Beitrage zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe.

Von
William Kuster.

[Aus dem rheinischen Laboratorium der tierdrztlichen Hochschule zu Stuttgart.)
(Der Redaktion zuflegangen am 16. Februar 1906.)

Als ich vor fast vier Jahren meine letzte vorlaufige Mit-
teilung Uber die Gallenfarbstoffe verotffentlichte,l) glaubte ich
die ausfuhrliche Beschreibung bald folgen lassen zu konnen.
Davon haben mich teils auRere Verhaltnisse: die Ubernahme
des neuen Amtes in Stuttgart, teils die Arbeiten Uber den Blut-
farbstoff abgehalten. Auch hoffte ich immer, die Schwierig-
keiten Uberwinden zu kénnen, welche sich bei der Verarbeitung
grollerer Mengen von Gallensteinen, wie ich schon andeutete,
einstellten, ehe ich an die Zusammenstellung meiner Versuche
herantreten wollte.

Das ist mir doch nicht gelungen, je mehr Material ich
in Arbeit nahm, desto deutlicher zeigte sich, dalR die einfachen
Verhaltnisse, wie sie Stadeler?2) fur die von ihm isolierten
Gallenfarbstoffe entwickelt hat, entweder nicht bestehen oder
dall sie eine Komplikation erfahren, die durch die Methode
bedingt ist, sobald sie auf grodlere Mengen Ubertragen wird.

Auch mull hervorgehoben werden, daR Stadeler mit
Gallensteinen vom Menschen gearbeitet hat; die von ihm aus
solchen isolierten Farbstoffe konnen ganz anderer Art sein wie
die, welche man aus Bindergallensteinen herstellen kann. Endlich
ist. die Moglichkeit nicht von der Hand zu weisen, dafl auch
letztere je nach den Bedingungen, unter denen sie entstanden
sind, eine ganz oder doch betrachtlich verschiedene Zusammen-

) ller. d. Deutsch, ehern. Ges., Bd. XXXV, S. 1268.
*) Annal, der Chemie, Bd. CXXXIi. S. 823.
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setzung aufweisen konnen. Allerdings, Bilirubin ist noch in
jedem Gallenstein gefunden worden, selbst solche vom Menschen,
die zum allergroRten Teil aus Cholesterin bestehen, enthalten
doch wenigstens kleine Mengen des roten Farbstoffs.

Maly ,4) der Stadelers Methode der Isolierung der Gallen-
farbstoffe auf die Gallensteine vom Rinde {bertrug, hat sich
nun auch vornehmlich mit dem Bilirubin und seinen Derivaten
beschéaftigt. Was die Mengen betrifft, welche beide Forscher
in Arbeit nahmen, so fehlen zunadchst bei Stadeler genaue
Angaben, ich schliele aber daraus, dal} er sein Bilifuscin wie
auch das Biliprasin in grade nur fir eine Analyse ausreichender
Menge erhielt, dal auch die Menge Bilirubin, welche er in
Handen hatte, nicht viel mehr als einige Gramme betragen
haben kann. Maly hat groRere Mengen in Handen gehabt,*)
er benutzte z. B. fir die Herstellung des Hydrobilirubins 20 g
Bilirubin und die gleiche Menge wurde auf die Bromsubstitutions-
pmdnkte verarbeitet. Thudichum,3) dem wir die Entdec kung
der Tatsache verdanken, dall Brom substituierend wirkt,4) hat
keine Angaben Uber Mengenverhéltnisse gemacht: da er aber
allein Uber 2 g fir die Elementaranalyse verwandte, dirfte er
immerhin einen ansehnlichen Vorrat von Bilirubin in H&nden
gehabt haben, das aus Ochsengallensteinen gewonnen war. Be-
ziglich der Herstellung finden wir bei Thudichum einige wert-
volle Beobachtungen, auf die ich noch zu verweisen haben
werde, Angaben Uber die Menge des gewonnenen Bilirubins in
bezug auf das Gallensteinpulver fehlen leider. Malv zog letzteres
nach entsprechender Vorbereitung zehnmal mit Chloroform
aus, dabei waren die drei letzten Ausziige immer noch gelb
gefarbt und der Rickstand enthielt etwas Bilirubinkalk. Er
gewann einmal aus 11,068 g eines bei 100° getrockneten Gallen-

") Sitzungsber. d. K. Akad. d. Wiss., Bd. LY1l. 8. >;>: Bd. LIX. S. 507
Annal, der Chemie, Bd. CXXXII. 8. 127: Bd. CLXIII, 8. 77: Bd. CLXXV
S. 7b; Bd. CLXXXI, 8. 106.

- Wie er Journ. f. pr. Chem., Bd. CIV. 8. 28. berichtet, standen
dim Gallensteine in Quantitdten von mehreren Pfunden zu Gebote.

Y Journ. f. prakt. Cliem., Bd. CIV, 8. 103.

- Ann. d. Chem., Bd. CLXXXI. 8. 242.
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stcinpulvors 3.11 g Bilirubin, das sind fast 30°'o. ein andermal
2H.11 °/o, ein drittes Mal sogar 45 °/o Bilirubin in rohem Zustande.

Wie ich schon erwédhnte, muH man hei der Herstellung
gréberer Mengen von Bilirubin das Chloroform wochenlang ein-
wirken lassen: z. B. habe ich groRe Huilsen von Schleicher
und Schiill 1-43:123 nun)l) mit je 50 g Gallensteinpulver be-
schickt und im Soxhlet sehen Apparate zwei Wochen lang
extrahiert. Dabei bekam ich einmal eine Ausbeute von im ganzen
If).:V\u Bnhbilirubin und durch Wiederholung der Extraktion
noch 2,0 °/0. Aber auch dann enthielt der Rickstand noch Farb-
stoff, wenigstens gab er mit Natronlauge oder mit Natrium-
carbonatlosung behandelt sofort eine tiefgriine Losung, wahrend
gallertartige Partikel zurlckblieben. Spater habe ich dann die
Beobachtung?) gemacht, dall ein mit verdlnnter Salzsaure
scheinbar erschopfend behandeltes Pulver nach der Extraktion
mit Chloroform an Salzsdure von neuem leicht Kalk und Magnesia
abgibt, worauf Chloroform wiederum Bilirubin extrahierte. Endlich
zeigte es sich, dall namentlich dann reichliche Mengen von Bili-
rubin durch eine erneute Chloroformextraktion herausgel6st
wurden, wenn das mit Chloroform erschopfte Pulver mit kon-
zentrierter Essigsaure behandelt wurde, wobei auf3er Kalk auch
ein griner Farbstoff in reichlicher Menge herausgeldst wurde. ¥)

So trifft vielleicht die Vorstellung zu, dal auch in dem
fein gesiebten Callensteinpulver noch eine schichtweise Anord-
nung besteht. Bei der Behandlung mit verdinnten S&uren wird
nur die oberste Schicht ihrer Mineralstoffe beraubt, es bleibt
nun eine die unteren Schichten schitzende Decke von Bili-
rubin und dem erwahnten griinen Farbstoff, den ich einstweilen

M Die grofiten Hulsen (RO : 180) fassen ea. 150 g. Man darf die
Hulsen nur zu */'s fullen, da das Chloroform als spezifisch schwererer
Korper das Pulver hebt, auch muf3 die Hilse so hoch gestellt werden,
dalR ihr Hand mehrere Zentimeter Uber der oberen Biegung des Ablauf-
rohrs zu stehen kommt, sonst wird das Gallensteinpulver mit fortge-
sehlammt.

*) Thudichurn <J. f. pr. Ch.,, Bd. CIV, S. 197) hat bereits das
gleiche Verhalten hei seinen Untersuchungen festgestellt.

;) Auf diese Beobachtung hin habe ich dann das Verfahren zur
Gewinnung des Bilirubins abgedndert, wovon spater die Rede sein wird.
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als Choleprasin bezeichen werde. *). Das frei gemachte Bilirubin
labt s*cb nun durch Chloroform wegnehmen, worauf dann erst
verdinnte Saure die zweite Schicht angreifen kann. Besser
geschieht das durch konzentrierte Essigsdure, welche wie
sagt, auch noch den grinen Farbstoff entfernt. So ergaben
270,0 g Gallensteinpulver zunachst B8,5 — Hftlo Gcsamtroh-
bilirubin, nach der Extraktion mit konzentrierter Essigsaure
alsdann 1t g — 0'Vo, nacli einer weiteren Extraktion mit Essig-
saun* 9,8 g. nach einer dritten 2.7 g, nn ganzen also 1)7 ¢
Kohbiliruhin — 24,3°/o. End doch enthielt der Rickstand noch
in Alkali 16sliche Farbstoffe.

Bei Verwendung einer geringeren Menge von Gallenstein-
pulver ist es mir aber geglickt, durch lang fortgesetzte Be-
handlung mit Essigsdure resp. Chloroform einen Rickstand zu
erhalten, der auch beim Kochen mit Natronlauge kaum noch
farbstoll an diese abgab: ich habe allerdings tber ein Jahr
mit dieser Portion zu tun gehabt.

Das Rohbilirubin besteht nun, wie ich schon in der vor-
laufigen Mitteilung erwahnte, aus mehreren Stoffen, die sich
durch ihre Loslichkeit in Chloroform unterscheiden. Die Haupt-
incnge des barbstolls hat sich nach der wochenlang fortge-
setzten Extraktion im Siedekolben in festen Krusten abgeschieden,
dartiber steht ¢ ine dunkelbraunrote Losung,2) welche nach Ab-
destillation von etwa 5l des vorhandenen Chloroforms beim
Sichen in der Kalte einen prachtig rot gefarbten Koérper aus-
lallen 1aRt. Das Filtrat von diesem gibt auf Zusatz von Alkohol
eine betréchtliche Menge eines braunroten Farbstoffs, den ich
als 3-Bilirubin bezeiehnete, im Chloroformalkohol bleiben endlich
noch geringe, dunkelgriin geféarbte Anteile I6slich, die erst nach
dem Abdestillieren der Losungsmittel als eine zdhe Masse Zurlick-
bleiben. Was die Mengen dieser Anteile betrifft, so differieren
/ie bei verschiedenen Versuchen: im erwadhnten Falle fanden
si<h in den dH,5 g Rohbihrubin, die durch die erste Extraktion

') Die Beschreibung dieses Farbstoffes erfolgt spater (Seite 82*2).
*) Auch Thudichum (1. c¢. S. 1U7) berichtet von einer dunklen,
Gst schwarzgrin gefarbten Mutterlauge, aus welcher Alkohol einen

roten, sehr fein verteilten Farbstoff fallt.
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erhalten worden waren, ea. 33,5 g schwer lésliche, ca. 2.5 K
mittelschwer l6sliche und ca. 2,5 g R-Bilirubin. *)
Diese Kohhilirubine habe ich nun etwas naher untersucht

A. Das 3-Bilirubin.

Als [-Bilirubin sind von mir zunéachst die Teile bezeichnet
worden, welche bei der Kxtraktion des praparierten Gallen-
steinpulvers durch Chloroform in diesem gel6st bleiben und
erst durch Alkohol geféallt werden (Prap. Nr. la u. Ha). Spater
habe ich das erstgenannte Losungsmittel zum grofRen Teil und
zwar etwa V. der ganzen Menge abdestilliert, worauf sich aus
der ruckstandigen Losung ein sehr schon rot gefarbter Korper
amorph absetzte, von dem nach 1—2 Tagen abfiltriert wurde.
Dann erst wurde das Filtrat durch Alkohol gefallt, wobei immer
noch reichliche Mengen von R-Bilirubin ausfielen (Prap. Nr. 111).

Auf das Vorhandensein dieses so leicht in Chloroform
I6slichen Farbstoffs wurde ich zuerst aufmerksam bei der Ver-
arbeitung von 230 g Gallensteinen, welche sich in den Gallen-
gangen eines Pferdes angesammelt hatten.2) Ks waren dunkel-
rote Konkremente von Johannisbeer- bis KirschkerngrofRe. 210 «
davon, gepulvert, getrocknet und gesiebt, lieferten3) im ganzen
18,2 g in Chloroform lésliche Anteile, doch gelangten bei der
ersten Kxtraktion nur 15,2 zur Lo6sung; als dann der Ruckstand
112 Tage mit siedendem Alkohol behandelt war, konnten durch
Chloroform 2,8 g extrahiert werden, und als dann der sich nun
ergebende Ruckstand von neuem mit Saure und zwar mit
konzentrierter Salzsaure lange Zeit digeriert worden war, gingen

") Mengenverhaltnisse anzugeben, fallt schon deshalb auf3erordentlich
schwer, weil die Gallenfarbstoffe in allen Filtern gerne haften bleiben.
Ahnliche Beobachtungen haben schon Stadeler und Thudichum an-
gegeben. Bei den obigen Angaben ist auf den Verlust keine Ricksicht
genommen worden.

2) Sie wurden mir aus dem Schlachthaus von Kiel im Jahre 1800
zugeschickt.

) Die erste Atherextraktion lieferte 9 g (Kette u. Cholesterin), durch
die Kxtraktion mit Wasser und verdunnter Saure wurden 41 g heraus-
gelost, die nun folgende zweite Atherextraktion bedingte einen Verlust
von 15 g.
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endlich 30,2 g durch Chloroform in Loésung. Ks bestanden
aber

die 152gaus 9,7 schwer loslichen und 5.5 g R-Bilirubin
» 2.8 » 15 » » 13 »
» o 30.2» » 125 » > , 177

Oie letzten Anteile enthielten also ca. 59% R-Bilirubin.
Line &hnliche Beobachtung ist von mir spater nicht wieder
gemacht worden, ich hatte allerdings auch keine Gelegenheit
mehr, Konkremente von einem Pferde zu verarbeiten. Leider
iIst es mir nicht mdglich, festzustellen, ob nun hier ein be-
sonderer in Chloroform leichter wie das gewdOhnliche Bilirubin
I6slicher Farbstoff vorlag. Als chemisches Individuum kann
dieses R-Bilirubin nicht betrachtet werden, das geht aus den
folgenden Angaben hervor. Spater, gelegentlich meiner Uber-
siedelung nach Stuttgart, wurde dann die noch vorhandene
Menge dieses [-Bilirubins mit analogen Préparaten, die aus
Ochsengaliensteinen gewonnen waren, vereint und dann lieferte
eine erneute Untersuchung, wie ich zeigen werde, den Beweis,
dal im RB-Bilirubin ein Kunstprodukt vorliegt. Maglich ist es
immerhin, dal} die Pferdegallensteine ein besonderes «Bilirubin»
enthalten, allerdings sind aus den Ld&slichkeitsverhdltnissen des
Bilirubins» — darauf komme ich spater zuriick — vorerst
Folgerungen schwierig abzuleiten, und dann muR beachtet
werden, dal} die grolle Menge von «B-Bilirubin» erst erhalten
wurde, nachdem das Gallensteinpulver mit siedendem Alkohol
erschopft und lange Zeit mit konzentrierter Salzsaure behandelt
worden war, was sehr wohl von EinfluR auf den natirlich
vorhandenen Farbstoff gewesen sein konnte. ,

Obwohl es mir also nicht gelungen ist, aus dem rohen
B-Hilirubin einen einheitlichen Koérper zu gewinnen, mdchte ich
die Versuche kurz erwadhnen, welche mit dem Praparat aus-
gefuhrt wuirden. Zun&chst wurde das Rohprodukt am Riick-
flukkihler mit absolutem Alkohol extrahiert, wobei sich von
den 55¢g 1,0, von den 17,7 g nur 0,7 g losten. Das unl6slich
zuriickgebliebene R-Bilirubin ergab bei der Analyse folgendes
Resultat:

Praparat la %9 g). 0.1508 g (bei 110° getrocknet) gaben 0,3744 g CO,
und 0,0911 g H,0 - (i5,120u C und 0,45% H;
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Praparat Ib 17 g). 0,1532 g (bei 120° getrocknet) gaben 0.3Q55 g CO,
und 0,081) g ILO — 65,07°;« C und 6,45% 1L

Beide Praparate waren aschefrei und l0sten sieh spielend
leicht in Chloroform. Die Bestimmung der Loslichkeit ergab
aber folgendes:

Ein | berschiil} des Farbstoffs (Trap. Ib) blieb zwei Tage
lang unter héaufigem | msehiiltehi mit Chloroform in Berlihrung
ITemperatur 10°i, dann wurde filtriert. 7,71 g der L&sung ent-
hielten 0.00S g Farbstoff, wonach | Teil Farbstoff 11,3 Teile
Chloroform gebraucht hatte.l)

Der heim ersten Versuch nicht gelGste Best wurde nun
ein zweites Mal mit einer zur L6sung unzureichenden Menge
Chloroform unter gleichen Bedingungen angesetzt. 14.3 g der
Losung enthielten jetzt 0,333 g Farbstoff, d. h. auf | Teil Farb-
stoff kommen 13 Teile Chloroform.l)

Danach schien ein (»emenge aus leichter und schwerer
I6slichen Teilen vorzuliegen, und es wurde versucht, ob durch
Losen in Dimelhylanilin eine Trennung der Bestandteile er-
moglicht wurde, und vielleicht ein Teil im krystallisierlen Zu-
stande zu erhalten war. Fs wurden dieselben Bedingungen
eingehalten, wie sie sieh fur das Umkrystullisieren von Hoh-
biliruhin als glnstig erwiesen flatten, d. h. ein Teil des Farb-
stoffs wurde in 30 Teile siedendes Dimelhylanilin eingetragen
und nach erfolgter Losung filtriert. Zur Verwendung kamen
11.0g. ungel6st blieben nur Spuren, beim Erkalten schieden
sich 2.9 g ab. aus dem Filtrat wurden durch Alkohol 0,5 g
gefallt, durch Salzsaure 2 g,2) alle Produkte waren amorph
Nach dem Aussehen zu urteilen, waren auch die beim Erkalten
ausgefallenen 2.9 g verandert, das Praparat |0ste sich ferner
nicht mehr vollig in Chloroform. Die Analyse ergab:

0.1351 g (bei 110° getrocknet) gaben 0.3158 g 00,, und 0,0734 g ILO
= 63.«®.0 C und 6,02°/0 H.

' Per Farbstoff blieb nach dem Verdunsten des CJiloroforms in
fast schwarzen amorphen Lamellen zurick.

s) Oie Aufarbeitung erfolgte, wie in dieser Zeitschrift, Bd. XXVI
S. 31h. Anm.. angegeben ist. Alle Praparate wurden zur Entfernung des

Dimethyanilins sorgfaltig mit Alkohol extrahiert, die 2,9 g z. B. 4 Tage
lang.
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B(>) dor Verarbeitung von Callensteinpulver aus Konkre-
menten vom Hind ergaben sich wesentlich andere Verhéltnisse:
verloren z. H. durch die Behandlung mil Ather, heiRem
Wasser, konzentrierter Salzsaure, Wasser und Ather D>1,6
32,3°/o. Der Ruckstand, 338,0 g. gab hei der ersten Extrak-
tion durch Chloroform 04 g schwer 16sliches Hohhiliruhin und
V\J) R-Bilirubin (durch Fallung mit Alkohol erhalten, ohne daR
ein Abdestillieren eines, teils des Chloroforms vorhergogaugen
wan. Der Ruickstand wurde darauf einer erneuten Beliand-
| ing mit Salzsaure und Ather unterworfen und aufRerdem noch
mit absolutem Alkohol erschépfend am RuckllufZkiihlcr extrahiert.
Alsdann wurden durch eine zweite Extraktion mit Chloroform
12 g schwerldsliches Hohhiliruhin und 2,0 g R-Bilirubin ge-
wonnen: hier wie bei der ersten Kxtraktion kamen also auf
1 Teil des letzteren fast 5 Teile des sehwerl6sliehen Farb-
stoffs. Durch beide Extraktionen wurden im ganzen erhalten:
02,0 g = 18,0°,;0 chloroformldsliehe Farbstoffe,
Aus dem Aussehen nach larhstotlarmem Material wurden
cm andermal aber nur 1.09/« erhalten (270 g gaben | g),
bessere, d. h. dem Aussehen nach farbstotfreichere Callensteine
gaben dann wieder 13,3"/« (aus 309 g im ganzen Ct,2 gi.
Das durch Alkohol geféllte Hoh-B-Hilirubin wurde nun
auch hier durch absoluten Alkohol erschopfend extrahiert und
dann analysiert.
IVéaparal lia. 0.1278 g (bei HO0 getrocknet) gaben 0,3088 g GO, und
0,0745 g n,0 ™ 05.0°0 C und 0.4°, II;
Ijb. 0.1300 g ibei 110° getrocknet) gaben 0.3303 g COS und
0.0785 g H?0 = 05.92% C und 0.27% II; -
0.1195 ¢ (bei 110° getrocknet) gaben 7,42 ccm | lo-N.-NH ,
-- 0.01039 g N = 8.09> N. V
Nun zeigte es sieh aber, dal} diese zuerst in Chloroform
so leicht l6slichen Produkte nach dem Fallen durch Alkohol

und dem Trocknen nicht mehr véllig I6slich waren. So wurden
zunachst einmal 4 g mit Chloroform geschuttelt, dann liltriert

¥} Zum Zerstoéren wurden 15 ccm konz. H#S04 verwendet, welche
‘ine Nacht in der Kélte, dann 2*/* Tage in der Siedhitze einwirkten;
vergl. Ber. d. Deutsch, chem. Ges.. Bd. XXXV, S. 1270. Anrn.
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und das Filtrat durch Alkohol gefallt, wobei 2 g erhalten
wurden, welche nach erneuter Aufnahme in Chloroform durch
abermalige Fallung mit Alkohol 1 g eines jetzt in Chloroform
vollig loslichen Praparates ergabenl) (Prap. llaa). Das Ver-
fahren wurde auf die gleiche Weise mit 4 g desselben Préapa-

rates (lia) wiederholt, wobei 1,4 g nach zweimaliger Umfallung
als in Chloroform voéllig 16slich erhalten wurden (Prap. HaR).

Praparat llaa. 0,1123 g (bei 120° getrocknet) gaben 0.2681 g (XI, —
65,1°0 C;
0.1203 g (bei 100° getrocknet) gaben 0,2877 g CO* und
0,0667 g H*0 65,23°/« C und 6,16°/« H;
0,1603 g (bei 120° getrocknet) gaben 10 ccm ‘/««-N.-NH,
- 0,014 g N = 8,27°0 N;
0,1112 g (bei 120° getrocknet) gaben 6,46 ccm ‘/«0-N.-NII*
= 0,009044 g N — 8,13°/0 N;
Praparat HaB. 0,1419 g (bei 110° getrocknet) gaben 0,3894 g CO* und
0.0828 g 11*0 — 67.15°/0 C und 6,47°/« H;
0,1287 g (bei 110° getrocknet) gaben 0,3132 g CO* und
0,0725 g I1/) == 66,37°/« G und 6,26";, H;
0,1068 g (bei 110" getrocknet) gaben 6,04 ccm ‘/lo-N.-NH.
= 0,008-456 g N = 7,92°/0 N;
0,1221 g (bei 110° getrocknet) gaben 8.75 ccm Stickgas
(10", 727 mm) - 8.21°00 N.

Nun wurden auch noch 4,5 g des Praparates Ilb aus
Chloroform, wie angegeben, umgel6st,?) das erhaltene Pra-
parat Uhu loste sich vollig und zwar im Verhéaltnis 1: 29,9 in
Chloroform (7.35 g der LoOsung enthielten 0,2458 g FarbstotV).
Praparat llbu. 0,125 g (bei 1»)0" getrocknet) gaben 0,3058 g C02 und

0.0694 g 11*0 -= 66,72°/« C und 6,17°/« H;

0,1262 g (bei 100° getrocknet) gaben 8,15 ccm Stickgas
(7", 735 mm) - 7,57°/« N.

Dit» Analysen zeigten also keine Ubereinstimmung, von
einem chemischen Individuum konnte keine Rede sein.

Im April 1902 wurde nun aus 500 g Gallensteinpulver vom
Rind noch ein neues Praparat gewonnen und zwar durch die erste
Extraktion 4,2. durch die zweite 0,5 g R-Bilirubin, diesmal wurde

*) Das durch Chloroform Ungeloste wog 1,3 g; es blieb sehr viel
Farbstoff in den Filtern hangen.

*t Hier blieben nur 0,3 g ungel6st. Die chloroformléslichen Pré-
parate pulverten sich samtlich ganz aufRerordentlich schlecht.
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mit Alkohol erst geféllt, nachdem das Chloroform zum grof3en
Teil abdestilliert worden war. Beide Teile wurden mit Alkohol
wieder erschdpfend extrahiert, beide waren in Chloroform véllig
I6slich und zwar im Verhéaltnis von 1 :27,5 resp. 1:34,5 (9,57 g
der Losung gaben 0,3482 g Rickstand, 10,55 ebenso 0,3058).

Praparat Ill. 0,1890 g (bei 110° getrocknet) gaben 11,8 ccm Stickgas
(15,5°, 733 mm; — 7.01°0 N;
0,1028 g (bei 110° getrocknet) gaben 0,2478 g CO* und
0,0054 g H*0 -= G5,74°/0 C und 7,07 °/o H.

Bei der Ubersiedelung nach Stuttgart wurde der vor-
handene Vorrat an [-Bilirubin vereint und dann erneut einer
Aufarbeitung unterworfen. Zunéchst wurde mit kaltem Alkohol
erschopfend ausgezogen, wobei 2 g in LOsung gingen, der Rest
von 21 g wurde jetzt erneut durch Chloroform am Rucklluf3-
kiihler extrahiert. Der weitaus grofite Teil des Préaparates
war bereits nach 8 Stunden geltst, doch wurde II Tage lang
extrahiert, bis anscheinend nur noch Spuren Farbstoff in Ldsung
gingen. Es waren nun unl6slich zurtickgeblieben: 2,6 g, im
Siedekolben abgesetzt: 0,5 g,l) nach Abdestillieren von 5Ii, des
Chloroforms beim Stehen der rickstandigen LOsung abgesetzt:
2,4 ¢, durch Féallung des Filtrats mit 95°/oigem Alkohol aus-
gefallen: 11,4 g, nach vollstdndigem Abdestillieren des Chloro-
hnms und eines Teils des Alkohols ausgefallen: | g, nach dem
\erdampfen des Alkohols zurtickgeblieben 1,7 g, im ganzen
19,6 g.  Verlust also (in den Filtern stecken gebliebeny 1,4 g.

Das durch Alkohol gefallte Praparat (11,4g) erwies sich
in Chloroform anscheinend voéllig l6slich, eine Bestimmung er-
gab: 0,30 g in 22 g der Lésung — ! :61, hei der Wieder-
holung mit dem vom ersten Versuch bleibenden Rickstand war
das Loslichkeitsverhadltnis dagegen 1 : 184 (0,075 in 13,8 ¢
Losung). Also wurde auch hier wieder ein Ansteigen der LOs-
lichkeit beobachtet. Der Riickstand bestand aus fast schwarzen,
amorphen Lamellen, die sich in Chloroform leicht wieder I6sten.
Zur weiteren Reinigung erfolgte noch ein zweimaliges IImlésen
aus kaltem Chloroform und Fallung durch Alkohol, wobei das
erstemal 1 g. beim zweiten Mal 0,5 g unl6slich zuriickhlieben.

") Kein Rohbilirubin, wahrscheinlich mitgerissene unlésliche Teile.
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Bemerkenswert ist, dal» ein groRer Teil des zur Ld&sung not-
wendigen Chloroforms ahdestilliert werden konnte, ohne dal
eine Ausscheidung an Farbstoff eintrat.) Die Fallung durch
Alkohol war eine fast vollstdndige, im Filtrat vom {-Biliruhin
blieben das erstemal 0,5 g, beim zweiten Mal 0,7 g Farbstoff.
Ihn so groRer war die Menge des in den Filtern Dbleibenden
Farbstoffs: 2.K resp. 1.5 g konnten aus ihnen nachtraglich
durch Chloroform extrahiert werden, so daB schlieBlich die
Menge des zweimal umgeféllten R-Bilirubins nur noch 5 g be-
trug. Dieses Praparat (llI1) war nun vollig in Chloroform 10s-
lich und zwar sehr leicht, zwei Bestimmungen mit verschie-
denen Proben ergaben das Verhéaltnis: 1 : 17,0 resp. | :Ix,s
(0,6386 in 11.25, 0,555 in 10,57 g der LOdsung).

0.205s £ ihei 70° getrocknet/ gaben 0.4X55 g (ge und 0.1170 g 11.0
=* «1,31«.. C und «.:%, H:
0.1X70 g (bei 70u getrocknet) gaben 10.2 ccm Stickgas (27°, 71X nun
= 9.4= N.

Nun war die Beobachtung gemacht worden, dafl} aus dem
schwerer l6slichen Bilirubin beim Kxtrahieren mit absolutem
Alkohol ein Farbstoff herausgeltst wird, welcher chlorhaltig
ist. Das Halogen wurde bei der Einwirkung von Natronlauge
abgespalten.

(12015 g gaben 0.01 g AgCl = 3,3«00 CI (Cariusi.

Das gab Veranlassung, auch das R-Bilirubin zu prufen,
wobei sieh ein ganz bedeutender Chlorgehalt herausstellte:
0.2(155 g bei 100° getrocknet) gaben 0.049 g AgCl = 4.5« . Chlor.

Rechnet man nun die oben angeflhrten Analysen auf ein
chlorfreies Produkt um unter der Annahme, dal} ein Chloratom
Fir ein Wasserstoffatom eingetreten ist, so ergibt sieh folgende
prozontische Zusammensetzung: 67,31% C, 6,6% H, 9.8Wo. N.
das sind aber Zahlen, welche mit der empirischen Formel des
Bilirubins gut Ubereinstimmen. Demnach dirfte im R-Biliruhin
ein Kunstprodukt vorliegen, das aus Bilirubin unter der Ein-
wirkung von Chloroform entstanden ist. Wir wissen ja durch

% Urndorff und Teeple haben ebenfalls die Bildung (ber-
sattigter Losungen beschrieben und zwar beim Bilirubin. Americ. Cb* in.
Journ., Bd. XXXIII. S. 215: Chem. Zentralbl. 1905, Bd. I. S. 1253.
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.die Arbeiten von Thudichum und Maly, dull Bromderivate
des Bilirubins existieren, wenn sie auch hodchst veranderliche
Korper sind. Ferner sali Thudichumiy zwei prachtig grine
Korper entstehen, wenn er trocknen Chlorwasserstoff in die
Chloroformlosung des Bilirubins einleitete, durch Ather lieBen
sic sich trennen. Stadeler-j warnt vor der Verwendung eines
schlecht, gereinigten Chloroforms. Maly’s3) Befunde endlich,
'lah aus Bilirubin durch Chloroform und Fisessig im Bohr ein
die Losung feurig grin farbender Stoll entsteht, und dall die
Monoehloressigsdure und zwar schon bei gewo6hnlicher Tem-
peratur ahnlich wirkt, durften ihre Ursache ebenfalls in einer
Chlorierung des Bilirubins haben, denn Biliverdin*, an dessen
entstehen Maly dachte, hatte sich ganz sicher nicht gebildet,
'las geht aus Maly's Angaben selbst unzweideutig hervor. Ich
habe mich auch noch davon uberzeugt, dall eine L6sung des
Bilirubins in Chloroform schon beim Stehen an der Luft und
namentlich im Licht sehr bald eine Anderung erleidet, welche
durch einen Karbenumschlag sichtbar wird, beim Kindumpfei
ler Losung geht die Umsetzung sehr rasch vor sich. jja selbst
beim Finduhsteii der Lésung im Vacuum bekommt man nie-
mals einen ganz rein-rot gefarbten Ruckstand, es sind immei
auch dann noch griine Partikel dabei.4)

So mag denn das Chloroform bei der Herstellung von
kleinen Mengen Bilirubin gute Dienste leisten, je langer man
die Linwirkung desselben vorsichgelien lassen mul3 — und zur
nahezu vollstdndigen Frschopfung von 50 g Gallensteinpulver
~md ca. 2 Wochen noétig —, desto mehr man also mit einer Zer-
setzung des Chloroforms zu rechnen hat, um so mehr hat man
auch damit zu reelmen. dal} man neben Bilirubin ein chloriertes,
d ichter l6sliches Produkt erhalt, dessen Losung in Chloroform
"un Bilirubin leichter 16st als das reine Ldsungsmittel; Der
Behind, daR R3-Biliruhin ein Kunslprodukt ist, erklart auch die

v Journ. f. prakt. Chem.. Bd. CIV, s. 200.

51 Ann. d. Chem., Bd. CXXX11, >. H2'd.

* Ann. (1. Obern., Bd. CLX.W. >. §»,

4) Bei den Luslichkeitsbestinimungen, welche das Bilirubin betreffen.
n 'mine ich finch auf diese Tatsache zurlck.

n {0 S. yI* r< ZcilM lirift f. Ch.-mi.- XLVII. 2(J
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Tatsache, dall hei einer zweiten Extraktion eines Itohbilirubins.
das anscheinend von leichter l6slichen Teilen vollig frei ge-
waschen war, von neuem leicht |6sliche Anteile entstanden.
Nach allem ist also das Chloroform recht wenig geeignet fir
die Extraktion des Hiliruhins: leider ist es mir nicht mdglich
gewesen, einen Ersatz aufzuiiuden, so dald wir uns mit der
Tatsache, dal} die Praparate chlorhaltig werden, ahlinden mussen,
jedenfalls erklart dieser Gehalt an Chlor auch so manche nicht
stimmende Analyse, vidieicht lassen sich auch einige bei Ver-
suchen Uber die Loslichkeit von Bilirubinpraparaten in Chloro-
form gemachte Heobaelitmigeii erklaren.

Dall auch das schwerer l6sliche Bohbilirubin Chlor ent-
halt oder enthalten kann geht aus folgenden Analysen hervor:

a) (iallensteinpulver. (las mit Ather. Wasser; Essigsaure. Ather umi
Alkohol behandelt worden ist. als vor der Extraktion mit Chloroform:
0,271 g (hei WO« g<lrockneti gaben 0.0012 g AgCl = 0.08«> CI (Carius

li) Ein Bohbilirubin aus a):

0,1020 g ihei 100« getrocknet) gaben 0.002 g AgCl — 0,257« o CI ((airius

e) Ein anderes Uohbilirubinpraparat. das zwei- oder dreimal durch
Chloroform extrahiert war, es hat eine braungriine Earhe:

0,207 g (hei ICH»0 getrocknet) gaben 0.0011 g AgCl = 0.520« n CI (Cariu* .
d) Ein Bohbilirubin wie e). gewonnen durch die Extraktion erst ui
den letzten Tagen der Itehandlung, sieht rotgelb aus:
0,1084 g ihei 100* getrocknet) gaben 0,0025 g AgCl - 0,57« o CI.
ei Ein mittelseliwerl6sliclies Bohbilirubin. also zuerst im Chloro-

form 16slich geblichen, dann nach Abdestillation von 5c¢ desselben heim
Stehen der rickstandigen Lo6sung ausgefallen:

0,080(1 g 'bei 100« getrocknet! gaben 0.0000 AgCI: Spuren Chlor.

| Ein Bucksland, der 0 Wochen der Extraktion mit Chloroform
lusgeselzt war:

0.0175 g (hei 110« getrocknetj gaben 0,01!K) g AgCIl ==» 1.18«Chlor.

Schlie3lich sei noch erwahnt, dald ein Teil des Cldors
aus dem 3-Bilirubin sehr leicht wieder horaiisgenommen wird,
wie sieh bei weiteren Versuchen, das beschriebene Préparat,
welches 1..')(>"/<>(Odor enthielt,zu reinigen, herausstellte. Siedender
Aeetessigester loste es namlich verhaltnismalig leicht auf, beim
Erkalten fielen z. IL von 0,f> g 0,2 g wieder aus, die sich auch
glatt in Ghlorolnrm l6sten und daraus durch Alkoholfalluny
wieder erhalten winden. Auch siedendes Aceton |6st das 3-Bili-
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rubin. aber weniger reicblieh auf. Die beim Erkalten der K<>-
sungen ausgefallenen, tbrigens amorphen Teile zeigten nun einen
geringeren Chlorgehalt als das R-Dilirubin:

0.10*5 g (bei 120° getrocknet) gaben 0,001 g AgCl 0,01 ", O.tdor.

Auch Pyridin l6st dits R-Hilirubin und /war bereits in
der Kalte rasch aut: aus dieser LOosung wurde der Farbstoff
nicht durch Wasser, wohl aber auf Zusatz einer .S&ure-, auch
durch Essigsaure gelallt und fast quantitativ wiedererhalten.
Durch dieses | mlésen war ebenfalls eine Chlorabspaltung be-
wirkt worden

0.11S3 g ibei 120° getrocknet) gaben g AgCl 0.0T",, Chlor.

Chlorhaltig sind auch die Iteste von Farbstoff, welche
mit dem R-Dilirubin in L&sung bleiben, aber nicht wie dieses
durch Alkohol geféllt werden: sie bleiben schliel3lich zuriick,
nachdem alle Ldsungsmittel verdampft sind, und stellen eine
harzige .Musst* vor.

0.27S.") g gaben 0.027 g AgOl 2.1% CI:
0.3}30 g «bei 1050 getrocknet! gaben 0,030 g AgCl — 2,1i * CI
Dagegen enthielt ein alkoholl6slicher Farbstoff, der durch

Extraktion mit kaltem .Alkohol aus Callensteinen, die nur
mil Ather. Wasser und Essigsaure vorhchaudelt sind, kein

mV-30a g dm Vacuum getrocknet,!, nach Car ins zerstort, gaben kein AgCI.

Der Farbstolf stellt eine fast schwarze Masse dar. welche
zu einem grinschwarzen Pulver zerreibbar ist und bei ca. CO”
schmilzt,, bei hoherer Temperatur stark aufschaumt. Sie &hnelt
also in ihren Eigenschaften dem Dilifusein- resp. Diliprasin
Stadelers. Dei der Einwirkung der Salpetersdure wurde ein
P-il der Substanz nur schwer zerstort, nach der teilweise!)
Zerstorung machte sich ein schwach aromatischer (ierueh geltend,
der an Nitrobenzol erinnerte. Dieses Verhalten deutet auf
eine Verschiedenheit in der Konstitution dieses (iallenfarbstolfs
mit dem H&min hin, das durch Salpetersdure schon bei 130°
vollig oxydiert wird. Konnte doch auch bisher aus dem Dili-
rubin nur etwa die Héalfte der Menge Ildmatinsdure gewonnen
werden, welche das Hamin gibt.-
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). Das Dilirubin.

Zur Herstellung der Bilirubinpraparate diente das bei der
ersten Extraktion des mit Ather, Wasser, Salz- oder Essigsaure,
W asser, Ather und in einigen Fallen auch noch mit Alkohol
vorbehandelten Gallensteinpulvers durch Chloroform im Siede-
kolben abgesetzte schwer 16sliche Kuhbilirubin. Es wurde zur
Reinigung mit (Chloroform angerieben, der Farbstoffbrei abge-
saugt und mit Chloroform nachgewaschen. Alsdann wurde ein
zweites Mal im Extraktionsapparat mit Chloroform tagelang aus-
gezogen, wobei gewoOhnlich noch ein Rickstand blieb. Das
hierbei wieder im Kolben abgesetzte Rohbilirubin wurde nun,
nachdem es abfiltriert und mit Chloroform nachgewaschen war,
der Extraktion durch absoluten Alkohol am RuckfluRkihler unter-
worfen, wobei nicht unbetrdchtliche Mengen eines amorphen
grinen Farbstoffs herausgeldst wurden.

Ich will nun zun&chst die Analysen solcher Rohbilirubin-
praparate, die alle amorph erschienen, folgen lassen.

Praparat 1 Karl)»! gelbbraun. Loslichkeit: 1:1090, resp. 1:970.
0,018 g in 19,»8, 0,0201 g in 19,52 g der Lhloroformlésung.)
0.I15NO g (bei 110° getrocknet) gaben 0,38«G g CO., und 0.0932 g ILO
*=- 00,73°/0 C und «,57°/0 H:

0.1125 g hei 110° getrocknet) gaben 7.74 ccm | u-N.-NH,

. 0.01083« g N — 9,G3" . N; "

0.1717 g (hei 110° getrocknet) gaben 12,1 ccm '<>-N.-NH3
™ 0,1«94 g N 9.8«®;.> N
0.p'45 g bei 105° gelrock.net) gaben 11 ccm [/°°-N.-NH3
+0,0154 g N - 9,3«°l0 N;

Praparat Il enthielt Spuren von Asche. Loslichkeit: 1 :12«0, resp. 1 :1190.
(0.018 in 23 g resp. 0,0177 in 21 g der C.hlomlbrmlisung.)
0.1GG8 g (hei 100® getrocknet) gaben 0.1078 g (X), und 0.10t) g HaO

= R«,«B8% C und «,««ifo 11: )
0,1108 g (bei 105® getrocknet) gaben 7,85 ccm * to-N.-NH, A
= 0.01099 g N = 9,92°/o N.
Praparat 111 enthielt etwas Asche, Farbe braunrot. Menge «4 g, vergl. S. 301
0.1«38 g (bei 100° getrocknet) gaben 0,398 g C08 und 0,094 g HgO
- ««.3°, r. und fi,37> Il

») Zu den Kjeldahl-Bestimmungen sei nochmals erwahnt, da«
auf. je 0.1 g Substanz 10 ccm |1gSO4 genommen wurden und da« die
K.inwirkung 3 Tage wahrte.
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Das Praparat wurde darauf ein drittes Mal mit Chloroform extrahiert
und die schwer I6slich abgesetzten Teile wie angegeben behandelt.

Praparat lila. Farbe braunrot. Loslichkeit: 1: (»21.

(7,723 g der Chloroformlésung enthielten 0,0123 g Farbstoff.»
u.1556 g (bei 100° getrockneti gaben 0.3817 g CO, und 0,01115 g H./>
= 00,0°» C und 0.53" . H;

0.1017 g (bei 100u getrocknet) gaben 9,1 ccm [ io-X.-XII,

— 0.01310 g X 8,11°H» X; M
0.113 g »bei 100° getrocknet) gaben 9.3 ccm Vio-N.-NH,
= 0,01302 g X 91> X;

0,091 g (bei 100° getrocknet) gaben 5,9 ccm \io-N.-XH,
= 0.00820 g X == 9,08= X.

Zusammenstellung.

Berechnet fir Gefunden
(C16H1803X,)x Il. i
C 07,13 00,73 00.08 00.90
«o H 0,29 0.57 0.00 0.53
% X 9.79 9.03 9.80. 9.30 9,92 [ 91

Gaben nun auch die Analysen des Rohbilirubins Werte,
welche auf die fur das Bilirubin geltende Formel C16H1803Ni
stimmen, eine Garantie fur das Vorliegen eines chemischen
Individuums geben sie doch nicht. So wurde ein grol3er Tell
der vereinigten Praparate wieder aus siedendem Dimethvlanilin2’
umkrystallisiert und zwar wurden pro Gramm Farbstoff 31
Teile des LoOsungsmittels verwendet. Die Ausbeuten sind am
besten, wenn nicht mehr als 3 g Rohbilirubin auf einmal in
Arbeit genommen werden, und wenn jede Portion durch ein be-
sonderes Filter filtriert wird. Auch mufl3 das Bilirubin gut ge-
trocknet sein, es wird dann allmahlich, d. h. bei Verwendung

) Hier wirkten nur 10 ccm 112S04 2 Tage lang ein, das Praparat
scheint aber in der Tat weniger Stickstoff zu enthalten.

In der vorlaufigen Mitteilung (Ber., Bd. XXXV, S. 1270) habe ich
aus Versehen zwei Analysen von umkrystallisiertem Bilirubin unter denen
fur Rohbilirubin verzeichnet.

*) Ich bin auf dieses Losungsmittel gekommen, nachdem alle
anderen, auch Anilin, versagt hatten. Anilin hatte ich aber versucht,
weil es ein Losungsmittel fur Indigo ist und schon Stadeler auf die
Analogien zwischen diesem und dem Gallenfarbstoff hingewiesen hatte.
Vielleicht bedingt die chemische Ahnlichkeit beider auch, daR sie von
denselben- Teilen der Xiere abgeschieden werden.
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von 3 g etwa innerhalb dreier Minuten in das lebhaft siedende
Dimethylanilin eingetragen. Im ganzen wurden 45 g der Um-
krystallisation unterworfen, dabei wurden folgende Fraktionen
erhalten, deren Gewicht erst nach erschopfender Behandlung
mit Alkohol festgestellt wirde.

1. Beim Erkalten des Dimethylanilins kristalli-

sierten aus: pm I — 13.1",
2. Nach Ahdestillalion von ca. « des L6sungs-
mittels im Vacuum : LS > - 10.0°,
3. Durch Fallung des Filtrats mit Alkohol: 3.2 - 71
4. Aus dem Filtrat hiervon nach Ahdestillalion
des Alkohols durch Fallung mit Salzsaure: 20> —  1.1°«
5. I'ngelést in Dimethylamin, also Biuckstand: 10.0 » 22.2°
0. Aus tien Fraktionen durch Extraktion mit
Alkohol herausgellst: 20 » -- 1,1° «
7 Verlust, d. h. in den Filtern zurickgehliehen: 3.0 > «a 8.2°..
£5,0 q £ 100.0 ',

1. Das beim Krkalten der Losung in Dimethylanilin sieh
ausscheidende Bilirubin war hier durchweg in verhaltnismafi«
grol3en, breiten, rhombischen Saulen krvstallisiert. Die Krvstalle
wurden abgesaugt, zunachst mit Dimethylanilin,1) dann mil
Alkohol nachgewaschen und darauf in diesem Fall 2 Tage lang
mit siedendem Alkohol extrahiert.

Das Praparat hatte eine schone, braunrote Farbe. Loslichkeit: | 385.
110.70 g der Chloroformlésung enthielten 0,0135 g.)
0,1171 g (bei 110" getrocknet) gaben 0,3(127 g CO, und 0.0835 g ILO
— (7,11°/u € und 0.3V 1II:
0.1187 g bei 105° getrocknet) gaben 0,2330 g CO, und 0.0731 g 11*0
= 07,3100 C und 0,8V H;
0,1022 g bei 100" getrocknet) gaben 0,2510 g CO, und 0,001 g H20
00,38°.« C und 0,03°« H:
0.0373 g (bei 105° getrocknet) gaben 7,5 ccm Vio-N.-NH,
= 0,0105 g X = 108V N;
0,1055 g ibei 105° getrocknet) gaben 7.33 ccm 1,io-N.-NH3
- 0.010310 g N = 3,8°« N.

Hier seien ferner einige Analysen eines Prdparates an-
'geschlossen, dal3 aus einem Uohbilirubin aus Gallensteinen vom
Pferd durch Umlésen aus Dimethylanilin erhalten worden war.

'* Das Auswaschen mit Dimethylanilin wird solange fortgesetzt, bis
der Ablauf durch Alkohol nicht mehr getribt wird.
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Die Ausbeuten an beim Krkalten des Ldsungsmittels ausge-
h liledenern Farbstoff betrugen liier ebenfalls ra. 40°,.., aus
hg wurden 3,1, aus 11g 5 g gewonnen, doch erschien der
abgesetzte Farbstoff nur ganz undeutlieli ki yslallisiei t. Das durch
Alkohol extrahierte Praparat zeigte eine schone rote Farbung.

g (hei 110" getrocknet gaben 0.3U3K g CO™ und n.0'135 g H ©
- <57.123 (; und 0.40u , II:
0.i0-t0 g bei 110° getrocknet- gaben (54 ccm “io-N.-NH
0.00H0 g X = *.57% X:
0.0018 g ihei ! >u getrocknet gaben (iti <m ' to-X.-XII,
= 0.00U2% g N == 10.00J, X

Das Hohbilirubin kann auch aus Benznesuurcrcstcin uin-
krystallisiert werden, aber mit weniger gutem Erfolge.

ai " g Hohbilirubin wurden in 50 g kochendem Henzoe-
siiureétliylester langsam eingetragen und dann filtriert. Nach
1- Stunden wurde der im Filtrat abgesetzte Farbstoff, der nur
zonz undeutlich Kkristallisierte, abliltriert und einen Tag mit
Alkohol extrahiert. Sein Gewicht betrug 1,3 g, doch war das
Praparat nicht vollig in Chloroform 16slich. Fine Wiederholung
des Verfahrens &anderte insofern nichts, als der Farbstoff sich
eicht krystalliniseh absetzte. Der beim ersten Versuch ungel6ste
leil wurde darauf mit dem Filtrat vom beim Krkalten aus-
grsehiedenen Farbstoff von neuem erhitzt und dann filtriert.
Diesmal setzten sich deutlich krystallinische Partikel, aber in
-ehr geringer Menge ab.

b) 20 g Benzoesaureisoamylester (Sp. 200 °i wurden auf

(* g erhitzt und dann 1 g Hohbilirubin eingetragen. Die Ldsung

ging nicht gut von statten — bei einer Temperatur von 150—ISOa
"ste sich dbrigens fast gar kein Bilirubin —. 0,4 g blieben
ungelést und hatten auch ihre Loslichkeit in Chloroform ein-
gebilt, waren aisoverandert worden: aus dem Filtrat schieden
I'n 0.3 g ab (nach der Extraktion mit Alkohol bestimmte

fliese Anteile l6sten sich vollig in Chloroform, .eine krv-
'tallinisehe Struktur war vorhanden.

r>2U g (bed 105° getrockneti gaben 0.3735 g CO, und 0.0K<5 g Hfo
— &>o75% C und <551u 1L

Hier war nicht lange genug mit der Schwefelsaure erhitzt
v.-.rden.
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Zusammenstellung d«r Analysen von umkrystallisiertein

Pilirubin.
Perechnet flr Gefunden
1 11 11 \Y
% C 07,13 07.11 07.31 00,98 07.12 00.7u 07.02
% il 0,29 03 os 003 0.49 0.51 Op |
% X 9.79 108 9.8 — 857 10,00 — —

Aus clem Filtrate» vom Kkrystallisicrt ausgesehiedenen
Pilirubiu wurde <a. % der Menge des vorhandenen Dimethyl-
anilins im Vacuum abdestilliert. Die riuckstandige LOsung setzte
alsdann wiederum Bilirubinkrystalle ab, doch erschienen diese
als langgestreckte rhombische Prismen. Das Praparat wurfle
2 Tage lang mit siedendem Alkohol extrahiert, um es vom
Dimethylanilin zu befreien.

0.1021 g (i 120° getrocknet) gaben 0,2509 g «und 0,001 g 11,0
= 07.02°« C und 0,04% H.

I\. Der durch Alkohol aus der nach Abfiltration des eben
erwdhnten Praparates verbleibenden L6sung im Dimethylanilin
ausgefallte Farbstoff sient braunrot aus und ist amorph: er ist
noch nicht naher untersucht worden. Kbensowonig die braun-
griin gefarbten

1. Anteile, welche sich aus dem Filtrat von H. nach Al>-
destillation des Alkohols durch Salzsaure ausfallen lassen.

0. Was endlich die Anteile betrifft, welche sich im siedenden
Dimethylanilin zunachst nicht geldst haben, so wurden sie nach
erschopfender Behandlung mit Alkohol von neuem mit Chloro-
form extrahiert, wobei ein Teil ungelost blieb.l) Der grollte
Teil wurde dann im Kolben abgesetzt aufgefunden und wie das
Hollbilirubin gereinigt. Die Analysen zeigten, dal! in der Zu-
sammensetzung keine ,&nderung eingetreten war.

0.1211 g (bei 110° getrocknet) gaben 0,2983 g CO* und 0.0095 g 1120
- 07,18°; C und 0,37% H;
0,1113 g (bei 110° getrocknet) gaben 7,75 ccm ‘/lo-N.-NHj
*0.01085 g N = 9.75°N;

0.1108g <bei 110° getrocknet) gaben 7.0 ccm \i.>-N.-NII3
-=0,01004 g X - 9.0% X

[ Meine Angabe (ller.. Pd. XXXV. S. 1270) erfahrt hierdurch cm
Berichtigung.
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Hin anderes .Praparat ergab:

0.HO8 g ibei HM)) getrocknet) gaben 0,'k)9S g CUa mul 0.0SIn g H.O
t»7H 0 C und 0.2t" . 1l

Ktwas naher mochte ich noch auf «lie L0.sliehkoitsverbalt-
niss(" des Bilirubins in (llilornform eingehen. Wenn auch die
Methode, weichtl ich zur Bestimmung benutzte, keine grobe
liemmigkeit verbirgt, so grobe Differenzen und so regelmiubig
auftretende Unterschiede. wie ich sik* gefunden habe, dirften
doch im Verein mit den Resultaten hei der Ihnkrystallisalion
dahin gedeutet werden kodnnen, daR das Bilirubin in mehreren

Modifikationen besteht. Die Ausfihrung der Bestimmung geschah
in der Weise, daR ein UberschuRR des Farbstoffs mit (Chloroform

(‘ine bestimmte Zeit geschuttelt wurde,l) dann wurde in «in
getrocknetes und gewogenes Kolbchen, so rasch es ging, filtriert,
das (iewicht des Inhalts auf Zehntelgramnie genau bestimmt,
alsdann das Chloroform verdampft und die Menge des Rick-
stands nach Krreiehung des konstanten Cewichts bestimmt.2)
Meistens wurden zwei Paraltelbestimmungen ausgefihrt.

Ich lasse nun die Aufzdhlung der Bestimmungen folgen.

| Hin vorbehandeltes Gallensteinpulver, mit Ather. Wasser und Kssig-
suure extrahiert. 10. Mai 1902.

f 1:90S i 9,71 g Chloroform enthielten 0.0816 g Farbstoffi

Loslichkeit \ 1 :30<> (15.12 0,0 Wf)

) Gewdhnlieh eine Stunde lang, falls keine andere Angabe erfolgt ;
Kidei ist die Temperatur, hei welcher gearbeitet wurde, 'nicht immer
g-nau bestimmt worden, ich habe daher das Datum dem Versuch bei-
gefugt.

2l Das Abdampfen des Gtiloroforms erfulgte zunéchst immer auf
dem Wasserbade ohne weitere Schutzmalregeln, wobei allerdings das
bilirubin nicht schon geféarbt zurlckblieb, was ich anfangs der schnellen
Abscheidung bei hoéherer Temperatur zuschrieb. Krst nachdem der Chlor-
gehalt des R-Bilirubins festgestellt worden war 'August 190-k wurde das
Verdampfen des Chloroforms im Vacuum lind unter Ausschlul? des Lichts
cm genommen, trotzdem war der Rulckstand, auch wenn von einem
(Machtvoll rotgefarbten Rilirubinpraparat ausgegangen worden.war. zum
wenigsten an den R&ndern griin gefarbt. Diese grinen Teile l0sten sich
ui Kisessig. der aus der Ldsung isolierte Farbstoff schmolz bei 100° noch
nicht, ist also anderer Art wie der. welcher durch Alkohol aus dem

Gallensteinpulver herausgelost wird. Ob er chlorhaltig ist, stellt noch
zu entscheiden.
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2. Km anderes Gallenxtoinpulver. 20. Mai 1001.
Ilij/%IicIikeit f o*:Ap7 DLIGQ Chloroform enthielten 0,073g Farhstofl

' (271 (10,2 ) » 0.0875 » » |
3. Kin drittes.
Loslichkeit ;L1 113.08 » » t 0075 »
| Km viertes.
Loslichkeit 1: 210(15.00 » ) 0,0055» Yo
5. Kin flinftes.
Loslichkeit  1:170 (12,75 » ) ) 0,0752 »

‘Imlrs der Pulver ontliielt nach dom Schitteln mit Chloro-
form noch reichlich roten (iallenfarbstofT: es wurden dann die
vereinten Pulver 2! » Tage durch Chloroform im Soxhlet‘sehen
Apparat extrahiert. Das ruckstandige Pulver ergab folgendes
Resultat :

28. Mai 1002.
Loslichkeit | : 1103 118.0 g Chloroform enthielten 0.010 y FarbslofTt.

Das hatte den Anschein, als ob in den Gallensteinen von
vornherein nach ihrer Loslichkeit verschiedene rote Farbstoffe
vorkamen.

Daher wurde dann auch auf ein leichter losliches Bili-
rubin gefahndet und solches in den Teilen des Rohbilirubins
gesucht, welche zunéachst in Chloroform I6slich bleiben und sich
erst dann abscheiden, wenn etwa s/4 der Menge des vorhandenen
Chloroforms alxlestilliert worden ist. Mit welchem Erfolg,Werde
ich sogleich zeigen.

Zunachst hisse ich einige Restimmungen folgen, welche
ein Rohbilirubin betrafen, das sich im Siedekolben bei der
Extraktion abgesetzt hatte, also schwer loslich sein sollte.

28. Mai 1002. Portion 1. 12,8 g.
Loslichkeit 1 :355 112,3 g Chloroform enthielten 0,0310 g Farbstoff)

Portion II. 10,3 g.

Loslichkeit |:328 . 8,0 g Chloroform enthielten 0,0211 g Farbstoff)
» 1 :300 f17,2 » » » 0.057 » » )

Portion ill. 57 g.
Loslichkeit 1:123 + 0,2 g Chloroform enthielten 0,0718 g Fé&rbstoft)
) 1:130 (12,1 » ) ) 0.0010 » ) )

Die hier beobachtete grofRere Loslichkeit ist vielleicht
dadurch zu erklaren, dall dem schwer-léslichen Bilirubin noch
etwas [R-Bilirubin anhaftete, welches nun die Loslichkeit erhohte.
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Die néachsten Bestimmungen betreffen ein Préparat, welches
ich der Gilte des Herrn Dr. Zumbusch in Wien verdanke,
cs ist aus menschlichen Gallensteinen hergestellt und hat eine
prachtige rote Farbe. Das Gewicht betrug 9 g. Hier wurde
eine Reihe von Bestimmungen hintereinander ausgefihrt, indem
das beim vorhergehenden Versuch ungeltst gebliebene Material

zum folgenden benutzt wurde.
02

tall. 1 Loslichk. | : 00.5(10.75 g Chloroform enthielten 0,1517 g Karhslolfi
| PR3 ) 11222 11831 8 - 0.0825* »
[:212 | <«D>by ) ) ooltr* . .V
.3 [:122 (210 » . »0.0510 - |
1:370,5(18,5 ) - 0,0190, )
. L - 1:513 (201» . . 00120 |
1557 2017y r 0016ty .
s 5 [:027 (200 » . - 00172 . )
|:052 (20.0t» > T 00307 -
S I 0 1:.097 (253 0 - 00303) )
[ 708 (21.07 » i > 10,0207 » )
i 7. 0 1:081 (L15» - . 0,080k * )
1708 (18,20 . . > 0,0258* . .

Ganz dasselbe Verhalten fand ich bei einem zweiten Pré-
parat, das ich ebenfalls Herrn Dr. Zumbusch verdanke, es
sah grunlich aus, das Gewicht betrug 11 g.

1002.
1:170 (11,10» » 0,0073 * > )
2. 2 1:252 (10,0 » » ° 0.0132» » )
1:200 ( 8.02» ° 0 0.0301» \ )
21 3 1:321,7 (15,12» 5 o 0,017 » *
1:305.0 (12,07 » ° ° 0.0305 » )
27. 5 1:502 (16,53» o o 0,0270 * » )
1:580 dO.00» > 0 0.0330» )
28 0. 1: 588 (21.80» ° ° 0,0372» )
1:017 (17.31» ) o 0.0281 » o
L. 1:071,6 (19,6 » ° o 0.0202 » o )
1:050,1 (17,50 » 0 ° 0,0208 * )
2 8. : 1:722 (1553 » . > 0.0215» )
1:716 (12,02» > o 0.0100* )

11 Bei der 1. Ausschittelung wurde das Gewicht nicht bestimmt.
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Die anfanglich hohe Ldslichkeit nimmt also von Versuch
zu Versuch ab, bis sie (im ersten Fall) hei 1 :700 ungeféahr
konstant wird. Das macht den Kindruck, als ob auch in diesen
Praparaten ein Gemenge von verschiedener Loslichkeit vorlage.

Nun war auch ein aus Dimethvlanilin umkrvstallisierte”
Praparat, das mit Alkohol erschépfend extrahiert war, dergleichen
Rehandlung unterworfen worden, wobei ganz entsprechende
Resultate erhallen wurden:

1902.

1 1 1 lislidik. 1: 111,5 20.71 g Chloroform enthielten 0.1801 g Farbst.«
[:131,7(3(1,31 ~ ) » 0,2097 » Farbsti

r, 2. 1:121 (10,090 > 0.0891 > f
J:117.0( 9.19 > - » 0,0807 » .

7. 3. » 1:209.5(18.33 - - 0.008 » »
1:290 (11.29 » » > 0,0182 » f

S. I. » 1:190 (19.09 » » » 0.0397 » "
1:187 (13,73 » * » 0,0282 »

10. 5. * 1:515 (57,09 - » r 0,1108 » b
1:503 (20.75 f p f 0.0532 » )

1 0. » 1:621 (25,15 - > > .0,0103 » »
1:018 (22.85 » > 0.0370 » »

12. 7. » 1:050 (25,72 - > » 0,0392 * »¥
1:009,3 (20,29 » » > 0,0333» f

I»ci der Fntcrsuchung eines als «mittelschwer I8slich
hezeichneten Préparats, das also hei der Gewinnung des Roh-
bilirubins oder bei der nochmaligen Extraktion des letzteren
iIm Chloroform I8slich geblieben war, und sich erst ausgeschieden
Iwilte. nachdem ein grofRer Teil des Chloroforms abdestilliert

worden war, ergab sich zunachst folgendes:
to./v. 1901

I. hoslichkeit 1:201 (20.835 g Chloroform enthielten 0,0787 g Farbstoff
It V. 1901.

. Loslichkeit 1 :159.5 (18.38 » »" » 0,01 »

Fast ein .lahr darauf, im Mai 190.r>, wurden 5 Praparate.

) Hier wurde nur 20 Minuten geschuttelt.

a Hier war die Temperatur etwas kuhler, wie ausdrucklich be-
merkt ist.
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(i* »od migegebene Art erhalten worden wijii'on, *) vereint
gerade dieser Teil des Rohbilirubins hatte durchweg eine sehr
schone rute Farbe, freilich krvstallisicrt erschien es nicht. Die
gesammelte Menge betrug 29 g: sie wurde in einer IVzellan-
~"hale mit 000 g siedendem Fisessig Ubergossen, da sich unter-
ihs>(ii gezeigt hatte, dab dem Rohhilinihin etwas Gholeprasin™)
vergl. S. 297) beigemengl zu sein pllegt, kurze Zeit noch im
Aicden erhalten und dann zum Absetzen der Ruhe (berlassen.
> ging das Ubrigens hier sehr rasch von statten, auch zeigte
sich, dalR durch die Behandlung mit kochendem Fiscssig das
Rohbilirubin kérniger geworden war und eine fast kristallinische
Struktur angenommen hatte. So liel es sich denn auch sehr
Aut durch ein gehartetes filter von Doeverhoff (Xr. 190)
liitileien und wurde daun aut dem filter noch mit siedendem
Fiscssig nachgewaschen, bis das Ablaufende nicht mehr gefarbt
war. Trotzdem nun die ersten Filtrate dunkelgriin aussahen,
halten sich doch im ganzen von den 29 g nur 0,8 g gelOste'-)

Der restiereude rote Farbstoll' wurde auf dem Filter mit
heiem W asser bis zum Ausbleiben der sauren Reaktion nach-
gewaschen, das W asser durch Alkohol verdrangt und dann bei
gelinder Warme getrocknet.

Die Analysen dieses sehr schon rotbraun gefarbten Rra-
jutrats von Rohbilirubin gaben merkwirdigerweist» abweichende
Resultate, der Grund ist bisher noch nicht aufgeklart.

0,0.)02 g (bei 100° getrocknet) gaben O.fil6d6 g 002 und 0.154 g HaO

- C und 06,29> H;
"eOl» g (im Vacuum getrocknet) gaben 33,8 ccm X bei 21 ° und 7(4 mm |{.
-- 10.78",, X.
Die Bestimmung der Loslichkeit gab ebenfalls (»in iiber-

iechendes Resultat.

h Zu diesen gehorte auch das auf seine Loslichkeit bereits, wie
angegeben, untersuchte Préaparat.

« Fs kann sich aber auch um den grinen Farbstoff handeln, der

irh uus Bilirubin unter dem Finllul? des Chloroforms bildet.

) Der Fiscssig lost immer etwas den roten Farbstoffi mit auf.
wunb- er nun im Vacuum abdestilliert, so hinterbleibt ein Gemenge, das
;i" ein wenig Fiscssig nur den griunen Farbstoff abgibt, wahrend der

ungel6st zurickbleibt.
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1. VI HH»).
1. Loslichkeit 1:001 «20.If» g Chloroform enthielten 0.OHH6 g Farbstoii
[ )le i2K,)  » » » 0,01S » >
20 VI. 1H)P:
2. Loslichkeit 1:711» ( 7,IK * * il 0,010k »

Bei der Wiederholung ersahen sich &ahnliche Resultate:
22. V1. 11»00.

1. Loslichkeit [ : i*>0 (21.6S g Chloroform enthielten 0.U4K g Karhstuti

2. ‘ [k (HI)Y » » » 0.0)j » »
| 1 OHS (2i.SK » * , 0,0H!» »

q{. k I (;;o 20,01 » ) o.ohst *
1:7H2 tli.st; » » , 0.0] Hf) »

Das zunachst mittelschwer l6sliche Praparat, das ja zuerst
auch eint' Loslichkeit von | :21)1 zeijrto, war also nach dem
Aufhcwahren und der erwahnten Behandlung in ein Praparat
ubergegangen, das sich durchaus an die schwer l6slichen Teile
ansehliePd. Bei den eben geschilderten Versuchen war das
Chloroform im Vacuum unter Lichtabschlu® verdunstet worden,
trotzdem sah der Ulcksland niemals rein ml tuts, er war moist
grin umrandert, und dieser grine EarbstolT 16ste sich in Kis-
essig auf. Das tius den Rickstdnden stammende und durch
Eisessig gereinigte Pilirubin wog noch 0,2 g, es erschien zum
Teil kryslallinisch, zum Teil amorph. Es wurde die gaiifi--

Menge mil 2f> g Chloroform 3/i Stunden geschuttelt.
7/VIL. tltttf).

Loslichkeit 1 : 2H1» (11» g Chloroform enthielten (».07!»r g Farbstoff.

Die liier somit beobachtete erhdhte Ldslichkeit ist vielleicht
darauf ziirckzufiihren, dal} sich nur die amorphen Teile gel6st
haben, der LUiekstand erschien jetzt wenigstens durchweg
krystallisiert.1)

Nun wurde ein grof3er Teil des als < mittelschwer 16slich
bczeichneten Rohbilirubins aus Dimethylanilin unter Einhaltung
der schon beschriebenen Bedingungen umkrystallisiert. ES sei
hier nur erwahnt, dal} sich dabei aus R g des Farbstoffs 5,\ g
lalso ()Oft/nj heim Erkalten der Losung absetzten. Und zwar
bestanden «lie Krvstalle aus lauter kegelférmigen Oebilden, cs

) Sladcler. Ann.. Bd. CXXXII. S. H2l». «je kristallinischer da

Ihin uhin ist. desto schwerer erfolgt die Losung», cs ist dann anhaltend
Kochen notigg.
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uaren nur ganz wenige S&ulen dabei. Was nach Abdestilla-
li.n eines groben Teils des Dimethylanilins auskrystatlisierte,
bestand dagegen aus Nadeln und Wetzsteinen.

Die Analyse des ersten, f>'r g betragenden ITdaparats ergab
mm wieder im Gegensatz zu dem Rohprodukt aufiC Il () \ t

stimmende werte: ,
(-2n" * (ljCI lor,° getrocknet) gaben O.6oor» « co, ,,n(j 0.117 1 \ n

"o C und 11.28% II.
Di( R('stimmung der Loslichkeit ergab endlich folgendes:

taoj. J
1.) \ 1l Loslichkeit 1. 1:1(11 (+JL-tgCblmoldnn (>ntbielt(*nU.IH2 « FarbstolVi
1:16!M21.:1 » » » 0,1313» , ,
- 1 1>IMH3 * » - 0,02) o
|: -105125.1» > ;o 00-)-20» ,
1 G8.C) » 0,0280 - |
| <2 cu.:; - ) ,  0.00%);, . )
| HI ¢ T 1:%—/11,0» 0,022")* v
1:0r5) 110,(; ,, : : 0,0202 » » i

Das Irisch umkrystallisierte Préparat verhielt sich also im
Gegensatz zu dem einige Zeit aulbewahrten, aus dem es ber-
gestelli worden war, was die Loslichkeit betrint, ganz so wie
i lidber (Seite* olo/bi untersuchten Préaparate.

Zu bemerken ist lerner, dal, bei dem ersten Versuch mich
I'm \erdampten des Chloroforms im Vacuum der wieder an
Heu Ré&ndern stark grin geféarbte, sonst prachtvoll rote Riick-
wand in  Prismen und Wetzsteinen krystallisiert erschien,
wahrend die Rickstdande vom 3. und t. Versuch nicht deut-
lich krystallisierten.

Dieselben Unterschiede in der Loslichkeit vor und nach
Hmn  Umkrystallisieren hatte ich vorher bei einem anderen
| laparat, das als schwer loslich - bezeichnet war, aufgeJundon:
He Menge betrug 38 g im ganzen,

lu. V. um.
L'Wichkeit 1. 1:3/3 (17.5)2 g Chloroform enthielten O.Ojs K P;nb.slolG
1:38i (27.01; » » » 0.0717 » »
U. V. 1501
ho'lichkeit 2. 1171 (17,23 » ) . 0,03(13 » |
1. h4 g > ) 0.0187 » * (

flas Praparat wurde zunéchst in zwei Portionen unter-
SI" Moren *Mno('n 1) M und 23 g betrugen, in der einen
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war auch, wie schon erwéahnt, ein Chlorgehalt von 0,020 ,
tiachgewieson worden.

Da sich dann die Loslichkeit anndhernd als gleich erwies,
wurden beide vereint und zunachst mit Eisessig erschopfetn|
behandelt, wobei 2,5 g aus den Hs g herausgelOst wurden: da-
nach erschien auch das anfanglich grunlich verfarbte Préparat
schon rotbraun und hatte krystallinische Struktur angenommen.
Es wurde noch einen Tilg lang mit Ather extrahiert und schlier,-
lieh mit kaltem Alkohol l&ngere Zeit geschuttelt, wobei nur
ganz wenig in.Losung ging. Zur | mkrystallisatiou aus Dimethyl-
anilin gelangten Hu,5 g, es schielten sieh aus dem Filtrat ca. LYg
in dicken schieten Saulen krystallisiert ab. Sie wurden durch
lauge Zeit fortgesetzte Behandlung mit kaltem Alkohol vom
Dimethylanilin befreit.

7 A1l 1005
KOslieltkeil 1. 1 141 10.7S g Chloroform enthielten 0,151 ¢
{122 11052 Vv ) 0.0Ht;1 »
S /vit  1005.
Loslirlikeil 2. 1:(20 1124 » ) 0020
| 508 118.8 > ) 0.0825 >
15. VII. t0O05.
1.6slirhkeit », | :020 ) 10.07 » * 0.0177 »
| 500 | 7.0t; t 0.0185 »
17. VII. 1005.
I.6sliehkeil 4. 1:548 (28.84: » 1 0.0485 »
| - <17 (Ht>SS » » ) 0,0500 -

Km anderer Teil (lrs Praparats gab ganz-entsprechende Hesullate:
n: vu. [Hi,
Loslichkeit t. 1: '*7..} 118.08g Chloroform enthielten 0.1858 ¢ Farh>I"K

| - I(IS | 7,HS » » » 0.0(585 »
22. VII. 1005
Loslichkeil™2. 1:510 ;82.24 * * 0.0681 q
1:i00 12281 » 1 0,0405"

So wurde also auch bei diesem umkrystallisierteu Bili-
rubin, das einen durehaus einheitlichen Eindruck machte, anfangs
die hohe Loslichkeit beobachtet, allerdings konnen hier nicht
grobere Mengen des Praparates aus leichter loslichen Anteilen

0 Oer aus dem Chloroform abgeschiedene Farbstoff krystallisici®
in langen Prismen und Wetzsteinen. wahrend das Praparat aus kurzen,
dicken Saulen bestanden hatte.
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bestanden haben, denn durch einmaliges Ausschitteln mit C.ldoro-
"'rm werdcn sit' entfernt, und mm steigt die Ld&slichkeit liier
gleicli bei der zweiten Ausschuttelung auf ! :5 tiis tiOO

Aus allen Munden glaube ich den Sehlul! ziehen zu dirfen
dal! das Bilirubin in mehreren Modifikationen vorkomml, von’
denen die eine vielleicht das Polymere der andern ist. Diese
bildet sich allméhlich aus der mit einfacherem Molekulargewicht,
und dieser Vorgang ist ja auch daraus ersichtlich, dal! noch
so schone frische Bilirubinpraparate beim Aufbewahren mit
der Zeit unansehnlich braun werden. Umgekehrt wird nun
die schwer in Chloroform l6sliche polymere Modilikalion beim
| mkrystallisieren aus Dimethylanilin, also wenn sie auf eine
| emperatur von 190» kommt, wieder gespalten und das, was
ecim Erkalten auskrystallisiert, ist wenigstens zum Teil die
unbestandige, leichter losliche Modifikation. Hehr bemerkens-
wert verhielt sich ja mein eines Préaparat bei den Versuchen,

aus lienzoesaureamylester umzukrystallisieren, erst bei 19t)*
lidt eine deutliche LOsung ein, wahrend sich bei 106<i_ 18(
bist nichts gelOst hatte.

Ob meine Voraussetzungenl) sich bewahrheiten werden,
missen weitere Untersuchungen dartun, die Ubersicht ist durch
die so leicht eintretende, auf andere Einflusse zurtekzufiihrende
Anderung des Bilirubins erschwert, z. U. durch die, Bildung
dus chlorhaltigen, so leicht in Chloroform l6slichen R-Bilirubins
dussen Chloroformlésung Bilirubin reichlicher l6sen durfte als’
reines Chloroform. Dann kommt das grin gefarbte Umwand-
inngsprodukt in Frage, dessen Auftreten beim Verdunsten einer
Losung von reinem Bilirubin in Chloroform selbst im Vacuum
unler LichtabschluR nicht vermieden werden konnte und das
hi hisessig l6slich ist. Von diesem grinen Farbstoff ist das
| rodukt dann wohl zu unterscheiden, das sich aus Gallen-
‘icinen durch kalten Alkohol herausldsen laRt, bevor tberhaupt
"ine Behandlung mit Chloroform statlgefunden hatte, und das
dem Bilifuscin Stadelers gleicht. Das Biliprasin desselben
| or.«chers, das aus dem Gallensteinpulver nach der Extraktion

Man konnte vielleicht auch an optisch sich verschieden ver-
altcndc Bilirubine denken.

Il |To"Soyli-r's Z'-itschrift f. physiol. Chemie. XLVII. 21
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mit Chloroform durch heilRen Alkohol herausgeltst wird, durfte
aller Wahrscheinlichkeit nach ein Kunstprodukt sein, das sein
Kntstohen der Wirkung des Alkohols auf das durch die Be-
handlung mit Chloroform etwas chlorhaltig gewordene Bilirubin
verdankt. Es ist aber auch nicht ausgeschlossen, dal} der
heille Alkohol allein oder mit Spuren Salzsdure, die von der
vorausgehenden Behandlung mit dieser Sdure noch anhaften,
verdndernd auf das Bilirubin einwirken. Durch einen Reagens-
glasversuch kann man sich wenigstens leicht davon tberzeugen,
dall Bilirubin beim Erwarmen mit Alkohol, der eine Spur Salz-
saure enthalt, einen griinen Farbstoff an das Ldsungsmittel abgibt.

Endlich kommt aber noch ein griner Farbstoff in Betracht,
dessen Vorhandensein bisher, wie es scheint, tbersehen worden
ist, der aber in Gallensteinen vom Rind wenigstens bisher
immer angetroffen wurde”™ Das ist das von mir bereits er-
wahnte .(Seite 297) Choleprasin. Der neue Farbstoff, den ich
mir zu benennen erlaube, weil er zum mindesten eine neue
Kategorie reprasentiert — im reinen Zustande habe ich ihn
lincli li ent erhalten —, ist I6slich in Eisessig, aber unl6slich
in Alkohol, dadurch also grundsatzlich verschieden vom Bili-
verdin, -fusciu und -prasin, und er enth&lt zum Unterschied
von allen bisher isolierten Gallenfarbstoffen Schwefel, zwar
nicht viel, die Analysen gaben zwischen 101} bis 1,02 diffe-
rierende Werte, qualitativ konnte aber die Anwesenheit dieses
Elementes noch in jedem Praparat nachgewiesen werden. Die
bisher dargestellten konnen aber schon aus dem Grunde keinen
Anspruch auf Reinheit haben, weil sie aus einem Gallenstein-
pulver gewonnen sind, das bereits mit Chloroform einmal oder
mehrere Male erschopft worden war. Der griine Farbstoff, der
sich aus Bilirubin unter der Einwirkung von Chloroform leicht
bildet und ebenfalls in konzentrierter Essigsaure loslich ist.
konnte also wohl den Choleprasinpraparaten beigemengt sein.

Zur Gewinnung derselben wurde das betreffende Material
mit konzentrierter Essigsaure angerieben und nun mit einer
sehr grolRen Menge derselben Sdure, welche fast zum Sieden
erhitzt war, Ubergossen, eine Zeitlang.digeriert, dann zum Ab-
sitzen Dbeiseite gesteht. Die klare, griine Lbésung wurde dann.
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am besten erst nach mehreren Tagen, durch ein gehértetes
Kilter gegossen, der riickstandige Farbstoff allmahlich aufs Filter
gebracht und mit heier Essigsdure nachgewaschen, bis die ab-
laufende S&ure nur noch Spuren von Farbstoff enthielt. Noch
zweckmaRiger ist es, den von der grinen, essigsauren Ldsung
durch Dekantation getrennten Rickstand ein zweites und drittes
Mal mit heiler Saure zu Ubergiellen und immer erst nach
»einigen lagen zu dekantieren, da schleimige Partikel vorhanden
<md, die sich schwer absetzen und die Filter -sehr rach ver-
stepfen. So kam es auch, dalR die Behandlung mit der heil3en
Essigsdure meistens viele Wochen in Anspruch nahm.

Aus den Filtraten wurde dann die Kssigsdure zum grof3ten
Teil im Vacuum abdestilliert, und der Ruckstand in viel Wasser
gegossen, dem ein wenig Ammoniak zugesetzt war. Ganzliche
| dllung wurde hierbei doch nicht erreicht, die Filtrate von
«ler schlammigen Ausscheidung, die sich Ubrigens sehr gut
liltrieren lieR, enthielten aber, wenn sie auch stark- gefarbt
erschienen, doch nur wenig feste Substanz, wie sich beim
Abdampfen von Proben herausstellte, so daR die in den Filtraten
mich vorhandene Menge verloren gegeben wurde.

Der saurefrei gewaschene Niederschlag, der aufRerst volu-
minds ist, etwa wie der aus einer alkalischen Ldsung gefallte
[lGrnatinschlamm, wurde nun entweder direkt auf FlieRpapier
langsam getrocknet (Praparat 1) oder in verdinntem Alkali
gelost und aus der filtrierten L6sung durch Essigsdure wieder
Nefdllt, ausgewaschen und getrocknet (Praparat 1) oder durch
Auflosen in heiBem Eisessig gereinigt. Diese LOsung lieR sich
gut filtrieren, worauf der Farbstoff durch Zusatz von Wasser
wieder geféllt werden konnte (Praparat IllI).

Im Gegensatz zu dem noch feuchten, volumindsen Schlamm
loste sich der getrocknete Farbstoff nur dufierst schwierig in
Eisessig auf, aus dieser Losung konnte er natirlich wieder
slurch Eintragen in Wasser gefallt werden (Praparat fV).

Die bisher ausgefiihrten Analysen ergaben kein (berein-
stimmendes Resultat, zeigen aber, dal} sich Choleprasin ganz
wesentlich in seiner Zusammensetzung vom Bilirubin unter-
scheidet.
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Préparat I. 0,1306 g iin Vacuum getrocknet! gaben 0,27t>3 g CO. um:
0,0885 g H*0 57,70» C und 7,59° 0 H.

Praparat Il. 0.1715 g (bei 130° getrocknet) gaben 0,3008 g COS um;
0,1330 g 11,0 = 50.61«0 C und 8,1«\ II.

0,8635 g (bei 130 ' getrocknet) gaben 0.1020 g BaSO!
1,62« , 8.

0,0515 g (bei 110« getrocknet) gaben 5.7 ccm N, bei 10
und 753 mm B. — 12,11« , N.

Prgparat 111 0.1713 g (im Vacuum getrocknet) gaben 0.3652 g CO. umi
0,1167 g 11,0 = 56,82°/0 C und 7,63°/« H.
0,2201 g (Im Vacuum getrocknet! gaben 26.1 ccm N* bii
10« und 736 mm B. = 12.7°4 N.

0.0125 g (bei BK)« getrocknet) gaben 0.0702 g BaSO,
1,06°/0 S.

0,2280 g (bei 110° getrocknet) gaben 0,102 g CO, und
0,130 g 11,0 =- 58,62°/« C und 6,81°/« H.
0.3535 g gaben kein AgCl (Carins-Bestimmungi.
Préparat IV enthielt 1.3° » Asche.

0.1885 g (bei 100« getrocknet) gaben 0,3875 g CO, und
0,1125 g H,0 = 56,06°/) C und 6,63«H.

1.1508 g (hei 100° getrocknet) gaben 0.0955 g BaSO,
Ul°/o S.

Choloprasin 16st sich aucli in Ammoniak: wird diese
Losung auf dem Wasserbade verdunstet, so bleibt ein Rick-
stand, der sieb in Wasser wieder l0st. Diese L&sung wird
durch Silbernitrat, Quecksilberchlorid, Kupfer- und Zinksulfat,
sowie durch Bleiacetat vollstandig geféllt, die Niederschlage
enthalten das betreffende Metall.

Choleprasin gibt bei der Destillation mit Zinkstaub di*
Pyrrolreaktion, verhalt sich aber bei der Oxydation mit Chroin-
saure wesentlich anders als Hdmatin bezw. Bilirubin,"es konnte
das Entstehen von Hamatinsidure nicht beobachtet werden.

Die weitere Untersuchung des Choleprasins habe ich mit
Herrn Niethammer, dem ich einige der angeflhrten Analysen
verdanke, in Angriff genommen. Wir haben bereits eine neue
Portion von Gallensteinpulver im Betrage von f>00 g in Arbeit,
hierbei ist nun allen bisher gemachten Beobachtungen insofern
Rechnung getragen, als wir die Aufarbeitung des Pulvers in
der folgenden Weise geleitet haben.

Die fein gepulverten und durch ein engmaschiges Sin!'
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getriebenen Konkremente wurden getrocknet und erschépfend
mit Ather, heiRem Wasser und 10° oiger Essigsaure extrahiert.
Das durch langes Auswaschen mit Wasser von der Saure be-
lieRe ! ulver wurde wieder getrocknet und abermals durch
Ather 112 Tage lang ausgezogen. Nun folgte eine durch
W ochen fortgesetzte Behandlung mit kaltem %°/oigen Alkohol”
wobei die Auslaugung durch kraftiges Schitteln unterstitzt
wurde. Der Alkohol nimmt hierbei einen grinen Farbstoff
fort. Die alsdann wieder getrocknete Masse wurde nun mit
heiBem Eisessig behandelt, der jetzt das Gholeprusin in reich-
licher Menge herausloste.

Auf diese Weise hollen wir ein reineres Praparat zu
erhalten, als es bisher moglich war.

Zusammenfassung.

1. Bei der Aufarbeitung des Gallensteinpulvers ist die
Verwendung von Salzsédure zu vermeiden, an ihre Stelle tritt
eine 10°/oige Essigsaure.

2. Dei Extraktion mit Chloroform hat eine Behandlung
mit kaltem Alkohol und mit hei3em Eisessig voranzugehen.
Durch letzteren wird ein bisher nicht beobachteter griner
Gallenfarbstoff, das Choleprasin, herausgelost. Derselbe ist in
Alkohol unléslich und unterscheidet sich schon in der Zusammen-
setzung wesentlich von den bisher bekannten Farbstoffen der
Galle.

3. Das in Chloroform leicht I&sliche R-Bilirubin ist ein
chlorhaltiges Kunstprodukt, aus dem das Chlor sehr leicht
herausgenommen wird.

f. Die meisten mit Hille von Chloroform gewonnenen
Kohbilirubine durften ebenfalls chlorhaltig sein.

5. Aus reinem Bilirubin bildet sich unter der Einwirkung
von Chloroform selbst unter Lichtabschlul3 ein gruner, in Eis-
essig l0slicher Farbstoff in geringer Menge.

b. Beim Aufbewahren erleidet Bilirubin allméhlich eine
Veranderung, vielleicht eine Polymerisation. Diese Modifikation
geht beim Umkrystallisieren aus Dimethylanilin in die erste, in
Chloroform leichter |6sliche Uber.
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t. Dilirubin Kkristallisiert aus heiBem Dimethylanilin ent-
weder in schielen, breiten Sdulen oder in Kegelform; durch
Umtosen aus Chloroform kénnen beide Krystallarten in lange
Xadeln oder Wetzsteine Ubergehen.

Das Material zu der vorliegenden Untersuchung habe ich
mir mit Hille einer Unterstitzung verschafft, dit' mir die
\. Akademie der Wissenschaften zu Uerlin gewahrte, woflr
ich auch an dieser Stelle meinen aufrichtigen Dank zum Aus-
druck bringe.

Die weitere Untersuchung ist, wie schon erwéhnt, in
Angrill genommen, es wird nunmehr wohl Ileichter werden.
Kinblick in die verwickelten Verhaltnisse zu bringen.

Stuttgart, am 10. Februar 1900.



