Ueber die bei der Behandlung des Harnindicans mit Ferri-
Chloridsalzsaure auftretenden rothbraunen Farbstoffe.

Von

»Tae. Boomw.

(Aus dom physiologischen Laboratorium der Universitat Utrecht.)

(Der Redaction zugegangen am is. Jiuii 11)00.)

Gegen die von mir vertheidigte Meinung, dass bei der
Indicanbestimmung nach Obermayer neben IndigoMau in
wechselnder Menge auch Indigoroth und Indigobraun gebildet
werden,1l] und dass also eine zuverldssige Bestimmung des im
Harn vorhandenen Indoxvls nicht zu erreichen ist, wenn, wie
von Wang gefordert wird, der Farbstoff vor der .Titration
mit Chaméleon, mittelst Alkoholatherwasser ausgewaschen
wird, hat Wang Einspruch erhoben.2) Erstens héalt dieser
forscher es lim unwahrscheinlich, dass die rothbraunen An-
Hirile zur Indigogruppe gehorig seien, und zweitens finden sich
nach Wang im Chloroformextract des nach Obermayer
behandelten Harns auch farblose Substanzen, welche Chamaleon
redlichen. Es soll deshalb richtig und nothwendig sein, den
Chloroformriickstand bei der quantitativen Bestimmung des
Harnindicans in der angegebenen Weise zu reinigen.

In meiner vorigen Mittheilung betonte ich, dass sowohl
dm* bratne und der rothe, als der blaue Bestandtheil des
Chloroformrickstandes in Bezug auf Lo6slichkeit und auf spek-

troskopisches Verhalten von den aus Bflanzenindicari bereiteten
Indigofarbstoffen nicht zu unterscheiden sind. Ich kann jetzt

fl Diese Zeitschr., Bd. XXII, S. 318.
2 lbid.. Bd. XXVIIIl, S. 07«.
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hinzuflgon, dass ich auch die Sublimationstemperatur von aus
Harn bereitetem Blau und Roth verglichen habe mit der Tem-
peratur, bei welcher *reinstes’ Indigoblau und ludigornth, dir
ich aus der Baver'sehen Fabrik erhalten habe, subliminal.
Auch in dieser Hinsicht fand ich vollige* Febereinstimmung.
In beiden Féllen war die Sublimationstemperatur fiir «len blauen
Farbstoll' 220° C., fur den rothen 100° G.. Wenn aber aiieh
zugegeben wird, dass bei der Behandlung nach Obermayci
der Harn neben Indigoblau auch Indigoroth und Indigobraiin
liefert, so istdamit nicht gesagt, dass der Ghloroformruckstaid
nicht noch andere Stoffe enthélt, welche das Ghamdileon zu
rcduciren im Staude sind und bei der Titration einen un-
berechenbaren Felder veranlassen. Wenn es sich thatsachlich
herausstellte, «lass dies der Fall sei und also Waschung inj!
Aetheralkoholwasser, wodurch auch das Roth und das Braun
entlernt weiden, «ler Titration vorausgehen muss, so ware der
Werth der Bestimmung sehr geschmalert, Denn es steht, wm
ich unten noch an Beispielen zeigen werde, die Menge* «Id
gebildeten huligoblau, bei Menschenharn wenigstens. .keineswegs
In einem constanten Verhaltniss zu-dem im Harn vorhanden«!;
Indoxvl. Zur Prifung der Frage, ob der Ghlorolbrmriickstami
als (*in Gemenge verschiedener reducirender Substanzen zu
betrachten sei, habe ich untersucht, wie sich das Gewieljf
desselben zu dem ReduetionsvermOgen verhélt. Besteht «bi-
Ruckstand nur aus Indigo, so wird «las Resultat der Wé&gung
mit demjenigen der Titrirung Ubereinstimmen: liegt aber «in
Gemenge verschiedener reduoircidéer Stolle vor, so wird «Im
Menge der verbrauchten Ghamaleonlosung «len Gewichtsmeng* n
des verwendeten Blau. Roth und Braun nicht proportional sein.
Bevor ich meine hierauf Bezug habenden Befinde beschreib*,
bemerke ich. dass ich «len Harn vor der Behandlung mit «im
Obermayer'sinen Reagens nicht, wie Wang es vorsehrefle.
mit neutralem Bleiacetat, sondern mit Bleiessig austallte. und
zwar so, dass auf je Bhi ccm. Harn 10 ccm. der S«*l. a*-

plumb, bas. hinzugefugt wurden. Auf diese Weise wird ii. .\.
auch' die Hippursaure, welche von Wang als eine der F«*lib 1-
(jiiellecn genannt wild, entfernt, Ich fand dann auch de
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Redactionsvermoégen des (ddorohirmriekstandes heim Gebrauch
von Rleiessig kleiner als beim Gebrauch des Rleizuekers.

So wurde von normalem Harn ein Theil mit neutralem,
tin anderer llieil mit basischem Rleiaoetat gefallt. Von beiden
l-iltraten wurden [ 200 (ein. Harn entsprechende Mengen
weiter verarbeitet. Der Chloroformriickstand der "ersten Portion
verbrauchte 5,8 ccm., der Ruckstand der mit Rleiessh* be-
handelten- 5,3 ccm. der Chamaleonldsung. ~

+ Viel seiwirfer trat der | ntersehied hervor beim Vor-
liandensein von Salieylursaure im Harn.

Herr Prof. [>r. Salkowski halte di(' Freundlichkeit, Herrn
Pmt. PoOkel haring darauf aufmerksam zu machen, dass die
Anwesenheit dieser Sdure im Harn sehr'storend wirkt bei der;
urspringlich von Wang befolgten Method«*.

Als mir dies mitgetheill winde. untersuchte ic h. oh nicht
iiiifli hier vielleicht der Gebrauch des neutralen Hleisalzes den
Grund des Telders abgeben knnnte.

An zwei aufeinander folgenden TagengehraUchie ich jje
n g Xatliimisalicylat Her Harn dos zweiten lages, welcher
'tue starke Salieylursdurereaelion gab, wurde gesammelt. Fin
Theil desselben wurde mit RleizuekerlGsiiug, ein anderer Theil
mit Illeiessig gelallt und weiter nach Oberin aver behandelt.
N>bald die I*erriehh»l idlésung hinzugefiigt . wurde, zeigte das
mit dem neutralen Riciae«*lal hehandelte Filtrat eine starke
>nlie\lursiiiirei'eaetion. wahrend die mit dem basischen Salz
g'lalite Massigkeit keine Spur davon bemerken liess. Rer
t lihtrolnrmriekstand einer 200 eem. Harn entsprechenden
I-iltratmeiigc verbraucht«! nach Fallung mit RI(*izueker 1i,7 eem.,
timli  Milhmg mil Rleiessig 0.0 eem. der Cliamaleonlésung.
|Com mochte ich noch auf eine andere Fehfer(Juoile hinweisen.
Wfim (las Chloroform aus dem Seheidelriehtcr abg<‘luss«*n wird,
finden sieh «larin g<*w« »Indien zahlreich«: sehr feine Harnt réphTien.
A ird dann das Chloroform solort abgedampft. so ist-der Riiek-
"I;jnd mit dik*sen iroptelien. w«-l*h< vielleicht r-edueiremle
I'"*handt heile enthalten, verunreinigt. Am besten ist es, das

ui eine Sehaale aufgofangene Gldoroforiii einige Zeit sieh selbst
NI Uberlassen. Ri<* llarntroplehen lliessen dann zu. gross«*r«*n



zusammen und Dbleiben jetzt heim Abgiessen des Chloroforms
an der \\ and der Sehaale halten.

Schliesslich bemerke ich, dass ich den Chloroformriek-
stand zur Entfernung flichtiger Bestund!heile iwie Phenol,
vor der Behandlung mit Schwefelsdure etwa zwei Stunden hei
LH> getrocknet halve. Verflichtigung des Indigo ist dahei
nicht zu beflrchten. nachdem die flichtigste Modification
desselben, das ludigoroth, erst bei 190° die erste Spur von
Sublimation zeigt. Aus dem in dieser Weise behandelten
'Rlckstand konnte mit Wasser weder Farbstoff, noch irgend
eine farblose reducirende Substanz ausgezogen werden.

Ich werde jetzt einige» Versuche auflhren, welche zur
Beantwortung der Frage, ob der rothe und der braune Farh-
stolf auch in dem Beductionsvermogen sich wie Indigo ver-
halten, angestellt wurden.

Aus einigen Litern llarn wurde das Indigo in der be-
schriebenen Weist' bereitet. Der getrocknete Rickstand wurde
erst mit Aether, dann mit Alkohol ausgewaschen. Wie ich
frither schon initgetheilt habt*, geht beim Abspiilen des (lliloro-
jormrickstandcs mit Aether nur das Roth in Ldsung. Zwar
Ist auch das Blau einigermassen in Aether I0slich: es wird
aber durch (las in Aether unlosliche Braun, welches das Blau
bedeckt. vor dem Aether geschiitzt. Man muss sich dahei vor
mechanischer Entfernung des Blau hiten. So konnten die
drei Farbstolle gesondert erhalten, abgedampft, auf 11D°
erwarmt ibis kein Hewiehtsverlust mehr stattlindeti, gewogen,
in Schwefelsdure gelést und mit Chamaleon titrirt werden.

. Aus A Liter Harn wurde erhalten:

7.1 big lloth verbraucht 29.9 ccm. (.hanidleon 11 :7.1 —44.3:28.6
h.4 » llraun 211 . > 11: (54 = 1 25.8
11.0 » Illau " 443 > b

[I. Aus 4 Liter Harn:

17.4 mg Both o- Braun verbraucht 41.3 ccm. Chamiile.m MM»:17.4 = 19.3:39
SU > blau 193 -

1. Aus -U Liter Harn:
11.1 mg both verbraucht 25.0 ccm. O.haméleon *7:11.1= 15.7 :2-1.9
R£ 0 braun ) 142 » * 7:0.4=15.7:12.1
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IN\. Aus \ Liter Harn:

V'TI™a" <c,n- <>>mndlr<m ,5.S: UM- |;u :32.2,

., ;::Jm i:l ! 10,2: (M> ==' 1:U
1......'eduoii-ond«; Krall des Kolli und Braun ist ah« wie
-t © inYeklantTtttt(i L ch, derjenigen dus

/II""llI<1" gleich. Selbstverstandlich ward.- in j<;di-in Wr-
‘lieh mit derselben Chamduleonlésung titrirl.

Die lebereinslimiming ist nicht vollkommen, dennoch
\m« nur scheint, befriedigend. Der Karbenweehsci heim Titriren
isl nicht so scharf, dass man jedesmal sicher sein kann, die

;re"Ze ganz genau lestgeslellt zn haben. Am Kndo hat die
flussigkeit die gelhliehe Farbe des Isalin, und es st ,ft

™  "nlselK'ld,'n- «I“« Spur des blauen ode* des
Mannen harhslolls dabei noch vorhanden ist. Mir war es am
. IX'im 1 Kndreaetion lestzustellen. Sind alle
, " I'",on° zusu,n,n«n’ Imt man nur das Both, welches
Jila™ Il ("™ !hauii von Chamaleon angegriffen

|

uBd. zu berlcksichtigen. '
lici der Titrirung von reinstem , aus der Da ver sehen

1 r,k erhaltenen Indigohlau und Indigoroth fand ich ebenso-
Ur,ll~ N/ ==robcreinstimmimir.

Versuch:
- .0 Mn verbraucht »1.9 ccm. Chaméleon Ciil.6: 11.4 ™ siM, 25,

Zwar wurde hier das Keductionsvenndgen des Kolb, im
Verba tmss zu demjenigen .les Blau, ein wenig zu schwach
ge linden, wahrend heim llarnindigo eben das (iegentbeil der
Das kan™ aljer eine Zufalligkeit sein. Beim Arbeiten
T y" '«“dinnten Lo6sungen, wie es hier geboteil ist. durfen
di- gefundenen Unterschiede wohl als innerhalb der Fehler-
grenzen gelegen zu betrachten sein.

Der rothe und der braune Farbstoff. welche bei der
'u dation des Harns mittelst Kerrichlorid entstehen, stimmen

alle'l Einsichten, so weit das bis jetzt zu untersuchen
(i 11111 Indigo Uberein und sind also, meiner All-

I na,h’ ebensogut wie das Indigoblau als Oxydations-



Produkte des Indoxyls zu betrachten. Die drei Modilicatiuncn
werden aber, wie ich friher schon bemerkt habe, und wie
aus den vorangehenden Zahlen hervorgeht, in meinen Versuchen
gar nicht in einem festen gegenseitigen Verhéltniss gebildet.
Wang fuhrt dagegen an, er habe bei verschiedenen Portionen
desselben Harns ziemlich constante Zahlen flr das Indigoblau
erhalten mach Auswaschen mit Aothcralkoholwassen.ly Diese
Zahlen beziehen sich aber auf denselben Harn, der in der-
selben Weise, nur in verschiedenen Mengen, behandelt wurde.
Ich muss aber daran festhalten. dass die Art der Behandlung
bei. demselben Harn und die Art desHarns bei derselben
Behandlung auf die relativen Mengen der aus dem Indoxyl
entstehenden Farbstoffe Finlluss hat. In meiner vorigen .Mit-
theilung habe ich angegeben, dass schon Krhitzen der Phloio-
forodosung hidigoblau lheilweise in Indigorotli umwandcln
werde. Ich muss Wang zugeben. dass ich mich in dieser.
Angabe geirrt habe. Heim Nachprifen mit reinem, aus der
Ha ver sehen Fabrik erhaltenem Indigoblau habe ich diese,
Angabe nicht bestatigt gefunden.

- hass aber die Temperatur, bei welcher die Oxydation
statttindei. von Fudluss ist, daran muss ich entschieden lest-
hallen.  Wang sucht meine friher mitg«‘lheilten hieran!
beziiglichen Befunde «lurch die Bemerkung zu erkléaren, da—
dabei die zwischen dem Anfang der Beacjioii und dem Au-—
schiltlein mit Ohloroform verlaufende Zeit viel grosser war bei
den bei niedriger Temperatur, als bei den bei b>° 0. dugesteilt: L
Versuchen.-) Dass diese Krklarung nicht zutrillt, geht au-
dem folgenden Versuch hervor. Tod ccm. filtrat von mit
Bleiessig beliandeltem Harn, wurden in d gleiche Tludle ver-
{heilt. Portion | wurde auf 0° 0. abgekihit und mit --)O crin
ebenfalls anf <" abgekihltem Obermayer'schem Beag<n-
vermiseht.  Portion Il wurde..bei 17° G., Portion Il bei »" |
mit derselben Menge Reagens von gleicher Temperatur wF
das Harnfittrat vermischt. In | stieg die Temperatur bis aui

0 Biese Zeitschrift, Bd. XX\ IIl. > uTt).
. ¢. i\ asl.
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u m H bi« auf 22° C. und in IM bis auf 54° C. Jede
Portion wurde genau If> Minuten nach dem Zusat/ales Reagens
mit Chloroform ausgeschittelt. Das Ausschitteln wurde noch
zweimal mit neuem Chloroform wiederholt. Fur alle drei
loitionen wurden gleiche Mengen Chloroform, verwendet.
Ich laud jetzt, nach Losung des mit Aetheralkoholwasser aus-
gewaschenen und erhitzten Chloroférmrickatandes in Schwelel-
sdure. mittelst Titration in Portion | <U> in Portion Il 1,4
und in Portion Il 2,7 mg Indigoblau.

Lehrigens habe ich die Angabe Wang’s, nach welcher
das Stehen der llarnsalzsaiiremischimg durch Kkurzere oder
kingeio Zeit von der Chloroforiucxtrucdion einen Verlust an
Indigo bedingt, 1 in meinen Versuchen nicht bestatigt, gefunden.

Sechs Portionen desselben Filtrats von mit Illleiessig
behandeltem Harn, jede zu 2f)U ccm., wurden mit dem gleichen
\oimiicn des Obermayer sehen Reagens bei Zi|nnieii(‘in|>cratiir
versetzt und nach verschiedener; Zeit mit gleichen Mengen
Chloroform extrahirt. Die Chlorotérmrickstiinde wurden mit
Aetheralkoholwasser gewaschen, bei Ilo° C. crliit/j mid in
Sehweh'lsdure gelost. Das gebildete Indigoblau wurde mittelst
lifiatinii bestimmt. Das Frgcbniss war:

|. Sogleich exlraliiM 0.3 mg Incjigoblau

ll. nachla Min. — 1 1> )

HI. Hit [ 1.0

D. | Simule . JuI; ‘

Vv _ Stmuten 1</ :

VI e B Lr, . '

I'ertiou | wurde naeli | Stunde nochmals mit Chloroform

ausgeschiitlidt und lieferte dann noch 1.4 mg Indigoblau.
A aiig erhielt die grossten Mengen Indigoblau. wenn er sogleich

e\lrahirte. -/ Meiner Erfahrung nach ist es also am besten,
1;,(I dem Zusatz der Eiscnehlorid enthaltenden Salzsaure
wenigstens eine halbe Stunde zu warten, bevor die Extraction
Mjil Chloroform vorgenommen wird.

Im Allgemeinen wird l.ei der lielmmllunjr de* Karns mil

Ol. C. S. OKo. .
1 ¢, S. 580.



Fcniehloridsalzsaure hoi Zimmertemperatur eine sety’ deutlich
Wahrnehmbare Monge Indigoblau gebildet.  Bisweilen aber
findet sich Harn, welcher in dieser Weise kein oder nahezu
kein Indigoblau liefert, so dass die Anwendung: der Wans sehen
Methode auf beinahe vdéllige Abwesenheit von Indoxyl schliessen
lassen wiirde. Solchen Harn habe ich Ofters unter den Handen
gehabt, In den meisten Fallen stammte derselbe von an
Chlorose leidenden Madchen, welche Symptome der Besserung
zeigten. Beim Ausschitteln wird dann das Chloroform roth.
Bass man in solchen Fallen fehl gehen wurde, wenn man
daraus schiiessen wollte. «ler Harn sei sehr arm an Indioan.
geht aus folgendem Beispiel hervor. Mir wurde Hain zur
Fnlersuchung gegeben mit der Mittheilung, dass darin kein
Indiean nachzuweisen sei. Bas Chloroform zeigte nach dem
Ausschtteln eine rothe Farbe, ohne merkbare Beimischung
von Blau.

Zwei Fortionen von je 250 ccm. wurden jetzt in der
gewohnlichen Weise behandelt. | bei Zimmertemperatur, Il bei
Bv* C. Bas Chlorolérmextraet von | war roth. der Auszug
von 1l violett. Die Chloroformriickstdndo wurden mit Aether-
alkohol Wasser ausgezogen. Von Fortion [ hinterblieb in der
Forcellanschaale eine kaum bemerkbare Spur: von Fortion I
hingegen ein rein blauer Belag, welcher in Schwefelsgure
gelost als Indigoblau titrirt werden konnte. Bei Bertcksichtigung
des gesummten Chloroformrickstandes stellte es sich heraus,
dass aus dem in 2i Stunden ausgeschiedenen Harn. welcher
Anfangs fir so gut wie indoxylfrei erklart worden war. M mg
Indigo erhalten wurde. Wie ich glaube, liefern solche Falle
den Uberzeugenden Beweis, dass es unrichtig ist, nur das aus
dem Hain gebildete Indigoblau fir die Bestimmung des Indicans
zu verwenden. Von der Temperatur, bei welcher die Oxydation
stattlindet, hangt es ab, ob eine bestimmbare Menge oder nur
sich der Bestimmung entziehende Spuren von Indigoblau
entstehen.

Selbstverstandlich muss ich die Mdoglichkeit offen lassen,
dass es in gewissen Féllen nicht gelingen wird, die aus Harn
bereiteten Indigofarbstolle vollig von anderen reducirenden
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Beimischungen zu trennen. Hs scheint mir aber aus .dein
Vorangehenden geschlossen werden zu dirfen, dass fur ge-
wohnlich die Reinigung durch Fallung des Harns mit Bleiessi*
und Frhitzen des Chloroformrickstandes aut 110" C. wenigstens
fur praktische Zwecke hinreichend ist. Hass das in Aether
l6sliche Both und das in Alkohol und in verdinntem Alkali
|6sliche Braun Indigofarbstotle sind, glaube ich nicht nur dieser
Losliclikeitsverlidaltnisse wegen annehmen zu darfen, solidem
auch wegen des spektroskopischen Verhaltensdes Reductions-
vcrmogensv ferner weil man es in der Hand lud, durch
Aenderung der Temperatur die blaue Modification statt der
rotlien in den Vordergrund treten zu lassen.



