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A. Historisches.

Von den Eigenschaften des Harns fallt zunachst seine
eigentimliche Farbe auf. Die Harnfarbe ist Gegenstand zahl-
reicher Untersuchungen gewesen: wenn trotzdem utber die Ur-
sache derselben noch Zweifel herrschen, liegt das darin, dal»
die Untersuchung des gelben Harnfarbstoffs wohl eine der
schwierigsten Aufgaben der biologisch-chemischen Forschung
bildet. In der Tat haben die bisherigen Untersuchungen zu
sehr divergenten, meistens gerade kontroversen Resultaten ge-
fihrt. So wurde beinahe jeder im Harn gefundene Korper,
dessen chemische Natur zur Zeit unbekannt war, flr Harnfarb-
stoff oder fir sein Zersetzungsprodukt gehalten.

Bereits im Jahre 1798 haben Fourcroy und VVauquelinl)
versucht, die Ursache der Harnfarbe aufzuklaren. Sie ver-
muteten, dal} der Harnstoff daran schuldig wére. Die Annahme
Ist von Berzelius widerlegt worden.

Ein Jahr spéater 1799 hatte der namhafte franzdsische
Chemiker Louis Proust seine ersten Untersuchungen tber den
Harnfarbstoff in spanischer Sprache verdffentlicht.2)

*) Fourcroy et VVauquelin. «Mémoire pour servir a I'histoire
naturelle chimique et médicale de Purine humaine, contenant quelques
faits nouveaux sur son analyse et sur son altération spontanée», Annales
d. Ch, Bd. XXXI. 8 <8,

*) L. Proust, «Expériences sur Turine», Traduites de I'espagn'!

des Annales de Historia natural, Annales d. Ch., Bd. XXXVI, auch Annales
de Chimie et Physique, Bd. XIV, S. 257 (1826).
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Proust behauptete, im normalen Harn waren zwei Farb-
stoffe enthalten, deren einer (substance rosacée) die Niederschlage
von Harnsaure respektive von harnsauren Salzen, welche damals
«sediment briijueté» oder «tartre incarnat» genannt wurden,
mitzureillen pflegen. Der andere Farbstoff wéare das dunkle
Harz «substance fauve et résineuse», welches er durch die
\\ irkung von Schwefel- oder Salzsaure auf konzentrierten und
vom grolReren Teil der Mineralsalze durch Auskrystallisieren
heireiten Harn erhielt. Beim Erhitzen eines solchen Harnsirups
mit Mineralsauren wurde sofort ein dickes, dunkles Ol ausge-

schieden, welches bald zu einem schwarzen Pech sich umwan-
delte. Dieses Urinharz («résine urinaire»), welches in Wasser

unléslich, in Alkohol sowie in Alkalien leicht 16slich war, wéare
nach Proust die Ursache des Geruchs sowie der Farbe des
Harns.

Neben dem Harz fiel beim Kochen des Harns mit Mineral-
saureii ein schwarzes, eigentimliches Pulver aiis, welches vom

t'rinharz durchaus verschieden war. Proust nannte es «sub-
stance noire particuliere»: dasselbe war weder in Wasser noch
in Alkohol 16slich, 16ste sich dagegen sehr leicht in Alkalien
und wurde aus solchen Ldsungen durch Sauren in schwarzen
Hocken ausgefallt, welche nach dem Trocknen dem gepulverten
Asphalt ahnlich waren. Proust hatte den schwarzen Korper
sein genau beschrieben, mit der Beziehung desselben zu anderen
Bestandteilen des Tierkdrpers sich jedoch nicht befafl3t.

Die von Proust erhaltenen Resultate wurden von Ber-
zelius gepruft und bestatigt. Die Harnfarbe rihrt nach Ber-
zelius von «Extraktivstoffen» her. Unter den Extraktivstoffen
laud er solche, welche in absolutem Alkohol l6slich waren und
mit Metallsalzen Niederschlage gaben und daher von ihm «halo-
phile» genannt wurden, und andere, welche nur in verdinntem
Alkohol (0,833) sich losten. Alle Extraktivstoffe sind in Wasser
|6slich. Die in Wasser nnldslichen farbigen Verbindungen, welche
durch Kochen des Harns mit Mineralsauren erhalten wurden,
und zwar sowohl das Harnharz wie das schwarze Pulver ( «sub-
stance noire particuliere») sind als solche im Harn nicht ent-
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halten, sondern entstehen aus den Extraktivstoffen infolge der
Zersetzung derselben.1)* 3

Lehmann hatte behufs Isolierung des Farbstoffs den
Harn durch Ausfrieren von einem Teil seiner Salze befreit,
dann durch Eindampfen im Vakuum bis zur Sirupkonsistenz
konzentriert, darauf mit Alkohol sowie mit Ather ausgezogen
«Der farbende Extraktivstoff* sollte nach diesem Autor unter
anderen Zersetzungsprodukten Harnstoff liefern.-)

Scharling konzentrierte den Ham durch Ausfrierenlassen.
zog ihn mit Ather aus und hielt fir spezifischen Harnfarbstoll'
eine in Wasser unlésliche Substanz, welche aus dem Athei-
auszug nach dem Verdunsten desselben und Auswaschen .des
Ruckstandes mit Wasser gewonnen wurde; nach dem Erwarmen
der Substanz mit Kalilauge isolierte er den vermeintlichen llarn-
farbstolf in grauen Flocken durch Fallen mit Schwefelsdure
und reinigte denselben schlieRlich durch Aufnahme mit Ather.
Den erhaltenen Koérper nannte Scharling «Omichmvloxid*
(«omxu«» — Harn). Das Omichmyloxid gab beim Zerlegen mit
Mineralsduren Henzoesaure, woraus zu schlieRen ist, daR c
zum grolten Teil aus Hippursaum bestand, welche damals no« h
unbekannt war. Das Chlorieren sowie Nitrieren des Omi< h-
myls ergab auch Substilutionsprodukto der Benzoesaure.

Im Jahre 1814 hatte Liebig die vergessen gewesene
Beobachtung von Fronst zum Gegenstand einer Untersuchung

gemacht. Er erhielt das schwarze Harnharz ( résine urinaire ¢
Dasselbe entsteht nach ihm neben Essigsaure durch Zerfall
des Harnfarhstoffs infolge der Wirkung des Sauerstoffs der Luft.
Liebig unterschatzte die Beobachtung von Proust, als er ihm
wohl mit Unrecht verwarf, dal} seine Verbindung nur aus einem
Harn erhaltlich wéare, welcher.-der Faulnis unterlag.4)

Marc et dampfte den Harn zur Trockne ein, zog d*n

Ruckstand mit Alkohol aus, fallte aus der alkoholischen Lodsung
den Harnstoff mit Ather, dunstete schlieRlich das alkohol-&the-

-
N

Herzelius. Lehrbuch d.Chemie, 4. Auflage (1840). Bd. IX, s im.l
Journ. f. prakt Ch., Bd. XXV, S. 1.

Ann. d Ch. u. IM.. Bd. XLII, S. 2R5 (1842).

Ann. d. Ch. u. Ph, Bd. L. S. 1(>8 u. 172 (1844);

B Lo X
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rische Filtrat ein und sah den HarnfarbstolT in dem rotlich
gefarbten harzigen Ruckstand von saurer Reaktion, welcher
dabei zuriickblieb. *)

Scherer war der erste, welcher die Methode der Ge-
winnung der Extraktivstoffe von Berzelius ungenligend fand,
versuchte etwaige unbekannte Korper aus dem Harn mit Blei-
0--1g auszuféallen und die Bleiniederschldge mit Mineralsaure
zu behandeln. Kr betrachtete entgegen der Definition von Her-
zel ius als KxtraktivstolTe diejenigen Korper, welche beim Zer-
setzen eine braune Humussubstanz liefern, sie waren iii Wasser
nicht leicht, dagegen in Alkohol und verdinnten Alkalien leicht
I6slich.2]

Harley extrahierte einen vorher konzentrierten Harn mit
Alkohol, fallte den alkoholischen Auszug mit Kalkwasser und
zog (!(.,, entstandenen Niederschlag mit salzsaurehaltigem Alkohol
aus: nach dem Verdunsten des Alkohols erhielt er den ver-
meintlichen Harnfarbstof! in der borm eines amorphen Rick-
standes von rotbrauner Farbe und harziger Beschaffenheit, welcher
m Wasser nicht, dagegen in Alkohol, Ather, sowie in Alkalien
Irieht 10slich war und beim Verbrennen eine zum gr6Reren
Teil aus Kisenoxyd bestehende Asche hinterlieR. Kr nannte den
Harnfarbstotf auch Urohamatin und leitete ihn von Blutfarb-
stoff ab.:)

1 ichborne grindete die Methode? der Darstellung von

htun,, von M. de Luna, welcher
zur Kntfarbung der Losungen von Harnfarbstotf einer ammo-
niakalischen Losung von Kupfernitrat sich bediente. Tich-
borne versetzte namlich mit einer solchen Kupferlésung einen
normalen, bis zu dem spezifischen Gewicht von 1,16B konzen-
trierten Harn direkt. Nach dem Neutralisieren dieser Flussigkeit
mit verdinnter Schwefelsaure fiel aus derselben sofort ein
Kupferniederschlag, welcher die ganze Menge von Harnfarbstoff,

»wie aullerdem noch etwas Harnstoff sowie KiweiR enthielt

% BihlioUi. Univ. de Genéve, J. 18:>2 S. 1«, zit. nach Sc hunde
ull Thudich um.

u Ann. d. Chem. u. Pharm., Bd. LVU, S 180 (1K57).
) Journ. f. prakt. Chem., Bd. XIV, S. l«i.
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Dor aus dem Kupferniederschlag nach dein Zerlegen desselben
mit Schwefelsdure in Losung Ubergegangene Farbstoff wurde
schlieRlich mitlels Extraktion mit Alkohol-Ather vom Harnstoff
von einem roten Farbstoff und von sonstigen Beimengungen
befreit, sowie schlie3lich durch Umfallung mit der genannten
Kupferlosung gereinigt. Der Harnfarbstoff von Tichborne war
in Wasser sowie im gewoOhnlichen Weingeist l6slich, unloslich
dagegen im absoluten Alkohol sowie in Ather. Vom basischen
Bleiacetat wurde er aus der Losung vollstdndig ausgefallt. Er
enthielt nur selten Eisen. Seltsamerweise angeblich auf Grund
der Hesullate von Elementaranalysen (G — (>7,8°/o, 11 = 4,23°,,
N = 8,r)0"/o, O = 19,41 °/0), wirklich jedoch von spekulativen
Deduktionen geleitet, betrachtete Tichborne den Harnfarbstoff
als ein Zersetzungsprodukt der Ilippursaure.l)

In der Zeit von 1859—IH00O war mit Untersuchung der
Farbstoffe und der Extraktivstoffe des Harns Edward Schunek-j
beschaftigt. Zu Farbstoffen («colouring matters >) zahlte Schun« k
Korper, welche teils als solche, teils in Form ihrer Zersetzung-
Produkte im Harn auftreten, also das Harnindikan, den rosa-
roten Farbstoff der Harnsaureniederschlage, sowie auch-den
schwarzen Korper von Fronst («peculiar black substance >
welchen er fir ein Derivat des Indigo hielt, undwelche in
Wasser entweder gar nicht oder nur teilweise l6slich sind. Als
Extraktivstoffe dagegen betrachtete er in Ubereinstimmung mit
Berzelius die in Wasser l6slichen Korper, welche nach ihm
die Farbe des Harns bedingen sollten. Die Extraktivstoffe wurden
nun Gegenstand einer eingehenden Untersuchung von Schunek
Er isolierte dieselben aus dem Harn, welcher vorher mit Blei-
zucker behandelt wurde, durch Fallung mit Bleiessig, Zerlegen
des Bleiniederschlags mit Schwefelsaure, Entfernen der Schwefel-
saure aus der Lo6sung mit Bleicarbonat, des Bleis aus dem
Filtrat mit Schwefelwasserstoff, der noch in Ldsung enthaltenen
Salzsaure durch Ausschutteln mit Quecksilberoxyd und metalli-
schem Quecksilber, Ausfallen des in Lésung Ubergegangenen
Quecksilbers mit Schwefelwasserstoff und Ausziehen des er-

o/ Chemie. News, IM. V (1862), S. 163.
*) Proceedings of the Koyal Society, Bd. XVI, S. 73 u. 12f».
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haltenen Filtrats nach Hem Einengen desselben mit Ather und
dann Alkohol. Es blieb ein in Alkohol und Ather nicht, in Wasser
dagegen leicht l6slicher Ruckstand zuriick, welcher die Ex-
traktivstoffe in der Form von Kalium- und Calciumverbindungen
enthielt.t. Da nach dem Ausfallen der Basen als Sulfate die
erhaltenen freien Extraktivstolle in Alkohol 16slich waren, so
war der genannte Autor der Ansicht, worin er ubrigens mit
Berzelius einig war, dal der Harn in Alkohol unl6sliche Ex-
traktivstoffe Uberhaupt nicht enthalt.l)

Nach Schunck waren im Harn namlich zwei Extraktiv-
stolle enthalten. Eine von diesen Verbindungen ware in Al-
kohol urid Ather l6slich ( urian>). die andere ware I6slich in

Alkohol, unléslich dagegen in Ather ( Urianine*).

Die Zusammensetzung dieser Koérper ware konstant. Diffe-
renzen unter den Prozentzahlen waren nur die Folgen der
Zersetzung, welcher diese Verbindungen sehr leicht unterliegen.

Ihre elementare Zusammensetzung ware die folgende:

Urian lTrianin
C 51,2:i»/o 40,24 °/o
H  538»k 5,47 °/0
N 1,20 <¥, 2,83 «/o'
O 12,130/0 45.46" .o,
Ihre geringen Stickstoffgehalte deuten auf ihre hohen Mo-
lekulargewichte hin. t

Diese zwei Verbindungen verhielten sich nach Schunck
auch verschieden beim Erhitzen mit Mineralsauren: wéahrend
I rian* nach dem Kochen mit verdinnter Schwefelsaure einen

braunen harzigen* in Alkohol l6slichen Niederschlag |« Uroretin-)
lieferte, gab das Lrianin bei gleicher Behandlung einen flockigen

schwarzen Niederschlag, welcher nach dem Trocknen zu einem

H-liwarzen Pulver wurde (Uromelanin), welches in Alkohol voll-
kommen unloslich, in verdinntem Ammoniak dagegen leicht

lorMb h war, aus diesen Ldsungen durch Mineralsduren wieder

M killt wurde und folglich an die Substance noire particuliere*
erinnerte.

A1 ¢ S 130.
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Fast gleichzeitig mit K Schutick hatte Thudichum»)
mit der Untersuchung der Harnfarbstoffe sich befaflit. Kr er-

hielt dem Farbstoff, welchen er Urochrom nannte, aus dem
Harn aut drei verschiedenen Wegen.

|. Kr extrahierte «hur Harn nach dem Kinengen und An
sauren mit Salzsaure mit Ather und gewann aus dem Alher-
auszug nach dem Verdunsten des Athers neben Hippursaure
eine harzige* Substanz, welche an den Wanden der Gefalle
haftete*, Dieselbe wurde in Wasser gelOst, aus eler Lodsung
mit Bleiessig gefallt, aus de*m Ble*imoderse*hlag bald mit SchwelVI-
saure*, bald mit Schwefelwasse*rstoll' in Fre*ihe*it gesetzt, an
Haryt ge*bunde*n und nach der Ausfallung des Haryttiherschusscs
mit Kedile*usture*, aus <le*r Losung mit Oue*cksilhe*racetat gefullt.
Nachdem Ze*rh*gen de*s whi<*cksilberniede*rschlags mit Schweicl-
wasserstedl und Austreiben de*s letzteren mit Wlasse*rstolf wurde
der Farbstoff schlie3lich in Losung erhalten.

-« Kr e*nllernte zue*rst au$ dem Harn mit Kalkmilch oder
mit e*ssigsaure*m Haryum unte r Zusatz von Barythydrat dir
Phosjdiorsauie*. ehe Schwefelsaure, sowie einen Teil von Hain-
saure*, faille das Filtrat uute*r Krwérmen mit essigsaurem Blt |

und Ammoniak und Stellte den Farbstoff aus..dem Bleintedn-
sehlag in ahnbche*r Weise dar wie beim .Befolgen' der ersten
Methode.

1. Kr behandelte, den Harn wie vorher mit Kalkmilch
oder Barythydrat, féllte* den Farbstoff aus dem Filtrat mit einer
gesattigte*n Losung von Quecksilberchlorid und gewann ihn
schliehlich in alkediolischer Losung nach dem Zerlegen ele*s in Al-
Imhol aufg(‘'schwemmten Quecksilberniederschlags mit Schwefel-

wasserstoff. Dem mit Hilfe dieser Methode erhaltenen Korper
hielt Thudichum fir eine einheitliche Verbindung, obwohl ¢r

dense‘lbe*n eine r Klementaranalyse nicht unterwarf. Das Um-.

ehrotn von'Thudichum war eine amorphe,-leicht in'Was.-tm
etwas schwierig in Ather, ne>ch schwieriger in Alkohol I6sliche*
Verbindung. Dieselbe zersetzte sich in eler Losung unter Be-

teiligung des,Sauerstoffs de*r Luft schon bei Zimmertemperatur
leicht be*im Krwéarmen, gab Niederschlage mit salpetersaui’n

V It brit. medic. Journ.. Itd. 1L S. 50t) (18U4).
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und essigsaurer! Salzen von Klei, Silber nnd Ouecksilber. gab
keine Schwarzung beim Korben mit Bleisalzen in alkalischer

Losung und enthielt Schwefel Gberhaupt nicht. Beim Kochen
mit Mineralsauren gab Irochrom folgende Zersetzungsprodukte:

1. Das Uropitlin. résine fauve, von Proust.

2. Kitte harzige S4ure «resinous acide, (-omichnlic acide.).

3. Das Uromclanin i «particular black matter of Proust«),

Spéter hat riindichum die Bichtigkeit der Angaben von
MalyM bestritten, dal! das I'rochrorn mit Urobilin verwandt
ware. Die zwel Farbstoffe sind nach ihm sowonl i,, chemischen
"le In physikalischen Eigenschaften voneinander durchaus ver-
schieden. *)

Nach den Arbeiten von Schnnck und Thudiehum ist
27 Jahre hindurch keine | ntersuchung Uber das (Irochrom er-
schienen. Die Schwierigkeit, solche Korper wie llarhfurbstoff
auf chemischem Wege zu erforschen, licit zu spektroskopischen
riitersuchungsmethoden greifen. Da das | rochrom charakte-
ristische Absorptionsbander im Speklrum nicht gab, wurde Uber-
haupt an der Existenz desselben gezweifen und angenommen,
das Urobilin wére der einzige im Han. enthaltene spezifisch
gelbe Earbstolf. Jedoch bereits im Jahre 187(5 hatte VVierordt»)
.m der Hand von spcktrophotometrischcu Messungen dargelegt,
dal! ein normaler Ham mehr als einen gelben Farbstoff ent-
halt. Die Untersuchung von Vierordt wurde auch in der Tat
tm Jahre 1811t von Garrod, welcher es unternahm, die Frage
des Harnfarbstofls aufznkléren.D in Betractit gezogen.

Der spezifische gelbe Farbstoff dés Harns kannUrobilin
nicht sein. Sehr schwache Uisungen von Urobilin geben ein
deutliches Absorptionsband am Speklrum von ganz bestimmter
huge, welches viel deutlicher ist, als dasselbe Absorptionsband,
welches am Spektrum eines normalen Harns zu beobachten

el. Die Mengen von Urobilin, welche aus einem normalen, wie

) Ann. d. (hem. u. Pharm.. Bd. CLXIII, S. 90 (1872).
| J?2Urmn’ of Ap: Society (New series). Bd. XIII, S. 397
- "« 401 (18/5).

Die quantitative Spektralanalyse (Tubingen 1870» S 78
4) Proceedings of the Royal Society, Bd. LV. S.
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auch diejenigen, welche aus pathologischem Harn erhalten
wurden, waren viel zu gering, um nach dem Auflésen und ent-
sprechender Verdinnung der Losung eine der Farbe des Harns
an Intensitat ahnliche gelbe Farbung zu geben.

Wenn also weder Urobilin noch Hiumatoporphyrin, welches
Im normalen Harn nur in 4uferst geringer Menge gefunden

wurde, oder Uroerythrin, die Ursache der Farbe des normalen
Harns sein konnen, mul3 dieselbe nach Garrod von einem
gelben Farbstoff herrihren, welcher in grolReren Mengen im
Harn enthalten ist und welcher sogar in konzentrierter Losung
Absorptionsbander am Spektrum nicht erscheinen Ilafit.

Seine Methode der Untersuchung von Harn in der frag-
lichen Richtung grindete Garrod auf die unveroffentlichte Be-
obachtung von Lewis Jones. L. Jones hatte namlich be-
merkt, dal} der gelbe Farbstoff, welcher aus dem Bleiniederschlag
des Harns in Freiheit gesetzt wurde, in Chloroform unl6slich
war. wahrend Urobilin in diesem Lésungsmittel sich leicht l6gt,

In sehr verdinnten L6sungen gibt das Urobilin bekanntlieh
einen Absorplionsstreifen, welcher dicht bei F liegt, wahrend
ein normaler Harn eine verschwommene Verdunkelung des
Spektrums in der Nahe der Linie F liefert, welche von dem
scharfen Absorptionsband des Urobilins durchaus verschieden
ist, zudem erscheint dieselbe erst bei der Beobachtung des
Harns in dickeren Schichten. Ohne die Gegenwart von Spuren
von Urobilin im Harn zu bestreiten, neigt Jones zu der An-
nahme, dald der normale Harn seine Farbe einem gelben Korper
verdankt, fur welchen der Name Urochrom behalten werden
kann. Auch die k arbe des Fieberharns wird nicht durch Urobilin
bedingt, sondern durch die Gegenwart groRerer Mengen dieses
Farbstoffs nur etwas verandert. Behufs Entfernung des Urobilins
aus dem Harn sattigte Garrod denselben mit Ammonium-
sulfat. das kiltrat schuttelte er mit absolutem Alkohol, welcher
den gelben Farbstoff auszog. Die alkoholische L&sung wurde

nach der Verdinnung mit Wasser wiederum mit Ammonium-.

sulfat gesattigt. Die Uber der farblosen Salzlésung stehende
Alkoholschicht wurde nach Zusatz von Ammoniak eingcen,.!

und der Ruckstand nach Entfernung der in der LoOsung noch
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enthaltenen Indoxvischwefelsaure noch einmal mit absolutem
Alkohol ausgezogen. Der «alkoholische Auszug war orangerot
gefarbt. Zur weiteren Reinigung wurde der Farbstoff aus der
alkoholischen Ldsung mit einem Uberschuh von Ather gefallt.

Er wurde auf diese Weise in dunkelgelben amorphen Flocken
erhalten. Nach dem Filtrieren haftete derselbe stark am Filter

und pflegte seine urspriingliche Loslichkeit in Alkohol zu ver-
licren. In Ather war der Farbstoff vollkommen unléslich und
war auch frei von Farbstoffen, welche Absorptionsbiinder am
Spektrum liefern. Die LOsung des Urochroms von Garrod
gab eine Fluorescenz mit der ammoniakalischen Chlorzink-
|[0sung nicht, lieferte keine Absorptionshdander und lieh am
Spektrum nur eine starke Absorption der violetten Strahlen
beobachten. Seine wasserigen Ldsungen brdunten sich bei
langerem Stehen sowie auch beim Erwédrmen. Sie wurden
auch braun durch Zusatz von Lauge, sowie auch “rotbraun
nach dem Zusatz von Mineralsauren. Reim Eindampfen mit
Salzsaure oder Schwefelsaure hinterliehen dieselben einen Riick-
wand, welcher in Chloroform sowie in Alkohol beim Erwarmen
unter Farbung der Lo6sung in sepiaschwarz teilweise 16slich
war. Der in Wasser, Alkohol und verdinnten Sauren unl0s-
liche Teil dieses Rickstandes war sehr leicht I6slich in ver-
diinntem Ammoniak und erinnerte an das Uromelanin von
Iliudichum, welches bereits friher von Proust beobachtet
worden war. Gegenlber Salzen der schweren Metalle ver*
bielt sich der von Garrod untersuchte Farbstoff gleich wie
das | rochrom von Thudichum.

Die Eigenschaften dieser Farbstoffe differierten in der
Darstellung dieser zwei Autoren darin, dah das Urochrom von
Larrod in Ather ganz unléslich war, und dah es bei der Zer-
*tzung mit Mineralsauren aiherlosliche Spaltungsprodukte («red

re ine  und «omicholic acid* von Thudichum) nicht gab.
D ¢ Verlauf der Spaltung des Urochroms von Garrod beim

Erhitzen mit Mineralsdauren war vielmehr dem Verhalten des
| nanin von Schunck, welches bei der gleichen Behandlung nur
| "»melanin lieferte, @hnlich. Elementaranalysen des Farbstoffs

hat tiarrod nicht ausgefihrt.
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Alle die oben referierten Arbeiten, von derjenigen von
Proust an bis zu jenen von Garrod, welche in dem Zeit-
abschnitt von etwa einem Jahrhundert erschienen sind, geben
ein Zeugnis von den Schwierigkeiten, welche die Untersuchung
des Harnfarbstolis bietet. Trotz muhevoller Untersuchungen
einer Heihe von hervorragenden Forschern blieb sowohl die
Natur der Extraktivstoffe wie diejenige des Harnfarbstolis un-
aufgeklart. Das Urochrom wurde in reinem Zustand nicht er-
halten. Eleineritaranalysen von vermeintlichem Harnfarbstot!
wurden nur an Zersetzungsprodukten desselben ausgefihrt und
zwar an verschiedenen. Der Name «Extraktivstoffe und di*
nadhere Bezeichnung seines Inhalts von Berzelius, welche auch
von Sohunck angenommen wurde, hatte sich als ungeniigend er-
wiesen. Unter denselben waren sehr verschiedene Koérper und zu-
dem auch solche von sehim>mphzierter Zusammensetzung gemeint

Infolge dessen haben auch die friiheren Forscher oft das
ignotum per igiiotins erklart.

Neues Lieht auf die Extraktivstolle wurde erst durch di*
Entdeckung der Oxyproleinsdure von Bondzynski und Mitar-
beiter verbreitet.: ) Der Ideengang, welcher zu dieser Beohachtuu;
geflihrt hatte, war aber von dem Ausgangpunkt friherer Forsche
ganzlich verschieden. «Wenn wir* — sind die Worte von Bond-
zvnski — «von Harnsaure und von KreatininUderen Entstehung
nicht direkt von der Zersetzung der Eiweistbffe abgeleitet wird,
sowie von einigen anderen Stickstoffverbiudungen, welche \n\<
In vereinzelten abnormen Fallen teils im normalen Harn.
doch in geringer Menge gefunden wurden, absehen, ist i
Harnstoff gegenwartig als der einzige bekannte Ausdruck de-
Stoffwechsels des Eiweil’es zu betrachten. Man begnlgte 7
mit dieser Annahme und doch, es gentgt ein Blick aut dit-
einfache Formel des Harnstoffs, um zu erkennen, daR der A*,
stand. welcher den Harnstoff von Eiweil3stoffen trennt, so un
Ist, dafl der Harnstoff nur das Endresultat eines sehr komi*;!-
zierten, uns jedoch unbekannten Prozesses des Abbaues vor.
Eiweil ist. Dall dieser Prozel3 eine Heihe von Stadien dur< h-

M Bond/.yfiski und Gottlieb. Zentralblatt f. d. med.
J IsoT. Nr.
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/iilaufen hat, und dal er in einem gewissen Stadium sozusagen
sah fixieren und beobachten lal3t, schien uns unzweifelhaft
Von diesem Gedanken geleitet stellten wir Versuche mit Plios-
plmrvergiftung von Tieren an, in der Erwartung, dal durch
die Vergiftung mil Phosphor, welche eine so starke Stérung
des Stoffwechsels zur Folge hat, eben die Prozesse der Spaltung
und Oxydation, welche das Wesen des Stoffwechsels darstellen
gestort werden, In der Tat fanden wir im Harn der mit Phos-
phor vergifteten Tiere eine bisher unbekannte Verbindung,
welche wir Oxyproteinsaure nennen, aber noch mehr, wir
haben uns bald Uberzeugt, daf} diese Verbindung auch im nor-
malen Harn von Menschen und Tieren enthalten ist und daf}
dieseloe nach der Vergiftung der Tiere mit Phosphor nur in
gesteigerter Menge im Harn ausgeschieden wird*.»)

Das durch die Entdeckung der Oxyproteinsdure croffnete
liehiet wurde durch die Untersuchungen von llondzvfiski und
I’'anek*) sowie diejenige von Bondzyiiski, Domhrowski
und anek’| erweitert. Das Resultat aller dieser Forschungen
war die Entdeckung im Harn von drei Stickstoff- und schwefel-
haltigen Sauren, welche von einander getrennt und unterschieden
wurden auf Grund des verschiedenen Verhaltens hauptsachlich
gegentber essigsauren Salzen von Blei und Quecksilber sowie
vi>n Elementaranalysen, namlich auf3er Oxyproteinsaure, Alloxy-
proteinsaure und Antoxvproteinsaure.

Bei naherer Untersuchung der Baryum- und Calciumsalze
van Proteinsauren, welche aus dem Bleiniederschlag gewonnen
wurden, habe ich bemerkt, dal} bei fraktionierter Fallung der
I-sangen dieser Salze mit Quecksilberacetat in den ersten
hmun gefarbten Fraktionen eine schwefelreichere Verbindung

Pfallt wurde. Da der Schwefelgehalt der Quecksilber- sowie
| r Silbersalze mit der Intensitat der Farbung derselben zu

stejgen schien, so lag — und zwar ungeachtet dessen, daf

Przeglad lekarski (Krakau). 1H97.

*) Rozprawy akademji umiejetnosci (Krakau», 1902, und Her der
®JAch. ehem, Ges., 1902.

r Rozprawy akademji umiejetnosci, KH. und IV Zeitschrift
[ XLV1, S, 83.

Hoppe.Seyler'g Zeitschrift f. physiol. Chemie. LIV. 14
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Thudichum und Garrodvmit keinem Wort erwahnen, dal)
ihr Urochrom schwefelhaltig ware — die Frage nahe, ob dm
schwofelreiohere Verbindung nicht etwa die farbende Substanz,
also der Harnfarbstoff ware, welches von Thudichum

chrom genannt und von Garrod naher beschrieben wurde.
In Verfolgung 'unserer damaligen Aufgabe der Reindarstellung
der Alloxyproteinsdure habe ich versucht, den den gefarbten
Praparaten der Rnryum- und Galciutnsafee dieser Saure an-
haftenden Farbstolf mit Tierkohle zu entfernen. Da diese
Methode der Kntfarbung starke Verluste an Material offenbar
infolge der Adsorption der Alloxyproteinsaure durch Tierkuhle
mit sich zog, habe ich versucht den Farbstoff mit Kupferacelat
zu fallen, In der Tat gaben alle Ldsungen der Proteinsauren
welche Farbstoff enthielten, nach einigem Stehen mehr oder

weniger reichliche grau- oder braungrtine flockige Niederschlag«-
mit Kupieracetat, Die LoOsungen wurden dadurch entfarbt und

die aus den farblosen Filtraten erhabenen Salze der Alloxy-
proteinsdaurc gaben keine Fallungen mehr mit Kipferncctat.
Ferner habe ich mich uUberzeugt, dali die Kupferverbindung,
welche vollstandig frei von Purinkérpern war, aul3er Stickstoff
noch Schwefel enthielt, und durch die Klementaranalyse fest«
gestellt «: W.TtP o, H R,5(>°/0, N 0,72/0. S 2,57<\«, Cu20,Hr,,i
dalR dieselbe schwefelreicher war als die Alloxyproteinsaure.

In der Entdeckung der Proteinsauren und der Untersuchung
der oben genannten Autoren Uber diese Sauren, welche in keinem
weder normalen noch pathologischen Harn fehlen, wurde de
Grundlage gewonnen zum Verstandnis und zur Aufklarung aller
dieser Gegensatze und Zweifel in den Anschauungen von

friheren Autoren Uber die Frage der Extraktivstoffe und des
Harnfarbstoffs.

Es genlgt, an das Verhalten der freien Proteinsauren * >

wie ihrer Salze gegen Mineralsaurert und gegen Ldsungsmittel
wie Alkohol und Ather, sowie an die groBe Empfindlich!, it

des Urochroms gegenuber der Wirkung von verdunnten Mira tal-
sauren und von LuftSauerstoff zu denken,l) um zu erkenn* n.

*) Hondzyuski. Dombrowski und Panek. | c.
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welche Gemengen von Korpern von den alteren Autoren fir
einheitliche Verbindung gehalten wurden.

So hatte L. Proust wohl Zersetzungsprodukte von Pro-
toinsénren sowie von Uroehrom in H&nden gehabt. Die EX-
traktivstoffe von Berzelius bestanden einerseits aus Alkali-
salzen der Oxv- und der Antoxyproteinsaure, anderseits aus
einem Gemenge dieser Salze mit den Alkalisalzen der Alloxy-
proteinsdure sowie des Urochroms. Liebig, welcher die VeN
suche von Proust wiederholt hatte, hatte mit denselben Zer-
setzungsprodukten wie seine Vorganger zu tun. Der Bleinieder-
schlag von Scherer enthielt offenbar die Sauren der Alloxy-
I'ioteingruppe unc) das Prochrom. Harley untersuchte das Ge-
menge von Calciumsalzen der Alloxyproteinsaure, des Urochroms
sowie der Oxyproteinsaure. Die Kupferniederschlage von Tich-
boi ne bestanden aus den Kupfersalzen des Urochroms, welches
mit Kupferverbindungen der Purinkorper sowie mit 'Kupfer-
pliosphat verunreinigt war.

Lehmann, Scharling und Marcel, welche die in reinem
respektive in alkoholhaltigem Ather l6slichen Verbindungen er-
hiben, hatten wohl jene Saure oder Sauren untersucht, welche
regelmaéliig die alloxyproteinsauren Salze verunreinigteml) Diese
Saure, welche naher nicht untersucht wurde, gab ein in.\Wasser
Incht. in konzentriertem Alkohol dagegen schwer l6sliches
Baryum- und Calciumsalz, ein in verdinntem Alkohol schwer
|6sliches Silbersalz, sowie Fallungen mit Bleiessig undL>ueck-
si Iberacetat, enthielt bekanntlich Stickstoff, war aber schwefelfrei.

Das «Urian» von Schunck bestand wahrscheinlich eben-
kills aus den obengenannten Sauren, welchen wohl andere Ver-
bindungen noch beigemengt waren. Das Uranin bildete wohl

Gemenge von Sauren der Alloxyproteinsauregruppe und

_ _ “was aus dem niedrigen
Siu kstoffgehalt desselben zu schliellen ist. Beim Reinigen seines

Inanins beobachtete zwar Schunck, dal! durch Schutteln der
W=* |em Bleiniederschlag in Freiheit gesetzten Verbindung mit
Vuivksilberoxyd eine organische Quecksilberverbindung aus-

N 0n<lz®,  ski’ Dombrowski und Panek, Dies Zeitschrift,
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p(‘fallt wurde, nach deren Zerlegen eine braune LOsung resub
tierte, welche mit Bleiessig einen schmutzigen Niederschlag
lieferte, und er batte sogar das Bleisalz dieser Verbindung einer
Analyse unterworfen (C == 20,40°«, H = 2,55°/©, N = 6,50°».
0 = 20,65°/«, PbO = 52,8I°0), jedoch, Uber den ziemlich

=, t

hohen_Stif*kst<dTgehalt dieser Verbindung verwundert, zahlte er / ]
dieselbe nicht zu den Extraktivstoffen und vermutete auch nichi,
dal sie etwa Schwefel enthielt. Dal} diese Verbindung jedoch
der Alloxyproteinsdure sehr nahe stand, ergibt sich aus demV 1
Vergleich ihrer, aus den fir ihr Bleisalz erhaltenen ProzebK/

der Alloxyproteinsaure

Dir \Vrhindnni; von Sehunek. Alloxypinteinsdure. | v
C. 13.24»,. c il.24mM
Il 5.11% H 5.70°/«
N 7.1iQl/n N 13.00)nlo B
g o0
0 13,75° « 0372

Tluiclicluiin liath' sich liei seinen Ijil(,rsiHhiiiiticii filiii
den HarnfarbstolT allzu verschiedener Methoden bedien), titir 7
zu einheitlichen Korpern zu gelangen. So hatte er durch Lx--
traktion des mit Salzsdure angesauerten Harnsirups mit Aiher
wohl dieselben Verbindungen ausgezogen wie friher Leh mann.
Scharling, Marcet und Schunck, namlich die bereits er- |
wahnten atherloslichen Sauren: dagegen beim Vorgehen naeli
den beiden anderen Methoden erhielt er wohl ein Gemnige -
von Baryumsalzen, von Saduren der Alloxyproteingruppo und -
des rrochroms. Sein 4/ropittin», seine ¢ Omicholsaure® sowie
das | romelanin> waren sicher Zersetzungsprodukte der Pro-
teinsduren. Schlielllich hatte Garrod auch neben dem gelli%
HarnfarbstolT (txyproteinsaure und Antoxvpndeinsdure in seuién ¢
Handen. [ mmmiilfei

Die «résine rousse und-die «substance noire particidicr#t "
von L. Proust, die «Kxtraktivstolfer von Berzelius, die W;
benden Kxtraktivstofie von Lehmann, das -Omichmvlox.vil
von Scharling, die «principes immédiats® von Marcet fas .
enormal urine pigment von Tichborne, -das Uriaiiv uM

[ 220 yok o f
L/ g z>r;vy"‘ R

Syt wEH
S Scmmtty. " 2
<
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das Urianin> von Schunck, sowie das bUrochrom* von Thu-
(ticliuirt und Garrod — stellen also nur verschiedene Namen
dar. mit denen nicht chemische Individuen, sondern Korper-
sgcmenge’ benannt wurden, welche hauptsachlich bald aus Pro-
teinsduren, bald aus ihren Zersetzprodukten bestanden. Aus
diesem historischen Uberblicke ist ersichtlich, daR von den
alteren Autoren die Frage der llarnlarbe ziemlich allgemein
ui das Wesen der Extraktivstoffe* geknipft wurde. Das ist
wohl das positive; Resultat ihrer Forschungen, denn wenn auch
der Name «Extraktivstoffe* aus der Harnlehre zu streichen ist,
so halte die Entdeckung und Erforschung der Proteinsauren
dimh Bondzynski und seine Mitarbeiter doch den Weg zur
Erforschung des Harnfarbslolfs gebahnt, In der Tat habe ich
bei der Forschung nach der Ursache der Differenzen im Prozent-
gelialte des Schwefels von verschiedenen Praparaten der Salze
der Alloxyproleinsdure beobachtet, daf} dieselben mit einem
gelben Farbstoff verunreinigt waren. Dieser Farbstoff erwies
sieh als schwefelhaltig, und zwar schwefelreicher als die Alloxy-
I Oleinsaure und zeigte Ahnlichkeit mit dem Uroclirom von
Thudiehum und Garrod. 1
Beim normalen Stoffwechsel entsteht offenbar neben farb-
igen Proteinsduren auch eine farbige Verbindung, welche mit
ihnen eine Gruppe von unter einander nahe verwandten Korpern
bildet, denen friher der Name Extraktivstoffe* gegeben wurde,
weh |,e verschiedene Stufen des Aufhaus des Eiwciimolekdles

nu Organismus darstellen. Die Eigenschaften dieses Farbstoffs,
flii d< ssen Bezeichnung der Name <l rochrom™ beibchalten

w. rden mag, wurde bereits kurz beschrieben.

| >ie Feststellung der Zusammensetzung seiner Salze, sowie
(' aus den Salzen erhaltenen freien Farbstoffs, das weitere

Studium seiner chemischen Eigenschaften, sowie auch einiger

-mer Zersetzprodukte, die Aufklarung seiner Beziehung zu
1"'bilin und folglich auch zu Blutfarbstoff, ist der Gegenstand.

< r vorliegenden Arbeit.
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B. Experimentelles.
|. Uber die Gewinnung des Urochroms.

Da mit Kupferacetat das Krochrom von allen anderen
Proteinsduren getrennt werden konnte, so war es klar, daldie
Fullung mit Kupleracetat die (irimdlage eines jeden Versuches
der Darstellung des Krochmals bilden mufte. Anderseits brachte
die Natur der uns interessierenden Verbindung und zwar ins-
besondere ihre | nbestdndigkeit mit sieh, dal} die Methode ihrer
Gewinnung Anderungen unterlag, bevor sie endgiltig festgestellt
werden konnte, leb habe mich anfangs der folgenden Methode
der Darstellung des | roehroms bedient.

la. Mil einer Mischung von Kalkmilch und Baryumhydraf-
|[0sung entfernte ich zuerst die Phosphorsaure, die Schwefel-
sdure und die Harnsaure.‘i Nach der Ausfillung des Kalk-
und BarytUberschusses mittels Kohlensaure dampfte ich den
Harn im Vakuum bei 50—55Q C. zur Konsistenz eines diinnen
Sirups ein, welchen ieh von einem grofRen Teile von Natrium-
chinrid und Harnstolf durch wiederholtes Kindampfen und Aus-
krystallisieren in der Kélte befreite. Den verbliebenen dicken
Sirup fillte* ich mit einer Mischung von Alkohol und Ather.
Den zurickgebliebenen, in Alkoholather unléslichen Riickstand
l6st«* ich im Wasser auf, und um das Prochrom samt den Sauren
der Alioxypndeingruppe zu erhalten, fillte ich die Lésunghai
Bleiessig. Aus dem Bleiniederschlage erhielt ich aut die he-
kannte Weise die chlorfreien Kalk- oder Baryumsalze der Prw-
teinsduren.

Aus der Losung dieser Verbindungen wurde nun durch
Kupferacetat die Ur«»chromkupferverbindung ausgefallt.

Da je«loch analytische Versuche, welche in Verfolgung
«ler Krage Uber «lie Ausscheidung von Urochrom unternommen

wurden, mich belehrt hatten, daR bei diesem Verfahren ein

'I llaysson. Journal de Pharmacie et de ('.liimie. Bd. vi, S. 20 ifsy- «
f |1 laftalowskij, .luhresber. f. Tier«li<*m., 1888, S. VM

Il. Seelmuyden. Zeilschr f. anat. Them.. Bd. XXXI, S. [&p Is-.
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lii< hl geriiigei [eil von Urochrom viTloron jjinji* | und zwar wahr-
scheinlich infolge einer beim Eindampfen des Harns — welcher
freies, bei der Umsetzung des Barvthydrats mit Alkaliphos-
phaten resp. Sulfaten entstandenes Alkali enthielt — in vacuo
etwa, stattgefundenen Zersetzung.

11). So wurde bei weiterer Darstellung der Farbstoff, wenn
ts darauf ankam, grobere Mengen davon zu erhalten, .der Harn
nach der Behandlung mit Baryum- und (laleiumhvdrat direkt
mit Kupferacetat gefallt.

II. Und schliellich«. um die Entstehung des freien Alkalis
und die damit verbundene Gefahr zu vermeiden, wurde der
Farbstoff in der Form seiner Kupferverbindung aus der Ldsung
eines Gemenge von Baryum- resp. Caleinmsalzen der S&uren
«Ur Proteinsauregruppe gefallt, welches auf folgende Weise
bereitet wurde.

Der Harn wurde sogleich im Vakuum konzentriert. Der
erhaltene Sirup wurde von dem dabei reichlich gebildeten Kkry-
stallinischen Salzniederschlag abliltriert und darauf mit ver-
iliinnter Schwefelsdure versetzt, bis ein rotes Gongopapierehen
sich eben leicht blau farbte, worauf das doppelte Volumen
konzentrierten Alkohols hinzugefiigt wurde. Die saure alkoho-
li>( h(* HUssigkeit wurde von den durch den Alkohol ausge-
killten Alkalisultaten abliltriert mit Wasser verdinnt .und mit
llarylhydrat abgestumpft. Den Barytiibersehut; entfernte ich
sofort mit Kohlensaure, worauf ich die vom.Niederschlag ab-
liltrierte FlUssigkeit im Vakuum konzentrierte. Nach (ler durch
Alikihlung verursachten Auskrvstallisierung eines Teiles des
Natriumchlorids und Harnstoffs fallte ich mit starkem Alkohol
flic Baryumverbindungen der Proteinsauren, welche nur teils
direkt teils nach einer Umwandlung in Galciumsalze zur Fallung
mit Kupferacetal dienten.

l) In zwei Fallen, welche» darauf untersucht wurden, wurde die
Mongt» des Stickstoffs in Kupfcrnioderschldagen aus 100 ccm Harn zu:

£ 0.0IUS rosp. 0.0112 r
uiden. Wahrend nach dem hinengen dieser Harne in vacu*> die in den
k 3} it inicdtrschhigen aus 100ccm Harn gefundenen “hcksloffmengen nur:

, 0.0077 resu. 0,0070
Mrugen. ST J
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Il. Die RemdarsteUong und Elementaranalysen des Calcium-, des
Silber- und des Kupiersalzes des Urochroms sowie der freien Saure.

Den rohen Urochromkupferniederschlag, welchen ich direkt
aus 751 Harn nach Ausfillung der Phosphate, Sulfate und der
Harnsaure vermittelst Baryt und Kalk (Methode | b) erhalten
und genau ausgewaschen hatte, habe ich im Wasser suspen-
diert und bei 50° C. mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Das braun-
Kirschrote Filtrat befreite ich vom H.,S unter leichter Krwéarmun-'
der Flussigkeit und unter vermindertem Druck mittels Durdi-
leitung eines Kohlensaurostromes. Die auf Lackmuspapier stark
sauer reagierende Flussigkeit enthielt 1,2 g Chlor auf NaCl
berechnet, obwohl freie Salzsaure darin mit rotem CongopapitM
nicht nachgewiesen werden konnte

Der Trockenrtickstand der gesamten Fllussigkeit betrug
Ib g, die Asche 0,1)8 g.

Die braunliehrote Flussigkeit nahm nach Hinzuftigung von
Kalkwasser bis zur stark alkalischen Reaktion einen dunkleren
Farbenton an. Nach Beseitigung des Kalkiberschusses durch
Kohlensdaure, Ab(iltri(Tung des Calciumcarbonats und Ver-
dunstung im Vakuum erhielt ich einen braunkirschroten Sirup,
welcher hei ldngerem Stehen an der freien Luft sich tribte
und auf der Oberflache mit dunkel gefarbten Schuppen si<h
bedeckte.

Den dunklen Sirup féllte ich mit einer grolieren Mengt*
Alkohol, wobei ein amorpher, flockiger Niederschlag des Ka k-
salzes ausfiel, wahrend der Alkohol eine blaRgelbe Farbung
annahm. Nach dem Austrocknen des Kalksalzes erhielt i h
etwas Uber Hg desselben. Das Salz enthielt noch Chlor, :ib*r
keine Purinkorper, welche wahrscheinlich mit einem Teile -
Harnféarbstoffes in dem Schwefelkupferiiiederschlage zurtickge-
blieben waren. Zu den Flemeutaranalvsen wurde das K;ilk-
salz chlorfrei gemacht und zwar durch mehrmals wiederholte
Auflosen desselben im Wasser und Ausféallen mit ..Alkohol.

Das Silbersalz: Zur Gewinnung des Silbersalzes b *

nutzte ich ein aus einer grolReren Menge Harn dargcsteilt®
Praparat des Kalksalzes. Zu diesem Zwecke loste ich das
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Kalksalz in einer geringen Wassermenge auf, flgte darauf so-
viel Silbernilrat in konzentrierter Losung hinzu, als zur Fulliin«
<les gesamten in der Losung enthaltenen Chlors notwendig war
filtrierte die Losung vom Chinrsilher und versetzte das Filtrat
("mlange mit Alkohol, als die Flussigkeit sieh norh tribte Das
eldorlreie Filtrat wurde mit einer konzentrierten L&sung vom
Mlhernitrat nunmehr im Ubcrschull versetzt, wobei ein reicli-
IH,er. amorpher, flockiger Nie,lersehlag ausliel. Aus diesem
Niederschlag wurde das Kaliumnitrat zuerst mit p,->/,j,.em
darauf mit einem starkeren und endlich mit 07> ,,igem Alkohol
ausgewaschen: sehlieRlich wurde derselbe mit Ather naelige-
S["ill und Uber Schwefelsdure im Dunkel getrocknet. Die Men«e

mles auf diese \Veise gewonnenen Silbersalzes betrug annahernd
mlen vierten leil des verwendeten Kalksalzes.

h reles Uroehrom. Die Schwierigkeit, eine grébere Menge
reinen Lrochromsilhersalzes darzustellen, bildete ein wesenl
li.-hes Hindernis der llereitung der freien Verbindung aus dem
1 | bersalze. Zur Gewinnung einer freien Verbindung wurden
datier I'raparale des Kupferurochroins verwendet, welche aus
leinen Kalksalzen von Sauren der Gruppe der Allosvpruloin-

Niurei vermittelst Methode Il (ohne Zufigung von m ® B und
'sa Olll,, zum Harne) dargestellt wurden, wie ich dies schon

vorher beschrieben hatte. Die im Wasser suspendierte Kupfer

Verbindung wurde mit Schwefelwasserstoff bei einer Temperatur

ui io O(( (,. zeilegt. das filtrat vom Sehwefelkupfer wurde
" \ak'"""'m M 40-<«"" 1" einer C.)rAimosphare zur Simm

Konsistenz eingedampft. Den rotbraunen Sirup g,|j 1, iIn
"V’logen Alkohol ein, wobei ein ziemlich reichlicher flockiger
. lederschlag entstand, welcher, wie es sieh zeigte, eine be-
deutende Menge Asche zurtckliell. Die alkoholische Ldsung

'on gesattigt gelber Farbung versetzte ich mit dem zwei- bis -
.......... W™ Volumen Ather, wobei ein reichlicher dunkelgelber

amorpher, flockiger Niederschlag ausfiel, wéhrend dich alkolio-
li-h-athcrischc Losung eine blallgelhe Farbe annahin.
Der auf einem geharteten Filler gesammelte Niederschlag

«an e im Vakuum dber Schwefelsaure getrocknet und zu einem
Culver zerrieben, welches nachher zu den Analysen ver-"
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wendet wurde. Die auf diese Weise aus 100 | Harn darge-
stellte Menge des freien iTochrouis betrug 0,5-0,7 g. Alle zur
Analyse bereiteten Praparate, wurden zum konstanten Gewicht im
V'akuum Uber Schwefelsaure in dem Il. Meyersehen Apparate
bei einer Temperatur von 50—55° €. getrocknet. Die Analyst*
dieser Praparate ergab folgende Prozentzahlen.

Tabei le |I.

Kupferurorhrompraparate, bereitet ohne Verwendung von Schwefel-
wasserstoff. nach der Methode la.

| 2.
Prozent Prozent
o S M\Tt )
1 . oo ! o d.50
N 51.01 0.72
S 181 2.57
Cu == 21.Ul 21.dH

Tabelle-Il.
Kalk- und Silbersalz, dargestellt nach der Methode Ib.

Die Zusammensetzung
dt*r freien Séaure,
berechnet aus

A I cr-\ der Zusammensetzung
des Silbersalzes C

Kallksalz S Silbersalz

Prozent s« ...t Prozent - Prozent N'' ...  Prozent

< do.10 C - 22,50: 22,00 | G 44.75
i 4 fl 1 245 240 5.78
N 1 082 N 4.i0 | 4.03 N 8.05
S b 290 s 112 L1d .d5 S 225
0 dit, 17

c:a1 1d.00 5208 | 50.00
1t '11' ;

M Dit* Analyse, welche schon vorher in den Arbeiten Utber Pro! i
sauren angegeben wurde. L c.
’) Silbersalz <1 wurde aus de:n Kalksalze A bereitet.
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Tabelle 111.

Freies Urochrom. nach der Methode Il darye"s;[e»'l‘h.'

A i
Prozent Prozent
<an
C. t:;.i2
I 0.2«;
n.p.r O.TH'
%) 5.5T)
O MM MJyH

Bel der Betrachtung der Resultate dieser Analysen (Tab. Il
um! 1ll) fiel uns hauptsdachlich das starke Schwanken der Pro-
zentzahl des Schwefels in den nach verschiedenen Methoden
erhaltenen Praparaten auf. Wenn man ndmlich den frischen
oder konzentrierten Harn mit Baryt und Kalkmilch nach der
Methode la und Ib verarbeitete, erwies sieh die Prozentzahl
des Schweleis in dem Kalk- und Silbersalze, sowie in der freien
Saure, welche aus dem letzteren berechnet wurde, um die Hélfte
kleiner gegenliber der Prozenlzahl des Schwefels in jenen Pré-
paraten der freien Saure, bei deren Darstellung ein Zusatz von
hidalkalien in tberschissiger Menge und die Bildung von freien
Alkalien vermieden wurde (Methode I1.) 1

[1l. Die eigentliche (I1l.) Methode der Gewinnung von Urochrom.

Gestiitzt aut die Besultate der Klomcnturunalysen. die
erwédhnten analytischen Forschungen sowie auf die Erwagung,
dal' mittels der Methode Il zwar reine, von Purinkdrpern freie
| raparate, von Salzen des Urochroms jedoch in geringer Aus-
| <-ute erhalten werden, habe ich eine weitere Anderung an der
Methode der Darstellung des ITochroms unternommen.

Die neue Methode griindete ich némlich auf dir* Beob-
achtung, dal Salze von Prochrom (Urochromkuplen in Ammo-
" ak gelost werden kdnnen, ohne an ithrem Schwofolgehalt Ein-
["J5e ™ erleiden. Ich habe deshalb behufs Entfernung der
Schwefelsdure, «ler Phophorsdure sowie der Harnsaure den

mit einer ammoniakalischen LOsung von Baryum- und
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Calciumacetat geféallt. Zu 10! Harn figte ich némlich eine
LGsung von H6 g Calciumacetat, 53 g Baryumacetat und 43 ccm
21°/oigen Ammoniak : nach mehrstiindigem' Stehen enthielt dann
die Hurnllussigkeit weder Schwefelsaure noch Phosphorsture
und war auch beinahe frei von Harnsdure. Nach der Neu-
tralisation des Uberschissigen Ammoniaks mit Essigsaure wurde
nun das Filtrat mit einer LOsung von Kupferacetatl] ver-
setzt, deren saure Keaktion vorher mit Ammoniak abgestumpft
worden war.

Haid zeigte sich ein amorpher, griinlichgrauer Niederschlag,
welcher nach 24 Stunden auf einem Buchnersehen Filter.ge-
sammelt und sorgfaltig mit Wasser ausgewaschen wurde.

Es wurden kM) 1 Normalharn auf diese Weise verarbeitet
und zwar behufs Darstellung des Silbersalzes, welches zur Ele-
mentaranalyse verwendet werden sollte.

Zu diesem Zwecke zerteilte ich den Kupferniederschlag in
Wasser, zerlegte ihn bei einer Temperatur von 50° (4. mit
Schwefelwasserstoff; nach Vertreibung des Schwefelwasserstoff?;
Im Vakuum in (»irier CO.,-Atmosphére unter gelindem Erwérmen

versetzte* ich die gelblichrote Flussigkeit mit einem kleinen
Uberschuh einer Barytlosung. Es entstand ein gelber, Uockigci

Niederschlag, welcher abtiltnert wurde: -, der Barvtlberscluiii

Im Filtrat wurde* sofort mit Kohlensiiure entfernt, die Flissig-
keit im Vakuum konzentriert und aus dem erhaltenen Sirup

) AHerdings, da das Urochrom mit Kupferacetat wohl als Ku})!< :-
oxydulsalz gefallt wurde und die notwendige Reduktion des Kupferaedac
. zu einer KipforoxydalVerbindung unzweifelhaft auf Kosten des Uroeliroiits
vor sich ging, welches dabei teilweise oxydiert werden muhte, lagés nalt'v
an den F.rsalz des Kupferacetats durch eines von den bekannten kupfer-
oxydulhaltigen Reagentien zu denken. Da .mjedoch .-das frisch gehiju’
Kupfernxydulhydrat kein geeignetes FallungsmitteJ war, das Kriger-
Wulffsohe Reagens (M. Kruger. Diese Zeitschrift. Rd. Will, S. &’
das gefallte Rmchrotn mit anorganischen Sehwofelvorbindungcn venin-
- reinigte und die Ralkesche Kupferhydroxylamininischung wegen <ic>
(ieiialles an freiem Alkali nicht verwendet worden konnte, muhte 1l :.|1
. doch an der Fallung mit Kupferacetat festhalten.

*) Die Rarvtiosung fallte einen Teil ih*s Urochmms mit. Die Anaks™;
dieses Niederschlages erwies namlich darin 1,H>V> S und 27,(>#/0 Ra

N 0" ri:
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das BarVumurochromsalz vermittelst starken Alkohols in Form
von amorphen Flocken gefalit.

Dieses Praparat (10g) enthielt im trockenen Zustande 0,729
auf NaCl berechneten Chlors. Zur Bereitung des Silbersalzes
verwandelte ich das Baryumsalz nach dessen Auflésung in
Wasser vermittelst einer schwachen Natriumsulfatidsung in ein
Natriumsalz, wobei ich von diesem Beageus soviel zusetzte,
damit itv der LOsung eher eine Spur von Baryumsalz als ein
kleiner Uberschuh vom Natriumsulfat verbleibe: dann fallte
- h nach Konzentrierung der Losung im Vakuum das Chlor
mit Silbernitrat und versetzte das Filtrat vom Silherchlorid
mmit-Alkohol und einem Uberschuh einer konzentrierten Silber-
nitrutltbsung. Das Silbersalz wusch ich, wie oben erwahnt,
zuerst mit schwachem Alk«»hol und, als die Waschflussigkeit
die Reaktion auf Nitrate nicht mehr gab, mit starkem Alkohol
und Ather. SchlieRBlich wurde das Praparat zur Klemeutar-
analyse getrocknet. Das Resultat dieser Analyse ist aus der
nachfolgenden Tabelle ersichtlich.

Tabelle IV.
. tr'ie Saure, aus dem Silbersalz
Silbersalz o
berechnet
Prozent Prozent

Hei der Betrachtung der jetzt gefundenen Zusammerisetzinu
' * Silbersalzes und beim Vergleich mit den Zahlen, welch«
| iher hei der Analyse von nach einer anderen Methode he-

Mitten Praparate dieses Salzes erhalten winden iTabelle II>
| eine nicht geringe Abweichung des jetzt gefundenen Silber-
- haltes, sowie auch ein grollercr Schwefelgehalt des jetzi
Miultencn Praparates auf, was offenbar darauf beruht, dal
. - frUher erhaltene Silhersalz den Farbstoff in nicht gam
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intaktem Zustand enthielt. Die Zunahme des Silbergehaltes
schien natnhch mit der Abnahme des Schwefelgehaltes parallel
zu gehen. Dagegen lassen die aus der Zusammensetzung des

Werte ein<’ ziemlich gute i':bereinstimmung mit der direkt g<* J
fundenen Zusammensetzung von Praparaten des freien Farb-
stoffs. welche nach der Methode |l dargestellt worden waren
(Tabelle HD, erblicken, woraus geschlossen werden kann, dafi3
diese Zahlen resp. die aus denselben berechneten Mittelwerte,
welche ich in einer besonderen Tabelle (V) zusammengestellt
folgen lasse, die Zusammensetzung des Farbstoffs anndhernd
richtig ausdrtcken.

Tabelle V. IBB
Die Zusammensetzung dos freien Urochroms. ~
HI TT
. Zusammensetzung R
Praparat H berechnet aus dem Mittler«
ans Tabelle [IP Silbersalz Zusammensetzung
Prozent Prozent Prozent
F2.7U 30
Il f.tH» o.U
N lo.TK 11.04 11.To
S > K> fot* 5.01) \ 7
o 14.:>X \ HU.17 8:>.r

Es ware selbstverstandlich verfriht, aus diesen Werten
eine Formel fir das Froehrom abzuleiten. Eine gewisse Vor-
sicht ist diesbezlglich durch die grolle Fnbestandigkeit des
Frochroms. welche ja nicht nur von mir beobachtet, sondern
auch von anderen Autoren, von Proust an bis Garrod b<s
tont wurde, geboten. Es bedirfte ferner dazu einer grollrren
Zahl von Analysen von Praparaten verschiedener Darstellung,
was mit Huoksieht auf die Schwierigkeit der Gewinnung de?
Droehroms weiteren Untersuchungen Vorbehalten werden muli

IV. Eigenschaften des Harniarbstofles.

Das Froehrom hat die Eigenschaften einer Saure, e
das blaue Daekmuspapier stark rot: es gibt ahnlich wi>- die
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Pioteinsduren ein in Wasser leicht, in .Alkohol dagegen un-
Miclies Baryum- und Nutriumsalz. sowie auch ein Silbersalz.
Biese Salze sind amorph, wie auch die Kupferoxydulvorbindung!
welche aus einer sauren oder neutralen Losung des Iroehrnms
mit Kupferacetat geftllt wird.

Anller durch das Kupferacelat wird das I'rochrom aus
<len Losungen durch basisches Bleiacetat und Ouoeksilbcracetat
" hilll. Kino Irische Kisenehloridlosnng fallt aus den Urochmm-
salzlosungen einen Dbraunlichen (lockigen Niederschlag. Die
| hosphorwolfram- und Phosphormolyhdénstiurc gehen in den
ljochromldsungen reichliche Niederschladge, welche sieh jedoch
I'-im Waschen mil stark verdinnten Sauren leicht aulldsen,
lodjodkaliumlosung iBouchardats Beagens), sowie das ,Ind-
MuUd-ksilheikaliuinjodid geben mit Irochromlésungen keinen
Niederschlag. Ouecksilberchlorid féllt aus wésserigen Ldsungen
von freiem Uroehrnm fast gar keinen Niederschlag aus. in einer
Alkohollosung des INirbstolls gibt dagegen eine alkoholische
fiiccksilherehloridlosung einen reichlichen (lockigen Nieder-
scldag. Aus den wasserigen und alkoholischen Losungen féllen
L"ld- und Platinchlorid das I'rochrom nicht.

Ebenso amorph wie seine Metallverhindungen ist auch
der Ireie h arbstof I, welcher im trockenen Zustand nach dem
Zerreiben das Aussehen eines dunkclgelben Pulvers liai. Im

«igen Alkohol lost sieh das Irisch gewonnene I'rochrom
len hier auf als das getrocknete Praparat, wobei es der'Ldsun«
‘ine schone goldgelbe Farbe erteilt: im absoluten Alkohol hVd

s"h s*»«r «uf. Die alkoholische 1.6sung lalit sieh ohne
Anderung aufbewahren. Ather fallt aus dieser l.0sung einen
hu hten (lockigen Farbstoffniederschlag. Gleich wie Ather, 16sen
Lcnzol.  Lssigather und Chloroform das freie I'rochrom nicht
»"  Bel Verbrennung des Farbstoffs auf einem Platjnbleeh
eiiMeht in reichlicher Menge ein Kohlenschwainm.

Auf Zusatz von Mineralsauren bei Zimmertemperatur

gierten die goldgelben Losungen des | rochroms ihre Farbe
nu-ld. beim Erwdrmen aber nahmen sie eine rotbraune Farbe

a"; ,,uUr™ Ammoniak wird die Farbe der in Wasser gelGsten
"'n-n Lrochrompraparate nicht gedndert. Auch durch Kali-
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oder Natronlauge erleiden diese LOsungen keine sichtbare
Farbenanderung. Tatsachlich jedoch spalten die Laugen schon
bei Zimmertemperatur den im Urochrommotekil locker go-
bundenen Schwefel ab. Davon kann man sich Uberzeugen,
wenn man zu einer Uroohromlosung Bleiacetat und Natronlauge
fugt, wobei Bleisulfid ausgeschieden wird, dessen Monge sich
beim Krwarmen der FlUssigkeit noch steigert. Die wasserig, n
droeliromlisungen geben mit Natronlauge und Nitroprussid-
natrium eine purpurrote Farbung, welche rasch verblal3t un i
in Braunrot Ubergeht, um dann zu verschwinden, also eine
ahnliche Reaktion, welche unter diesen Umstanden am Gvstein
sien beobachten laf3t.l)

Das | roebrom zeichnet sich durch eine ungewdImli* h
grolRe Zersetzlichkeit aus.

W enn zu einer schwachen, mit einer verdinnten Ferri-
cyankalilosung vermischten Kisenchloridlosung (Selmis lba-
gens) freies Urochrom hinzugefigt wird, schlagt die blal3gcili.-
Farbe der Mischung sogleich in eine intensiv himmelblaue um.
Wobei sich ein Niederschlag von Berlinerblau ausscheidét, lo I-
saure wird unter dem Einflisse des Urochroms zu Jodwass»!-
stofl reduziert, hierbei wird Jod ausgeschieden, welches mau
der L6sung mit Leichtigkeit mit Schwefelkohlenstoff entziehen
ehlorid wird jedoch von Urochrom beim Erwdrmen nicht re-
duziert, und ebenso gibt eine ammoniakalische Silberlésimg
mit dem Urochrom keinen Metallspiegel.

Boi der Spektralanalyse zeigen weder die sauren m «h
die alkalischen goldgelben Losungen des Urochroms einen Ai-
sorptionsstreifen. Mit Zinkchlorid und Ammoniak fluorescioMi
diese L6sungen nicht. Zahlreiche in dieser Richtung mit vet-
schiedenen, bald aus normahm, bald aus pathologischem H im'
bereiteten Farbstoffpraparaten ausgefthrte Versuche haben -lies
Verhalten des Urochroms im Spektroskop unwiderleglich dargctmi
Schon schwachen Urochromlésungen ist eine starke Absorption
der violetten Strahlen «les Spektrums eigen. Wenn wir zu V' I-
gleiehszwccken dit» Spektra von Urobilin und Urochrom in ' >-

» K A ff. Mimier. Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII. S. «U |
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liehst gleicher Konzentration tbereinander untersuchen, so zeigt
sieh, dal in dem Spektrum des Urobilins die blauen Strahlen an
jener Stelle sichtbar sind, an welchen sie im Spektrum des Uro-
chroms der Absorption unterliegen. Die Intensitat der Absorption
hangt von der Konzentration der Urochromldsungen ab. Aus den
zahlreichen spektroskopischen Untersuchungen ergab sich, daR
der Beginn der Absorption in konzentrierten Lo6sungen der
mittleren Wellenlange von XX 470—468, dagegen in den ver-
dinnten LoOsungen der Wellenldnge XX 444—442 entsprach.

Zur Kennzeichnung des Urochroms mag ferner erwahnt
werden, dal} durch Umsetzung seines Silbersalzes mit Mcthyl-
jodid eine esterartige Verbindung des Urochroms erhalten*wurde.
l-leim Vermischen des Silberurochroms mit einem geringen
| herschul} von Methyljodid trat die Reaktion zwischen diesen

Korpern bereits bel Zimmertemperatur ein. Das Reaktions-
produkt war in Ather und Benzol unl6slich, schwer 16slich in
Chloroform, leicht loslich dagegen in Methylalkohol: es wurde
daher von Jodsilber durch Auflésen in Methylalkohol getrennt.
Oie methylalkoholische L6sung hinterlie nach dem Verdunsten
d**s Losungsmittels in vacuo eine dunkelgelb gefarbte harzige
Masse, welche im Exsikkator erstarrte und sich dann zu einem
Pulver zerreiben lieB. Dieses Esterifikationsprodukt war frei
von Jod, enthielt Schwefel und gab in methylalkoholischer LoO-

sung mit Kupferacetat eine in Wasser unl6sliche Kupferver-
bindung.

V. Versuche der Spaltung des Urochroms.

1. Pyrrol als Spaltungsprodukt des Urochroms.

R. Maly,1l) A. Riva,2) P. Chiodera3) und A. Garrod,4)
welche sich mit der Untersuchung des spezifischen Farbstoffs
des Harns befalst hatten, waren der Ansicht, dal zwischen
demselben und dem Blutfarbstoff ein naher Zusammenhang

Liebigs Ann., Bd. C.LXII1, S. 90 (1872).
* Gaz. med. di Torino, Vol. XLVII, Nr. 12 (1886).

v Archiv. liai, di Clin. Med., Bd. XXXV, S. 505 (1896).

= Journal of physiology. Bd. XXI. S. 196 (1897), und Bd. XXIX,
£ iv> (1903)

U jppe-Seyler'g Zeitschrift f. physiol. Chemie. UV. 15
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bestelle, In seinen Schlul3folgerungen betrachtet Garrod das
Uroehrom als gewissermallen verdndertes Urobilin; Urobilin
kdnne unter geeigneten Bedingungen, z. B. durch Behandlung
mit Ather auf dem Wasserbade, unter Verlust des charakte-
ristischen Absorptionsbandes am Spektrum, in Uroehrom ver-
wandelt werden. Das Urobilinband soll aber wieder an seinem
urspringlichen Ort erscheinen, wenn man das Uroehrom mit
Im Lichte abgestandenem Aldehyd behandelt.

Um die Richtigkeit dieser Annahme zu prifen, bin Kkh
von der Erwagung ausgegangon, dal}, wenn das Uroehrom <in
Produkt der Umwandlung des Urobilins wére, oder diesem
Farbstoff Uberhaupt nahe stande, so mufte es ein Derivat des
Blutfarbstoffs, resp. des H&mochromogens sein und folglich
ahnlich wie alb* néchsten farbigen Umwandlungsprodukte der-
selben in den Versuchen von M. Nencki und J. Zaleski.
und wie das Ghromogen des Chlorophylls in dem Versuche v

Nencki und Marchlewski,'2) Hamopyrrol leicht abspalten
lassen.

Dall das Uroehrom in der Tat einen pyrrolartigen Korpt |
leicht abspalten [aBt, hatte mich eine Vorprifung sofort belehrt.
Das beim Erhitzen des getrockneten Kupferurochroim
mit Zinkstaub erhaltene Destillat wies ndmlich den.'eigentim-
lichen Geruch des Pyrrols auf und gab mit einem Fichtenlmlz-
spahn eine intensive Reaktion auf Pyrrol. Es blieb nur inm |

zu entscheiden, ob der sich abspaltende pyrrolartige Korpt?
Hamopyrrol oder eine andere, der Pyrrolgruppe zugehorigh

Verbindung war.

Zur Entscheidung dieser Frage versuchte ich anfangs dur*-h
Reduktion des Urochroms mit Jodwasserstoff und Phosphonium-
jodid und zwar genau nach dem. Vorgehen von Nencki Uni
Zaleski zu gelangen.

3 g Urocliromkupfer wurden zu dem Zweck mit 7'» «<cm
Eisessig und DM) g Jodwasserstoff auf dem Wusserhade *t-
warmt. Nach 20 —2.\ Minuten wurden zu der erhaltenenLé-wn;

* M. Nencki. Opera omnia. Bd. II. S. 797.
*) M. Nencki. Opera omnia. Bd. tl, S. 804. und Rozpraw\ mau-
denyi Umiejetnosei (Krakau). Bd. XU, S. 833.
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nach und nach in kleinen Mengen 10 g Phosphoniumjodid zu-
gelugt. Die Lo6sung nahm eine blal3gelbe Farbe an. Nach halb-
stiindigem Erhitzen versetzte ich die FlUssigkeit mit dem drei-
fachen VVolumen Wasser ; hierbei tribte sich die Flussigkeit und
schied einen gelben (lockigen Niederschlag aus. Nach dom Ab-
liltrieren desselben wurde zu dem Filtrat Natriumhydroxyd in
einer zur Neutralisation der JodwasserstolMure und des grof3ten
Teiles der Essigsdure genugenden Menge zugeflgt, oder man
Ubersattigte dasselbe direkt mit Lauge (wie dies in einem an-
deren Versuche getan wurde) und unterwarf die Flissigkeit
sofort der Destillation. Das erhaltene Destillat enthielt nicht
die charakteristischen 0Oligen Tropfen des Hamopyrrols. welche
bei der Reduktion des Hamins nach der vorerwahnten Methode
leicht erhalten werden konnten, und gab mit (Juecksilherchlorid
und Pikrinsaure keinen Niederschlag. Der Atherauszug des
Pestillals gab mit Benzaldehyd oder Formaldehyd beim Zusatz
von mit HCI gesattigtem Alkohol keine fir Hamopvrrol charak-
teristischen gefarbten Kondensationsprodukte. Nach* dem Ab-
dampfen des Athers zeigte der unbedeutende Rickstand nach
Zusatz von verdunnter Salzsaure und einige Tage langem Stehen
an der Luft eine kaum merkbare rosenrote Farbung. Bei drei-
maliger Wiederholung dieses Reduktionsversuches mit verschie-
denen Urochromkupferpraparaten wurden stets die gleichen
negativen Ergebnisse hinsichtlich des Hamopyrrols erhalten.

Es erdbrigte nun noch, den pyrrolartigen Kérper, welcher
bei der trockenen Destillation des Urochroms sich bildete, einer
i nlersuchung auf etwaige Identitat mit Hamopvrrol ' zu unter-
enfen. Da die trockene Destillation des Urochromkupfers mit
Zink zu Zweifeln Anlall geben konnte, ob das dabei etwa ent-
standene Pyrrol nicht einer sekundéaren, synthetischen Reaktion
seine Bildung verdanke, so habe ich versucht, ob die Erdal-
kalisalze des Urochroms nicht etwa direkt beim Erhitzen den
bei rolartigen Korper abspalten. Dies War in der Tat der Fall.
Sowohl das Kalksalz des Urochroms wie das llrochromkupfer
null dem Vermischen mit gebranntem Kalk entwickelten be-
rets beim gelinden Erwarmen reichliche Dampfe der uns inter-
' irrenden Verbindung.
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Den Versuch fihrte ich in folgender Weise durch: :i—;g

der UrochromkUpferVerbindung wurden mit der gleichen Menge

.d sorgfaltig vermengt und in ein an einem Ende
zugeschmolzenes Glasrohr eingeftihrt, dessen anderes Ende mit
einer | -formigen, mit 2 kugelférmigen Erweiterungen versehenen
Hohn* verbunden wurde. Der Apparat wurde nun luftleer ge-
macht und ein Teil des U-Kohres stark abgekuhlt. Hierauf
wurde das mit der »Substanz beschickte Kohr mit einer Gas-
flamme leicht erwarmt. Es destillierte in die Vorlage eine
dichte gelbe FlUssigkeit, welche in dem abgekihlten Teil der-
selben zu einem festen Korper erstarrte. Nach der Beendigung
der Destillation wurde das U-Rohr abgeschnitten, und das Am-
moniak aus demselben in vacuo verjagt, In dem nun zurlck-
gebliebenen wasserigen Riuckstand konnte man einige Tropf* n
einer Oligen, gelben Flussigkeit bemerken, welche den Geruch
des schmierigen Inhalts einer Tabakspfeife hatte.

| m Uber die Natur der im Destillat erhaltenen pyrrol-
artigen Verbindung Aufklarung zu erlangen, habe ich mich des
eigentimlichen Verhaltens des Pyrrols und seiner Homologe*
gegenuber dem Diazobenzolchlorid bedient.

Nach Otto Fischer und Heppl) geben Diazosalze mit
Pyrrol und seinen Homologen, wenn auch dieselben in saurer
Ldsung reagieren, normale Azofarbstoffe, in alkalischer Ldsung
dagegen entweder nur Disazoverbindungen oder Gemengen Von
Azo- und Disazokorpern. Das Hamopyrrol stellt nun na* h
L. Marchiewski und seinen Mitarbeitern2) eine Ausnahme von
dieser Kegel dar, indem es mit Diazobenzolchlorid bereits in
saurer LoOsung eine Disazoverbindung lieferte.

Die Azofarbstoffe kann man aber bekanntlich auf Grund
ihres verschiedenen Verhaltens Sauren und Laugen gegeniiber
unterscheiden.

Behufs Prifung auf Hamopyrrol wurde nun das erhalte ne
Destillat mit Kalilauge Ubersattigt und mit Ather ausgezogen.'

') Ber. (i. Deutsch, chem. Ges., Bd. XIX, S. 2251.

) H Goldmann. J. Helper. L. Marchlewski, DieseZeits«iri-h.
Bd XLV. S 17«
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[»er atherische Auszug, welcher eine gelbe Karbe hatte, wurde
in drei Teilt» geteilt.

A. Der erste Anteil wurde in einem Reagenzrohrchen zur
Trockene verdampft, der Rulckstand entwickelte nach der Kr-
hitzung Pyrroldampfe. welche einen mit Salzsdure befeuchteten
Fichtenholzspahn intensiv farbten.

B. Der zweite Teil der &therischen LOsung wurde mit
einer frisch bereiteten Losung von Diazohenzolchloridl) versetzt
und damit geschittelt. Die Atherschichte farbte sich orange-
»rclh, wéhrend das Hamopyrrol unter denselben Bedingungen
sofort eine rotbraune, nach und nach in violettbraun Uber-
gehende Farbung gibt.

L. Der dritte Teil der atherischen Losung wurde* auf' dem
\\ asserbade verdampft, der Rlckstand in einer geringen Alkohol-
menge aufgelost, hierzu die 15—20fache Menge verdlnnter
Natronlauge zugesetzt und die Mischung in Kis stark abgekihlt.*)

Die kalte, alkalische Ldsung nahm, mit Diuzobenzolohlorid
versetzt, eine schone rote Farbe an und begann nach einigen
Augenblicken einen wahrend des Schutteins derselben sich noch
vermehrenden roten, amorphen, flockigen Niederschlag von Disa-
zolUrbslof T auszuscheiden. Dieser Farbstoff Kiste sich in Wasser
und Ather gar nicht, in kaltem Alkohol schwierig, in Benzol
licht auf. | * |

Konzentrierte Schwefelsaure 10ste den Farbstoff mit schon
himmelblauer Farbe auf: aus der Losung fielen nach der Ver-
dinnung mit Wasser ziegelrote Flocken aus.

Salzsaure gab eine purpurrote Losung, welche spéater einen
veilchenblauen Farbenton erhielt. Die alkoholische LOsung der
Diazoverbindung gab mit Kalilauge eine schone, fuchsinrote

Unter Einwirkung einer alkoholischen Xinkac'etatlosung
jw'’ ‘he alkoholische Losung des DisazofarbstolVes keine Metall-

Y HM) ccm \6-N.-AnilinchlorhydratlOsung wurden mit 2.4—3 g Salz-
s'Ult* von 1,1» spez. Gew. und nach Abkihlung der Mischung mit Kis
11"t 2-K Kaliumnitrit versetzt. (Bei. d Deutsch, rhem. GesHIseh . Bd XXXI

-\

*) 0. Fischer und E. Hepj). c.
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Verbindungen, welche sich durch Farbenwechsel differenzieren
lieBen, wie dies beim Disazohdmopyrrol stattfindet.

Die spektroskopische Untersuchung der Lésung des Disazo-
farbstoffs lieR keine charakteristischen Absorptionsstreifen er-
kennen.

Aus den mitgeteilten Versuchen ist klar zu ersehen, dafR
die Pyrrolgruppe im Urochrom kein Hamopyrrol ist, daf3 sie
sich gegen die Diazoverbindungen der Benzolreihe wie das
von 0. Fischer und E. Hepp untersuchte Pyrrol und dessen
Alkylderivate verhalt.

Naheres Uber die chemische Natur dieses im Molekul des
Harnfarbstoffs enthaltenen Pvrrolringes versuchte ich ferner mit
Hilfe der spektroskopischen Untersuchung eines etwaigen aus
dem Destillate zu erhaltenen Kondensationsproduktes zu erfahren.
Um dartber Untersuchungen anzustellen, unterwarf ich einige
Gramme des Urochromkupfersalzes der trockenen Destillation
mit Kalk in der oben beschriebenen Weise: Il6ste das 0lige
Destillat in Alkohol, fallte die alkoholische Ldsung mit einer
alkoholischen Loésung von Quecksilberchlorid, sammelte den
flockigen Niederschlag auf dem Filter, wusch ithn mit Wasser
aus und unterwarf ihn nach dem Trocknen und Vermengen
mit Kalk noch einer Destillation. Das jetzt erhaltene Destillat
wurde im alkoholhaltigen Ather gelost und mit Salzsaure ge-
sattigtem Alkohol angesauert.

Schon am nachsten Tage nahm die Flussigkeit die rosa-
rote Farbe des Pvrrolrot an.

Dasselbe Resultat wurde Ubrigens auch erhalten, als der
gleichen Hchandlung die Olige Flussigkeit unterworfen wurde
welchedurch trockene Destillation des Kupferurochroms mit
Kalk direkt gewonnen worden war.

Bei der spektroskopischen Untersuchung gab die saure
alkoholische Ldsung kein Absorptionsband, dagegen erhielt ich
nach der Bindung der Saure mit einem kleinen UberschufR vetn
Ammoniak und Hinzuftigen einiger Tropfen einer alkoholisch» n
Zinkacetatlosung eine schwache Fluorescenz der Flissigkeit,
deren Spektrum diesmal einen deutlich abgegrenzten Absorp-
tionsstreiTen zeigte.
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Die Lage dieses Streifens, bei moglichst gleicher Konzen-

tration der Losung, wirde durch die folgenden Wellenlangen
bestimmt ;
1. X501 — X 483 (Pyrrol aus der Quecksilberverbindung).
2. X 500 — X 485 (Pyrrol aus der Kupferverbindung).
Eine &hnliche Lage des Streifens in der ammoniakalischen
Zinklosung zeigt das polymerisierte Pyrrol, worauf J. Zaleskil)
aufmerksam machte. Ich wiederholte den Versuch von Zaleski.
Ich lieR nadmlich eine alkoholische Pyrrollésung, welche
ich mit einigen Tropfen Salzsdure versetzte, durch 4 Wochen
hei freiem Luftzutritt stehen, worauf die Flussigkeit eine braun-
jrelbe Farbe annahm. Nach Hinzuflgung einer ammoniakafischen,
alkoholischen Zinkchloridlésung zeigte die Flussigkeit in der
Tat eine grune Fluorescenz und das Spektrum derselben einen
Absorptionsstreifen, dessen Lage ich mittels nachstehender
Wellenlédngen bestimmt fand.

X 500 — X 4/8.

Fm dié Lage der Absorptionsstreifen in den alkoholisch-
atmnoniakalischen Ldsungen der Zinkverbindungen, der- in Fro-
chrorn enthaltenen Pyrrolgruppe und des polymerisierten Pyrrols
einerseits, des Hamopyrrolurobilins sowie des aus einem Fieber-
harn hergestellten Frobilins anderseits zu vergleichen, habe
ich eine Reihe spektroskopischer Messungen an ihrem Spektra
ausgefihrt. Um das Hamopvrrol in Urobilin Gberzufihren, wurde
dasselbe in einer alkoholischen, mit Salzsaure versetzten Ldsung
'lurch zwei Monate stehen gelassen: Urobilin wurde aus dem
Harn von Fiebernden (appendicitis, pneumonia crouposa und
meningitis tuberculosa) entweder durch Fallung mit Ammonium-
Mfat (Methode von Garrod und Hopkins» oder durch Schiitteln
mit Chloroform (Methode von Wirsing;2) gewonnen.

Die alkoholischen Farbstofflosungen von maoglichst gleicher
Konzentration wurden mit einer ammoniakalischen Zinkchlorid-
I'’>ung versetzt.

Auf der beiliegenden Tafel wurden diese Spektra unter

*J f Th, Bd XXXV, S. M (1005).
5 Huppert. Analyse des Harns. 10. Auflage. S. 528 und 538.
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Zugrundelegen der mittleren Wellenldngen, welche aus zahl-
reichen Messungen berechnet worden waren, abgebildet.
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Ein Blick auf diese Tafel wird jedermann uberzeugen,
dall der aus dem Urochrom entstandene Pyrrolkorper dasselbe
Spektrum liefert wie das gewohnliche Pyrrol und daB dieses
Spektrum von den Spektra sowohl des Hamopyrrolurobilins wie
des Hamurobilins verschieden ist.

Schon auf Grund dieses Verhaltens der untersuchten Ver-
bindung im Spektroskop muf} die Méglichkeit einer Umwandlung
von Urobilin in Urochrom oder umgekehrt, wie dies aus den
Untersuchungen italienischer und englischer Autoren gefolgert
werden koénnte, ausgeschlossen werden.

2. Uber die Art der Bindung des Schwefels
im Urochrom.
Dafll der Schwefel des Urochroms durch Mineralséuren in
der Warme, durch Laugen sogar bei Zimmertemperatur sich
abspalten lie, wurde in der vorldufigen Mitteilung Uber das

Gt

»0
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Urochrom bereits erwahnt. Nun unternahm ich die Art der
Bindung des Schwefels quantitativ zu untersuchen.

Zu dem Zwecke wurden 180 | Ham nach der Vorbehand-
lung nach der Methode | b mit Kupferacetat gefallt. Die Aus-
beute an dem Kupferniederschlag, welcher aul3er Kupferurochrom
noch Kupferverbindungen der Purinkorper und Kupferchlorir
enthielt, betrug nach dem Trocknen desselben 37 g. Sein Ge-
samtstickstoff — 15,2°/o, der Stickstoff der darin enthaltenen
Purinkorper  5,535ft/o. *) In diesem Kupferniederschlag wurde
nun der Gesamtschwefel durch Schmelzen mit Kalihydrat und
Salpeter, der als Sulfid abspaltbare Schwefel nach der Methode
von K. A. H. Morner,2) die Alhersohwefelsaure durch Kr-

./ V

Gesamt-S  Als Sullid abspaltbarer 5 Als Atherschwefelsaure
abspaltbarer 8

absolut [ in Prozenten absolut in Prozenten

.in Prozenten .
in Prozenten des Gesamt-S i Prozenten des Gesamt-S

d,0/70 2,17 «0,7 0.3t»! .10

vV o Cow Xt

Ty v wvouimovuwcwB lieuoii sien also iIn nein
lirochromkupferniederschlag durch Erwarmen mit Kalilauge als

Sullid abspalten und nur 10°/o wurden darin in oxydierter als
Schwefelsdure abspaltbarer Form4) gefunden.

") Derselbe wurde nach einer Methode ermittelt, welche in einer
demnéchst zu erscheinenden Veroffentlichung beschrieben wird.

*) Diese Zeitschrift. FW. XXXIV, S. 210.

a) Vide: Bondzyhski, Dombrowski und Panek, 1 e.

« DaB dieser Schwefel im intakten Harnfarbstoff wirklich in der
Form von Atherschwefelsaure enthalten ware, ist kaum moglich. Hei

dieser Annahme muRte man schlieRen, dalR das Molekil des Urochroms

um das vielfache groBer ware, als dasjenige von den meisten Eiweil3-
korpern, und dal in ihm wenigstens 10 Atome Schwefel enthalten waéren,
hs ist im Gegenteil viel mehr wahrscheinlich und es spricht daflr auch
die hohe Oxydierbarkeit des Urochroms, dal} die geringe Menge Schwefel-
saure, welche bei der Hydrolyse des Urochroms als solche abgespalten
wurde, einer in vitro stattgefundenen Oxydation des einen Teils des
Schwefels des Urochroms seinen Ursprung zu verdanken hat. Eine solche

bxydation konnte wéahrend der Hydrolyse oder noch friiher wahrend der
kallung des Urochroms und zwar gerade durch das Kupferacetat selbst
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Durch dieses Resultat wurde die Frage angeregt, was flr
eine Gruppe im Urochrommolekil der Trager des als Sulfid
reichlich abspaltbaren Schwefels ware. Es lag selbstverstand-
lich nahe, mit Ricksicht auf die nahe genetische Beziehung
des Urochroms zu den Eiwei3stoffen hier an das Cystin resp.
das Cystoin zu denken. Die in den Eiweilistoffen enthaltene
Cystingruppe laRt nach K A. H. MoOrner beim Erwdrmen mit
Bleihydroxyd in alkalischer LOsung nicht die ganze Menge ihres
Schwefels, sondern nur 75°/0 davon als Sulfid abspalten. Beim
Ubertragen dieser Resultate auf das Urochrom wiirde an der
Hand dieser Berechnung der Cystinschwefel des Urochroms in
dem soeben beschriebenen Versuch zu 2,89°/« (2,17x4l3), also
zu 80,8°/0 des Gesamtschwefels, oder nach dem Subtrahieren
von dem Gesamtschwefel des in der Form von Schwefelsaure
abspaltbaren zu 89.8" o des neutralen Schwefels des Urochroms
sich berechnen.

Ware dieser bleischwarzende Schwefel wirklich Cystin-
schwcfel, so muBte bei einer Spaltung des Urochroms mit
Mineralsduren das Cystin sich abspalten und darstellen lassen.
Ich mdchte! liler gleich im voraus bemerken, dal} ein solcher
Spallungsversuch ausgefithrt wurde, daR das Cystin unter den
Spaltungsprodukten nicht gefunden, daR jedoch bei dieser Hy-
drolyse ein schwarzer melaninartiger Korper erhalten wurde;
Diese Spaltung wurde ebenfalls an einem Material ausgelihrt,
welches aus dem rohen, nach der Methode | bereiteten Urochrom-
kupfer gewonnen wurde. Der aus 100 | Harn erhaltene Kupfer-
niederschlag wurde zu dem Zweck mit Schwefelwasserstoff
zerlegt, das Filtrat in vacuo im Kohlensdaurestrom eingeengt und
auf 500 ccm verdinnt. Nach der Bestimmung in einer be-
sonderen Probe des gesamten sowie des bleischwérzenden
Schwefels wurde nun die erhaltene dunkelkirschrote, mit einer

statttinden. In der Tat. cs spricht z. RB. fur diese Vermutung die [\
obaehtung. daR der aus den» Filtrat von dem soeben analysierten KuptVr-
uroebrom in der Warm«* gefallte Kupferniederscblag bedeutend weniger.
Schwefel in der als Sulfid abspaltbaren Form enthielt und zwar mir
0,1)38° . von also bloR 2<>° des Gesamtschwefels, sowie au<h
die RBeobaebtung. dalR das Urochrom einen Teil seines Schwefels mit
Salpetersdure bereits in der Kalte zu Schwefelsdure oxydieren [4Rt.
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Nuance ins braun geférbte Lbsung in einen Kolben gebracht,
welcher mit einem doppelt durchbohrten Kork verschlossen
wurde, in dem zwei Cilasréhrchen befestigt worden waren |
eines von den Glasrohrchen, welches ungebogen war, diente
nach der Einfuhrung von Quecksilber als Quecksilberventil,
durch das andere wurden die bei der Zersetzung des Urochroms
entstandenen Gase abgeleitet und einer Waschflasche, welche
eine Losung von Bleiacetat enthielt, zugefuhrt. Die Lo6sung
des Farbstoffs (470 ccm) wurde jetzt mit 50 ccm konzentrierter
Salzsdure (spezifisches Gewicht 1,185) versetzt und 7 Tage
damit auf dem Wasserbade (auf 90—94°) erwarmt. Die FlUssig-
keit wurde dadurch dunkelbraun gefarbt und enthielt in Sus-
pension einen schwarzen, flockigen Niederschlag sowie freien
Schwefel, welcher besonders am Halse des Kolbens sich in
S( huppen abgesetzt hatte. Von diesem Niederschlag wurde
abfiltriert. Auller dem Schwefelwasserstoff, welcher in der
\\aschflasche als Bleisulfid zurtickgehalten und auf diese Weise
bestimmt werden konnte, wurde die bei der Hydrolyse ent-
standene Kohlensdure und zwar im hiltrate vom schwarzen
Niederschlag, sowie auch der Schwefel der melaninartigen Sub-

stinz bestimmt. Die Resultate dieser Bestimmungen sind aus
der Tabelle (V1) ersichtlich.

.. Tabelle VI.
~chwofeHn der gesamten Fliissigkeitsmcngo, 470 cem.".

Gesamt-  'gebundene*/ blei-| Sc,,wcf?. . Als H.s Schwefel

schwere! _-Scthmefeml& mmf |ederscu e

1,759,

Der Gehalt an bleischwarzendem Schwerdl wurde die.-ma
'twas geringer gefunden als in dem ersten Versuche, was woh
die Folge einer etwaigen Wirkung des freien Alkali auf dei
Harnfarbstof T bei der Darstellung des Uroehromkupfers naol
einer Methode, welche nach spéateren Erfahrungen eben au
dem Grunde verlassen wurde, sein kdnnte. Der Gehalt an de
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Atherschwefelisaure dagegen und zwar wahrscheinlich weil die

Hydrolyse diesmal mit Ausschlul? von Zinnchlortr dusgefiihit
worden war, wurde etwas hoher gefunden.

Zur Untersuchung auf Cystin wurde die Flissigkeit nach
der Trennung von der melaninartigen Substanz sowie von
Raryumsulfat mit Tierkohle entféarbt und in vacuo eingeengt:
dererhaltene Rickstand wurde mit 70 °/oigem Alkohol ausgezogen,
der alkoholische Auszug mit Kalilauge bis zur schwachen alka-
lischen Reaktion versetzt und darauf mit Essigsaure angesaueit.

Es entstand ein flockiger Niederschlag, welcher auf (hin
Filter gesammelt wurde. Derselbe enthielt nur wenig Schwefel
und seine nmmoniakalisehe Losung schied auch nach dem Vcr-
dunsten von Ammoniak kein Cystin aus. Da das Filtrat von
diesem Niederschlag bleischwarzenden Schwefel in reichlicher
Menge enthielt und mit Nitroprussidnatrium die dem Cystein
eigene* Farbenreaktion auch gab, so wurde dasselbe mit Queck-
silberacetat unter Neutralisation mit Soda gefallt. Es entstand
ein reichlicher Niederschlag, in welchem jedoch das..Cystein
(durch Uberfiihrung in Cystin) nicht nachgewiesen werden konnte.

3. llromelanin als Spaltungsprodukt des Urochroms.

In weiterer Verfolgung der schwefelhaltigen Spaltungs-
produkte des Urochroms unter vorlaufigem Verzicht auf die
Untersuchung der l6slichen Spaltungsprodukte wandte ich mich
der Erforschung des melaninartigen Korpers zu.

Als Material zu dieser Untersuchung diente wiederum
ein rohes Praparat des Kupferurochroms, welches diesmal aus
200 | Harn nach der Methode Ill erhalten wurde. Nach dem
Zerlegen des Kupferniederschlages mit Schwefelwasserstoll’, Aus-
treiben des letzteren mit einem Luftstrom, Einengen der Fllssig-
keit in vacuo verfuhr ich mit der erhaltenen konzentrierten
Losung des Farbstoffs ahnlich wie Nencki mit den melanotischen
Geschwilsten, zur Darstellung des Phymatorhusins aus den-
selben: Ich versetzte namlich die Losung mit dem 20lachen
Volumen 10ft/oiger Salzsaure und kochte dieselbe damit durch
8 Stunden. Der gebildete schwarze llockige Niederschlag wurde
auf ein Edler gebracht, bis zur Entfernung der Salzsaure mit
Wasser, dann mit Alkohol und Ather und schlieBlich, und zwar



Uber die chemische Natur des spezifischen Farbstoffs des Harns. 227

zur Entfernung des freien Schwefels, welcher als Produkt dieser
Hydrolyse regelmaRig den schwarzen Niederschlag begleitete,
mit Schwefelkohlenstoff ausgewaschen. Ein Teil von diesem
Niederschlag wurde nach dem Verdunsten des Schwefelkohlen-
stoffs in einen Exsikkator gebracht (Praparat A): ein anderer
wurde vorher durch Aullésen in Ammoniak und Fallen mit
Salzsdure noch gereinigt (Praparat B). Zur Analyse wurden die
| rilparate bel 100° C. in vacuo Uber Schwefelsidure getrocknet.

Im trockenen Zustand stellte dieser Korper, welcher «Uro-
rnolanin» genannt werden mag, schwarze Brocken dar, welche
sich zu einem schwarzen Pulver zerreiben lieRen, welches dem
Asphalt ahnlich war. Seine Loslichkeit in Ammoniak und in
Alkalien und Unl6slichkeit in Alkohol erinnerte an die-Sub-
stance noire particuliere» von Proust und das iUro-
Inelanin» von Thudichum, gleichzeitig aber an die von
Nencki und seinen Mitarbeitern aus dem melanotischen Sarkom
der Haare und der Chorioidea erhaltenen -Phymatorhusin
und andere Melanine, mit denen es, wie aus dem Vergleich
meiner Zusammensetzung mit der Zusammensetzung dieser Farb-
stoffe ersichtlich ist, auch wohl nahe verwandt ist.1!

Tabelle VII.
Analyse des ans dem Uroclirum erhaltenen Melanins.

t

Farbstoff der Farbstoff der Hippo-

Praparat A Praparat B Mehnas;:reen- RoBhaare ~ melaninsaure
- (N. Sieben) (N. Sieber)*) me_neKl und
| : . Sieber)¥*)
_‘ | 0 \V4 T« Dlo
r .
O .
53,16 56,14 57,6 53,93
* 901 - ) 7,57 4,2 3,86
9,69 oot ! Voo 815 Ufl i 10141
8,55 3,81 4,10 2,1 2.6
23,69 | 24,5

| | ) ny i
V- 'W- I TR T N
: S

") Das Uromelanin ist vielleicht auch mit den schwarzen Korpern
verwandt, welche bei der Hydrolyse von Eiweil3stoffen mit Mineral-

*) M. Nencki, Opera Omnia. Bd. I, S. 821 u. 822.

3) M. Nencki, Opera Omnia. Bd. IlI, S. 31.
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C. Ursprung des gelben Harnfarbstoffes. ‘)

Die Autoren, welche den gelben Harnfarbstoff untersuchten,
nahmen einen innigen Zusammenhang desselben mit dem Urobilin
und daher auch eine nahe Verwandtschaft desselben mit dem
Blutfarbstoff an. R. Maly betrachtete Thudichums Urochrom
als eine dem Hydrobilirubin sowie dem Bilirubin2) nahestehende
Verbindung. In seinen Untersuchungen Uber das BiliruRin und
dessen Derivate bekdmpfte Thudichum diese Behauptung. So-
wohl in bezug auf die optischen Eigenschaften als auch be-
sonders auf die Spaltungsprodukte bestehen nach Thudichum
zwischen dem Urochrom und dem Hydrobilirubin unvereinbare
Gegensétze ( inconciliable differences»).3) Noch in seiner ersten
Arbeit sprach Thudichum die Ubrigens theoretische Ansicht
aus, dal} das Urochrom ein Derivat des Eiweies und nicht
des Blut-oder des Gallenfarbstoffs zu sein scheint.4) Trotzdem
wurde die Ansicht von Maly nicht verlassen. Im Gegentelil
kamen Riva, Chiodora und Garrod auf Grund von Ver-
suchen zu der Anschauung, dafl zwischen dem Blutfarbstoff
und Urochrom ein inniger Zusammenhang besteht und zwar
der Art, daR man von Urochrom zum Urobilin und umgekehrt

' sduren entstehen und welche von Md&rner den melanoiden S&uren v >
Sehmiedeberg zugerechnet wurden (Diese Zeitschrift, Bd. XXV11I, S. bti".
und Bd. XXXIV. S. 20*). Dieselben sollen nach Chittenden und Allm !
IAmcrie Journ. of Physiol., Bd. Il, S.29U, Rosenfeld (Archiv f. exj™r
Pathol, u. Pharm . Bd. XLV. S. 51) und F. Samuely (Beitr. z. ch.m
Phvsiol. u. Pathol.,, Bd. 11, S. H69) zwar in verschiedener Menge, je na h
der Natur des Ausgangsmaterials, jedoch konstant Schwefel enthalten

*j In einer vor kurzem erschienenen Abhandlung (Diese Zeitschrift
Ihi LH. S. 111 und 115) hatte 1l. Liebermann Zweifel ausgesprochen.
daf> die von mir gemeinschaftlich mit Bondzynski und Panek in
bereits genannten vorlaufigen Mitteilung unter dem Namen «tlrochr in»
beschriebene Verbindung wirklich Farbstoff yare. Das nun -Vorg.etra::»'
macht wohl Uberflissig, diese rein spekulative Deduktion, der wvi-
Beobachtung zugrunde liegt, zu bekampfen.

») ft Maly. I ¢c. S. 77.

Journ. of the Chem. Society, Bd. XIIl (1875), S. 396, 398. '

und 102,

4 The British medic. Journ., Bd. Il (1868), S. 518,
theses.
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gelangen konne, und diese Ansicht fand, wie es scheint, auch
allgemeine Zustimmung.

Riva und Cjiiodera erhielten durch Oxydation von Uro-
bilin mit Kaliumpermanganat einen Farbstoff, welcher die Eigen-
schaften des Urochroms besald, woraus sie schlossen, dal das
Urochrom, wiewohl es sich wesentlich vom Urobilin unter-
scheidet, doch auf dasselbe bezogen werden kann und gleichen
Ursprungs ist.l)

A. Garrod gelangte von dem Urochrom zum Urobilin
angeblich auf die Weise, dal} er die aus dem Ham nach seiner
Methode erhaltene reine alkoholische Urochromlosung mit Al-
dehyd versetzte, worauf namentlich nach dem Erwarmen die
vorher im Spektroskop indifferente Urochromlésung einen deut-
lichen Absorptionsstreifen beobachten lieR, dessen Lage dem
Urobilinband genau entsprach. Uberdies gab eine solche Losung
mit ammoniakalischem Zinkchlorid eine prachtige grine Fluo-
rescenz. Diese Tatsache in Verbindung mit den Untersuchungen
der vorangefuhrten Autoren erlaubt es nach der Meinung
Garrods mit grofter Wahrscheinlichkeit zu behaupten, dal3
der gelbe Harnfarbstoff vom Blut- oder Gallenfarbstoff abstammt.*)

Ich habe die Untersuchungen Garrods mit einer alko-
holischen LOsung eines reinen Urochroms, den ich aus einer
groReren Menge Harn gewonnen batte, wiederholt. Da nach
der Ansicht dieses Autors nur der in der Warme und im Licht
abgestandene Aldehyd die Umwandlung des Urochroms in Uro-
bilin verursacht, so war es angezeigt, zuerst aktiven Aldehvd
vorzubereiten. Zu diesem Zwecke nahm ich gewdhnlichen
Aldehyd, welcher durch einige Monate im Lichte gestanden
hatte: dall derselbe im Sinne Garrods aktiv war. davon Uber-
zeugte ich mich an I robilinlGsangen.

Aus den Untersuchungen von Hopkins und Garrod»)
ist bekannt, «laB eine mit Wasser oder Ather versetzte Cr,.-
wlinlésung nach dem Abdampfen auf dem Wasserbade ihre
opt'schenEigensehafton einblflt, dhnlich wie das mit Kaliiun-

1) | e
I1lc
’) Journ. of Physiol.. Bd, X | 5 4112
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permang®nat nach Riva und Chiodera oxydierte Urobilin.
Unter dem Einflisse des »tatigen» Aldehyds kehrt das dem
Urobilin eigentimliche Band im Spektrum zurick.

Durch den von mir bereiteten Aldehyd erhielten tatsachlich
die auf die erwahnte Weise veranderten Urobilinpraparate ihre
urspruinglichen optischen Eigenschaften zurick. Nach Hinzu-
fugung eines solchen Aldehyds zu den veranderten Urobilin-
lisungen trat ein deutlicher Streifen an jener Stelle auf, an
welcher er friher nicht vorhanden war. Eine alkoholische
Urochromlisung wurde dagegen durch diesen Aldehyd hin-
sichtlich des Erscheinens eines Bandes in keiner Weise be-
einflut. Garrod hatte hochstwahrscheinlich in seinen LO-
sungen (‘in Gemenge von Urochrom und von einem anderen Farb-
stofi, vielleicht eben von dem soeben beschriebenen Chromogen,
welches mit Aldehyd die charakteristische Reaktion gab. An-
gesichts dieser Resultate kann auch die von Garrod empfohlene
Methode des qualitativen Nachweises von Urochrom in den
Flussigkeiten tierischen Ursprungs nicht mehr aufrecht erhalten
werden. Das Verwandtschaftsband, welches das Urochrom mit
dem Hamatin oder dem Urobilin verknlipfen sollte, besteht tat-
sachlich nicht. Die Gegenwart des Schwefels im.Urochrom-
molektl beweist vor allem, dall das Urochrom nicht vom Ha-
matin abstammt. Durch seine elementare Zusammensetzung
unterscheidet sich das Urochrom vom Urobilin wesentlich, mehr
als durch den Mangel der charakteristischen Absorptionsstreifen

Im Spektrum, wie sich dies aus der nachstehenden Zusammen-
stellung ergibt:

Tabelle VIII.
vty L Urochrom Urohilinl)

0/0 0/«
T 43,0 63,58
H 5,14 7,84
N 11,15 4,11
S 5,09 —
0 35,53 24,47

| I r
¥ F. S Hopkins und A. S. Garrod, 1 c.
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Die Tatsache, dall das trochrom Schwefel enthélt, be-
weist schon allein, dal dasselbe aus eiwei3artigem Material
sich bildet. Daflr spricht auch eine Reihe anderer Beobach-
tungen, welche in dem experimentellen Teile dieser Arbeit
mitgeteilt wurden.

urochrom enthalt in seinem Molekil keinen Hamopyrrol-,
sondern einen Pyrrolring, dessen Vorhandensein im Eiweill"
molekil Schutzenberger als erster durch Spaltung des Ei-
weiles mit Barythydrat bei einer Temperatur von 150° kon-
statierte:})*spater hatte Maly mittels einer ahnlichen Methode
die Gegenwart eines Pyrrolrings in den Oxydationsprodukten
des EiweiBes, namentlich in der Oxyprotosulfonsaure nach-
gewiesen.-) Durch Saurenwird das Urochrom in der Wéarme
zerlegt und liefert unter anderen Spaltungsprodukten einen
schwarzen Farbstoff, welcher mit Ruicksicht auf die Ahnlichkeit
der Zusammensetzung und der Eigenschaften der Gruppe der
echten Melanine zugerechnet werden muf.

Das tUrochrom oder das aus demselbell entstehende Uro-
Inelanin stellt fir normale Verhéltnisse das Korrelativ des patho-
logischen Phymatorhusins dar.

Bekanntlich hatte K. A. H. M&rner bald nach der Unter-
suchung von Nencki und Berdez” lber den Farbstoff der
melanotischen Sarkome in Fallen von dieser Krankheit einen
Farbstoff von der Zusammensetzung des Phymatorhusins auch
im Harn gefunden.4) |

An der Hand dieser Beobachtung wurde von MaOrner
die Frage erOrtert, ob nicht etwa im normalen Ham ein dem
I’lhymatorhusin entsprechender Farbstoff enthalten waére. Zur
Entscheidung dieser Frage féllte MoArner den Ham mit Baryum-
hydroxyd und hierauf das Filtrat mit basischem Bleiacetat.
Den Baryumniederschlag zerlegte er mit Natriumcarbonat in

) Schutzenberger et Bourgeois, Bull. Soc. Cliim.(1876), S.289,
"**ch Dictionnaire de Chimie de Wurtz, ler supplément; Matieres albu-

‘ninoides. |
) Monatsh. f. Chem., Bd. V, S. 1H7 (1885).
*) M. Nencki, Op. omnia, Bd. I, S. 806 (1885).
4) Diese Zeitschrift, Bd. XI, S. 66 (1887).

Hoppe-Seyler'# Zeitschrift f. physiol. Chemie. LIV. 16
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der Warme, erhielt aber keinen dem Phymatorhusin &hnlichen
Farbstoff.l) Er fand zwar, dal der von ihm erhaltene Blci-
niederschlag Schwefel enthielt, maR aber dieser Beobachtung
offenbar keine Bedeutung bei und lieR auf diese Weise die Frage
vollkommen offen: dall er jedoch sich klar war, dal} von der
Erfoi schling des Harnfarbstoffs Licht Gber die Entstehung der
melagotischen Farbstoffe zu erwarten waére, folgt aus dem Sehlut»
seiner Arbeit, worin er die Notwendigkeit der Untersuchung
des Harnfarbstoffs betont.

Von dem richtigen Wege zur Erforschung der in Bede
stehenden Frage wurde MOorner offenbar abgeleitet durch die
unrichtige Vorstellung, dal? die Melanine Derivate des Blutfarb-
stoffs waéren.

Es entspann sich dartber auch eine Polemik zwischen
Morner und Nencki, welche in der Differenz der Anschau-
ungen Uber die Holle des im Phymutorhusin gefundenen Eisens
gipfelte, indem MOrner das Eisen fir den wesentlichen Be-
standteil des Phymatorhusins, Nencki dagegen fiir eine zufél-
lige Beimengung hielt.

Diese Divergenz der Ansichten, welche die Frage unent-
schieden liel, veranlalste mich, das Urochrom auf Eisengehalt
Zu untersuchen. Zu diesem Zwecke wurde ein rohes Préparat
des Urochromkupfers in einem Kjeldahlschen Kadlbchen mit
konzentrierter Schwefelsaure in der Siedhitze unter Zusatz von
Salpetersdure oxydiert, jedoch in der erhaltenen Schwefelsauren
LOosung nicht die geringste Spur von Eisen gefunden. Wenn
aber das Eisen im Urochrom sich nicht vorfand, so konnte
ebenfalls im Uromelanin nicht enthalten sein.

Wenn dies aber der Fall ist, so ist in Anbetracht der
groRen Ahnlichkeit des Uromelanins mit den erwahnten mela-
notischen Farbstoffen die Annahme berechtigt, daf das in den-
selben gefundene Eisen an dem Bau dieser Farbstoffe si h
nicht beteiligt.

Damit ist aber das einzige Moment hinfallig geworden,
welches daftir zu sprechen schien, dalR die Melanine aus der
chromogenen Gruppe des Blutfarbstoffs entstehen konnen, und

*) Diese Zeitschrift, Bd. XI, S. 139.
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die Ansicht von Nencki, daR die Melanine von EiweiR3 direkt
sich ableiten,l) behalt ihr Recht.

In der Verfolgung des Gedankens, dald im Eiweilmolekdl
die Muttergruppen sowohl des Hamatins wie auch von anderen
tierischen Farbstoffen enthalten sind, hatte Nencki mit der
Erforschung des Proteinochroms, welches friher von Stadel-
niann aus den Produkten der tryptischen Verdauung von.EiweiR-
stofifen durch Fallung mit Brom erhalten worden war sich
befalst.

Nencki2)* drhielt aus dem sogenannten Proteinochrom
zwel farbige Korper und zwar einen von violettroter Farbe,
weichereine groliere Menge Brom, dagegen nur wenig Schwefel,
und einen anderen Ko&rper von mehr brauner Farbe, welcher
Im Gegenteil weniger Brom, dagegen mehr Schwefel enthielt
Die Vermutung Nenckis, dal} die violettrote Verbindung die
Muttersubstanz des Bilirubins und Hamatoporphyrins ware, wurde
allerdings nicht bestatigt. Durch Hopkins und Cole») wurde
erwiesen, dal Nencki die von ihm selbst friher auf Grund
von theoretischen Erwagungen im Eiweimolekil vermutete
Skatolaminoessigsaure in seinen Hé&nden hatte.

Durch die schdone Untersuchung von Hopkins und Cole
Ist jedoch das Interesse fiir die Skatolaminoessigsaure derart
in den Vordergrund getreten, dal} man die Beobachtliing von

Nencki, dal einer von den Bromkorpern eine nicht unbetracht-
liche Menge Schwefel enthielt, aul3er acht. lieR. Hopkins und
Cole») hatten zwar zuerkannt, dall die braunviolette Brom-
verbindung von Nencki, sowie der schwarze Koérper *on Ku-
rajew 5 von Skatolaminoessigsaure sich nicht ableiten, jedoch

zugleich der Annahme von Kurajew, welcher auf eine angeb-
lich dhnliche Ansicht von Nencki, dal} der Sehwefelgehalt auf

eine Verunreinigung zurtickzufiihren wére, obgleich entschieden

Y M. Nencki, Opera omnia, Bd. Il. S. H9 und 87.
*) Opera omnia, Bd. Il, S. 513 und 514.

$ Journ. of Physiol.,, Bd. XXVII, S. 418.

4) Journ. of Physiol., Bd. XXIX, S. 451.

5) Diese Zeitschrift, Bd. XXVI. S. 501.
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mit Unrecht sich berief, beigestimmt. Von Nencki wurde eine
solche Ansicht niemals ausgesprochen.

Im Lichte des Befundes, dall das Urochrom eine hoch
molekulare, Stickstoff- und schwefelhaltige S&ure ist, welche
iIn sehr naher Beziehung zu Eiweil3stoffen steht und dal} es
ein echtes, schwefelhaltiges Melanin bei der Zersetzung liefert,
gewinnt die Beobachtung, dal} unter den Spaltungsprodukten
der tryptischen Verdauung sich eines befindet, welches eine
schwefelhaltige, chromogene Gruppe enthalt, ein besonderes
Interesse, welches zur Erforschung der Muttersubstanz des von
Nencki beobachteten brom-undschwefelhaltigen, braunvioletten
Farbstoffs auffordert.

Dieses Interesse wurde noch gesteigert, als ich die von
Nencki fur die Zusammensetzung dieses Bromkdrpers erhal-
tenen Prozentzahlen auf eine bromfreie Verbindung umgerechnet
hatte. Es ergab sich, wie aus der beigelegten Tabelle (IX) er-

Tabelle IX.

Braunviolette Verbindung'

t t ! ! T\ b -
L N R AR P von Nencki (ohne Br) Uromelanin

o/«

50,8 99,16

<
H 4.5 4,91
N 10,0 9,69
S

2.« 3,55
PSR TUR NS
sichtlich ist, eine sehr auffallende Ubereinstimmung der Multei-

substanz dieser farbigen Verbindung mit den fur das Uromelanin
gefundenen Werten;

Analytische Belege.

Zur Bestimmung des Kohlenstoffs und des Wasserstoffs wurden
die Urochromvejrbindungen in einer offenen, mit Kupferoxyd und einer
10—15 cm langen Schicht von Bleichromat beschickten Réhre unter Ver-
legen einer Rolle aus Kupferdrahtnetz im Sauerstoffstrom verbrame in
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den Ka'ksalzen wurde der Kohlen»toff und der Wasserstoff, jeder fur
sieh allem, bestimmt: Zur Bestimmung des Kohlenstoffs mischte ich ndm-
lich die Substanz mit chromsaurem Bleioxyd und Kaliumbichromat Der
Slickstoffgehalt wurde nach der Methode von Dumas in der Ausflihrung
von Guillemard und Dombrowski») ermittelt. Zur Bestimmung des
Schwefels wurde die Substanz mit Kalihydrat und Salpeter in einer
silbernen Schale Uber der Flamme einer Benzinlampe geschmolzen. Es
versteht sich von selbst, dal} die dazu benutzten Reagenzien vollkommen
schwefelfrei waren; die Salzsgure wurde zu dem Zweck im Laboratorium
erzeugt. Mit Ricksicht auf den hohen Schwefelgehalt des Urochroms
wurden bei der Bestimmung des Silbers in seinen Silbersalzen die
Kautelen beobachtet, deren H. Salkowski») in einer &hnlichen An-
Gelegenheit sich bedient hatte.

Zu Tabelle I.
Bestimmung des Bestimmung des
Kupfers Schwefels
Sub- | CU.S | Sub-
stanz o Cu stanz BaS04 S
g 9 SV g g °/o

Prap. 10,2236 0,0606 21,64 0,5684 0,0/50 * 181

Bestimmung des Stickstoffs mit der gasometrischen Methode.
‘ V“‘lwn [ 5

: Barometer-
| o0 Slljbs,tar,lz.*i* N stand Temperatur . N
‘ g | In ccm in-mm in C. #la
to,
Préaparat 1~ 0,1099 87 7276 10 "1 gq

b

) Bull, des sciences pharmacolog., Juillet 1902.
*) Ber. d. Deutsch, chem. Ges., Bd. XXVI, S. 2497 (1893).
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Zu Tabelle II.
Bestimmung des Bestimmung der Kohle und des
Calciums Wasserstoffes
Substanz CuS04 Cu Substanz CO, H,O0 C Il
g g L °» | "n
g g g
Prap. A 020065 0,1261 1399 1904 02520 3509 aaa
| 0,2560 0.10015 -
Bestimrﬁung des o
Silbers
Substanz  Ag Ag |
g g V>
Prap. B | 0,5868 , 0.3056, 52.08 |
y 0.2457 0.2032 0,0538 | 22,56 2,45
Prap.C  0,3034 0,5.11) 50,06 0,2308 0,0595 ) 22,66 2.41*5

0.2778

Bestimmung des Stickstoffes vermittelst
der gasornetrischen Methode

Sub- Der redu-  Tem-;
zierte Baro- pera-r,
stanz
meterstand | tur
¢ in ccm in mm in C.*“ °Jp
Prap. A 0.2310 13.95 727 16 6,82
|
Prap. B 0,1982 I7.4 4 717 . 16 4,16
o N i I-/< H
. 1 14
Prap. C 0,1977 7,1 718 _ 4,035
| I
Zu Tabelle III.

Bestimmung des Stickstoffes vermittelst
der gasornetrischen Methode

Sub- ~ Reduzierter Tem-
Barometer- pera-
stanz

stand tur

€ .inccm; in mm in C®  °/0
Yoo

Prap. A 0.0772 6,6 709,6 14 9,49
Prap. B 0,0839 8.0 719,8 13 10,78

Bestimmung des

Schwefels
Sub-
BaS04 S
stanz
9 L g

0,3909 0,0640 ! 2.2

0,86096 0,07035 1.123
0,2331 |0,0193 1,13

0,4198 |O,(’)462 1317

Bestimmung des
Schwefels

Sub-
stanz

BaS<)i |

g

0,2240 0,0928 55!

0,2178 0,0932 = —

r'r -V o -—-f' v

* > e
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Die Bestimmung der Kohle und des Wasserstoffes.

Substanz CO; H,0 C 1

g g g " *k

Praparat A 01476, ,  0,2453 0,070 | 4532 5.26

Praparat B 0.1218 0,1939 0,05806 43,42 5,33

|
Zu Tabelle V.
0,28956 g Substanz gaben 0,1241 g Ag = 42,8600 Ag
03176 f 02865 » co, — 24,60% C
\ 0,8010 » HaO i°/lo H
0.2819 » 14 ccm N bei 717 mm, 20° C. ~ 0 N
0.44598 > " 0,0801 g Ba$04 » S
Zu Seite 223 u. 224.
Bestimmung des Stickstoffes Besti des Schwefel
nach Kjeldahl. estimmung des Schwefels
J
' Sub- Ito-n-! Viu- -
N SUb gase g
* stanz n.so4 Ba(OH) , »ostanz o — om0 o - Schwefel

g ccm jcem  Op g % fo g
Nieder- 0,9548! 104,5 0,7 15,264 0,8866 0,2308 3,575 Der gesamte;

schlag Locker
1,278 0,201
A 08997 996 26 15131 020199 217 gebundene
NT L - 1,6265 0,04272 0,361 Esterschwefel.

T T s m,so4)
Y AL :
Nieder- __ — 10,368990,0656 2,44 Der gesamte;
schlag e S C— e Locker
B — 07534 07035 0.63g 9gebundener.

\p:

Zu Tabelle VI.

Menge der Urochromlésung = 470 ccm.
Der Gesamtschwefel: in 5 ccm Flissigkeit 0,0963 g BaSO04; 0.4687 g in

der ganzen Flussigkeitsmenge.
Abspaltbarer Schwefel (bestimmt nach MOrners Methode): in 15 ccm

Flissigkeit 0,0497 BaS04; 45,6°/# des Gesamtschwefels.
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Schwefel in esterartiger Bindung, als HfSO4 (aus der ganzen Menge
(470 ccm) der mit Salzsdure erwéarmten Flissigkeit): 0,5073 g BaS04
14,57°/o des Gesamtschwefels.

Flichtiger Schwefel in Gestalt von HaS (aus der ganzen Flissigkeits-
menge): 0,0000 g BaS04; 1,75°/o des Gesamtschwefels.

Der im Melaninniederschlage enthaltene Schwefel: 0,4129 g BaS04; 11,85° .
des Gesamtschwefels.

Zu Tabelle VH.

Praparat A;
1 0,3937 g CO* = 59,16°%i <
0,1815 g Substanz gaben | 0.0796 * H,0 = 4.906%) H
0.12455 * ) * 11 ccm N, 716 mm, 20,2° C. = 9,6935° ) N
0,1994 » ) » 0,05152 g BaS04 — 3,548°0 S

Praparat B:
0,2913 g Substanz gaben  0,0809 g BaS04 = 3,814°o s



