschieden wurde, hielt Jaffe' die ursprunglich 
gebildete Menge fur bedeutend hoher und betrachtete die Oxydation 
des Benzols zu Muconsaure als eine wesentliche Abbaureaktion. 

Normale Stoffwechselprodukte aromatischer Aminosauren sind 
beim Menschen die Hippursaure, neben meist gepaarten Phenolen und 
dem Harn-indican. Jedenfalls scheint der Benzolring zum Unter- 
schied vom Cyclohexanring2) schwer zu verbrennen. Muconsaure 
gehort nicht zu den Harnbestandteilen, auch nach Futterung von 
Phenolen, Homogentisinsaure oder Tyrosin wurde sie nie nach- 
gewiesen. 

Mori3) fand von subcutan injizierter Muconsaure 73 % wieder 
auf, Nezcmaerker4), ferner Drummond und Pinnar5) getangten zu Bhn- 
lichen Ergebnissen, die Befunde Jaf fe 's  waren nichl, reproduzierbar. 

Rnderseits enthielt naeh Puchs und S O W )  der IIarn Leukamie- 
kranker, welche aus therapeutischen Grunden tiigliche Dosen von 
3-5 g Benzol aufnahmen, 0,11 yo Muconsaure. Ikdeutend mehr, 
namlich 2,6 yo gewannen Thierfelder und Klenk') nach intraperitone- 
aler Benzol-Injektion an ein Kaninchen. Weitere Versuche verliefen 
erfolglos. 

Nach Untersuchungen von Boeseken. und Slooff 8, iiber die Oxyda- 
tion von o-Benzochinon mit Peressigsaure musste bei der Auf- 
spaltung des Benzols in vivo die cis-cis-Muconaaure entstehen, 
wahrend im Harn die trans-trans-Form vorlag. Es wird daher an- 
genommen, dass dieselbe vie1 eher aus anderen Quellen, z. B. aus 
Galaktose entstehen konnte. Drummond und Pinar5) machten in- 
dessen die sonderbare Beobachtung, dass dem Harn Benzol-behan- 
delter Tiere zugesetzte cis-cis-Saure nach 24 Stunden in die trans- 
trans-Form uberging. 
- 

l) JaffQ, X., Z. physiol. Ch. 62, 58 (1909). 
2, Bernhard, K., Z. physiol. Ch. 248, 256 (1937); 256, 49 (1938). 
3, M o r i ,  Y., J. Biol. Chem. 35, 341 (1918). 
4 ,  IVeumaerker, H., Z. physiol. Ch. 126, 203 (1923). 
5)  Drummond,  J .  C., und 1. L. Fanar, Biochem. J. 32, 79 (1938). 
6 )  Fuchs, D., und A. won Sods, Z. physiol. Ch. 98, 11 (1916). 
7 )  Thaerfelder, H., und E. Klenk, Z. physiol. Ch. 141, 29 (1924). 
8) Boeseken, J.,  und G. Slooff, Proc. Acad. Sci. Amst. 32, 10-13 (1929). 
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Die Befunde Jaffd7s wurden demnach in versehiedenen Fallen 
nicht bestatigt und ihre Interpretation angezweifelt. 

Das Verhalten des Benzols im Stoffwechsel konnte durch An- 
wendung von Deuterium als Index entschieden werden. Deuterio- 
Benzol wurde bereits eingehend untersucht, eine bequeme Darstel- 
lungsmethode stamnit von IngoZd, R a i s i n  und Wilson1). Den .\us- 
tausch der H-Atome im Benzol gegen D studierten Horiicti und 
Polany i2 ) .  

MuconsSiure nimmt in 5-proz. schwerem Wasser in Gegenwart von 
Kaliumhydroxyd wiihrend 24 Stunden erhitzt 0,13 yo Deuterium auf. 
Unter biologischen nedingungen durften sowohl 13enzol als Mucon- 
sSiure ihre H- bzw. D-Atome nicht austauschen. 

Wir erhielten durch Verdunnen von C,D, mit (’,Hfi ein schiveres 
Benzol mit 10,7 Atom yo D, und injizierten es intraperitoned in 
taglichen Mengen von 1-1,5 em3 17  verschiedenen Kaninchen. 

Nur einmal gelang die Auffindung von 24 mg oder 0,5 yo chemisch 
reiner Muconsiiure. Ihr D-Gehalt betrug 7,% Atom yo. Schweres und 
leichtes Benzol wurden demnach gleichmassig in die Ilicarbonsanre 
umgewandelt. Es  1st d a m i t  d e r  Beweis e r b r a c h t ,  dass  de r  
Benzo l r ing  i m  T ie rkorpe r  z u  Muconsaure  o x g d i e r t  wird. 
Uber den Abbau von Benzolabkommlingen, etwa den korpervertrau- 
ten aromatischen Aminosauren sol1 damit natiirlich nichts ausgesagt 
sein. 

Kleine Mengen parenteral und oral gegebener Muconsaure 
(37, 83, 124 und 217 mg/kg/die) fanden wir iiberhaupt nicht mehr auf. 
Sie diirften wohl wie die Adipins&ure3) in kleinen Dosen gegeben 
weitgehend verbrennen. Ein volliger Abbau des Benzols durch Ring- 
oxydation musste indessen zu Muconsaure-Mengen fiihren, die, wie 
iMori, Neumaerker und Drummond  zeigten, zu einem bemerkens- 
werten Anteil ausgeschieden werden. Dass Polyen-dicarbonsauren 
schwer verbrennen, bewiesen Kuuhn und K0hZer4). Futterung von 
Sorbinsaure-amid lieferte in guter Ausbeute Muconamid-saure, wo- 
r m s  mit Lauge trans-trans-Muconsaure entstand. 

Wir glauben daher, dass nur ein geringer Teil des Benzols zur 
Muconsaure abgebaut wird, es sei denn, die gebildete Dicarbonr” aure 
wurde als besonders reaktionsfahig sofort weiter verbrennen und nur 
zufallig in sehr kleinen Mengen im Harne auftretcn. 

Fur eine schwere Angreifbarkeit spricht mch  die hohe Toxizitat 
des Benzols5), das sich in den Lipoidantcilen des Gewehes verteilen 

l j  Ingold,  C. R., C. G. Razszn und C. L. Wzlson, Soc. 1936, !315; s. a. Ei lemrryer ,  H .  

2, Horzuta, J., und 112. Polanyr, Nature (London) 134, 377 (1934). 
3j Rernhard, K., und 11.1. Andreae, Z. physiol. Cli. 245, 103 (1937). 
*) Kuhn, R., F .  Kohler und L. Kohler, Z. physiol. Ch. 247, 197 (1937). 
5 ,  Houhen, J . ,  Fortschr. der Heilstoffchemie, Abt. 11. 2, 1 (1932). 

und H .  Lobeck, Helv. 18, 1464 (1935). 
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durfte. Jaffe' beobachtete bei Hunden Storungen, bei Kaninchen 
aber eine gute Vertraglichkeit. Nach intraperitonealer Injektion 
stellten sich nach kurzer Zeit mehr oder weniger schwere Vergiftungs- 
erscheinungen ein, die von verschiedenen Tieren nicht uberstanden 
wurden. 

E x p e r i m e n t e l l e r  T e i l .  
Die Deuter ium-Bes t immungen erfolgten nach dem Ver- 

fahren von Keston ,  Rittenberg und ij'choenheimerl). 
Bur I so l ie rung  der  Muconsaure aus dem Harn hielten wir 

uns an die Angaben Neumaerker's2). Wir extrahierten die Harn- 
konzentrate in den meisten Fallen wahrend 6-7 Stunden mit sieden- 
dem Essigester, verschiedene Male aber aueh in der Kalte durch 
Smaliges 5stundiges Schiitteln auf einer Maschine. Einige Modell- 
versuche bewiesen die Brauchbarkeit der Arbeitsweise. Aus der 
folgenden Tabelle ist ersichtlich, dass die dem Kiminchenharn als 
Natriumsalz zugesetzte Muconsaure befriedigend zuruckgewonnen 
werden konnte. Mengen unter 10  mg diirften bei der notwendigen 
Behandlung der stark braunen Extrakte mit Kohle verloren gehen. 

Zugesetzte 

~~~~. 
~~ 

I 
100 1 70 
500 50 
500 100 
500 100 I 1000 100 

Smp. 

287O 
290O 
287O 
287O 
290O 

- ~~ 

dufgefundene Muconsiiure -1 
Smp. 

291O 
290O 
289O 
285O 
290O 

_~ - - 

* Aq.-Crew. nicht bestinimt. 

Die verwendete Muconsaure wurde nach Stephen und Weizttaann3) und Ingold4) 
hergestellt. 3 verschiedene Fraktionen schmolzen bei 287O, 290O und 295O. 

C,H,O, (M.-G. 142,11) Ber. C 50,70 H 4,25 dq.-Gew. 71,05 
Gef. ,, 50,56; 50,94 ,, 4,33; 4,32 ,, 71,03 

Bur Kont ro l le  des  Aus tausches  der  H - A t o m e  i n  der  
Muconsaure gegen Deu te r ium wurden 500 mg derselben mit 
785 mg Kaliumhydroxyd (entspr. 4 Mol) in 25 em3 Wasser, enthaltend 
5 Atom % D wahrend 24 Stunden am Riickfluss erhitzt. Nach 
Abdestillieren des schweren Wassers losten wir den un VdkUUm ge- 
trockneten Ruckstand in heissem Wasser und verscltzten mit ver- 
diinnter Salzsaure. Die abgeschiedene Muconsiiure wurde in das 

l) Kestotz, A .  S., D. Rzttenberg und R. Nchoenhezmer, J. Biol. Chem. 122, 227 

2, Neurnaerker, H., Z. physiol. Ch. 126, 203 (1923). 
3, Stephen, H., und Ch. Weszmanrz, SOC. 103, 269 (1913). 
*) Ingold, C. I{., SOC. 119, 951 (1921). 

(I 937/38). 
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Ammoniumsalz Ubergefuhrt und wieder mit Siiure gefallt. Sie 
schmolz aus Alkohol umkrystalliaiert h i  293O und enthielt, 
0,13 Atom% D. 

S t of f w e ch s e lver  s u ch  e mi  t M uco 11 s aiir  e. Reine Mucon- 
saure wurde als Natriumsalz in 3 Versuchen einerri Kaninchen injiziert 
und einem andern Tier verfuttert (vgl. Tabelle). I n  den wahrend 
48-96 Stunden gesammelten Harnmengen war in keinem Fall un- 
veranderte Dicarbonsaure aufzufinden. 

- Benzol -- - - 

pro'hiektion I total 
~- 

2450 
2400 
2420 
2300 

Mucon- 
saure Bernerkungcn 

intraperitoneal 1 35 ~ 90 
intraperitoneal 83 ~ 200 
intraperitoneal ~ 124 300 

per 0s 1 217 ~ 500 

~~~ 

460 
438 
328 
385 
361 

I n  j e k t io n v o  n D e u  t, er io  - B enz  o 1. Gesunde, rnit Runkelriiben 
gefiitterte Kaninchen erhielten eine oder mehrere intratperitoneale 
Benzol-Injektionen von je 1-1,5 em3 (1 em3 = 883 nig). Die stark 
braunen Harne wurden bis 48 Stunden nach der letzten Einspritzung 
gesammelt und naeh den Erfahrungen der Rfodellvcmuc he iiufge- 
arbeitet. Extraktionsdauer 7-17 Stuntlen. Alle Einzelheiten cr- 
geben sich aus der Tabelle. 
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1940 
2020 
2700 
2300 
2450 
2050 
2.500 
1950 
1530 
2200 
2540 
2200 
1900 
2200 

~ 
~ 

2400 I 1,5 
2400 j 1,5 
2440 1,5 

I 

Exitus am 2. Tag 
Exitus am 3. Tag 

Exitus am 3. Tag 
Exitus am 5. Tag 

Exitus am 3. Tag 
Exitus arn 3. Tag 

Exitus am 6. Tag 
Exitus m i  2. Tag 
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Die Autopsie der Tiere ergab keine makroskopischen Verande- 
rungen. In  einigen Fallen war das Benzol in der B;iuchhohle als feine 
Tropfchen und durch den Geruch nachweisbar. 

Bei Versuch 4 erhielten wir 38,4 mg braune Krystalle von 
Smp. 285O und daraus durch Behandlung des Ammoniumsalzes mit 
Tierkohle 24 mg bei 295O schmelxende reiw Muconsaure. Im  Misch- 
schmelzpunkt mit synth. Muconsaure zeigte sich keine Depression. 

3,299 mg gaben 6,16 mg CO, und 1,27 mg 1I,O 
Gef. C 50,92 H 4,31 

D-Bes t immung .  Da nur eine geringe Menge Substanz vor- 
handen war und die Muconsaurc bei der Verbrennimg wenig Wasser 
liefert, war eine entsprechende starke Verdunnung des Praparates 
mit gewohnlicher Muconsaure notwendig. 

Einwage: 17 mg aus Harn isolierte Muconsiiure 
486,l mg chemisch reine Muconsaure 

D-Gehalt des Verbrennungswassers : 0’243 ] 0 , 2 4  A t o m %  
0,246 

Wirklicher D-Gehalt der isolierten Mucons i iu re :  Gef. 7,21 
A t o m  yo. 

Z u 8 a m m e  nf a s s u  n g. 

1. Es wurde das Verhalten des Benzols im intwmediiiren Stoff- 
wechsel unter Anwendung von Deuterium als Index gepruft. 

2. Nach intraperitonealer Injektion von Deuterio-Benzol an 
Kaninchen konnte im Verlaufe von 1 7  Versuchen nur einmal eine 
geringe Menge Muconsaure isoliert werden. Sie war Deuterium-haltig. 
D a m i t  i s t  d ie  O x y d a t i o n  des  Benzols  zu Muconsi iure  im 
T ie rkorp  er  be wie s en. 

3 .  Kleine Mengen per 0s und pa ren ted  gegebtiner Muconsaure 
verbrennen. Die Befunde Jnffd’s haben wir auch in dieser Hinsicht 
bestatigt. 

Wir danken der RockefelTer Fot~ndatzon fur die Unterstiitzun? dieser Arbeit. 
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