Ueber den Nachweis von Gallenfarbstoffen im Harne..

Von

Dr. Adoli Jolies in Wien.

(Aus drm rhciniach-mikioskopischen Laboratorium von Dr. Max uud Dr. Adolf Jollm
in Wien.)
(Dor Redaction zugogaugen am 20. October 1893.)

Die physiologisch-chemische Literatur zeigt an Arbeiten
uber den Nachweis von Gallenfarbstoffen im Harn einen grossen
Reichthum und noch immer werden Vorschldge zur Auffindung
dieser Gallenbestandtheile im Harne gemacht, wie die vor
Kurzem publicirten Methoden von O. Rosenhach") und
H. Rosinl) beweisen.

Rosenbach hat bekanntlich bereits irn Jahre 1876 eine
beachtenswerte Modification der Gmelin’schen Gallenfarb-
stoffprdbe empfohlen, und man musste annehmen, dass die
neuerdings empfohlene Probe sich durch grossere Empfind-
lichkeit auszeichnet.

Rosin bezeichnet in der citirten Abhandlung seine
Probe als «eine sehr empfindliche», ohne jedoch dartber
Aufschluss zu geben, ob die alteren bekannten Proben an
Empfindlichkeit der seinigen nachstehen und'inwieweit diese
die Grenze der Empfindlichkeit zu erweitern geeignet! ist.

Leider finden wir in der Literatur tGberhaupt fast gar .
keine positiven Daten dber die Empfindlichkeit der Proben.

") Deutsche, medicinische Wochenschrift, 18hl Jir. 17.
-) Berliner Kklin. Wochenschrift, 1803, S. 10«.
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Irh machte* c¢s mir daher zur Aufgabe, die zahlreichen, bisher*
in \orschlag gebrachten Methoden auf ihre Empfindlichkeit

und Eignung zum Nachweise von Oallenfarbstoffen im Harm*
zu prifen.

Zu diesem Zwecke habe ich die bisher in Vorschlag
gebrachten Proben auf ihre Empfindlichkeit gepruft, indem
leh zu abgemessenen Mengen normalen Harnes abgemessene
Mengen frischer Ochsengalle hinzufligte.

Alle Versuche sind ceteris paribls unter den gleichen
Bedingungen durchgefiihrt mill auch der verwendete normale

Harn von denselben Personen — den Assistenten des Labo-
ratoriums entnommen worden.

Die im Maximum zugefiigte Gallenmenge betrug tO w/0,
d. h. zu je 100 cbcm. normalen Harn wurden stets 10 ebem.

Empfindlichkeits

i lurbHtof f.
Proben.

< ull

le. Om»?1ih sehe IJebeischichtiing eines icterisvhen Hat*- |

Probe. nes mit .Salpetersaure.
-» Modification von Zusatz verdunnter ausgekochter Sal- Siehe in Anleitung
Hr ticke. petersaure und dann cone. Schwefel- zur
Si,ur* von F. LoebisclJ
Il. Auflage,
t. Modification von Hinzufiigen einiger Tropfen Kalium-‘Jahresbericht CUkr|

Vit'ali. nitritlosimg und hierauf etwas ver-
duiniter Schwefelséure.

S. HO.

G e *

t. Modification

Mas set. an, das er jedoch erst nach; erfolgtem lytische Chemk]|
Zusetzen der Schwefelsdure zu dem  Bd. It». S. -Jo*,
Harne hinzufugt.
\ ' | R
Modification von: Nach F. wird der Harn mit dem Zeitschrift fir mA
Fleisch | gleichen Volumen einer eoncenlrirten lytische Chemig]
Losung von salpetrigsaurem Natron | Bd. 15. S. 5<i\

vermischt und concentrirte, Schwefel-
saure — ohne zu mischen — mit
einer Pipette auf dem Boden des
Beagensglases gebracht.

Literatun.

Harnanalv

die Fortschritte
Thierchemie KI

voll M. wendet statt Nitritlisung festes Salz Zeitschrift fiir and
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Ochsengalle hinzugefiigt, dann der Harn sorgféltig umge-
-clrtittclt und mit demselben die Proben dirchgefihrt.

Die Verwendung von grosseren Gallenmengen habe ich
aus dem Grunde fur Gberflissig erachtet, weil Proben, die
im Harne mit 10°0 Galle den entsprechenden Galienfarbstoif-
Gelialt nicht sicher nachweisen lassen, die Bezeichnung als

Gallenlarbstofiprobe» nicht mehr verdienen.
Zur Prifung der Proben wurde stets auf je 100 ebem.

normalen Harn 10, 7.5, 5, 4, 3, 2, 1,5 | ebem. frische
Ochsengalle zugefiigt und mit' diesen galtenfarbstoiriialtigen
Harnen die einzelnen Proben dirchgefuhrt*

Bei jeder Probe sind 3 Gontrolproben gemacht worden.

Die nachstehende Tabelle gibt die relative Empfmdlich-
keitsgrenze der erwahnten Gallenfarbstoftproben an.

Tabelle.
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»  Modification von |Man filtrirt den Harn und priift, auf Centralblatt tir U osjtiv ~ pOSitiv
Kosen bach. der Innenseite mit salpetrige Sdure medicin. Wi

entbatlender Salpetersaure. schaften 1s7*.>:] )

7. Modification von Statt des Filters nach Rosenbach Siehe Den)»ner |Qsitiv noch
Dragendorff. schlagt D. eine porose Thonplatte vor. vergleichende I'm
tersuchun" fj
die ,neueren \\
tlioden zum Xacifl
| weise des (Jal®
farbstofTes i
Harne Icteik
. Inaugural - )i>
Jil!' tation Isyr». lu
I pat.

X. | Probe von UlIltz-il:110 cbcm. Harn werden mit 3—4 cbcm. | Wwiener rinuli kativ

mann. Kalilauge (1:3) umgeschittelt und mit ! PresseNr. 32.K
reiner Salzsaure uUbersattigt.

ty Probe von Mare- Man fugt 2 oder 3 Tropfen Jodtinctur Zeitschrift fur am ositiv

positiv
dial. in einen sauren oder neutralen Harn — lytische Cliciu
es resultirt eine smaragdgrine Farbe. Bd. 8. 1SM.
Kt. Probe von Anstatt z_u_mischen, schlug W. d.Smit h_ Durch: Anaivsh »itiv positiv
Smith. vor, einige Tropfen Jodtinctur vor-j{ Harnes von er
sichtig auf den Harn fliessen zu lassen, j bauer mul Vo;
.. wobei die Grenzschicht sich schon grun' VIII. Auflage.
I\JIL farbt. i arbeitet von Httj
ft pert, S. |
| (B} IJ [ 1 |
11. i Probe von Her- 6. schittelt den Chloroformauszug des || Sitzungsbericht.  ktiim negativ
hard. icterischen Harns mit sehr verdunnter | der  Wiirzhiir™ plir-

Jodjodkaliumlésung, wobei nur so we-  physikalisc;h-iue Kkelirii-
nig Jod verwendet werden darf, dass einischen it
sich das Chloroform kaum roth farbt; schaft Nr. 2.
setzt man etwas Kalilauge hinzu, soil
entfarbt sich das Chloroform und die;t

| Kalilauge wird grian.

12. Probevon Kosin. |, Man fullt etwas von dem zu unter- Berliner klink ‘'‘itiv  positiv
| suchenden Harn in ein Keagensglas Wochen schri!|

i und giesst etwa 2—3 cbcm. verdunnte j 1833, S. I(n>.
' Jodtinctur so vorsichtig in das ganz
j schrag gehaltene Reagensglas, welches
.| den Harn enthalt, dass die veidunnte
Jodtinctur den Harn Uberschichtet.
Sofort oder nach einer Minute !ritt
an der Grenzschicht zwischen Harn

und Jodtinctur ein grasgriner Ring auf.

=>=0u0
[
! .
noch negativ
~ positiv |
| |
| L
| negativ |  —
| negativ
positiv  positiv
positiv positiv
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noch
positi

positiv
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liall.intarb«tolf:
I’robe U,

Lt. Frohe von
Il. Capr;inifa.

11. I‘rohe von
B ost'ii har h.

15. Frohe von
Huppe rt.

[t*.  Frohe von
Hoppe-Sey ler

17. Probe von
Illilger.

IS. Frohe von
Lew in.

Man versdzt ihm Harn nach voran*
gegangener Ansauerung mil Aether
nmJ Chloroform (1:1), decantirt mul
pruft dann die Farbenreactionen durch
Zusatz von Brom. Bei Gegenwart von
Gallenfaihstofteii smaragdgrine Farbe.

Durch  vorsichtigen Zusatz einiger
Tropfen einer S5procentigen Chrom-
saure-Losung soll sich galten fal bst off-
haltiger Harn grun farben. Mehrzusalz
iIst zu vermeiden, da sich sonst die
Flussigkeit braunroth farbt.

~

S—lo cbcm. Harn werden mit Kalk-

milch gefallt,«ler Niederschlag ahlillrir;,
mit schwefelsdurehaltigem Alkohol in
ein Beagensglas gekuhlt und die saure
Flussigkeit, in der «ler Niederschlag
enthalten ist, zum Sieden erhitzt. Bei
Gegenwart von GallenfarhstolT nimmt
die Flussigkeit eine grine bis blaue
Farbe an.

Der Hann wird mit Kalkmilch gefallt,
Kohlensaure zur Ausfullung des Kalkes
eingeleitet, der Niederschlag aldiltrirt
und mit Wasser gewaschen.
man zum Kalkmilehniedorschlag auf
den Filter massig verdinnte sal-
petrige Saure enthaltende Salpeter-
saure tliessen, so entsteht die bekannte
Farheuskala

Man versetzt den gelinde erwarmten
Harn mit Ha (OH)* bis zur alkalischen
Beaction. Der ahliltrirte Niederschlag
wird ausgewaschen und dann zu einer
kleinen Frohe des Niederschlages sal-
petrige Saure enthaltende Salpeter-
sdure zugesetzt. Bei Gegenwart von
GallenfarhstolTen sollen die bekannten
Fa{henreadionen entstehen.

L. schlagt wvor. den Harn zur Aus-
scheidung Von harnsauren Salzen stark
ahzukuhlen, letztere nach dem Sammeln
auf einem Filter und Auswaschen, in
heissem Wasser zu l6sen und mit dieser
Losung die Beaction anzustellen.

LasstH
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positiv  positiv  noch negativ
positiv
positiv | noch | negativ
positiv
positiv | noch negativ
positiv
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Prob +u. i Litfrahir

1U. Probe von Ein - jDer Harn wird mit dem gleichen Vo- Centralblalt fir

lieb. lumen verdunnter Essigsdure versetzt, nische

und dann tropfenweise folgendes Hea- S,-721, 18*3.
gens hinzugefiigt, das im Liter enthalt: Charit«* - Annal
1 gr. Sulfanilsdure. 15 cbcm. Salzsdure 11, S. IW, |s

und 0,1 gr. .Natriumnilrit.
Die entstehende dunkle Farbe geht
i auf Zusatz von Saure, am besten von
Eisessig, in das fur die Anwesenheit
von Bilirubin charakteristische Violett
Uber.

*20. Chloroform- Ausschultelung des gallenfarbstotfhal-
Prohe und hier tigen Harnes mit Chloroform und
auf Salpeter- 1Jeberschichtung der Chloroformlosung
saure - Nieder- | mit Salpersaure, «lie etwas salpetrige
schlag. Saure enthalt.

Fassen wir die Ergebnisse der Tabelle ins Auge, so
resultirt zunachst, dass eine Reihe von Gallenfarbstoffproben
nicht einmal in mit 10°N Galle versetzten Harnen den Gallen-
farbstoff nachzuweisen vermaégen.

Hierher gehoren tlio Proben von: Ultzmann, Capra-
nica, Lewin. Ehrlich und Rosen hach.

Mit der Probe des Letzteren ist. wie aus der Tabelle
ersichtlich ist, die vor Kurzem in Vorschlag gebrachte Chrom-
saureprobe gemeint, welche jedoch als zu wenig empfindlich
ausserhalb der Reihe der Gallenfarbstoffproben zu setzen ist.

AufTallenderweise wird diese unzuverlassige Probe zum
Nachweis von Gallenfarbsloflen im Harne in dem neuesten
Leitfadeii von Lenhartzl) vorgeschlagen.

Die unterste Grenze der bekanntesten und wohl am
meisten angewendeten Probe von Gmelin liegt bei 5°
d. h. mit anderen Worten: Wenn wir die 24stindige Harn-
menge mit 1500 ehern, annehmen, so kann in dieser Menge

*) Mikroscopie und Chemie am Krankenbett von H. Len hartz
Berlin 1SOl». Verlag von Julius Springer.
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so viel Gallenfarbsloff enthalten sein, als in tit cbhcm. reiner
Galle, trotzdem sind wir mittelst der Gm el in'sehen Probe
nicht im Stande, diesen Gallenfarbstolfgehalt zu conslatiren.

Interessant ist, dass die vorgeschlagenen Modilicationen
der Gmelin’sehen Probe, namlich die von Brucke, Vitali,
Massel, Fleischt und Draggendorff weniger' empfind-
lich. sind, als die urspringliche Probe von Gmelin. Nur die
wegen ihrer bequemen Ausfihrung beachlenswerthe Ro sen-
il ach’sehe Modification hat dieselbe Empfindlichkeitsgrenze
wie die Gmelin’sehe Probe; nichtsdestoweniger gehort sie —

wie die Tabelle zeigt — ebenfalls in die Reihe »ler wenig
»empfindlichen Proben.

Weiterhin geht aus der Tabelle hervor, dass die fc>mi t h ’sein*
Probe, auf die neuerdings Rosin aufmerksam gemacht hat,
ihre unterste Grenze hei 3°/0 hat. Dieselbe Emplindlichkéiis-
grenze hat also auch die sogenannte Rosin'sehe Modification,
ferner die Hoppe-Seyler- und Hilger ‘sehe Probe. Dem-
nach verdient die von Rosin empfohlene Probe keineswegs
das Pradicat «ausserst empfindlichx».



sil' »tclll an Empfindlichkeit sogar der Il upper (’schon
1‘robe nach, die unter den bisher vorgeschlagenen Proben al-
die empfindlichste bezeichnet werden muss. lhre unterste
(mlenze liegt bei 2%, d. h. es kann in der Harnausscheidung
|.ro die — letztere mit [-i00 eben,, angenommen — so viel
tiallenfarlistoir enthalten sein, als in 22,5 cbem. reiner Ochsen-
galle vorhanden ist, und wir sind mittelst dieser empfindlichsten
I'robe nicht im Stande, diesen Gehalt an Gallenfarbstoff mil
.Sicherheit zu constatiron.

Diese Thalsache veranlasst mich nun. eine Iteihe von
Versuchen zu dem Zwecke anzustellen, um eine Probe aus-
limhg zu machen, vermdge welcher auch in Harnen mit unter
U,I ", Galle der enlsprechende Gallenlarbstollftehalf constatiii
m»nloii. kann.. W

" M<iiHnle waren «s. ilie |é1 den Versuchen insbe-
Mindi'ir berticksichtigt worilen mussten:

f) 1Ji( fitglielisl vollstdndig" Isolirung des in der lia#
|*iobe enthaltenen (iallentarbstolles.
-« Die Fallung des isolirten (iallenfarbstotles aut* einer

maoglichst kleinen Flache, resp, in einem moglichst kleinen
Volumen.

Dass ; Chinrulnrm den GallenfarbstolT aus dem Harne
aufnimmt. ist eine hekannle Thidsache. Aber vergleichende
lIntersHchungen haben ergeben, dass beim kréftigen Schitteln
einer Harnprobe mil Chloroform nur ein verhaltnissmaéssig
geringer Theil des Gallenfarbstoffes exlrahirl wird, und dass
verhaltnissnmssig bedeutende Chloroformmengen - in mehreren
I'ortionen erforderlich sind, um ans einer Harnprol>e den
Gallentarbstod mdglichst .vollstdndig zu extrahiren.

Gleichzeitig haben vergleichende Untersuchungen ergeben,
dass durch Combination von Extraction und Fallung, d. b.
dureb Itehandlimg einer Harnprobe mit Cbloroform und einem
geeigneten Fullmigsmitlel der Gallenfarbstofr unter gleichen
Verhdltnissen am voilslaudigsten aus dem Harn exlrahirt wird.

T Wie die Iltipperl sclie und Hilger sche Probe beweist,
-md Kalk- und Barytwasser ganz geeignete Fallungsmilicl:
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fur unsere Zweck«' konnte jedoch die Kalkmilch, ebensowenig
w,f das Barytlivthat in Betracht kommen, weil die durch
diese Reugentien im Harne hervorgerufenen Niederschlage zu
volumindés sind. Auch die gleichzeitige Verwendung von Chlor-
haryuni und Schwefelsiure, welche als gute Fallungsmitfel. fur
CallentarbstotV hezeichnet werden konnen, erwies sich wegen
der zu umfangreichen Niederschlagsmenge als unzweckmassig.
| Imgcgen hat sich der hlosse Zusatz von Chldrhaiyum iii
jeder Hinsicht bewahrt. \

Meine Versuche lehrten, dass man. wenn Harn und
zuai am besten >0 ebem. — nach vorangegangener Arisduermig
mit einigen Tropfen verd. Salzsdure, mit Chlorbaryum in ge-
lingen! | eberschuss und dann mit Chloroform — ca. 6 ebem,

\eisetzt und hierauf .5—4 Minuten kraftig geschiittelt wird,
das Maximum an Callonfarbstofi dem =zu prifenden Harne

‘lurch das Chloroform und den Niederschlag zu entziehen
\ermag. Hoher«lies ist der Niederschlag verhaltnissmassig
gering, nachdem nur die praforinirte Schwefelsdure gefallt
wild. Wird das (lldoroform und der Niederschlag abpippetirt,
lilfnrt und auf die Innenflich«' des Killers einige Tropfen
Salpetersdure getropft — also kurz die Hosenbach*.Sehe
Reaction ausgefiihrt —, so entstehen di* bekannten Farben-
H«'actionen und zwar je w«*iter dem engeren Ende' des Filters
zU. desto schoner.

Die unterste Grenze dieses Verfahrens liegt bei | °/o oder
Niit. anderen Worten: wir haben durch unser Verfahren die
Gosenbach sehe Reaction, deren unterste Grenze hei
liojrt, bis auf 1 °/, empfindlicher gestaltet.

Aber dieses Ergebnis* befriedigte mich noch niebl, und
os,war flhrte ich die noch nicht hinreichende Empfindlichkeit
der Probe darauf zurlick, dass der Gallenlarbstoff noch immer
in einem zu grossen Volumen vertlieill ist und Uberdies auf
dem Filter die Salpetersdure aut eine verbéaltnissméssrg sehr
geringe Gallenfarbstoftrnenge cimvirkt. Audi unsere Ueber-
schicbtungsvorsuclie mitJodtinctur haben kein belrmdigcndes
Ligebniss geliefert. W ir sind aus diesem Grunde in d«T Wreiso

vorgegangen, «lass wir das Chloroform und den Niederschlag

*
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"1 tin Reagensgtus abpippetirt und Has letztere in ein Wasser-
bad von einer, Temperatur von ca. 70 bis SO* hineingestellt

Bereits nach.5 bis 10 Minuten ist das Chloroform ver-
laustet, worauf dann das Reagensglas herausgenommen und

MIn"'len meuhigzum A hktihlen stehen gelassen wird. Nach
dieser Zeit haf sich der Niederschlag am Boden zusammen-
geballt, so dass die Uberstehende Flissigkeit leicht abgegossen
werden kann. Der Niederschlag am Boden des Reagensglases
ist selbst bei 0,1 *, sehr deutlich gelb gefarbt.

Lasst man mm langs der Glaswand des Reagensglases
- bls 3 Tropfen einer cone. Salpetersaure, die zu etwa '/
rauchende Salpetersidure enthalt, hiiumlerfliessen, dann be-
obachtet man sofort oder nach einer Minute am Boden des
Gelasses die bekannten Gallenfarbsloff-Reactionen in geradezu
prachtvoller Weise, wobei auch die gelbe Farbe des Nieder-
schlages deutlich von den Farbenringen hervortritt.

Diese Probe ist derart empfindlich, dass selbst in Harnen
mit 0,27, Galle die Farbenringe und darunter der charak-
teristische grine und blaue Ring — sehr deutlich wahrzu-
nehmen sind. Um in Ilarnen, die weniger als 0,2’/ Galle
enthalten, den Gallenfarbstoff constatiren zu koénnen,”ist es
erforderlich, 100 rbem. llarn und 10 ebem. Chloroform in
Verwendung zu nehmen und. wie angegeben, die Probe dureli-
zutihren. Man kann auf diese Weise 0,1 ¢/, mit vollster Sicher-
heitnachweison. Somit ware unsere Probe etwa 20 Maél
empfindlicher als die Huppert sehe Probe, die unter den
bisherigen Proben als die empfindlichste zu bezeichnen ist.
Vif empfehlen somit zum Nachweis von Gallenfarbstoffen im
Harne obige sehr empfindliche Probe in folgender Ausfihrung:

In einem mit einem Glasstopsel versehenen Glascylinder

(ca. 20 cm. Hohe und 3 cm. Durchmesser) fligt man zu SO cbcm.

Harn einige Tropfen verdinnter HCI (10 %), Chlorbaryum im

eberscimss und 5 ebem. reines Chloroform und schittelt die

Losung mehrere Minuten kraftig durch. Alsdann l&sst man

den Cylinder etwa 10 Minuten sieben, wobei sich das Chloro-
torm und der Niederschlag zu Boden setzen.



Sollten Tlieil." (1rs Niederschlages ....h in, Haine suspon-
tut um. \\a? namentlich j»tti zahilissigon Unmut zuweilen
mler Fall ist. so genigt es, den Cylinder langsam einigemal
Inn und hoi zu bewegen, um den gesummten Niederschlag
zu Boden zu bringen.

Nunmehr pippetirl man das Chloroform und den Nieder-
schlag in ein Ueagensglas ah. Die geringe llariuneuge. die
mlahei ebenlalls abpippolirl wird, ist far die Drohe ohne gelang.

Das Beagensglas bringt man in ein Wassefbad. welches
iiul ca. 80° erhitzt i>t.
mBei dieser Temperatur ist in .. bis 10 Mi.imleu das gc-

sammle Chloroform verdampft. Hiera ul'lasst man das D.eagens-
glas Im- einige. .Mumien bei Zimmorloniperaliir stehen, wobei

msich der Niederschlag am Il.den des Celasses zusmmiienlialll,
und sich von der Uberslencmicn Flussigkeit derart Iremil.
dass lelzlcie leicht abgegossen wer,len kann.

Der Niederschlag isl, wie schon erwéahnt, seihst hei.0.1 "/
Bolle noch deutlich gelarhl.

I-'i>.'t man mm lang. der(Jla-wandung :i Tropfen einer
<0,1<- iralpelersann*. welcher rauchende Salpelersiure —

.sofort oder nach einer .Minute am Boden d<s (Jelasses die
fin (iallenlai hsloIT charakteristischen Farhringe. so dass seihst
Dei O,i («alle der charakteristische griine und hlaue Bing
noch deutlich zu selten ist.

Bei Verwendung von 100 chcm. Harn kann noch hei
°’r.0 Balle ---o. Sicherheil der Ball«*nfarhsioffgehall «onstalirt

werden. v
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