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In meiner letzten Mitteilung1) über die. (iallenlarbstoffe 
beschrieb ich u. a. einige Beobachtungen, welche die Löslich
keit des Bilirubins betreten. Ks ergab sich namentlich, dal» 
ein frisch aus Dimethylanilin umkrystallisiertes Präparat ver
hältnismäßig leicht in Chloroform lösliche Anteile enthält, 
die nach längerer Aufbewahrung verschwunden waren. Zur 
Kontrolle habe ich die diesbezüglichen Versuche durch Herrn 
I)r. Niethammer wiederholen lassen und meine ersten Be
obachtungen bestätigt erhalten. Danach dürfte die Annahme, 
daß das Bilirubin in mehreren Modifikationen auftritt, zum 
mindesten in einer leicht und in einer schwer löslichen, von 
denen die erstere in die letztere allmählich übergeht, gerecht
fertigt erscheinen. Da ferner aus der schwer löslichen Modi
fikation beim U.mkrystallisieren aus siedendem Dimethylanilin 
die leichter lösliche entsteht, wobei die Temperatur eine Bolle 
spielt, denn der Gallenfarbstolf löste sich beim Behandeln mit 
Benzoesäureamylester erst bei 190° reichlich, bei 150—180° 
nur in Spuren, liegt der Gedanke an eine hierbei eintretende

*i Diese Zeitschrift. Bd. XLYII. S 294.
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Kntpolymorisiemn^r nahe, während sieh der umgekehrte Vor
gang hei niederer Temperatur ganz allmählich vollzieht. Nun 
i-l bereits nach den rntersiichungen Malvs1 ) die aus der Ana
lyse abgeleitete Formel F.Kllth03N2 zu verdoppeln, da er durch 
Bromierung ein Tribromhilirubin C^H^BrjOgNp durch Re
duktion das Ifvdrobilirubin G32H.I0Ö7N4 erhielt. Auch das höchst 
bromiertc Dérivai von Thud ich um-) spricht für die Verdoppe
lung. da seine Analysen ganz gut auf die Formel C32H ,9Br7Ö6N4 
stimmen. Find lieh haben Orndorff und Teeple3) nicht nur 
Diazoderivale. sondern auch Monuazoderivate (!3.2FJ3.()6N1N2R 
erhalten und mit dem Trihromdiazobenzolhiliruhin Molekular- 
gf‘\vichtsh(‘stimniungen ausgeführt, die für die angegebene -Größe 
der Molekel sprechen. Leider sind solche für das Bilirubin 
seihst noch nicht geglückt: wieviele der einfachen Molekeln 
demnach in den von mir angenommenen Modifikationen zu
sammengetreten sind, kann noch nicht angegeben werden. Für 
die Möglichkeit obiger Annahme spricht die chemische Natur 
des Bilirubins, das als ein Abkömmling des Pyrrols gleich diesem 
die Fähigkeit zur Polymerisation in sieh birgt.

Nun erweist sich die Molekel C32H3.OcN4 als eine zwei- 
basische schwache *) Säure,, zur Überführung in das wasser
lösliche Kaliumsalz reichen z. B. zwei Molekeln Kalilauge aus, 
während mindestens vier Molekeln eines Carbonats oder von 
Ammoniak verwendet werden müssen; in Übereinstimmung damit 
steht, dal» Staedeler *) sowie Kösterß) ein Calciumsalz der

*) hiébigs Armai. «1er Chemie. Bd. CLXXX1. S. 11:> : Bd. CLX11I.

Liebigs Annal, der Chemie. Bd. CLXXXI. !S. 212. 
s) Beiträge' zur wissenschal tl. Medizin und Chemie. Salkowski- 

l'estscbnlt (11H4). S. 80;').
*> Bei der Einwirkung von Xatriumcarhonat wird z. B. kein Kohlen

dioxyd entwickelt, vielmehr bildet sich saures Xatriumcarhonat. das bei 
der Dialyse in das Aubenwasser tritt, ganz analog verhält sich Hämatin, 
beide Substanzen schließen sich somit den Aminosäuren an. die auch 
nicht vermögen, aus Soda ( 10, frei zu machen.

ô Ann. der Chemie, Bd; C.XXX1L S. 881. Staedeler beschreibt 
noch andere Salze, hat sie aber nicht analysiert.

" Dissertation P.I01, Rostock. C. HinstorfTs Buchdruckerei. S. 2;'».
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Zusammensetzung C32H3lCa06N4 darstellen konnten. Letzterer 
betont dabei mit Recht, dal) dies nur unter Einhaltung be
stimmter Bedingungen möglich ist, doch eignet sich nach meinen 
Erfahrungen eine ammoniakalische Lösung des Bilirubins, die 
Köster verwendet hat, wenig zur Darstellung der unlöslichen 
Salzt*. Denn Bilirubin ist eine Säure von viel zu schwachem" 
Charakter, um mit Ammoniak ein in Lösung beständiges Salz 
zu geben, und so erscheint es nicht ausgeschlossen, dal) sich 
dem ausfallenden Calciumsalz freies Bilirubin beimengt, das mit 
niedergerissen wird. Ähnliche Verhältnisse finden sich beim 
Hämatin, und hier ist es gelungen, die Bedingungen ausfindig 
zu machen, unter denen normal zusammengesetzte Salze ent
stehen. worüber nächstens berichtet werden soll. Beim Bilirubin 
erschwert die unter dem Einfluß des Luft Sauerstoffs einsetzende 
Oxydation und die bei Verwendung von überschüssigem Alkali 
rasch erfolgende Zertrümmerung eines Teils des Farbstoffs das 
Arbeiten ungemein. I nsere Analysen lassen doch den Schluß 
zu, dal» im Molekül des Bilirubins durch Calcium nur zwei, 
durch Silber aber vier Wasserstoffatome ersetzt werden können, 
im Cegensatz zum Hämatin, bei dem Erdalkalimetalle wie Silber 
nur zwei Wasserstoffatome vertreten. Von den sechs Sauer
stoffarmen des Bilirubinmoleküls sind also höchst wahrschein
lich vier in Form von zwei chemisch verschieden gebundenen 
Paaren von Hydroxylgruppen vorhanden, oder das Silber vermag 
liier auch am Stickstoff haftenden Wasserstoff zu ersetzen.

Für die diskutierte Bilirubinformel C3äH.s<5OfiN4 konnten 
endlich auch die Werte herangezogen werden, die Orndorff 
und Teeple1) bei der Bestimmung von Methylimidgruppen er
hielten und die für das Vorhandensein einer solchen Gruppe 
auf 32 Kohlenstoffatome sprechen. Diese Resultate konnten wir 
bestätigen, doch schließe ich mich dem Zweifel der genannten 
Forscher an der Beweiskräftigkeit der experimentell gefundenen 
Werte vorerst an und zwar einmal auf Grund der Beobachtung, 
daß bei der Zertrümmerung des Bilirubinmoleküls immer nur 
Ammoniak als flüchtiges basisches Produkt erhalten wurde, 
allerdings stets nur in einer Menge, welche dem vierten Teil

") Amerie. Chern. Journ.. Bd. XXVI. S. 91.
Uoppp-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LIX. f>
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<l(*s im verwendeten Bilirubin vorhandenen Stickstoffs entspricht, 
und dann namentlich auf (irund des von KirpaP) geführten 
Nachweises, dal) es bei Anwendung der Methode von Herzig 
und Meyer auch bei Körpern,2) die keine Methylimidgruppe 
vorgebildet enthalten, zur Abspaltung von Methyljodid kommen 
kann. Ks wäre verfrüht, auf die in Betracht kommende Atom- 
gruppierung im Bilirubin zu schließen, selbst wenn wir mit 
Köster5) einen Pyridinring in diesem Farbstoff annehmen.

Was die Im Wandlung des Bilirubins in Biliverdin betrilft. 
das seit Mal y als ein chemisches Individuum angesprochen zu 
werden pilegt, so führten unsere Untersuchungen zu dem Re
sultat. daß sich unter ganz bestimmten Bedingungen allerdings 
ein grüner, alkohollöslieher Farbstoff bildet, dem auf Grund der 
Kiemenlaranalyse die Formel (C,61I1904N2ix zukornmt. Andrer
seits wurde festgestellt, daß Bilirubin unter dem Einfluß über
schüssigen Alkalicarbonats bei Zutritt von atmosphärischem 
Sauerstoff schon bei niederer Temperatur (10°) wenigstens teil
weise völlig aufgespalten wird, so daß es neben braunen Pro
dukten zur Bildung einer Reihe ätherlöslicher Säuren kommt, 
als deren Endglied die Hämatinsäure erscheint. Daneben treten 
grüne, amorphe Farbstoffe auf von wechselnder prozentiseher 
Zusammensetzung: nur ein Teil derselben löste sich in Alkohol. 

.Ein befriedigendes Resultat wurde hier wegen der großen An
zahl sich bildender Spaltprodukte; von denen jedes nur in geringer 
Menge entsteht, noch nicht erhalten.

Beim Erwärmen mit einer Lauge zerlegt sich Bilirubin 
rasch, unter den sich bildenden ätherlöslichen Säuren über
wiegt bereits die Hämatinsäure, und setzt man der erhitzten 
alkalischen Lösung noch ein Oxydationsmittel, wenn auch nur 
in ganz geringer Menge hinzu — wir haben bei einem Ver
such dieser Art nur ein Atom Sauerstoff in Form von Natrium
superoxyd auf eine Molekel Bilirubin zugeführt —, so werden

Mi

*! Her. d Deutsch, ehern. Ges., Bd. XL1, S. Hin.
* * B. zerfällt Pyridinbetain Hf)C.5N — CH, durch HJ in H C6N, C02

Lio' "n,i
’■ Vgl. dessen Dissertation. S. Hi—18.
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nicht weniger als 400/o des GallenfarbstotTs in ätherlösliche 
Säuren übergeführt, wovon die Hälfte aus reiner Hämatinsäure 
bestand. Daneben wurden Bernsfeinsäure und eine komplexe 
Säure erhalten, die allem Ansehein naeh sehr leicht in die ge
nannten Säuren zerfällt. Von flüchtigen Säuren konnte außer 
Kohlendioxyd nur Essigsäure, von flüchtigen Rasen nur Ammoniak 
uaehgewiesen werden. Danach zerfällt das Rilirubinmolekiil in 
alkalischer Lösung sehr rasch und leicht, zum Unterschied vom 
Hämatin, das gerade unter diesen Bedingungen recht beständig 
ist.1) Aber auch in saurer Lösung wird der durch eine erste 
1 'xydation aus dem Rilirubin erhaltene grüne Farbstoff durch 
f.hromsäure rasch zerlegt. Bei meinen ersten Versuchen hatte 
ich dabei im besten Falle 25“'.. ätherlösliche liohsäuren er
hallen, durch Änderung der Bedingungen konnten jetzt durch 
Herrn Niethammer bis zu 40*/. erzielt werden, und zwar 
waren es dieselben Säuren, welche auch bei . der Oxydation in 
alkalischer Lösung entstehen. Es sind auch die gleichen, wie
oe das Hämatin liefert, ihre Menge ist hier allerdings wesent- 
lieh größer.

Für die Ermittelung der Konstitution des Bilirubins scheint 
mu aber der leichte Zerfall, den der Farbstoff schon beim Er
wärmen mit überschüssigem Alkali namentlich unter Zusatz 
einer kleinen Menge eines Oxydationsmittels erleidet, von Be
deutung werden zu können. Staedeler*) und Thudichum'1) 
hatten bereits erkannt, daß das Bilirubin unter den erwähnten 
Bedingungen eine Umwandlung erleidet; sie haben sich aber 
beschränkt, auf die Änderung des Farbtones hinzu weisen, so 
mag ihre Beobachtung als minder wichtig erschienen und nicht 
in die Lehr- und Handbücher übergegangen sein, dagegen linden 
wir hier und da verzeichnet, daß ein gelber Farbstoff, das 
1 holetelin Malys, das • Endprodukt derOxydation des Bilirubins 
sei. was den Anschein erweckt, als sei ein gefärbter Kern des 
Oallenfarbstoffmoleküls sehr widerstandsfähig. Das ist durchaus 
nicht der Fall, die Auflösung führt vielmehr rasch zu farblosen

■) Vgl. Diese Zeitschrift, IM. LV, S. 545, Anrn.
*) Liebigs Annal. <1. Chem.. lid. CXX.XII. S, 380 „. 335.
:‘i Journ. f. prakt. Chern. ltd. CIV. S. 217.
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Substanzen und als einziges wohlcharakterisiertes Produkt tritt 
uns hier die Hämatinsäure entgegen. Die soeben erwähnten 
Bedingungen für ihr Entstehen erinnern nun durchaus an die
jenigen, unter denen sich aus dem Indigo die Anthranilsäure 
bildet. Zum Vergleich mit diesem Farbstoff drängen die Lös- 
lichkeitsverhältnisse,1) auch ist er schon von St a edel er-) mit 
dem Bilirubin in Parallele gestellt worden.

Seitdem nun durch Friedländer3) zahlreiche indigoide 
Farbstoffe bekannt geworden sind, nachdem schon vorher 
Gabriel.1) den Carbindigo entdeckt hatte, und dadurch der Indigo 
als Typus einer großen Klasse analog konstituierter Körper 
erscheint, seitdem namentlich die durch Kondensation von Isatin 
mit Pyrrol erhaltenen Farbstoffe von Liebermann5) in diese 
Klasse einbezogen werden, dürfte wenigstens die Diskussion 
der t rage, ob nicht auch das Bilirubin hier unterzubringen 
sei, ein erlaubtes Verfahren sein, zumal sie Unterlagen für 
weitere Versuche auf dem Gebiet der Gallenfärbstoffe zu geben 
verspricht. Denn die Atomgruppierung in der Hämatinsäure

N:-CO
>NH

yC --  CO

'• L. Maillard, Comptes rendus. Bd. CXXXIV, S. 470, unter
scheidet zwei Indigotine, eines davon ist in Chloroform leichter löslich, 
und spricht sie für polymere Körper an. Ferner wurden nach den Unter
suchungen von Vau bei (Bei. d. Deutsch ehern. Ges.. Bd. XXXIX. S. 3587. 
und Chem. Zeitung, Bd. XXV. II. S. 725), sowie von Beckmann und 
Cabri (Ber.. Bd. XXXIX, S. 2011) hei Molekulargewichtsbestimmungen 
in gefrierendem Toluidin Werte erhalten, die für eine Verdoppelung der 
gebräuchlichen Formel sprechen, während siedende Lösungsmittel das 
einfache Molekül enthalten.

*i Die Entfärbung, welche die tiefrotbraune alkalische Lösung des 
Bilirubins unter dem Einfluß von Xatriumamalgam erleidet, gibt ihm zu 
der Bemerkung Anlaß, daß der hierbei entstehende Körper wahrscheinlich 
in demselben Verhältnis zum Bilirubin steht wie das Indigweiß zum 
Indigblau (Ann.. Bd. CXXXII, S. 334)

Ber. d. Deutsch, chem. Ges., Bd. XLI, S. 772, und Sitzungs
berichte d K. Akad. d. Wiss. in Wien. Bd. CXVII. Abt. Hb.

Ber d. Deutsch, chem. Ges.. Bd. XXXIII. S. 990.
y) Der. d. Deutsch chem. Ges.. Bd. XXXVIII. S. 2847; Bd. XL. S 2492
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darf vielleicht mit der im Isatin

N : co
!! >C0

yf:-NH

und mit der im Phthalonsäureimid
oo

oo
verglichen werden, während sich der zweiten Komponente der 
Pyrrolblaus, dem Pyrrol, die Hämopvrrole zwanglos an die Seite 
setzen. Ja, in den Pyrrolblaus A und B1) haben wir Körper 
vor uns, die sich wie Bilirubin und Biliverdin um den Behalt 
von einem Sauerstoffatom unterscheiden. Zahlreiche der indi
goiden Farbstoffe Friedländers zerfallen endlich leicht unter 
dem Einfluß von Alkalien,2) ein Verhalten, wie es auch das 
Bilirubin zeigt, und ich hoffe, daß eine bessere Kenntnis der 
hierbei entstehenden mannigfachen Produkte weitere Analogien 
auffinden lassen wird, namentlich auch in Beziehung auf «lie 
Hämatinsäure, die sich wohl nicht als ein primäres, sondern 
als ein aus einer leicht veränderlichen Vorstufe hervorgehendes 
Spaltprodukt des Bilirubins erweisen wird.

Experimenteller Teil.

A. über die Aufarbeitung von Gallensteinen.

Ein Teil des zu den nachstehenden Versuchen benützten 
Bilirubins wurde aus 515 g getrockneten Gallensteinen vom Bind 
nach dem von mir in der letzten Arbeit bereits beschriebenen 
Verfahren hergestellt. Hierbei ergab sich durch die zunächst 
ausgeführte eintägige Extraktion mit Äther ein Verlust von 
PU g — 3,77% des Pulvers; der Best desselben (495,G .g) 
wurde auf zwei hohe Bechergläser von ca. 2 1 Inhalt verteilt 
and so oft mit je 1 1 heißen Wassers unter Umschwenken über-

1 f‘,4Ht603N4 und t.i4H.I(;OsN4.
*) Ber d. Deutsch, rhem. Ges.. Bd XU. S. 1085
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iro.-süii. bis die nach dem Absetzen durch dickes Filtrierpapier 
dekantierte Waschjlüssigkeit nur noch schwach gefärbt erschien 
(Die Auszüge hinterließen, auf dem Wasserbade zur Trockene 
verdampft, einen spröden, glänzenden, grünen Rückstand im 
(iewicht von 10 g — 7,7ört/o.) Die auf dem Filter gesammelte 
Masse wurde nun mit kochender 10°/o iger Essigsäure über- 
gossen, wobei di*r Trichter solange verstopft blieb, bis eine 
merkbare Einwirkung nicht mehr stattfand;1) das Verfahren 
wurde wiederholt, bis eine Probe der ablaufenden Säure* Ca+ + 
oder Mg+ nicht mehr enthielt, was erst nach wochenlanger 
Behandlung der Fall war. Nachdem dann die Essigsäure durch 
Wasser verdrängt und das Pulver, erst auf Fließpapier, dann 
bei mäßiger Wärme getrocknet worden war, folgte eine zweite 
Extraktion der noch vorhandenen 370 g2) durch Äther,3) als
dann die erste Behandlung mit 9ß°/oigem kalten Alkohol. Dazu 
wurde das Pulver (356 g) auf 2 Flaschen verteilt, jede mit */* I 
Alkohol beschickt und 2 Stunden geschüttelt. Nach völligem 
Absitzen wurde die tielgrüne Lösung durch ein Kreppfilter von 
Dreverhoff abgegossen, der Alkoholzusatz wiederholt und die 
Extraktion so lange fortgesetzt, bis nur noch ganz schwach 
gefärbte Filtrate erhalten wurden, was erst nach mehreren 
Wochen erreicht wurde. Hierbei wurden 16 g = 3,11 °/o heraus
gelöst. 41

Die noch vorhandenen 340 g des Pulvers bestanden nach 
dem Trocknen bei 110° aus orangerot gefärbten feinen Teilen, 
die mit gröberen, dunkler gefärbten untermischt waren. Zur 
Gewinnung des Choleprasins wurde nun wie folgt verfahren 
de 170 g des vorbehandelten Gallensteinpulvers wurden in ein 
großes Becherglas gebracht und mit je 5 1 kochenden Eisessigs 
unter Umrühren übergossen. Nach dem Absitzen, das in der

Das Pulver enthält Carbonate, auch Iritt eine schwache Schwefel- 
wasseistoffentwieklung auf.

*) Durch die Essigsäure waren also 85.fi g lf>.64°.'» heraus- 
gelöst worden

‘) Der Äther hinterließ 14 g 2.7 ' « eines griinbraun gefärbten 
harzigen Rückstandes

*> iliier die Aufarbeitung dieser Fraktion vgl. S. 82

To
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Wärme sLtttfand, wurde (iie klare, intensiv grüne Losung vor
sichtig durch ein Krepptilter abgegossen,1) worauf die Behand
lung mit Eisessig fortgesetzt wurde, und zwar waren 10 Ex
traktionen notwendig, alsdann färbte sieb der Eisessig nur noch 
schwach an. Zur Entfernung der Essigsäure wurde dann das 
Pulver mit heißem Wasser 8 Tage lang ausgewaschen, das 
Wasser durch Alkohol verdrängt, dann auf Fließpapier, darauf 
bei ß002) getrocknet, worauf noch 200 g3) vorhanden waren 
Es folgte jetzt eine dritte Extraktion mit Äther (Verlust 7,ß gi 
und dann eine zweite Behandlung mit Alkohol, die wie die 
erste durchgeführt wurde, bis nur noch Spuren grünen Farb
stoffes abgegeben wurden: die Menge desselben betrug aber 
im ganzen nur g.

Da (‘in kleiner Verlust an Material stattfänd, lagen nach 
diesen vorbereitenden Operationen noch 240 g Gallensteinpulver 
vor. die nunmehr mit Ausnahme von 0 g ‘i durch Chloroform

'( Von don ersten Auszügen wurde der Eisessig zu von den 
lel/.en zu 9/io unter vermindertem Druck abdestilliert und zu neuen 
Extraktionen verwendet. Der Rückstand wurde in die 10fache mit ein 
wenig Ammoniak versetzte Wassermenge eingetragen, wodurch das Chole- 
fMas n gefüllt wird: der Zusatz des Elektrolyten ist zweckmäßig, da man 
sons: eine kolloidale Lösung des Farbstoffs erhält. Was die Menge des 
Choleprasins betrifft, so wurden 70 g = 18,fi°/o des verwendeten Gallen
steinpulvers erhalten. Die Untersuchung desselben bat leider aus Zeit
mangel bisher nur wenig gefördert werden können: nur so viel steht 
h*st. daß das Choleprasin, wie schon aus seinem auch hier wieder bestätigten 
Schwefelgehalt liervorgelit. aus dem Eiweiß stammt Es ließ sich näm
lich zeigen, daß bei der Einwirkung heißer Salzsäure neben viel Ammoniak 
<*m Gemisch von Körpern abgespalten wird, die unverkennbar zu den 
Aminosäuren gehören, während der verbleibende Rest sehr widerstands
fähig ist

a) Eine bei 110« getrocknete Portion hatte braune Färbung, di.* 
bei (‘0° getrockneten Anteile zeigten dunkelorangerote Farbe.

') Da nur 70 g Choleprasin erhalten wurden, ist ein Verlust von 
lo g zu konstatieren, er rührt davon her, daß das Pulver noch Kalk 
enthielt, der erst durch die konzentrierte Essigsäure gelöst wurde und 
beim Einträgen in Wasser in Lösung blieb. Organische Substanz **nl- 
hielten die Filtrate vom Choleprasin nur in Spuren. Vgl. auch die 
Anm. in Bd. XLVII, S. 298. dieser Zeitschrift.

*) Vgl. S. 73.
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,m Soxlilf;! bei Liohtabschluli extrahiert Wurden,1) zunächst 
n läge lang, dann wurde eine Portion von 40 g entsprechend 
Ho,tt g des ursprünglichen Pulvers wiederum mit 10°/oiger Fssig- 
sjiun' hei land e)t und nach dem Auswasclien und Trockner) ein 
/weites Mal 8 Tage lang mit Chloroform extrahiert, worauf 
nach abermaliger Behandlung mit Essigsäure .noch eine B. Kx- 
Iraktion mit Chloroform lolgte. Insgesamt waren durch die erste 
Kxtraklion oldio g Farbstoff herausgelöst worden = ca. 10° 
des in Arbeit genommenen Materials: die zweite lieferte noch 
kB g, die dritte 1,8;) g, das sind aber noch 5,7 resp. 2,lf>0/o. 
also sehr in Betracht kommende Mengen, da sich die Gesamt- 
ausbcute dadurch auf fast 18 "/« an chloroformlöslichen Stoffen
erhöht, eine Menge, die immer noch gegenüber der in anderen 
Fällen erhaltenen zurücksteht.2)

Dieselbe verteilt sich auf folgende vier Fraktionen.
Fraktion I. Ausbeute 8,9 °/n,*) im Kxtraktionskolben in 

dunkelbraunen Krusten abgeschieden; unter dem Mikroskop 
betrachtet erwies sie sich als aus undeutlichen, zu Drusen ver
einigten Krystallen bestellend, sie war asche- und chlorTei. 
Analyse: 0.2408 g Substanz gaben 0,0128 g CO, und 0.1802 g U,0

07,01 °/o C und (;,2.j°/« II.
Ul i!)<; g Substanz gaben 18,1 mn N bei 20° und 788 mm H. 0.01 N

Fraktion II, Ausbeute 5,5°/o, wurde aus der von Fraktion I 
abliltriei ten Cliloroformlösung dadurch gewonnen, daß das Lö
sungsmittel bis auf ein Viertel der ursprünglichen Menge ab
destilliert wurde, worauf sich der Farbstoff im Laufe zweier 
Tage absetzte. Das anfangs schön rot gefärbte Präparat er- 
wi(‘s sich unter dem Mikroskop als aus deutlich ausgebildeten 
schielen Säulen bestehend, daneben waren Krvstalltrümmer zu 
bemerken. Nach längerem Aufbewahren erschien das Präparat 
rotbraun.

1 Man benützt hierbei dieselben Hülsen wie bei den ÄtheTextrak- 
tumen. beschickt sie aber nur etwa zur Hälfte, vgl. Anm. 1. Bd. XLVII. 
S 200. dieser Zeitschrift.

,N ,)as na(‘h der Extraktion mit Chloroform verbleibende Pulver 
enthielt noch reichliche Mengen von Farbstoff; über Versuche, denselben 

u gewinnen, werde ich später berichten.
i Auf das ursprüngliche Gewicht des Pulvers bezogen.
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Die Analyse erjrali Spuren von Chlor und das Freisein 
von Aschebestandteilen.

0.128 g Subs (an/, gaben 0.3143 g CO. um! 11,070 g HO 
— 00.H7'' » C und li,!l° o H.

ii.is2 g Substanz gaben 10,2 ccm N bei 1HU und 71o mm B - 10,12ö o N.

Fraktion 111, Ausbeute 2,9 °/o, wurde aus der Mutterlauge 
der vorigen Fraktion durch Alkohol gefällt: es war braunrot 
gefärbt, ganz undeutlich krystallisiert. enthielt 0,45«. „ Chlor 
und (),t>40/o Asche.
(». 1251 g Substanz 0.1243 g a.scbefrci gaben 0.3003 g CO* u. 0,0701 g HtO 

= 05,80°/o C und 0.31 " . H.
«U2/0 g Substanz --- 0.1202 asebefrei gab«*n 10.3 ccm N boi |K- un<l 

728 min 0. ~ 0.02 V N.
0,1832 g Substanz gaben 0,0031. g AgCI 0.45 V Chlor.

nieste Fraktion entspricht, abgesehen von dein niedriger 
gefundenen Chlorgehalt, dem ß-Bilirubin..*) in dem ich ein Bili
rubin erblickte. das durch die lange Behandlung mit Chloroform 
eine teilweise (Chlorierung erlitten hat.

Fane IV. Fraktion wurde nach Abdestillation des Chloro
forms und des Alkohols erhalten, es hinterblieb dabei eine 
dunkelgrüne, harzige Masse, auf deren Analyse verzichtet wurde.

Aus den Analysen folgt in Übereinstimmung mit früheren 
Ergebnissen, daß das Bohbilirubin der Fraktionen I und II als 
fast rein anzusprechen ist.

73

Berechnet für Fraktion 1 Fraktion II
”/» C <>7.13 <>7,04 <><>,07

<5.0V H «,20 <>,25
‘ . X 0.70 11,01 10.12

Wie Seite 71 bemerkt, wurden 0 g des präparierten (iallen- 
steinpulvers zurückbehalten: diese Menge wurde nun einer Flxtrak- 
tion mit Dimethylanilin unterworfen, indem sie in 31 g des vorher 
getrockneten und zum Sieden erhitzten Lösungsmittels einge
lragen und o Minuten im Sieden erhalten wurde. Di«* Auf
arbeitung der nach der Filtration erhaltenen Lösung schloß 
>icb an die bereits mitgeteilten Angaben-} an (Nr. \). Die zu-

’) Diese -Zeitschrift, Bd XLYII. S. 208.
*) Diese Zeitschrift. Bd. XLVI1. S 310.
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nächst nicht gelösten Anteile wurden darauf ein zweites Mal 
mit siedendem Dimethylanilin behandelt (Nr. II). Das Hesultal 
war folgendes :

Nr. I Nr. II
.1 Heim Erkalten des I>imetliylanilins auskrystallisiert . «Mi g 0.2 g
- Nach Abdestillatkm von 4 des Lösungsmittels » 0.25 » 004 »
». I)urcli, Alkohol gpfülll .... ...............................0*> , ()(M ►

4 Nach Abdestillalion des Alkohols durch Salzsäure gefällt 0.25 » 0.1 >
• > lüirrli Alkohol aus den Fraktionen beim Reinigen heraus-

0.15 » 0.05 »

Fraktion 1 stellt«; ein orangerotes, bald rotbraun werdendes 
Pulver vor, das durehaus in breiten, schief abgeschnittenen 
Sänlen kristallisierte,.cs enthielt 0,5°/o Asche.
Analyse 0,114«; g Substanz. =--= 0.1140 g asdiefrei gaben 0.2H0S g C()t 

und 0.0007 g H,0 07.18" 0 C und 0,55° «. H.
«U.id.t g Substanz. 0.1525 g aschefrei gaben 13,4 ccm N bei 17" und

727 nun B. = 0,75°>

Die Fraktion 2 war ein rotbraunes Pulver, dessen Krystall- 
lormen denen der ersten Fraktion glichen, doch waren die 
Krystalle kleiner und mit vielen Trümmern untermischt; aus der 
Analyse geht hervor, daß es nicht vollständig gelungen war, das 
Dimethylanilin zu entfernen.

0.1020 g Substanz; gaben 0,2528 «j CO, und 0.0001 g HM)
- 07.59% C und 0,59% H.

«».0928 g Substanz, gaben 8,2 ccm N bei 18« und 730 mm R. - 10.04% N

b raktion .4 gab bei der Analyse abweichende Werte, Frak
tion 4 war eine grünbraune, harzige Masse, deren nähere Unter
suchung unterblieb.

Was die Ausbeuten betrilTt, so wurden 1,09g krystallisiertes 
Bilirubin oder 8,4 °/o des ursprünglichen Pulvers erhalten, da die 
verwendeten Hg 12.9g des letzteren entsprechen, gegenüber 
14,4‘Vo an fast reinem Kohbilirubin bei der Extraktion mit Chloro
form, wobei allerdings zu berücksichtigen ist, daß die Verluste 
bei der kleinen Menge im Verhältnis viel größer waren. Auch 
kommt in Betracht, daß beim Umkrystallisieren von Rohbilirubin 
aus siedendem Dimethylanilin immer ein Teil des Farbstoffes 
eine, wie es scheint, weitgehende Zersetzung erleidet. Bei früheren
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Versuchen1) waren hierbei im besten Kall ö0%) des verwendeten 
Bilirubins in schönen Krystallen erhalten worden; Herrn Niet
hammer gelang es, jetzt fast 6t>°,o zu erreichen, dadurch, daß 
die bei der ersten Behandlung nicht gelösten Anteile ein z\y«»ites 
und drittes Mal mit Dimethylanilin ausgekocht wurden, ln 
Arbeit genommen wurden hier 30 g eines früher von mir her
gestellten Rohbilirubins,*) erübrigt ») wurden 17,25 g der ersten 
tla), 2,35 g der zweiten Fraktion (2a). wovon3,75 g resp. 0.55 g 
auf die späteren Auszüge fallen: Fraktion ta bestand wieder 
aus großen rhombischen Säulen, Fraktion 2a aus kleineren, 
aber wohlgebildeten Krystallen. das Pulver von beiden hatte 
rotbraune Farbe.

Analyse. Fraktion la.
0.0652 g Subsl. gaben 0.16111 g C02 u. 0.086 g ||20 
Ö.15S » » , 0,8884 » » » 0.0008 * » -=67.0t% C u.6,41 % li
0,1222 » > *10 rein X bei 110 und 744 mm B — 9.77% N
«M115 » * ^ 0.5 » * » 12° » 781 » » -=9.55% •

Fraktion 2a.
0,1564 g Subsl gaben 0,8885 g C()2 u. 0,090 g 11,(1 v06,9% C u.6,46% II
0.2078 » » » 0,50«6 » > » 0,117 * » 66,89 °/o * > 6,28% .
0,0815 » » » 6.6 ccm N bei 110 und 746 mm B. — 9,47% N
0,1082 » » » 8,2 > * » 110 * 745 » » = 9.86% *
Berechnet für (CieH1H03N8), 1. 2. ta. 2a

% c 67,19 07,18 67,59 67,11 67,01 «6.9 «6,80
% H 6,29 6,55 6,59 6,28 6,41 6,44; 6,28
% X 9.79 9.75 10,0 t 9.77 9,55 9.47 9,86

Sonach dürfte auch Fraktion 2a ein reines Bilirubin vor
stellen, wenn auch für den Stickstoff etwas zu niedrige Werte 
gefunden wurden.

Fraktion 3 erwies sich als ein nicht ganz reines Bilirubin.
Fraktion 4, also der Teil, welcher vom Dimethylanilin erst 

durch Zusatz von Salzsäure abgetrennt wurde, mit dem Lösungs
mittel also vielleicht ein Salz gebildet hatte, erwies sich als ein Ge
misch, das zunächst durch Alkohol getrennt werden konnte. Der

*) Biese Zeitschrift, Bd. XLVII, S 818 u. 820 
8) Die Analyse ergab: 66.5% C. 6,4% II. 9.8% N und 0.88% CI 

auch enthielt das Präparat fast 0,5% Asche.
3t Diese Zeitschrift, Bd. XLVII. S 810
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hierin unlösliche Teil löste sich in Chloroform und bestand vielleicht 
aus nicht verändertem Bilirubin. Die konzentrierte alkoholische 
Lösung lielLauf Zusatz von Äther einen grünen Farbstoff fallen, 
der nach erschöpfender Extraktion mit Äther in wenig heißem 
Alkohol gelöst wurde und sich beim Erkalten dann zum Teil 
wieder absehied und zwar in fast krystallinisch erscheinenden 
(iebilden. Die Analysen dieses Teils harmonieren mit fier für 
das Biliverdin üblichen Formel (GlfiHl!S04N8)x

C H X 
Ho rech net : «3,58 % 5,96 °/o 9.2« °/o

o. 10« j Subst. gaben 0.2178 g <\)l u. O.Oôfil g H/) — H3.«3ü/<> 5.92°,o — 
0.0895 » » * . 7.8 ccm X bei 12° u. 788 mm R. = 9.49 ,J/<»

und es ist ja denkbar, daß sich (‘in kleiner Teil des Bilirubins 
oxydiert hatte.: eine genauere I ntersuchung ließ die kleine Menge 
nicht zu.

Der auch in Äther lösliche Anteil enthielt zunächst noch 
grünen Farbstoff, der aber nach Aufnahme in Alkohol durch 
Fällung mit Äther und durch Wiederholung dieses Verfahrens 
völlig' abgetrennt werden konnte.

Schließlich bestand der Ätherrückstand aus einem braun
gelben. in wässerigem Ammoniak löslichen Sirup, den kalte 
Sodalösung nicht aufnalim, doch erfolgte dann Lösung auf Zu
satz von heißem Wasser, worauf das Filtrat beim Erkalten zu 
einer Gallerte erstarrte. Äther nahm daraus feste Substanz fort 
und hinterlie.fl dann einen braungelben, auch in Chloroform und 
Petroleumbenzin löslichen Rückstand, der aus schollenförmig 
geschichteten Tafeln bestand.

Der Schmelzpunkt der übrigens stickstoffhaltigen, wachs- 
artigen Masse lag bei 35—10°. Es muß einstweilen unent
schieden bleiben, ob dieser Körper aus dem Bilirubin oder aus 
den noch anhaftenden Beimengungen entstanden ist. Jedenfalls 
dürfte aber ein nicht unerheblicher Teil des Bilirubins bei der 
hohen Temperatur des siedenden Dimethylanilins einen Zerfall 
erfahren, den genauer zu verfolgen sich doch lohnen würde. 
Die auch nach dreimaligem Auskochen mit dem genannten 
Lösungsmittel noch nicht gelösten Anteile enthielten nämlich 
zwar ebenfalls noch durch Chloroform extrahierbaren Farbstoff.
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daneben aber einen weder hierin, noch in Alkohol oder Kis- 
essig löslichen Körper mit sauren Eigenschaften, Kr wurde nach 
der Aufnahme in Natronlauge durch Salzsäure gefällt und nach 
dem Trocknen als schwarze, glänzende, amorphe Masse er
halten, welche beim Krhitzen Dämpfe gab, die einen mit Salz
säure befeuchteten Fichtenspan intensiv röteten.

Zur Orientierung wurde das Präparat, dessen Gewicht 1,4 g 
betrug, analysiert: es enthielt 0,72°/o Asche. .

o.OWiO g aschefreio Substanz gaben 0,1910 g CO, und 0.051 g H.O 
54,26“« 0 und 5,95° . H.

o.l 117 g aschefreie Substanz gaben 0.2883g COa und 0,0700 g HO 
— 54,34% C und 5,S0w/.> II.

.4».1687 g aschefreie Subst. gaben 13,3 ccm N bei 15° u, 729 mm B. _ 8,85*'/« N 
0,230.) * * » 18.2 » » » 15° » 728 » » - 8.«« o »

Diese Resultate harmonieren mit einer Formel ■.C7H9()3N 
(her.: o.4,2°/o C, 5,8° o H u. 9,OQ/0 N) merkwürdig gut, es bleibt 
natürlich abzuwarten, ob bei einer Wiederholung der Versuche 
sich Präparate von gleicher Zusammensetzung bilden werden, 
und ob die eingehende Untersuchung ergeben wird, dah es sich 
tatsächlich um ein Bruchstück des Bilirubins handelt, wie es den 
Anschein hat.

B. Die Versuche zur Bestimmung der Löslichkeit des aus 
Dimethylanilin umkrystallisierten Bilirubins werden in der 
früher1) beschriebenen Weise ausgeführt, und zwar immer zwei 
Versuche nebeneinander. Das Präparat kam zunächst sechs 
Wochen nach erfolgter Darstellung zur Untersuchung, die Tem
peratur betrug 12—13° C , stets wurde eine Stunde mit dem 
( Chloroform geschüttelt.

t i

1 Löslichkeit f J ' 13,08 g Chloroform enlhielten 0,0393 g Bilirubin
| 1 : 351 11,2 * > 0,0318 *
( 1 :11711 14,9« » » 0,022 8.

1 1 : (173 10,3 » » » 0,0153 »

3 1 , : 11,1« # * 0,015 *
1 1 : 73!i 11.1 * » 0.015 »

4. , 1' H2i> 11,« > • » 0,014 »

oc tc 13,95 » * 0.017 »

l) Biese Zeitschrift. Bd. XLVI1. S. 313
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• >. I.">lulikmt f I : 873 
I i 8<;5 
| 1 h7<> 
\ I : 871

10.fi jr Chloroform enthielten 0.01-9 " Hilirubin 
t7.3 » » » 0.020 »
10,2t; » > » 0,0118 »
1 i.o » o.oit; .

Mit 2,f> g desselben Präparates wurde dann eine zweite 
Versuchsreihe bei 19° C. ausgeführt, nachdem es weitere s
Monate auf bewahrt worden war.

Hier wurde stets ;4 Stunden lang geschüttelt.

I I ,. .. ( i : oi)3.<><li<'hk»*it ; ■1 1 (;*.».{
12.3 ji Chloroform ••nthieltcn 0,0178 g 
15,ä » 0.0224 »

•> | 1 721) 1.3,1; » 0.0187 »
1 1 : 727 10 i O.0220 >
| 1 : 800 im; x 0.012 »

»

! 1 : 80| 20.2 * 0.0252 »
t J 1:821 m » 0.01 (»3 >♦

1 1 : 830 11,47 0,0137 *
| 1 794 8,,)/ i i 0.0108 a

‘ It:779 7.87 ‘ 0.0101
| 1 : 827 15.25 0.010
1 1 :82ä 18.74 » 0.0227 *

bei
99”

In I ibereinstiinmung mit den früher erhaltenen Resultaten 
ist also auch hier die Anfangslöslichkeit des Präparats nach 
längerem Auf bewahren zurückgegangen, es müssen also die zu
nächst vorhandenen, in Chloroform leichter löslichen Anteile all
mählich in die schwerer lösliche Modifikation übergegangen sein. 
Mit dieser IUmwandlung geht zugleich eine Änderung in der 
Paria* vor sich, was namentlich an manchen der schön roten 
Präparate ersichtlich war. dit* bei der Pxtraktion des Gallen
steinpulvers durch Chloroform zunächst in diesem gelöst blieben 
und erst nach Abdestillation eines Teils des Lösungsmittels aus- 
lielen. Ihre Farbe schlug allmählich in braunrot um.

Die Deutung des Vorgangs wird dadurch etwas erschwert, 
«lall lange /eit auf bewahrtes Hilirubin manchmal an Eisessig 
einen grünen Farbstoff abgegeben hat, was wohl auf eine Oxy
dation zu Biliverdin zurückgeführt Werden darf, die demnach 
schon das trockene Bilirubin ganz allmählich erleiden kann. Ich 
glaube allerdings nicht, daß die Löslichkeitsbestimmungen von 
diesen immer nur recht geringen, in Chloroform unlöslichen Bei
mengungen beeinflußt worden sind, und erblicke den Grund für
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ilas Verschwinden der leichter löslichen Anteile in ihrer all
mählich eintretenden Umwandlung in die schwerer lösliche 
Modifikation. Eine Änderung in der pnidentischen Zusammen
setzung ließ sich jedenfalls durch die Analyse nicht feststellen.17

C. Die Bestimmung von Methylimidgruppen 
im Bilirubin.

Pa Orndorff und Teeple-'i zwar <lie Abwesenheit von 
Methoxylgruppen im Bilirubin festgestellt, bei der Bestimmung 
von Methylimidgruppen nach Herzig und Meyer aber ein 
wenn auch der Menge nach wechselndes positives liesultat er
übrigt hatten, erschien eine Wiederholung dieser Versuche an 
gezeigt. Herr Niethammer erhielt hierbei folgende Resultate:

a) Bilirubin aus Dimethylanilin umkryslallisiert
0.21H g Substanz gaben 0.01)0 g Aj_r.l = 2.01)°., i.||

b) Bilirubin aus Chloroform abgeschieden 
O.MObi g Substanz gaben 0.1201 g AgJ 2,ä;tv> CU.,.

ei Biliverdin. dessen Analyse mit der Formel (Ï: f| < ) y,,x 
übereinstimmende Werte gal).

0.1801 g Substanz gaben 0.118 g AgJ - 2.lit0/« Oll
Im letzten fall wurde das .lodsilber nach Behandlung mit 

Ammoniak, wonach 0.144 g ungelöst gebliehen waren, in Chlor
silber übergeluhrt und hierdurch bewiesen, daß es rein war. 
Erhalten wurden 0,0882 g AgCI, berechnet 0,0870 g. An der 
latsache, daß Bilirubin durch die Behandlung mit .lodwasser- 
stolf und .lodammonium bei 200—300«» .lodmetbyl abspaltet und 
zwar ein Molekül auf das Molekül C3.,H^OcN|, berechnet 2.62";.. 

CH3, kann wohl also nicht mehr gezweifelt werden, doch darf 
daraus, wie ich in der Umladung ausführtc, noch nicht auf das 
Vorhandensein einer Methyiimidgruppe geschlossen werden.

1). Über das Biliverdin.

Der von Berzelius mit dem Namen Biliverdin bezeichnete 
Uallenfarbstoff wird seit den Untersuchungen von Mal y3) und

') Vgl. S. 81.
0 Amoric. Ohem. Journ., Bd. XXVI. 'S. 10
■) Sitzungsber. d. K Akad. d. Wiss. zu Wien. Bd. lA’ll. S. 00 (1808 

Me big s Ann. d. Cbern . Bd. CLXXV. S. 81
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Hiudichum1 * *) als i*in chemisches Individuum angesehen, dessen 
Zusammensetzung durch die Formel i(:i*H1„04N2)x auszudrücken 
ist, und zwar soll es nach Ma ly durch Aufnahme eines Sauer- 
stolfatoms glatt aus dem Bilirubin hervorgehen. Staedeler-) 
zieht auch eine Formel C16H2ö05N2 in Betracht :{j und weist 
bereits darauf hin, daß längere Kinwirkung von Alkalien den 
grünen Farbstoff in einen braun gefärbten Körper umwandelt. 
Fine ähnliche Beobachtung machte Thudichum.4) Meine ersten 
Versuche, :,i aus krystallisiertem Bilirubin unter Anwendung von 
Bleisuperoxyd Biliverdin zu erhalten, ergaben nun zwar einen 
grünen alkohollöslichen Farbstoff, doch war seine Menge geringer 
als die des in Arbeit genommenen Bilirubins, und das Resultat 
der Analyse harmonierte nicht mit obiger Formel. Später habe 
ich dann auch die zweite der von Ma ly zur Gewinnung von 
Biliverdin angegebenen Methoden angewendet. Fs betraf ein 
Bilirubin, das durchweg in rhombischen Säulen krystallisierte 
und, nach der Analyse zu urteilen, rein war.

o. I son g Substanz gaben 0.140 g C08 und O.tOSfj g H ,0 
- 07.1 °/o t: und H.

o,|s:b; g Substanz gaben 1(1,5 cnn N bei 13.5" und 735,8 mm 15. == 10.25°/o X

Die Lösung von 1 g dieses Präparats in 1 jo N. Natron
lauge blieb in einei* flachen Schale drei Wochen unter häufigem 
I inrühren stehen, dann wurde noch einen Tag lang Sauerstoff 
hindurchgeleitet. Der nun durch verdünnte Schwefelsäure ab
geschiedene und nach dem Auswaschen durch Lösen in Alkohol

1) J. f. prakt. r.lvcmv. Hd. (3V, S. 218.
Liebigs Ann.. Bd. CXXXll. S. 32H.

!j Namentlich auf Grund einer Analyse von Heintz. Pogg. Ann . 
Hd LXXXIV. S. 117. die (>0.0|% C, 5.8-1 % H und 8.53° o N ergeben hatte 

‘i In Kalilauge, Natronlauge und Ammoniak ist das Biliverdin 
loslu li. Wenn es lange in diesen Lösungen stellt oder darin gekocht 
wird, so wird es bräunlich und der Niederschlag hat viel von seiner Lös
lichkeit in Alkohol verloren.

» Diese Zeitschrift, Hd. XXVIII. S. 322. Der grüne Farbstoff, den 
ich direkt aus Gallensteinen durch einen Auszug mit Natronlauge her
stellte und auch analysierte, ist ein Gertlenge gewesen, in dem auch 
Gholeprasin enthalten war. dessen Vorkommen in Gallensteinen .ja erst 
1005 von mir nachgewiesen wurde



und Wiederausfällen durch Wasser gereinigte Farbstoff gab 
allerdings Zahlen, welche zur Formel GlßHIK04NÄ stimmen.

0.1252 g Substanz gaben 0,2917 g CO, und 0^0685 g HfO 
— 63.54°/o C und 6.08°.. II.

doch war die Ausbeute wiederum nicht quantitativ.
Als ich dann fand, daß sich grüne alkohollösliche Farb

stoffe auch bilden, wenn Bilirubin mit Alkohol und Salzsäure 
erwärmt wird, ferner wenn eine Lösung des Bilirubins in Chloro
form langsam verdunstet und daß unter dem Einfluß des Chloro
forms auch ein chlorhaltiges Produkt entstehen kann, als ich 
die Beobachtung machte, daß durch längere Einwirkung von 
Alkalien Ammoniak aus dem Bilirubin abgespalten wird und 
daß dabei gleichzeitig eine ätherlösliche Säure auf tritt, erschien 
es mir im Zusammenhang mit der Tatsache, daß aus dem 
Bilirubin durch Oxydation mittels Chromsäure Hämatinsäure 
entsteht, gewagt, auf Grund einiger noch dazu nicht gut über
einstimmender Analysen1 ) einen amorphen Körper als chemisches 
Individuum anzusprechen. Ich habe daher Herrn Niethammer 
veranlaßt, weitere Versuche zur Gewinnung von Biliverdin an- 
zustellen, und kann als Besultat derselben angeben, daß es in 
der Tat unter bestimmten Bedingungen gelingt, ein-Biliverdin- 
zu erhalten, d. h. einen grünen, alkohollöslichen, undeutlich 
kristallinischen Farbstoff, dessen Analysen auf eine Formel 

*ö4N, hinweisen. Diese Bedingungen sind, daß das Bilirubin 
in zwei Molekeln kaustischen Alkalis unter Zusatz von so viel 
Wasser, daß eine 0,2°/oige Lösung vorliegt, gelöst bei einer 
Temperatur, die 5° 0. nicht übersteigt, der Einwirkung des Luft
sauerstoffs ausgesetzt wird. Jeder Überschuß von Alkali, jede 
Erhöhung der Temperatur bewirkt eine weitergehende Zer
setzung. Ferner scheint sich Biliverdin auch bei der Einwirkung 
von Alkohol und Salzsäure auf Bilirubin zu bilden und beim

Beiträge zur Kenntnis der (iallenfarbstofle Hl

Berechnet für Ci«H1804Ns: % C 63,58 0 V H 5,96 0 • N 9,26
Mal y fand: 63.74 5.97 X/77

6.04 8,74
63,82 5,80 9,35

Thudichurn fand. 63,08 6,25 9,32
62.09 6.12 9,36

Jolies fand : 62,76 6,27 8,44
Moppe Seylcr's Zeitschrift f. phytäol. Ohtfpiie MX. 6
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langsamen Verdunsten inner Lösung des Bilirubins in Chloro
form,- ferner beim Umkrystallisieren von Bilirubin aus Dimethyl
anilin. m allen Fällen dürfte der LuftsauerstofT die Oxydation 
bewirken, und das kann schließlich sogar beim Aufbewahren 
von trockenem Bilirubin geschehen, auch in den Gallensteinen 
kommt es wahrscheinlich vor.1 *i Allerdings gründet sich diese 
Annahme bisher immer nur auf die Elementaranalyse der be
treuenden Präparate, zu einer eingehenden Untersuchung und 
zur Herstellung charakteristischer Verbindungen reichten die. 
Mengen niemals aus.

a» Vorkommen von Biliverdin in Gallensteinen.
Bei der Aufarbeitung von Gallensteinen war nach der Be

handlung mit Äther, heißem Wasser Und verdünnter Essigsäure 
das Pulver wochenlang mit kaltem 96 “/Vigen Alkohol extrahiert 
worden, wobei 16 g eines grün gefärbten, schon unter 100° 
schmelzenden Präparates nach dem Verdampfen des Alkohols 
zurückblieben. *,) Die alkoholische Lösung dieses Bückstandes 
gab nun beim Einträgen in Äther einen Niederschlag, nach 
Wiederholung der Lösung und des Fällens und nach erschöpfen
der Extraktion mit Äther wurden endlich 6 g eines braun- 
grünen unschmelzbaren Farbstoffs erhalten, während über 12 g 
eines Fettes in den Äther gegangen waren.3) Die 3 g wurden 
in wenig heißem Alkohol gelöst, beim Erkalten schieden sich 
dann 0,3g eines undeutlich krystallinischen Farbstoffs ab, deren 
Analyse auf Biliverdin deutet.
O.OS15 g Substanz <bei 0Ü° getrocknet) gaben 0,1002 g <10, u. 0,0132 g 11,0

0 und 5,93 ’;a H.
0 1278 g Substanz (bei HO0 getrocknet.-, gaben 10,1 ccm N bei 11° und

730 min B. = 0.17 % N.

l) Damit gewinnt Malys Angabe, durch Einwirkung des Luftsauer- 
s tolls aus einer Lösung von Bilirubin in Monochloressigsäure Biliverdin 
erhalten zu haben, an Wahrscheinlichkeit, analysiert hat er diese Prä
parate nicht.

* Vgl. S. 70.
* Dadas Pulver bereits zweimal erschöpfend mit Äther behandelt 

worden war. ehe die Extraktion mit Alkohol erfolgte, dieser dann aber 
noch fettige Substanz herausnahm, ist man versucht, an eine nähere 
Verbindung der letzteren mit dem Farbstoff zu denken.
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f>ie Mutterlaugen enthielten grünen Farbstoff, dessen Ana
lyse abweichende Werte gab.

h) Die Bildung eines grünen Farbstoffs beiin IJmkry- 
stavisieren von Bilirubin aus Dimethylanilin, der nach der Ana
lyse zu urteilen Biliverdin sein könnte, wurde bereits Seite 7t> 
beschrieben.

ai Bildung von Biliverdin beim Verdunsten einer Lösung 
von Bilirubin in Chloroform.

Mit Bilirubin gesättigtes Chloroform wurde bei Zimmer
temperatur in einem lose durch Watte verschlossenen Kölbchen 
im zerstreuten Tageslicht der freiwilligen Verdunstung über
lassen. Der Rückstand wurde mit reinem getrockneten Chloro
form extrahiert, das Ungelöste in Fisessig aufgenommen und die 
unter vermindertem Druck stark konzentrierte Lösung in Wasser 
eingegossen. Der hierbei* entstehende Niederschlag wurde filtriert, 
mit heißem Wasser ausgewaschen und bei '60° getrocknet. Fs 
lagen vor 0,85g eines chlorfreien, grünen Farbstoffs.1.

Analyst': 0,142<>g Substanz gaben 0,3'SIH g CO, und 0.0714 g H20 
u:VW% C. und 0,24 °/o H.

0.17S2 g Substanz gaben 11.4 ccm N bei 12 * und 7iO min B î),42°/y N

d* Bildung von Biliverdin bei der Einwirkung von Alkohol 
und Salzsäure auf Bilirubin.

I g Bilirubin wurde mit je 250 ccm Alkohol -j- 1,1 g 
2.V\oiger Salzsäure 5 mal je 8 Stunden lang erwärmt, die 
Lösung wurde jedesmal vom Ungelösten vorsichtig durch ein 
Filter abgegossen und zum Schluß der nicht gelöste Teil auf 
dem Filter gesammelt, erst mit Alkohol nachgespült und dann 
mit heißem Wasser chlorlrei gewaschen.

Derselbe wog0,5g und bestand aus unverändertem Bilirubin.

4) Nach einer Beobachtung Thudichurns (J, pr. Chem.. lid. CIV. 
•s 200) entstehen beim Einleiten von Chlorwasserstoff in eine Lösung 
von Bilirubin in Chloroform zwei grüne Farbstoffe, es ist nicht aus
geschlossen. daß es hierbei zur Abspaltung von Ammoniak aus dem Bili
rubin kommt, wenigstens wurde eine solche Wirkung beim Erhitzen von 
ßibrubin mit Salzsäure unter Druck konstatiert, eine Reaktion, die dem
nächst weiter Verfolgt werden soll.
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Analyse: 0.201 r» jr Substanz gaben 0,(939 g 002 und 0.1165 g H,t) 
66,85 °/ö CI und 6,4€>°/o H.

g Substanz gaben 12,3 cem N bei 12° und 742 min B. — 9,93°/« N

Aus den Filtraten wurde der Alkohol zum größten Teil 
abdestilliert, der Hückstand in Wasser gegossen, der Niederschlag 
noch feucht wieder in Alkohol gelöst, die Lösung filtriert, aus 
dem Filtrat der Alkohol zum größten Teil abdestilliert, der Rest 
verdunstet, wobei 0,i2 g grüner Farbstoff hinterblieben, der sieh 
als chlorfrei erwies.

Analyse: 0.1844 g Substanz gaben 0,4300 g CO^ und 0.0978 g 11,0 
= 03,0 V 0 und 5,93 °/o H.

• tt.1530 g Substanz gaben 12.2 crm N bei 9° und 7(1 nun B. % 9.37" \

e) Bildung von Biliverdin beim Aufbewahren von Bilirubin.

1 g eines 74 Jahre alten Präparates von kristallisiertem Bili
rubin, das sich verfärbt hatte, wurde mit je 250 ccm 97°/o igen 
Alkohols fünfmal H Stunden am Rückflnßkühler auf dem Wasser
bade erhitzt. Der braun gefärbte Rückstand im Gewicht von 
o,9g bestand nach der Analyse aus unverändertem Bilirubin:

0.2103 g Substanz gaben 0,5180 g 00., und 0,1230 g ILO 
07.25% 0 und 0,54V H.

O.I30S g Substanz gaben 11,5 com N bei 18" und7ff mm B. — 9,05°/. N.

Aus den Filtraten wurde der Alkohol abdestilliert, der 
letzte Rest verdunstet, wonach 0,01 g eines grünen, in Eisessig 
und Alkalien löslichen Farbstoffs hinterblieben, in Äther und 
Chloroform löste er sich nicht. Es kann sich also auch hier 
um Biliverdin handeln.

Frisch umkrystallisiertes Bilirubin gibt an Alkohol, auch 
au siedenden, keinen Farbstoff ab.
f) Bildung von Biliverdin unter dem Einfluß des Sauerstoffes.

a) lg aus Chloroform abgeschiedenes Bilirubin wurde in 
35 ccm Mio-n-Kalilauge 500 ccm Wasser gelöst,1) das 
sind 2 Moleküle Alkali auf eine Molekel G32H3fi06N4, un(* die 
Lösung bei 15—20° G. drei Tage in einer Schale stehen gelassen,

') lien Niethammer gibt in seiner Dissertation «‘(io-n-8oda- 
lOsung* an: da es mir aber niemals gelungen ist, Bilirubin in der an
gegebenen Menge eines Carbonats zu lösen, glaube ich, daß es sich um 
eine irrtümliche Angabe bandelt.

hi
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wobei täglich zweimal eine Stunde lang Sauerstoff eingeleitet 
wurde. Zum Ausfüllen waren nur St,5 ccm ‘/Vn-Salzsäure 
nötig, das Filtrat des grünen Farbstoffs enthielt kein Ammoniak, 
auch keine organische Säure, die Ausbeute betrug 1,04 g eines 
chlorfreien, bei 60° C. getrockneten Farbstoffs. Zur Analyse wurde 
derselbe in einem tiberschliß von heißem absoluten Alkohol ge
löst. was restlos vor sich ging, der Alkohol unter vermindertem 
Druck zum größten Teil abdestilliert, der liest in Wasser ein
geiragen. wonach noch 0,94 g Farbstoff erhalten wurden

Analyse: 0,2076 g Substanz gaben 0,4883 g (.0* und 0.1121 g Hfn 
63.46V» C und 6,04°;« H.

0,1703 u' Substanz gaben 0.4109 g CO., und 0,09;’»I « H..0 
- 03.57 C und 0,03 ' It.

<Üi99g Substanz gaben 12.1 can N bei 12° und 70» mm I». ~9.{9° ■ X

ßi 0,ö g Bilirubin wurden in 17,5 ccm .‘/'lo-n-Kalilauge -j 
250 ccm Wasser gelöst und 40 Tage lang bei. 2—5° ( ’. der Ein
wirkung des Luft Sauerstoffes ausgesetzt: zur Fällung genügten 
17,25 ccm Vio-n-Salzsäure. Die Ausbeute betrug 0,5 g an grünem 
Farbstoff, Ammoniak oder organische Säure waren nicht abge
spalten worden. Nach dem Umlösen aus Alkohol wurden 0.46 g 
Farbstoff wieder erhalten.

Analyse: 0,1684g Substanz gaben 0,3909 g CO* und 0,0911 g 11,0 
•-= 63.31 °/m C und 6,07°/ti II.

0.1806 g Substanz gaben 14.4 ecrn X bei 12° und 71k» mm B 9,:i15 V» N

Berechnet für Gefunden
a I» <; (1 : fu

’;ü C 63,58 613,56 63,63 63,36 63.6 . 63,49 63.57 63,31
V fl 5,96 5,93 5,92 6,24 5,93 6.04 6,03 6,07
n> x 9,26 9,47 9,49 9,12 9,37 9,49 9,35

Daß der Luftsauerstoff bei diesen Versuchen eine Bolle 
spielt und daß das Alkali nicht einwirkt, solange es nicht im 
Überschuß vorhanden ist und die Temperatur nicht erhöht wird, 
beweist der folgende Versuch:

l g Bilirubin wurde in 35 ccm Un.-n-Kalilauge unter Zu
satz von 500 ccm durch Auskochen luftfrei gemachten Wassers 
unter Durchleiten von Wasserstoff gelöst, worauf die Lösung in 
einem verschlossenen Kolben drei Wochen bei einer Temperatur 
von 2—5" fl. stehen blieb. Ihre Farbe hatte* sich nach dieser



William Küster.8t)

Zeit nicht verändert, zur vollständigen Fällung des Farbstoffes 
waren 35 itm 1 to-n-Salzsäure erforderlich; der chlorfrei ge- 
waschene Niederschlag wurde bei HO0 getrocknet und erwies 
sich als unverändertes Bilirubin.

Analyse: ö,l'33X jr Substanz gaben 0,330 g (!()„ und 0.078*2 g |f()
- «7.2« VC und «,54S H.

0.157s g Substanz gaben 13,4. ccm N bei 11° und 745 mm H. ='I0.0° > N.

Während also unter den beschriebenen Bedingungen Bili
rubin in der Tat nur Sauerstoff aufnehmen dürfte und die Aus
heulen an Biliverdin den berechneten fast gleichkommen, tritt 
mit Erhöhung der Temperatur sowohl wie durch Vermehrung 
des Alkalis eine weitergehende Umwandlung des Bilirubins ein. 
zunächst sind die Ausbeuten an grünem Farbstoff geringer.

11g Bilirubin wurde in 70 ccm 1 m-n-KOH -f- 500 com 
Wasser gelöst (4 Molekeln KOH auf 1 Mol. C32H3ß06N4), die 
Lösung blieb 30 Tage bei 2—10° C. stehen. Ausbeute 0,80 g 
grüner Farbstoff.

2. 1 g Bilirubin wurde in 35 ccm 1 îo-n-KOIl -[ 500 ccm 
Wasser gelöst, die Lösung blieb 8 Tage bei 22—26° 0. stellen. 
Ausbeute 0,75 g grüner Farbstoff.

3. 1 g Bilirubin wurde in 35 ccm 1 m-n-KOlM- »00 ccm 
Wasser gelöst, die Lösung wurde 10 Stunden auf 85° C. erwärmt, 
zum Fällen des Farbstoffes waren nur 30 ecm •1 /io-n-HCl nötig. 
Ausbeute 0,65 g grünbrauner Farbstoff.

4. 1 g Bilirubin wurde in 35 ccm n-KOH -f- 500 ccm 
Wasser gelöst, die Lösung blieb 20 Tage bei 2—5° C. stehen, 
zum Fällen des Farbstoffes waren nur 30 ccm n-HCI nötig. 
Ausbeute 0,54 g.

5. Die Versuchsbedingungen waren die gleichen wie beim 
4. Versuch, nur dauerte die Einwirkung 30Tage. Ausbeute0,48 g.

Die braun gefärbten Filtrate enthielten bei allen Versuchen 
Ammoniak, außerdem organische Substanz, auch solche von 
saurer Natur, die siçh in Essigester löslich erwies und ein sehr 
leicht zersetzliehes Silbersalz gab; dementsprechend wurde trotz 
des abgespaltenen Ammoniaks weniger Säure zur Fällung des 
noch vorhandenen Farbstoffs gebraucht, als Lauge vorhanden war.

Die erhaltenen grünen Farbstoffe waren nur zum Teil in
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Alkohol löslich und die löslichen Teile wurden nicht vollständig 
durch Wasser gefällt, so daß die Filtrate auch hier mehr oder 
weniger braun gefärbt waren.

Hie Analysen der alkohollöslichen, aber in Wasser nicht 
löslichen Anteile gaben Werte, die mit der Formel des Biliverdins 
keine Übereinstimmung zeigten, wahrscheinlich ist. daß unter den 
angegebenen Bedingungen, die ja sehr voneinander abweichen, 
auch verschiedene Körper entstanden sind, doch mag die kon
zentrierte Lauge wie die hohe Temperatur insofern die gleiche 
Wirkung gehabt haben, als es. zur Abspaltung von Stickstoff 
kam, das in der Tat nachgewiesene Ammoniak dürfte also nicht 
nur aus den gänzlich zerfallenen Bilirubinmolekeln stammen, 
sondern auch noch aus den im übrigen intakt geblichenen,

0.1085 <: Substanz gaben (>,895 g ('.0* und 0.105 g 1^0 
- 03,98% C und 0,98°.. 11.

0.1005 g Substanz gaben 8.1 rem N bei 2f° und 718 mm H 8,7" „ N
0.1885 » 10,5 « ■» ' » 28'» 71’. » - s.7«;0 »
0.1810 * » » 10.0 » » * 210 » 718 . r 8.55° .

K. Die Oxydation des Bilirubins in alkalischer Lösung
war von mir bisher nur zur Herstellung des grünen Gallenfarb- 
stotfs ausgeführt worden : aus den hierbei gemachten Krfahrungen 
konnte bereits geschlossen werden, daß eine Aufspaltung des 
Bilirubins leichter als in saurer Lösung erfolgen würde,1 j auch 
sei schon hier erwähnt, daß nach nur kurzer Fin Wirkung von 
Bleisuperoxyd aus dem Filtrat des grünen Gallenfarbstotfs eine 
ätherlösliche Substanz saurer Natur extrahiert werden konnte, 
sobald das Bilirubin in einem Überschuß von Alkali gelöst worden 
war.*2) Fin erster Versuch zeigte denn auch, daß lediglich «lurch 
Frhitzen von Bilirubin mit überschüssigem Alkali Hümatinsäure 
abgespalten wird, allerdings nur in geringer Menge, und daß der 
jetzt noch vorhandene wasserunlösliche Teil, er betrug 7.r)0/o des 
verwendeten Bilirubins, bei erneuter Einwirkung von Alkali 
keine ätherlösliche Säure mehr gab.

Die Lösung von 10 g Bilirubin in ßöö ccm N Kalilauge

') Her. d. Deutsch, ehern. Ges., Bd. XXXV. ,8. 1272 
*} Vgl. S. 91 die Anmerkung.
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das sind 5 Molekeln auf 1 Molekel G3.,H3606N4 - und 5 Liter 
\\ asser blieb zunächst 20 Tage bei niederer Temperatur stehen, 
worauf sie zweimal 12 Stunden lang unter Ersatz des ver
dampfenden Wassers auf dem Wasserbade erwärmt wurde 
Nach dem Erkalten wurde dann durch Salzsäure gefällt, wobei 
nur 300 ccm n-H(!l nötig waren; der grüne Farbstoff abfiltrierl 
— seine Menge betrug nach dem Trocknen bei 60° 7,5 g 
und das grün gefärbte Filtrat erschöpfend ausgeäthert, wodurch 
ca. 1 g einer sirupösen Masse erhalten wurde, aus der nach Ab
trennung von 0,4 g Harz über das Kalksalz 0,5 g Hämatinsäure 
isoliert wurden.

Analyse des Kalksalzes: 0,0800 g Substanz gaben 0,0027 g CaS04 -=
20,5ä0 , Ca.

Durch Ausäthern in einem Extraktionsapparat und Aus
schütteln mit Essigester wurden weitere 0,3 resp. 0,5 g saure 
Spaltungsprodukte erhalten, aus denen indessen charakterisier
bare Körper nicht zu gewinnen waren.

Nachdem dann der grüne Farbstoff (7,5 g) aufs neue und 
zwar in konzentrierter Lauge (19,6 g KOH -)- 300 ccm Wasser) 
gelöst und die Lösung 24 Stunden in einer Druckflasche erhitzt 
worden war, konnten durch Salzsäure noch ö,9 g eines wasser
unlöslichen Produkts gefällt werden, wobei sich Kohlendioxyd 
augenscheinlich in gröberer Menge entwickelte, als in der ver
wendeten Lauge enthalten sein konnte, die wässerige Lösung 
enthielt Ammoniak, aber keine wägbaren Mengen organischer 
Säure. Auch die Ammoniakmenge war gering ; erst beim noch
maligen Erhitzen der alkalischen Lösung des wasserunlöslichen 
Produkts auf 240wurden bedeutendere Mengen entsprechend 
3,9 ccm 1 io-n-NH3 abgespalten. Daß nur diese Base vorlag, 
bestätigte die Analyse der Platinchloridverbindung ihres salz
sauren Salzes : 0,1 )635 g gaben 0,0277 g Pt = 43,63 °/o Pt. Kohlen
dioxyd war hier das Hauptprodukt der Spaltung, Oxalsäure 
wurde in geringer (0.2 g), Bernsteinsäure in etwas größerer 
(0.6 gi Menge isoliert, qualitativ konnte auch Essigsäure nach
gewiesen werden.

Weit glatter verläuft die Aufspaltung des Bilirubins, so
bald eine geringe Menge eines Oxydationsmittels von vornherein
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zugefügt wird. 10 g Bilirubin wurden in 20o g 5°/oiger Natron
lauge gelöst, die Lösung in (»ine Druckflasche übergeführt und 
nach Zusatz von 2 g Xatriumsuperoxyd, welche Menge nur einem 
Atom Sauerstoll auf die Molekel Bilirubin entspricht, 8 läge 
bei Zimmertemperatur stehen gelassen, dann f> Tage lang je 
12 Stunden im Wasserbade erwärmt. Wie die Aufarbeitung 
zeigte, waren nun 80°/o des Bilirubins in wasserlösliche Pro
dukte übergeführt worden, isoliert wurden Ammoniak, Kohlen
dioxyd, Essigsäure, Hämatinsäure und Bernsteinsäure.

Die Menge des aus der alkalischen Lösung abgeblasenen 
Ammoniaks betrug 0,25LS g. da 8,82 g Platinsalmiak erhalten 
wurden, was etwa dem vierten 'Feile des im verwendeten Bili
rubin vorhandenen Stickstoffs entspricht.

Analyse: O.löK g Substanz gaben 0,070 g — 4L8W,»’ l't.
Die während des Ansäuerns der alkalischen Lösung dann 

mit Wasserdämpfen verflüchtigten Säuren würden in Baryt
wasser aufgefangen, wobei außer Baryumcarbonat 1,8 g eines 
wasserlöslichen Salzes erhalten wurden, aus dem dann das 
Silbersalz dargestellt wurde. Durch Umkrystallisieren des letzteren 
aus heißem Wasser ergaben sich 0,4 g einer ersten aus glän
zenden Krystallblättehen bestehenden Fraktion.
Analyse: 0,2402 g Substanz im Vakuum, dann bei 00tt getrocknet, gaben

0,2100 g Ag.
Berechnet tüi dH3COOAg: 'Befunden;

°/o Ag 04.0 01,1

Die Mutterlaugen zersetzten sich rasch unter Braunfärbung, 
in ihnen dürfte daher vielleicht Ameisensäure enthalten sein.

Die von den flüchtigen Säuren befreite und von einem 
wasserunlöslichen Produkt im Gewicht von 2 g abgetrennte 
saure Lösung gab nun an Äther im ganzen 8,9 g Bohsäure ah, 
hei deren Reinigung neben 1,1g Harz 1,9 g Hämatinsäure CgHH0- 
(Schmelzpunkt 96—97") und 0,6 g Bernsteinsäure (Schmelz
punkt 182°) isoliert wurden. Das Kalksalz der ersteren wurde 
analysiert :

0,2482 g Substanz gab«-n 0.1728 g OaS(J4 - 20.02 ' . (ia
0,2110» » . 0.1470 . » ^ 20.59 w/«> »

In geringer Menge war auch eine Säure gebildet worden,

80
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«iervn wässerig* Lösung beim Behandeln mit frisch gefälltem 
basischen Kupfei carbonat ein lösliches Kupfersalz gab; dal! 
diese Säure leicht in Hämatinsäure und Bernsteinsäure zerfällt, 
wird im nächsten Abschnitt erörtert werden.1)

Das erwähnte wasserunlösliche Produkt im Gewicht von 
2 g zerfiel endlich bei erneuter Behandlung mit Alkali bei 150° C. 
un Bohr unter Zusatz von 0,2 g Natriumsuperoxyd bis auf 0,5 g 
in wasserlösliche Körper, aus denen noch 0.10 g Hämatinsäure, 
0.1 g Bernsteinsäure und ca. 0,0 g der komplexen Säure iso
liert wurden. Line Abspaltung von Ammoniak war jetzt nicht 
mehr eingetreten.

K. Die Oxydation von Gallenfarbstofi durch C.hromsäure.

Meine ersten Versuche, durch Oxydation des Gallenfarb- 
stolls Aufklärung über seine Konstitution zu schaffen, waren 
mit MO g nicht gereinigten Bilirubins ausgeführt worden, später 
hatte ich 5 g kristallisiertes Bilirubin und endlich 136 g eines 
Gemisches verarbeitet, (las durch Natronlauge einem schon der 
Hauptmenge des Bilirubins beraubten Gallensteinpulvers ent
zogen worden war.2)

In letzterem muhte nach den später gemachten Erfahrungen 
auch Gholeprasin enthalten sein, das ja bei bei der Oxydation 
keine Hämatinsäure gibt, trotzdem betrug die Ausbeute 20°/o 
ätherlösliche Rohsäure, aus der reichliche Mengen von Hämatin
säure erhallen wurden, während das reine Bilirubin auch nur 
25° m der rohen Säure ergeben hatte. Demnach lag die Ver
mutung nahe, dal! es durch Änderung der Bedingungen ge
lingen würde, auch aus dem Bilirubin größere Mengen von 
Hämatinsäure herauszulösen, wie es beim Hämatin bereits ge
zeigt werden konnte.3)

Bisher waren dem in Eisessig gelösten grünen Gallenfarb
stoff, der durch eine vorbereitende Oxydation in alkalischer 
Lösung aus dem roten dargestellt worden war, 12 Atome Sauer-

') Vgl. s. tu.
* Biese Zeüsd.rift, IM. XXVI. S. 314 

i Diese Zeitschrift. Hä. MV. S. 398.
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stoir auf eine Molekel <:32H,60$Nt bezogen, in Form von Na
triumdichromat zugeführt worden. Bei den neuen Versuchen 
wurde Chromtrioxyd verwendet und zunächst einmal die Menge 
des Oxydationsmittels festgestellt, welche überhaupt aufgenommen 
werden konnte. Fs zeigte sich, daß hei Zufuhr von 2t Atomen 
Sauerstoff11 Chromsäure unverbraucht blieb, während der (iallen- 
farbstotî völlig zerlegt wurde, so daß wasserunlösliche Spalt
produkte nicht mehr vorhanden waren.2) Die Menge der äther
löslichen Rohsäure betrug hei Verwendung von 5 g Bilirubin 
1.35 g, d. h. ca. 27 \ o; sie bestand zum großen Teil aus Bern
steinsäure, daneben war Hämatin saure, aber keineOxalsäure 
vorhanden.

Ein zweiter Versuch, wieder mit 5 g Bilirubin ausgeführt, 
lehrte, daß unter den angegebenen Bedingungen 16 Atome 
Sauerstoff (8.8 g CrO^ nicht aufgebraucht wurden und doch 
völlige Zertrümmerung des Farbstoffes bis zu wasserlöslichen 
Produkten stattfand. Hier wurden 0,5 g Rohhämatinsäure und 
ca. 0,3 g Bemsteinsäure durch Äther extrahiert, dann aber

‘) Dabei ist zu bemerken, daß der grüne Farbstoff durch Einträgen 
von überschüssigem Bleisuperoxyd in eine alkalische Bilirubinlosung her- 
bestellt wurde und daß hierbei die Oxydation über das Biliverdin hinaus
gegangen sein konnte. Denn auch Bleisuperoxyd führl. wie ein beson
derer Versuch erwies, wenigstens bei längerer Kinwirkung eine völlige 
Aufspaltung des Bilirubins herbei, wobei ebenfalls Ilümatinsüure ent
steht. Im vorliegenden Versuch dauerte allerdings dir Kinwirkung des 
Bleisuperoxyds nur solange, bis der Farbenuinsehlag gerade erfolgt war. 
d. b. etwa 5 Minuten; verwendet wurden 20 g Bleisuperoxvd auf 5 g 
Bilirubin, gelöst in 500 ccm OO/uiger Natronlauge. Doch gab jetzt schon 
das Filtrat des durch Kssigsäure gefällten Farbstoffs an Äther neben 
Essigsäure 0,7 g eines braunen Harzes ab, das die -Pyrrolreaktion gab. 
Bemerkenswert ist. daß bei Verwendung von 500 ccm einer nur 0.1 [ •,, jg«*n 
Natronlauge, was zwei Molekeln XaOH auf eine Molekel Os,Ht,.O. N4 ent
spricht, der Farbenumscblag viel länger, etwa '* Stunde, auf siel, 
warten lieb.

*) Der grüne Farbstoff wurde in feuchtem Zustande in 120 rem 
Eisessig gelöst, die Lösung auf 50" erwärmt und dann 11,0 g CrO, in 
30 ccm Eisessig gelöst auf einmal zugegeben, ‘/«Stunde auf dem Wasser
nde erhitzt, dann die Essigsäure unter vermindertem Druck abdestilliert 
und der Rückstand in Wasser angenommen, wobei keine Abscheid urig 
zu bemerken war.
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konnte «lurch Kssigester noch l g eines Säuregemisches heraus
gelöst werden, das, unter dem Mikroskop betrachtet, fächerartig 
vereinigte Blättchen in Sirup eingebettet zeigte. Die wässerige 
Lösung desselben gab an Chloroform Hämatinsäure, darauf an 
Äther eine anfangs sirupöse Substanz, endlich an Essigester 
Bernsteinsäure ah (Schmelzpunkt 182°). Erstere wurde wieder 
durch ihr charakteristisches Kalksalz gereinigt, wovon 0,2 g er
halten wurden: 0,110 g gaben 0,075 g CaS04 = 20,14°/* Ca.

Der Sirup (0,4 g) war nach mehrtägigem Stehen mit zahl
reichen der soeben heschriebeuen Krystalle durchsetzt, die nun 
durch Aufstreichen auf Ton und Naehwasohen mit Äther von 
der Mutterlauge getmml werden konnten. Sie bräunten sich 
heim Erliitzen im Kapillarrohr bei 180° und zersetzten sich bei 
21-0—2 )0° unter lebhafter Gasentwicklung. Zu einer Analyse 
reichte die Menge nicht aus.

Bei einem dritten Versuch gelangten nur 0,25 g Cr03 auf 
5 g Bilirubin zur Einwirkung, was etwa 11 Atomen Sauerstoff 
auf die Earbstoffmolekel entspricht: sie wurden völlig aufge
braucht und bei der Aufarbeitung wurden neben lg eines 
wasserunlöslichen Spaltproduktes 1,6 g Hohhämatinsäure und 
ca. 0,3 g Bernsteiusäure erhalten.

Ähnliche Resultate ergaben sich bei Verwendung von 
10 Atomen Sauerstoff, doch blieb die Ausbeute an Rohsäure 
etwas zurück, so daß die weiteren Versuche mil 12 Atomen 
Sauerstoff angestellt wurden mit dem Unterschied, daß nicht 
* 4 Stunde, sondern 2—3 Stunden auf dem Wasserbade erwärmt 
wurde, wobei denn auch die Menge des äbgespaltenen Kohlen
dioxyds zur Bestimmung kam,1) sie erwies sich stets als gering 
und betrug höchstens \fu des im verwendeten Bilirubin vor
handenen Kohlenstoffs.

Dann wurde auch die Ammoniakabspaltuiig quantitativ 
verfolgt und wiederum gefunden, daß etwa lU des Bilirubin
stickstoffs als solches auftritt, welches Resultat sowohl mit den 
früher-) ermittelten wie mit dem bei der Oxydation in alkalischer 
Lösung erhaltenen übereinstimmt. Daß nur Ammoniak vorlag,

') Vgl. die Versuchsanordnung, Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, S. H23.
*) Diese Zeitschrift. Bd. XXVI, S. 326.
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bewies wiederum die Analyse der Platinchloridyerbindung der 
mit Salzsäure neutralisierten flüchtigen Base:

0,1187 g Substanz gaben 0.0508 g — 48,8°'., IM

Hie Ausbeuten an ätherlöslicher Rohsäure betrugen bei 
2 Versuchen 1,8 resp. 1,5 g, bei 3 weiteren aber nur 0,85 
0.85 — 0,95 g. Hier war nun die Menge des nach Vertreibung 
der Essigsäure sich ausscheidenden chromhaltigen wasserunlös
lichen Produkts eine ganz bedeutende, nämlich 0,1 - 5,7 4,1 g.
und es konnten aus demselben noch 0,59 - 0,9 0,75 g äther
lösliche Säure gewonnen werden, nachdem es 5 Stunden lang 
mit einem Überschuß 20'Voiger Schwefelsäure auf dem Wasser
nde erwärmt worden war. Danach erreichte die Menge der 
Rohsäure fast überall 36°/o des verwendeten Bilirubins. Rechnet 
man noch die Säure hinzu, welche nach der Extraktion mit 
Äther durch Essigester extrahiert wurde, so steigen die Aus
beuten an sauren Spaltprodukten auf ca. 40°,,» des Bilirubins.

Die Reinigung der vorliegenden Rohsäuren schloß sich 
im allgemeinen an die früher beschriebenen Methoden an.1) 
Es zeigte sich dabei, daß das Imid der Hämatinsäure nicht vor
handen war. 2; Aus 9,57 g leicht in Äther löslicher Rohsäure 
wurden ca. 6 g reines Anhydrid C8H80:, (Schmelzpunkt 97°) 
erhalten.

Analyse: 0,214 g Substanz gaben 0.4101 g CO, und 0,0848 g 11,0 

Berechnet für G*IIH0R: Gefunden:
'Vu G 52,10 52.20
% H 4,88 4,4

0.2212 g Kalksalz gaben 0,151t g CaS04 20.58 > Ga

In den Mutterlaugen steckte noch ziemlich viel Hämatin- 
saure, daneben war die schwer in Äther lösliche Säure vor
handen, die beim zweiten Versuch in größerer Menge entstanden 
war. Sie wurde erkannt an der Krystal 1 form : «fächerartig 
gruppierte Blättchen» und an dom Verhalten beim Erhitzen:

‘) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 22: Liebigs Ann. d. Ghein 
Bd. GCCXV, S. 180.

*) Danach geht man wohl nicht fehl mit der Annahme, daß das 
aufgefundenc Ammoniak aus primär gebildeter Hämatinsäure C,H„04N 
stammt.

i
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• Bräunung bei tHO°, Zersetzung bei 240—250"*. eine Trennung 
von Hämatiusäure und Bernsteinsäure konnte endlich dadurch 
angebahnt werden, daß sie sieh mit basischem Kupfercarbonat 
zu einem wasserlöslichen, die Lösung gelbgrün färbenden Kupfer
salz umsetzte. I)ie Gesamtmenge des aus dieser Lösung durch 
Alkohol gefällten Kupfersalzes wurde zu einer Kupferbestimmung 
verwendet :

o.li75 g Substanz gaben 0.0570 g CuO ;5l>,H8° .> Cu.

Bei dem Versuch, die Säure wiederzugewinnen, wurde 
aber statt ihrer leicht in Äther lösliche Hämatinsäure und Bern
steinsäure erliaftei». so daß es den Anschein hat, als ob in der 
neuen Säure, die übrigens auch unter den Spaltprodukten des 
Hämatins zu finden war, eine Kombination der erwähnten Säuren 
vorliegt, welche durch Hydrolyse leicht in die beiden Bestand
teile zerfällt.

Die schwer in Äther löslichen Kohsäuren (6,3 g) enthielten 
ebenfalls größere Menge von Hämatinsäure, isoliert wurden 
2,8 g, daneben Bernsteinsäure und wiederum die komplexe 
Säure, von der hier 0,270 g des Kupfersalzes erhalten wurden.

0.1-ü‘CTpdesselben gaben 0,0180 g CuO — 80.010 o Cu.
Ks wurden nun daraus 0,00 g Hämatinsäure und 0,06 g 

Bernsteinsäure gewonnen, was ungefähr dem Verhältnis der 
Molekulargewichte beider Säuren entspricht. Auch stimmen die 
erhaltenen Kupferwerte allenfalls auf eine vierbasische Säure 
L,2Hi40,m die unter Austritt von Wasser aus den Komponenten 
hervorgehen könnte :

Gerechnet für l’,,!!,/.«/),,: 
% Cu 20.9

Gefunden : 
80,88 80,91

Qualitativ gleichen sich also die Besultate bei der Oxy
dation des Bilirubins und der des Hämatins durchaus, doch 
zerfällt der Gallenfarbstoff in alkalischer Lösung bereits fast 
vollständig unter Bedingungen, bei denen das Hämatin nur 
Sauerstoff aufnimmt. Ks müssen demnach doch wesentliche 
Unterschiede in der Konstitution bestehen, so sehr sich auch 
anderseits die Anordnung der zusammensetzenden Atome in 
beiden Farbstoffen gleicht. Allerdings bleibt auch die Quantität
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der ätherlöslichen Säuren, die aus dem Hilirubin zu erhalten 
sind, nach den bis jetzt vorliegenden Ergebnissen wenigstens 
erheblich hinter der zurück, die das Hämatin liefert. Wurden 
hier bei der Oxydation in essigsaurer Losung über (»0° » er
übrigt, so belief sich beim Hilirubin die Ausbeute nur auf ca 
»0°/o. bei der Oxydation in alkalischer Lösung sogar nur auf 

° n. Sehr bemerkenswert ist ferner, datl Hämatinsäure nur 
in kleiner Menge vorhanden war. solange nur der Luft Sauerstoff 
als Oxydationsmittel diente. Es geht daraus hervor, dab zu
nächst beim Gallenfarbstoll die Hämatinsüure nicht als primäres 
Spaltungsprodukt auftreten dürfte, leider konnte über die Natur 
der sehr veränderlichen Vorstufen noch keine Aufklärung er
bracht werden. Nach allem muff der Unterschied im Verhalten 
des Hilirubins und des Hämatins oder des Hämatoporphyrins. 
dessen empirische Formel einen leichter übersichtlichen Ver
gleich gestattet, begründet sein in den Methingruppen, weicht» 
das letztere mehr enthält, wie aus der zur Zeit üblichen For
mulierung als Ca2H3<.06N4 und 0J4H3HOr>N4 schon hervorgellt.

Beiträge zur Kenntnis der GailenfarbstofTe.


