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VIl. Mitteilung.

Uber die Einwirkung von Eisenchlorid auf Bilirubin und tber
die Aufarbeitung von Gallensteinen.

Von

W. Kuster, K. Reihling und R. Schmiedel.

(Aus dem dritten rheinischen Laboratorium der Technischen Hochschule, Stuttgart.)
(Der Redaktion zugegangen am 3. April 1914.)

In der funlten Mitteilungl) Gber die Gallenfarbstoffe wurde
die Aufspaltung des Bilirubins durch Alkalien beschrieben und,
der Ansicht Staedelers folgend, der die Bildung von Biliverdin
aus Bilirubin mit dem Entstehen von Indigo aus Indigweil}
verglichen hat, die Frage aufgeworfen, ob man das Bilirubin
zu den indigoiden Farbstoffen, resp. deren Leukoverbindungen
rechnen darf.2) Dabei war zu bertcksichtigen, dafl die Pa-

) Diese Zeitschrift, Bd. «9, Sv-63 (1909).

*) Fur diesen Vergleich sprach gerade die Mdglichkeit, beide Korper
durch Alkalien aufspalten zu kénnen; auch habe ich bereits die aus dem
Indigo entstehende Anlhranilsdure mit der aus dem Biliverdin hervor-
gehenden Hamatinsaurc in Parallele gesetzt. Zieht man dann aus den
Konstitutionsformeln der genannten Sduren einen SchluR auf die Kom-
plexe, aus denen sic hervorgehen, so ergibt sich, dal} der die Hamatin-
saure liefernde ein Kohlenstoffatom mehr enthalten muf, als der, aus
dem die Anthranilsdure entsteht. Da letzterer aber einen Pyrrolring
vorstellt, mul3 jener ein Pyridinring sein, der sich aus einem der vier
Pyrrolkomplexe des Hamatins bilden kénnte, vielleicht dadurch, dal} ein
Methin, das im Hamatin die Verbindung zweier Pyrrolringe bewirkt, in
den Hing aufgenommen wird.

Vgl. die Formulierung des Hamatins, Diese Zeitschrift, Bd. 82.
S. 109 (1912).

Die von H. Fischer aufgestellte Formel fur das Bilirubin (Diese
Zeitschrift, Bd. 89, S. 262 [1911]) tragt m. E. diesen Verhéltnissen keine
Rechnung.
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rallele zwischen beiden Farbstoffen nur haltbar blieb, wenn
der Ubergang von Bilirubin C32133608N4 in Biliverdin C32H3608N4
nicht einfach in einer Aufnahme von zwei Atomen Sauerstoff
bestand, sondern in einer Aufnahme von Wasser und von zwei
Atomen Sauerstoff unter Wiederabspaltung von Wasser im Sinne
der Gleichungen:

1. Cs,H160,N4 + H/) = C3jHSBU7NA,

“ E3HWOTN4 f- 20 = CwH3i08x4 -f- H|d,
d. h. das Bilirubin mufdte in zwei Komplexen das Wasser und
ein Atom Sauerstoff einlagern, wahrend aus den beiden an-
deren Komplexen die Wegnahme zweier Atome Wasserstoff
erfolgte.l) Es durfte also keineswegs das ganze Bilirubinmolekdl
mit dem Indigweil3 verglichen werden, sondern nur die Halfte
desselben.

Eine wenn auch noch nicht ganz sichere Bestatigung
dieser Vorstellungen wird nun durch die Einwirkung von Eisen-
chlorid auf eine Suspension von Bilirubin in konzentrierter
Essigsaure erbracht, welche Reaktion den Gegenstand der
nachfolgenden Untersuchung bildet. Bei einer qualitativen
Probe wurde die Beobachtung gemacht, dall das genannte
Oxydationsmittel Bilirubin in einen grinen Farbstoff Uberfuhrt,
und es war also zu untersuchen, ob diese mit Farbvertiefung
verknupfte Oxydation in einer Wegnahme von Wasserstoff oder
in einer Aufnahme von Sauerstoff besteht. Die Analyse von
Praparaten verschiedener Herstellungen ergab nun Werte, die
mit der Formel C32H34O7N4 fur das bisher allerdings nicht
deutlich krystallisiert erhaltene Oxydationsprodukt in Uberein-
stimmung stehen, wonach wir es also mit einem Dehydro*
oxybilirubin zu tun haben, d. h. es durfte zu gleicher Zeit
eine Wegnhahme zweier Wasserstoffatome und eine Aufnahme
von Sauerstoff erfolgt sein. Der neue Korper unterscheidet
sich vom Biliverdin durch seine Schwerloslichkeit in Alkohol,
er gibt die Gmeiin-Tiedemannsche Reaktion, d. h. die essig-
saure LOsung wird durch Salpetersédure rot, er ist also viel-

) Aus den Untersuchungen H. Fischers folgt, dal im Bilirubin
mindestens drei von den vier im Hamatin vorhandenen Pyrrolkompk*xen
noch enthalten sind.
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leicht identisch mit dem das grine Stadium dieser Reaktion
bedingenden Farbstoff, er gibt auch die Diazoreaktion, aber
augenscheinlich kein Kondensationsprodukt mit Formaldehyd,
eine Reaktion, die ,beim Bilirubin unter dem EinfluR konzen-
trierter Schwefelsdaure zu einem intensiv blau geféarbten
Korper flhrt.

Reim Stehen einer alkalischen Lésung des Dehvdro-
ux\ bilii uhins au der Luft findet eine sichtbare Farbveranderung
nicht statt, beim Kochen mit Alkalien wird etwa ein Viertel
des vorhandenen Stickstoffs als, Ammoniak abgespalten, also
nicht mehr als aus dem Bilirubin, dabei findet Abspaltung
von H&matinsdure statt.

Normal zusammengesetzte Salze wurden vom Dehvdro-
oxybilirubin nicht erhalten, bemerkenswert erscheint, dal}
hochstens drei Atome Silber aufgenommen werden, wahrend
das Bilirubin eine Silberverbindung mit fast vier Atomen Me-
tall gibt.

Die Reduktion mit Natriumamalgam scheint nicht zum
Hemibilirubin zu fihren; zwar wird die braungriine alkalische
Losung unter dem EinfluB des Reduktionsmittels fast farblos,
doch konnte das Entstehen eines komplexen Kupfersalzes hier
nicht beobachtet werden. Das in Essigsadure geloste Dehydro-
oxybilirubin wird durch Natriumamalgam anscheinend nicht
reduziert,l) wohl aber durch Zinkstaub und durch schweflige
Saure und zwar nur bis zu einem die Losung rot farbenden
Korper, der in Chloroform nicht l6slich und daher mit Bili-
rubin nicht identisch ist.

Die Oxydation des Bilirubins durch Eisenchlorid fihrt nun
nicht nur zum Dehydrooxybilirubin, sondern auch noch zu einem
zweiten Korper, der durch die Unloslichkeit seiner Alkalisalze
in Wasser charakterisiert ist. lThm kommt wahrscheinlich die
Formel <CI>H1605N2) zu: wir haben es also ebenfalls mit einem
Korper zu tun, der durch Wegnahme von Wasserstoff und

) Es moge erwdhnt sein, dall es mir nicht gelungen ist, mit den
von mir gepriften Natriumamalgampriiparaten eine Reduktion des p-Benzo-
(binons in essigsaurer Losung zu erreichen, dieselbe Ldsung wurde von

Zinkstaub sofort entfarbt.
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Aufnahme von Sauerstoff aus dem . Bilirubin entstanden ist.
Wir haben diesen Korper seiner Farbe wegen : «Bilinigrin*
genannt.. Seine Bildung geht Hand in Hand mk einer be-
merkenswerten Erscheinung. Es bildet sich namlich zun&chst
eine lose Verbindung zwischen Bilirubin, Dehydrooxybilirubin
und Bilinigrin, was besonders ins Auge fallt, wenn man zu
der Suspension des Bilirubins in Eisessig auf einmal viel Eisen-
chlorid fligt. Es sind dann die Ausbeuten an Dehydrooxy-
bilirubin herabgesetzt, der grofite Teil des Farbstoffs hat sich
in eine schwarze Masse verwandelt, die auch an kochende
Essigsaure schlielflich nur noch Spuren von Farbstoff abgibt.
Derselben 14t sich aber durch Chloroform unverandertes Bili-
rubin entziehen, worauf an Essigsaure auch wieder Dehydro-
oxybilirubin abgegeben wird, wéahrend Bilinigrin zurlckbleibt,
nachdem die Extraktion mit Chloroform und Essigsdure wieder-
holt worden ist. Dieses Verhalten erweckt den Anschein, daf3
in dem zunachst in Essigsdure nicht l6slichen Korper eine
Verbindung von Bilirubin mit seinen Oxydationsprodukten vor-
liegt, die an die Verbindungen chinhydronartigen Charakters
erinnert. Auch durch eine verdinnte Sodalésung wird die Ver-
bindung nur langsam zerlegt, so dall es mehrstiindiger Ein-
wirkung bedarf, ehe das Bilirubin in Ldsung zu gehen beginnt,
wobei die Unloslichkeit des Bilinigrinnatriums jedenfalls eine
Rolle spielt. Wahrscheinlich handelt es sich aber doch nur
um eine Adsorption, z. B. wvar es nicht mdglich, in Chloro-
form gel6stes Bilirubin durch Chinon zu oxydieren, auch ist
es bisher nicht gelungen, das Bilirubin zu acetylieren oder zu
benzoylieren.

Ahnliche Beobachtungen macht man ja auch schon bei
der Aufarbeitung von Gallensteinen. Wie ich bereits beschrieben
habe, laRt sich nach der Wegnahme des Bilirubins mit Hilfe
von Chloroform durch konzentrierte Essigsaure, mit der vor-
her bereits bis zur Erschopfung extrahiert worden war, von
neuem gruner Farbstoff herauslosen, worauf Chloroform wieder
Bilirubin entzieht.

Bei einer neuen Aufarbeitung von -Gallensteinen wurde
nun so verfahren, dall nach der Einwirkung von verdinnter
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Essigsdure mit Chloroform extrahiert wurde, wobei ein hell-
orangerot gefarbtes Bilirubin erhalten wurde. Nachdem dann
durch konzentrierte Essigsdure das sogenannte Choleprasin
entfernt worden war, wurde erneut mit Chloroform extrahiert
und nunmehr ein prachtvoll rotbraun gefarbtes Bilirubin er-
halten. Demnach scheint letzteres an das Choleprasin gebunden
gewesen zu sein und ist erst durch die siedende konzentrierte
Essigsaure aus dieser Bindung herausgeldst worden. Vielleicht
handelt es sich hier also doch um eine chemische Bindung,
die durch die Essigsdure unter Einlagerungvon Wasser gesprengt
wird, In diesem Falle konnte der Befund dahin gedeutet
werden, dal die Umwandlung der eisenhaltigen Komponente des
Blutfarbstolls in Gallenfarbstof T noch im Verbadnde mit dem
Globin erfolgt, da ja das Choleprasin als ein Eiweiabkémmling
aufgefalt werden muR. Ubrigens enthalt auch das rohe Chole-
prasin immer noch etwas Bilirubin, das jenem durch Chloro-
form in Gestalt eines griinen Farbstoffs entzogen wird, der bei
erneuter Einwirkung von Essigsaure das Bilirubin hinterlaft.

Wenn dann die Aufarbeitung der Gallensteine soweit
getrieben worden ist, da weder Chloroform noch Eisessig
organische Substanz mehr herausnehmen, so hinterbleibt ein
Korper, der mit dem «Bilinigrin» insofern Ahnlichkeit hat, als
auch er durch die Unldslichkeit seiner Alkaliverbindungen aus-
gezeichnet ist. Es dirfte also auch in diesem «Bilihumin» ein
Oxydationsprodukt des Bilirubins auf natirlichem Wege ent-
halten sein, und die Bildung der Gallensteine konnte demgeman
damit beginnen, dal} sich das unlésliche Natriumsalz dieses
Bilihumins zun&chst abscheidet und dal} auf diesen einmal
gebildeten Kern weitere Ablagerungen erfolgen.

Experimenteller Teil.

Die Oxydation von Bilirubin durch Eisenchlorid

wurde meistens in der Weise bewirkt, dal} eine Aufschwemmung
von z. B. 5 g Bilirubin in 500 ccm Eisessig auf dem Wasser-
bade erhitzt wurde, worauf 20 ccm der offizinellen Eisenchlorid-
I6sung, entsprechend zwei Atomen Sauerstoff auf die Molekel
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Bilirubin, zugegeben wurden, nachdem sich gezeigt hatte, daf
ein Uberschul? von Eisenchlorid in Beziehung auf die Ausbeuten
an grinem Oxydationsprodukt keinen Vorteil bringt und daf3
die Verwendung von wasserfreiem Eisenchlorid einen anderen
Verlauf der Reaktion nicht zur Folge hat. Bis zur Vollendung
der Oxydation, d. h. bis zum vdélligen Verschwinden unver-
anderter Bilirubinpartikel muf nunmehr einige Stunden auf
dem Wasserbade erhitzt werden, worauf durch ein Kreppfilter
filtriert und der Ruckstand 8—10 mal mit Eisessig ausgekocht
wurde, bis letzterer fast farblos ablief. Von den vereinigten
FarbstofTIosungen wurde der Eisessig unter vermindertem Druck
bis etwa auf >/io des urspringlichen Volumens abdestilliert
und die konzentrierte Losung in Wasser gegossen, wobei sich
der Farbstoff abschied. Der Zusatz eines Elektrolyten wie
Ammoniak oder auch Salzsdure beschleunigte und vervoll-
standigte das Ausfallen des Farbstoffs. Er wurde dann filtriert,
mit verdinnter Salzsiure eisenfrei und mit Wasser sdurefrei
gewaschen, zur Reinigung erneut in heillem Eisessig geldst
und das Losungsmittel bis auf einen kleinen Rest abdestilliert,
worauf der Farbstoff wieder durch. Eintragen in Wasser ge-
fallt wurde.

Der schwarze in Eisessig unlosliche Rickstand wurde
eisen- und saurefrei gewaschen und nach dem Trocknen mit
Chloroform extrahiert, wobei namentlich bei einigen Versuchen,
bei denen ein UberschuB von Eisenchlorid verwendet worden
war, ganz erhebliche Mengen unverdnderten Bilirubins ent-
entfernt wurden, was dafir spricht, dal3, wenn sofort eine
groRere Menge des Oxydationsprodukts gebildet wird, , eine ent-
sprechend grol’e Menge von Bilirubin niedergerissen wird, d. h.
sich in einer durch Essigsaure nicht trennbaren Verbindung
mit dem Oxydationsprodukt ausscheidet. Denn nach der Ex-
traktion durch Chloroform nahm dann auch Essigsaure wieder
erhebliche Mengen des griinen Farbstoffs auf. SchlieBlich hinter-
blieb eine schwarze Masse, die weder an Chloroform noch an
Essigsdure mehr als Spuren organischer Substanz abgab, und

die als Bilinigrin bezeichnet werden soll. Zur Ubersieht diene
die folgende Tabelle:
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VeT- . O-Atome Ausbeute

suchs- . Els- aufeine _ . in" Ar- ni
Bilirubin ‘ Eisenchlorid griner in"/odes schwar- nicht ver-

num- essig Mol Hili- ;. Vgg‘t"e{ﬁn" zer  andertes

nier rubin  groff Bili-  Ruck- Bili-

rubins ; stand ! rubin

1 rohes, 2,8 g 500 125 ¢

7 10 g 366, zusammen1l4g
2 reines, 2,0» 500 8.4 » 7 05 * 25°% » 0,5»
3 rohes, 8,5* 500 245 * 5 28 » 33°0 225¢ 2
4 » 8 » 500 27 » 6 2,65» 3300 0,55» 3,3*
5 6 500 ,2t ccm u»;ng! ? vor-
2 v 15 » handen
6 5 50020 * » 1 2 M g 4860 17 >
/ 3 300 15 * 25 14 » 47°% 12 , immer
vor-
8 3 300 18 * 3 1,38» «Riolo 1,2 » handen,
y 5 500 30 » 3 25 » 50 165» LD
10 5 500 40 o
» 4 24 » 480l 17 »  wieder
11 5 500 20 » 9 26 » 52°% 17 » 9
12 5 500 120 » 2 2,7 54° 18 monnen

Wie aus der Tabelle hervorgeht, betragen die Ausbeuten
an grinem Farbstoff im besten Falle 54°/0 des angewandten
Bilirubins und zwar bei Verwendung einer nur zwei Atomen
Sauerstoff auf die Molekel des Bilirubins gleichkommenden
Menge \on Eisenchlorid. Aus der Analyse der erhaltenen Pro-
dukte geht aber hervor, dal bedeutend mehr als zwei Atome
Sauerstoff aufgenommen werden. Somit durfte die sich bildende
Ferroverbindung auch hier nur die Bolle eines Sauerstoff Uber-
tragenden Mittels spielen.

1. 0,1468 g Subst. (120°): 0,3504g C02, 0,0786 g HsO und Spuren Fes80,.

0,1520 » > :12,7 ccm N, 724,5 mm B., 13°.
0,1583* * (120°): 0,37949gC02, 0,0875g H,0 u.0,0012 g Asche,

worin Fe,Os.

0,1072 » » :9,2cem N, 723 mm B., 16°.
3. u. 4. 0,1332» , (100°): 0,3179 g C02, 0,0742 g H20 u. 0,0013 g Asche,
worin Fe,03.
0,1414 * * : 11 ccem N, 749 mm B., 12°.

3. u. 4. Versuch, die durch Essigsaure zuletzt extrahierten Anteile.
0,1488 g Subst. (100°): 0,3543 g C02, 0,0795 g H20, 0,0014 g Fe*Os.
5.0,1708 » » (110»): 0.4072» » 0,0885» » 0,0008* »
0,1378 » > (110°): 10,8 ccm N bei 11° und 739 mm B.
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0,3135¢g Subst. : 0,7480 g CO, und 0,1693 g H.O.
0.2403 * » : 0.5905 » * » 0.1380 » »
0,20(55 » » : 0.4915 » * » 0.1143 » >
0,1506 * * : 12,9 ccm N bei 18° und 750 him B.
‘3%1134N7 s ller.: 05,5°/« O 5,8%0 1l 9.559%% N
Gef.: 1. 65,1 5,95 9,4
2. 65,86 6,20 9,6
3. u. 4. 65,73 6.26 9,19
3. u. 4. 65,55 6,00 -0.
5. 65,33 5,8 9.1
6.—12. 65,07 6,0 9.4
65,26 6,15 "
64.92 6,15 .

Aus diesen auf aschefreie Substanz bezogenen Ana-*
lysen 1aBt sich die Formel C32H34O7N4 berechnen, wenn auch
<:32H3R°7N4 nicllt ganz ausgeschlossen ist, die 6,12°0 H ver-
langen wirde. Sie erscheint mir aber weniger wahrscheinlich,
und ich mochte daher das neue Oxydationsprodukt des Bili-
rubins als ein Dehydrooxybilirubin ansprechen. Es l6st sich
reichlich nur in konzentrierter Essigsdure mit griner Farbe,
verliert aber beim Lagern auch fir dieses Mittel die Loslich-
keit, in kaltem Alkohol ist es kaum l6slich, etwas besser —
mit blaugriiner Farbe — in siedendem und scheidet sich aus
der heil’en Losung in deutlich abgegrenzten Partikelchen beim
Erkalten ab. In anderen organischen Losungsmitteln (Ather,
Chloroform, Dimethylanilin), sowie in Wasser, ist es unloslich.
In Alkalien, auch in Natriumbicarbonat, ist es loslich und zwar
in Natronlauge und Ammoniak mit grinbrauner Farbe.

Bei einigen quantitativen Versuchen zeigte es sich, dal
zwei Molekule Alkali nicht ausreichen, um ein Molekil Dehydro-
oxybilirubin in 1°/oige wasserige Losung zu bringen. Mdog-
lichst neutrale Losungen des Farbstoffs in verdiinnter Kalilauge
werden durch Baryum-, Magnesium- und Silbersalze nicht voll-
standig gefallt, dies gelang nur mit Ferrbammonsulfat. Doch
enthielt keine der Fallungen den berechneten Metallgehalt,
wahrscheinlich wurde ein kleiner Teil des Kaliums nicht er-
setzt. Das Ferro- und das Silbersalz waren in Alkalien kolloid
I6slich. Bemerkenswert ist, dall hochstens drei Atome Silber

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCI. 5
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aufgenonimen werden, wahrend Bilirubin ein Salz mit fast
4 Atomen gibt.

1 g Dehydrooxybilirubin vom finften Versuch wurde mit
100 g Wasser und einem kleinen UberschuR von Ammoniak
gelost und die filtrierte Losung im Vakuum unter Schwefel-
saure belassen, bis das Uberschissige Ammoniak abgedampft
war, worauf durch 200 ccm *li0/oiger Silbersulfatlosung gefallt
und der entstandene Niederschlag abfiltriert wurde. Das Filtrat
war hier nur schwach gelb gefarbt. Beim Auswaschen ging
der volumindse Niederschlag in dem Moment in kolloide Lo6-
sung, als die Elektrolyten entfernt waren. Er wurde im Va-
kuum und fur die Analyse noch bei 100° getrocknet, wobei
ein Gewichtsverlust von 6,28ft/o stattfand.

0.2420 g Substanz (100°): 0,3743 g C02, 0,0832 g H,0 und 0,0773 g Agl)

Ber. fur CnHs,AgsOIN4. 42,46°/0 C, 3,4> H, 35,64°/0 Ag

Gef.: 42,18°% » 3,8°/0 » 32,21°0 »

Dieses Silbersalz liel sich durch Cyankalium in Ldsung
bringen, durch Kalilauge entstand eine kolloide L&sung,, aus
welcher .lodkalium Jodsilber féllte. Durch weitere Einwirkung
von Eisenchlorid auf die essigsaure LOsung des Dehydrooxy-
bilirubins findet eine allmahlich sich vollziehende Umwandlung
in einen in Essigsdure unldslichen Korper statt, der mit «Bili-
nigrin* identisch sein durfte, da er wie dieses unldsliche Al-
kalisalze bildet.2)

Einige Reaktionen des Dehydrooxybilirubins sind bereits
in der Einleitung beschrieben worden.

Il. Uber das Bilinigrin.

Mit kBilinigrin» haben wir den schwarzen, in Essigsaure
unloslichen Korper bezeichnet, der bei der Oxydation des Bili-
rubins durch Eisenchlorid entsteht und nach der Entfernung
unveranderten Bilirubins durch Chloroform und des Dehydro-
oxybilirubins durch Essigsaure zurlckbleibt. Dieser alickstand
erwies sich auch in allen anderen gebrduchlichen organischen

>) Die Asche enthielt etwas Eisen, sie wurde in Salpetersaure
geloést und das Silber als AgCl gefallt, gefunden 0,1026 g.
» Vgl. S. 12,
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Losungsmitteln als nicht l6slich, eine krystallinise.he Struktur
zeigte er nicht. Die Analyse des wie angegeben isolierten
Korpers wies auf eine durch die Formel (C16H1605N2) wieder-
zugebende Zusammensetzung.®)

I. 0,1645 g Substanz: 0.3656 g CO, und 0.0740 g H,0.

0,1400 12 ccm N bei 22° und 744" mm B.
I1. 0,2402 : 0,5341 g CO, und 0,1095 g H,0.
0,1280 : 10,3 ccm N bei 21* und 748 mm B.
I11. 0,2403 . 0,5553 g CO, und 0,1160 g If20.
0,1163 : 9,5 ccm N bei 18° und 746 mm B.
Ber. (Cl6HigO5N2)x: 60,7°0 G 5,06°/0 H 8,86°/6 N
Gef. l. 60,61 4,98 9,4
Il. 60,64 5,06 8,96
Il. 60.75 5,21 9.2

Diese Préparate gaben indessen an Alkalien noch etwas
Substanz ab, und es kann daher die Formel nicht als end-
gultig bewiesen angesehen werden.*) Es ist namlich bemerkens-
wert und wichtig wegen der Analogie mit dem Bilihumin,
d. h. mit dem bei der Aufarbeitung der Gallensteine als in
jedem Lo6sungsmittel unloslichen Ruckstande, dalR das Bilinigrin
unlésliche Alkalisalze bildet.

Wir machten diese Beobachtung bei dem Versuch, die
letzteren zu gewinnen, und stellten zun&chst fest, dal der
bei der Einwirkung von Sodalésung erhaltene Farbstoff asche-
haltig geworden war und dann, dal} nach dem Schutteln von 0,5¢
Bilinigrin mit 10 ccm n-Na2GO03-Lésung und 50 ccm Wasser in
den Filtraten nur noch 8,4 ccm n-Alkali vorhanden waren.
0,5 g Bilinigrin hatten also zur Neutralisation 1,6 ccm n-Alkali
oder 0,0368 g Na verbraucht, woraus sich berechnet, dal} ein
Grammatom Natrium in 312 g des Farbstoffs enthalten war,
was mit dem durch obige Formel reprasentierten Aquivalent-
gewicht (316) merkwirdig gut 0Ubereinstimmte. Es wurden
nun 5,4 g des rohen Bilinigrins mit Gberschissiger Natrium-

") Die geringe Aschenmenge ist abgezogen worden.

*) Auch nach anscheinend erschdpfender Behandlung mit Chloro-
form gab ein Praparat von Bilinigrin an Soda noch Bilirubin und zwar
erst nach léangerer Einwirkung ab, welche Beobachtung dafiir spricht,
daft beide Farbstoffe sich enger miteinander verbinden kdnnen.
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carbonatlésung geschiittelt und das unlésliche Salz mit Wasser
ausgekocht, wonach 5,42 g zuriickbliebeu.
1,02 g dieses Salzes gaben dann an HCI 0.1763 g NaCl ab = 0,0693 g Na.
Bor. CIHI6NaO6N<: 6,8°/0 Na. Gef.: 6,7= Na.
Auf gleichem Wege wurde das Kaliumsalz dargestellt

und aus 0,5 g Bilinigrin 0,53 g des Salzes erhalten.
0,530 g Substanz, mit Salzsédure zersetzt, gaben 0,1112 g KCI = 0,0582 g K.
Ber. Cl6HI6KO06N2: 11,02°/0 K. Gef.: 10,98°/° K.

Beim Schiutteln dieser unléslichen Salze mit einer Silber-
nitratlosung trat Silber an Stelle der Alkalien, ein vollstandiger
Ersatz wurde bei zweimaliger Einwirkung erreicht.

Ein solches Silbersalz gab bei der Analyse folgende Werte :
0,2173 g Substanz (100°): 0,3627 g CO,, 0,0754 g H,,0 und 0,0567 g Ag.
Ber. CI6HI5Ag06N4: 45,39°/0 C, 3,55°/° H, 25,53°/« Ag.

Gef.: 45,52°/0 » 3,86°% * 26,09°%0 »

Zu bemerken ist noch, daR beim Schitteln von Bilinigrin
mit sehr verdinnten Alkalicarbonatlésungen nur die Halfte der
Kaliummenge aufgenommen wurde, die aus einer konzentrier-
teren LOsung eintrat. Ein ganz analoges Verhalten wurde
beim Bilihumin festgestellt. Die Analyse eines Kaliumsalzes,
das aus Bilinigrin durch Einwirkung einer L'io-n-Kaliumcarbonat-
I6sung hervorging, ergab:

0,4357 g Substanz lieferten 0,0410 g KCI = 0,0215g K = 4,94°0 K.

Der aus den Alkalisalzen durch Einwirkung von Salz-
saure wdedergewonnene Farbstoff gab dann bei der Analyse
von den aus der Formel C16H1605N2 berechneten abweichende
Werte. Es ist nicht ausgeschlossen, dal die Salzsaure das
Bilinigrin selbst angegriffen hatte, wie es denn auch bei der
Einwirkung von starkeren Alkalien zu einer Zersetzung unter
Abspaltung von Ammoniak kommt.

0,778 g Bilinigrin wurden mit 250 ccm 1°/oiger Natron-
lauge langere Zeit gekocht, wobei vollstdndige L&sung nicht
erzielt wurde, hierbei destillierten zunachst 0,6 ccm n-NH3, am
zweiten Tage noch 0,29 ccm tber. Diese entsprechen 0,01246 g N
oder, da 0,07 g N vorhanden waren, etwa 18°/0 des vorhan-
denen Stickstoffs. Das Bilinigrin spaltet also wohl ebenfalls
wie Bilirubin und Dehydrooxybilirubin IU des in ihm ent-
haltenen Stickstoffs ab, aber sehr viel langsamer.
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Das Auftreten von Hamatinsédure konnte bei dieser Zer-
setzung nicht festgestellt werden.

Bei weiterer Einwirkung von Eisenchlorid auf Dehydro-
oxybilirubin wurde in sehr geringer Menge ein Korper er-
halten, der ein unldsliches Natriumsalz gab, aus dessen Analyse
vielleicht die Identitat mit Bilinigrin gefolgert werden kann.

2,7 g Dehydrooxybilirubin vom Versuch 3 und 4 wurden
in essigsaurer Losung 4 Stunden nach Zusatz von 10 ccm
offizineller Eisenchloridldsung erwarmt, wobei sich ein Nieder-
schlag in der Menge von 0,45 g bildete. Er wurde saure-
und eisenfrei gewaschen und dann mit 5°/oiger Sodal6sung
behandelt, wobei 0,16 g eines unldslichen Natriumsalzes zurtck-
blieben.

0,1417 g Substanz (120°) gaben durch Behandlung mit verd. Salzsdure
0.0220 g NaCl; die Substanz enthielt mithin 6,14°/0 Na.

Il1l. Die Aufarbeitung von Gallensteinen

ist des Ofteren von mir behandelt worden. Den fruher ge-
machten Beobachtungen mdchte ich noch hinzufligen, dal sich
die Extraktion des Pulvers in der von H. Fischer!) beschrie-
benen Rohre an Stelle des Soxhletschen Extraktionsapparates
sehr bewahrt hat, und daB dem mit Eisessig extrahierten
«Choleprasin» stets Bilirubin beigemengt ist. Wird né&mlich
das getrocknete rohe Choleprasin mit Chloroform ausgezogen,
so geht eine grin gefarbte Substanz in Losung, die beim Auf-
nehmen in Essigsaure Bilirubin hinterlaft.

Bei einer vor VI2 Jahren vorgenommenen Aufarbeitung
von 600 g Gallensteinen wurde nun so verfahren, dal nach
der Behandlung mit Ather, Wasser, verdiinnter Essigséure,
Ather und Alkohol der jetzt frei gemachte Teil des Bilirubins
durch Chloroform extrahiert wurdé, wobei 97 g eines hell-
orangerot gefarbten rohen Praparates gewonnen wurden, das
sich im Extraktionskolben abgesetzt hatte, leichter Idsliche
Teile waren nur in sehr geringer Menge (3,5 g) vorhanden. Die

*) Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 216 (1911.
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Reinigung des rohen Bilirubins erfolgte hier nur durch eine Be-
handlung mit konzentrierter Essigsédure in der Warme und
durch Auswaschen mit Alkohol, wonach 91,5 g hinterblieben.

Die Analyse dieses Praparates ergab keine befriedigende
Ubereinstimmung mit den aus der Formel C32H3606N4 berech-

neten Werten:

0,149« g Substanz (110°): 0,3619 g CO02. 0.0788 g H,0.
Spuren Asche = 65,98°/0 C u. 5,86°0 II.

0,1153 g Substanz (110°): 9,7 ccm N bei 16,5° u. 745 mm B = 9,6°0 N.
0,2003 » » (110°): 0,0016 g AgCl (Carius) = ca. 0.2°/o CI.
Schwefel lieR sich nicht nachweisen.

Ein Teil des Praparates wurde darauf in verdinnter
Natronlauge geldst und die ubrigens restlos filtrierende Lésung
durch verdinnte Schwefelsaure gefallt; dieses SO04-frei ge-
waschene und im Vakuum getrocknete Praparat stellte muschlig
brechende, fast schwarzrote Stiicke vor und sah im gepulverten

Zustande dunkelrotbraun aus. Eine Reinigung war auf diese
Weise aber nicht gegluckt.

0,1597 g Substanz (120°): 0,3868 g CO,, 0,0793 g H,0, 0,0006 g Asche
) = 66,3°/0 C und 5,54°/0 H.

Erst eine Umkrystallisation nach folgendem Verfahren
fihrte zum Ziel.

Es wurde je 1 g Bilirubin und Chinin mit 100 ccm
Chloroform bis zur LoOsung geschuttelt, was etwa im Verlauf
einer halben Stunde erreicht war, worauf filtriert und etwa
die Halfte des Chloroforms vorsichtig abdestilliert wurde. Die
konzentrierte Losung wurde in 250 ccm siedenden Eisessigs
eingetragen. L&Rt man nun auf dem Wasserbade stehen, bis
das Chloroform fast verdunstet ist, so krystallisiert das Bili-
rubin in rhombischen S&ulen und in langgestreckten Nadeln
aus. Es wird von der dunkelgrinen Losung abfiltriert, mit
Essigsdure und mit Alkohol bis zum Verschwinden der Chinin-
reaktionen ausgewaschen und im Vakuum getrocknet. Hierbei
wurden aus 1 g Rohbilirubin durchschnittlich 0,7 g reines Bili-
rubin von rotbrauner Farbe erhalten.
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. 0,1247g Substanz (120°): 0,30(57 g CO04, 0,0713 g 11,0,

0,1345 » » (120°): 11,2 ccm N bei 15° und 745 mm B.
Il. 0,2072 » » : 0,7311 g CO, und 0,1(572 g 11,0. %)
0,0689 * » : 6,2 ccm N bei 11° und 720 mm B.

C3,H3006N4. Ber.: 67,16°/0 C, 6,29V H. 9,79°0 N
Gef.: | 67,14°/0 » 6,35°% » 9,5(5°%0 »
1. 67,00V » (52600 » 10,3V

Aus dem anfangs hellorange gefarbten Rohprodukt' war
also, was die Farbe betrifft, einmal ein amorphes Préparat
von dunkelroter Farbe, das andere Mal. ein Kkrystallisiertes,
braunrotes Bilirubin hervorgegangen. Es ist daher wohl nicht
angangig, wegen der verschiedenen Farbe verschiedene Namen
zu geben, wie es M. Piettre?)3 getan hat, der ein Biliflavin
vom Bilirubin unterscheidet, zumal wenigstens unser Roh-
produkt Beimengungen enthielt, und die Angabe von Piettre,
daR aus Bilirubin bei der alkalischen Hydrolyse Fettsauren
entstehen, vermuten 1&Rt, dald ein nicht gereinigter Farbstoll
verwendet wurde.

SchlieBlich wurde auch die Leichtléslichkeit des Am-
moniakanlagerungproduktes in Methylalkohol$) mit Erfolg zur
Reinigung des Rohbilirubins benutzt, eine Methode, die den
Vorteil bietet, mit verhaltnismaRig hoch konzentrierten Bilirlibin-
I6sungen arbeiten zu konnen.

1 g Rohbilirubin wurde mit 10 ccm Methylalkohol Uber-
schichtet und auf die Suspension trockenes Ammoniakgas ge-
leitet, wodurch sich der Farbstoff augenblicklich l6st. Die
ohne Riickstand filtrierte Losung wurde dann mit Ather gefallt
und der hellrot gefarbte Niederschlag abgesaugt und mit Ather
gewaschen.4) Beim Trocknen im Vakuum farbte er sich dunkel-
rot und erschien an den Randern wie geschmolzen. Es tritt

) Das zweite Praparat stammte von einem anderen Rohbili-
rubin her.

*) C. r. de I'Acad. des sciences, Bd. 148, S. 1213; Cliem. Centralbl.,
1909, II, S. 135.

3) Diese Zeitschrift, Bd. 82, S. 476 (1912).

*) Aus den Filtraten schied sich beim Stehen in der Kélte zunéachst

noch etwas Substanz ah, die sich rasch griin farbte. Dann krystallisierte
aber nach dem Abdestillieren des Athers ein hellorangc gefarbter Korper

in sehr geringer Menge aus, dessen Analyse noch aussteht.
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also augenscheinlich ein Verlust von Ammoniak ein, doch ent-
halt das so getrocknete Praparat noch ein Molekil Ammoniak,
das erst bei hoherer Temperatur abgegeben wird.1)
0,2087 g Substanz (i. V): 21,4 ccm N bei 8° und 745 mm B.
C,*H3006N4NH3. Ber.: 11,880/0 N. Gef.: 12,18°/0 N.
0.5283 g Substanz (i. V.) verloren bei 110° 0,0133 g = 2,51 °/o.
Ber. f. 1 Mol. NH3: 2,88 °/o.
0,1352 g Substanz (110°): 0,3332 g CO, und 0,0811 g H20; keine Asche.
0.1715 » > (110°): 14,8 ccm N, 6° und 744 mm B.
C32H3606N4. Bér.: 67,1600 C, 6,29> H, 9,79°/0 N.
Gef.: 67,21°0 * 6,66°0 > 10,280 *

Die weitere Aufarbeitung der Gallensteine lieferte dann
22,2 g eines prachtvoll rotbraun gefarbten rohen Bilirubins,
nachdem mit Hilfe von siedendem Eisessig das Choleprasin
herausgelost worden war.2)

Dieses rohe Bilirubin, das also vielleicht mit dem Chole-
prasin eine Verbindung bildet, die erst durch die hei3e, konzen-
trierte Essigsaure gespalten wird, gab nun nach der Behandlung
mit Essigsaure und Alkohol sofort, also ohne Umkrystallisation,
auf die Formel C32H3606N4 stimmende Werte.

0.1320 g Substanz (110°): 0,3230 g C02,0,0721 g H,0 und0,0004 g Asche.

0,1423 * > (110°): 00,3498 » » 0,0823» ».
0,1345 > » (110°):11 ccm N bei 15° und 749mm B.
0,1237 » ) (HO0): 105 » * * 15° * 745 »

C32H36()6N4.  Ber : <?7,16°0 c, 6,29°/0 H, 9,79°/0 N.
Gef.: 66,950 » 61°% » 94°% *
67,04°/o » 6,43°00 » 9,74°/0 *

Ein kleinerer Teil des Gallensteinpulvers, dem die Haupt-
menge des Bilirubins und Choleprasins, wie soeben beschrieben,
entzogen worden war, wurde nun in zwei Portionen noch so-

¥ 1 c, S. 476 wurde ein Gewichtsverlust von 10,22°/0 ermittelt,
damals wurde die methylalkoholische Losung im Vakuum zur Trockene
gebracht. Durch das Fallen mit Ather dirfte es also bereits zur Am-
moniakabspaltung gekommen sein. Die Fallung mit Ather durfte aber
vorzuziehen sein, wenigstens krystallisierte der beim Erhitzen des Bilirubin-
Ammoniaks erhaltene Farbstoff aus Chloroform sehr schon.

*) Die gleiche Beobachtung, d. h. die Herausnahme eines hellorange
gefarbten Bilirubins nach der Behandlung mit verdinnter Essigsaure,
die Extraktion eines rotbraunen Bilirubins nach Behandlung mit heiRer,
konzentrierter Essigsaure haben wir neuerdings wieder machen kénnen.
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lange abwechselnd mit Eisessig und Chloroform behandelt, bis
diese beiden Ldsungsmittel so gut wie keine Substanz mehr
hferausnahmen.

Je 5 g dieses Materials wurden alsdann mit Sodal6sung
geschittelt, vom Ungel6sten filtriert und der Filterrickstand
mit heillem Wasser gewaschen, bis nur noch Spuren von Farb-
stoff in LOosung gingen und das Ablaufende gegen Methylrot
alkalische Reaktion nicht mehr zeigte. Es hinterblieben 4 resp.
4,3 g, die reichliche Mengen von Natrium enthielten, wie aus
der Aschenanalyse hervorging.

Es enthielt ndmlich der nicht mit Soda behandelte Teil:

I. 0,5 resp. Il. 1,12°/0 unl6sliche Asche (hauptsachlich Eisenphosphat).
I. 0,6347 g Substanz gaben 0,0032 g Asche. .
1. 0,4085 > > » 0,0046 > *

Der mit Soda behandelte Teil enthielt:

I. 0,6°0 unlésliche und 7,1°/0 ldsliche Asche.
Il. 1,37 resp. 9,52°/«.

I. 0,4923 g Substanz: 0,0379 g Gesamtasche, wovon 0,0030 g unléslich.
1. 0,5253 » » . 0,0572 » > » 0,0072 »

Beim Behandeln der beiden Natriumsalze mit verdinnter
Salzsdure wurde aufBer geringen Mengen organischer Substanz
das Natrium entfernt.

Natriumsalz | enthielt 4,46°0 N, Il. 4,0°/0 Na..
I. 0,2317 g Substanz gaben 0,0270 g N&CI, daraus 070319 g Na*S04

» (statt 0,0328 qg).
. 245 > » » 0,25 > >

Ein anderer Teil des erschépfend extrahierten Gallen-
steinpulvers wurde mit 5°/oiger Kalilauge behandelt, wobei
von je 5g: I 4,35, Il. 43 g nach dem Auswaschen hinter-
blieben. Die beiden Praparate gaben an 5 °/oige Kalilauge so
gut wie keine Substanz mehr ab und enthielten:

I. 6,980 K. 1l. 6,2°/0 K.
I. 1,2638 g Substanz: 0,1685 g KCI. Il. 1,4065 Substanz: 0,1661 g KCI.

Durch Schitteln des Gallensteinpulvers mit Mio-n-Kalium-

carbonatlésung wurde dagegen ein Kaliumsalz mit nur 3,05°/0 K
erhalten.

1. 0,4715 g Substanz: 0,0275 g KCI.
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Wurden die Kaliumsalze mit einer Silbernitratlosung ge-
schuttelt, so fund ein Ersatz des Kaliums durch Silber statt,
doch gelang eine vollstandige Verdrangung des Alkalis nicht.
Durch Behandlung mit Cyankaliumldsung konnte alsdann wieder
das gesamte Silber herausgenommen und durch Kalium ersetzt
werden, aber nur wenn frisch hergestellte Silbersalze ver-
wendet wurden.

Die aus den Natriumsalzen durch Einwirkung stark ver-
dinnter Salzsaure wieder zuriickgewonnene organische Sub-
stanz erwies sich als nicht mehr vollig identisch mit dem Aus-
gangsmaterial, insofern jetzt konzentriertere Laugen wieder einen
kleinen Teil in Ldsung Uberfuhrten.

. 0,1635 g Substanz (120i): 0,3609 g COs, 0,0882 g H80 und eine sehr
geringe Menge Asche.

0,2090 * » (120%:19.4 ccm N bei 13°und742,6 mm B.
0,2038 > » (1201:19,0 » » * 10° » 746 »yoF

[I. 0,1462 » »  (120«): 0.3161 g CO,, 0,0805 gH,0 u. 0,0030 g Asche
0.1825 > » (120°): 18,3 ccm N bei 12°und 7485 mm B.
0,1157 » » (120u): 11,4 > » »  6° * 747

Aus diesen Analysen berechnet sich:

I. 60,260 C, 6.000 H, 10,7 und 10,96°0 N.
II. 60,2°l0 » 6,25% > 11,7 * 11,7°0 »

Es konnte somit der hohere Stickstoffgehalt gegenlber
dem «Bilinigrin» in Beziehung stehen zu der Tatsache, dal
das Bilinigrin mehr Alkali aufzunehmen imstande ist, als das
«Bilihumin», d. h. das letztere konnte ein Ammoniumsalz sein,
das weder durch konzentrierte Essigsaure noch durch Soda-
I6sung zerlegt worden war.

So wurde denn ein weiterer Teil des erschopfend mit
Chloroform und Eisessig behandelten Gallensteinpulvers nach
Verlauf von 3U Jahren in Arbeit genommen, wobei es sich
zunéchst zeigte, dal} jetzt an Essigsaure wieder Substanz ab-
gegeben wurde. Sie erwies sich als «Choleprasin», denn bei
der Behandlung mit Salzsaure wurde sie zerlegt und die salz-
saure Losung gab beim Eindampfen denselben an Fleischextrakt
erinnernden Geruch wie das Choleprasin bei der gleichen Zer-
setzung. Als dann mit Essigsaure wieder erschopfend extrahiert
worden war, wobei etwa 10°/0 des verwendeten Gallenstein-
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pulvers herausgenommen wurden, wurde der Best mit ver-
dunnter Salzsaure bei Z. T. behandelt.l) In der Tat lieb sich
leicht nachweisen, dal hierbei Ammoniak abgespalten wurde,
die Menge desselben war aber sehr gering: aus 2,4.05 g wurden
nur 0,0284 g Platinsalmiak erhalten. Immerhin war insofern
eine bemerkenswerte Einwirkung erfolgt, als nunmehr bei der
Behandlung mit Alkalien Salze entstanden, deren Metallgehalt
mit dem Ubereinstimmte, den die Salze des Bilinigrins aufweisen.
2 g Substanz wurden mit 5°/oiger Sodaldsiing geschittelt,
wobei etwa 0,1 g in Lésung ging, die Ausbeute an erschoépfend
ausgewaschenem Natriumsalz betrug 1,85 g.
1,7055 g Sbst. enthielten 0,11704 g Na (gef. 0,8013 g Na2S04) = °lo Na-

Weitere 2 g Substanz wurden mit 0,7 °/o iger Pottasche-
I6sung behandelt, wodurch ebenfalls etwa 5°/o gelést wurden.
Ausbeute 1,8 g unlésliches Kaliumsalz.

1,7912 g Subst. enthielten 0,1004 g K (gef. 0.0,2240 g K2S04 = 5,6°.» K.}

Es ist bemerkenswert, dal hier die Mengen Kalium und

Natrium im c\)/erhabtnis von 1 Atom Kalium zu 2 Atomen Natrium
g9 Ug

~— = 5,76 ist, wie denn auch beim Bilinigrin
uo - u

stehen, da

‘) Bei hoherer Temperatur wird die Substanz durch Salzsaure stark
angegriffen.

*) Die Zerlegung der Salze wurde mit verdiinnter Salzsiure bewirkt
und hierbei eine farblose Losung erhalten, die beim Eindampfen neben
KCI resp. NaCl organische Substanz zurticklieB, wie sich bei gelindem
Gluhen des Rickstandes herausstellte. Wurde jetzt das Alkalichlorid mit
Wasser entfernt und die verbleibende Asche gegliht, so hinterblieb Ferri-
phophat. Beim Eindampfen der Lodsung des Alkalichlorids und Glihen
des Ruckstandes zeigte sich, dall immer noch etwas organische Substanz
beigemengt war, welche abermals Ferriphosphat hinterlieB. Aus 1,7055 g
des Natriumsalzes wurden z. B. 0,0220 -f- 0,0086 = 0,0306 oder 1,8°/0
erhalten, wahrend die Menge der organischen Substanz schatzungsweise
0,1 -J- 0,04 g betrug. Es geht also zunéchst ein Korper-in Ldsung, der
aus organischer Materie verbunden mit Ferriphosphat besteht.

Endlich ist zu bemerken, daR auch das nach zweimaligem Gliihen
erhaltene Alkalichlorid noch eine Beimengung, vielleicht von Ammonium-
chlorid, enthalten muR.

0,198 g KCI gaben n&mlich nur 0,2240 g KaSO4 statt 0.231 g.
0,309 > NaCl » » » 0,3613 » Na2zS04 * 0,376 ».
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gefunden wurde, dall beim Behandeln mit sehr verdinnter
Carbonatlosung nur die Hélfte der Menge des Metalls auf-
genommen wird, die aus konzentrierteren Losungen Ubertritt.
Das aus dem Natrium resp. Kaliumsalz zurtickgewonnene
‘Bilihumin» zeigte folgende Zusammensetzung:
1. 60,22°.. C, 6,17°/o H, 11,52°/o N (auf aschefreie Substanz berechnet),
2. 60,230 » 5,6% » 10,96% > ( desgl. ),
0.1687 g Substanz (100°): 0,3672 g C02, 0,0923 g 11,0 und 0,0024 g Asche
(Ferriphosphat),

0.1450 » » (100°):0,3161 » » 0,0777 » » und 0,0018 g Asche
(Ferriphosphat),

0.1923 » » (100°): 18,4 ccm N bei 6° und 7415 mm B.

0.1580 » » (100°): 14 ¥y o» 2° > 750 »oo>

Durch die Behandlung mit der verdinnten Salzsdure war
also die Zusammensetzung nicht wesentlich geéndert worden,
obgleich viel mehr Natrium aufgenommen worden war, als
vor der Behandlung. Durch langes Erhitzen mit 25»/oiger
Salzsdure wurde dagegen ein betrachtlicher Teil dieses «Bili-
liumins* in Lo6sung gebracht. Nachdem dann die salzsaure
Losung eingedampft, der Rickstand in Wasser gel6st, die
filtrierte LOsung wiederum verdampft und das Verfahren oft-
mals wiederholt worden war, ergab sich ein auch in Alkohol
I6slicher Rickstand. Diese alkoholische Ldsung wurde in
Ather eingetragen, wobei eine Fé&llung entstand. Doch ent-
hielt auch die alkoholisch-atherische L&sung Substanz und
zwar ein phosphorhaltiges Fett, das nicht in Ather, wohl aber
in Aceton l6éslich war. Die Fallung wurde mit Aceton aufge-
nommen, wobei Chlorammonium zurlckblieb, wahrend nach
dem Verdampfen des Acetons ein Sirup erhalten wurde, dessen
Geruch an Fleischextrakt erinnerte. Es handelte sich also um
dieselben Spaltprodukte, wie sie auch aus dem Choleprasin
erhalten wurden.

Der durch Behandeln des «Bilihumins» mit konzentrierter
Salzsaure nicht in Lésung zu bringende Anteil gab bei der
Analyse folgende Werte:

62,73% C, 5,48°/0 H, 9,8#/° N (auf aschefreie Substanz berechnet).

0,1438 ¢ Substanz (110°): 0,3292 g CO,, 0,0706 g H,0, 0,0007 g Asche.
0,1437 > > (110°): 12,5 ccm N bei 14° und 726 mm B.
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Die Asche enthielt nur Eisen, keine Phosphorséure. Wurde
der gegen Salzsdure bestandige Teil des Bilihumins auf kon-
zentrierte Schwefelsdure gestreut, so trat langsam eine Auf-
I6sung ein und jetzt bewirkte ein Tropfen Salpetersdure eine
Rotfarbung. Danach liegt in diesem Teil ein Derivat des Bili-
rubins vor, dem wohl das «Bilihumin» die Fahigkeit verdankt,
unlosliche Salze mit den Alkalien zu bilden. Die Ahnlichkeit
in dieser Beziehung mit dem Bilinigrin, das wir durch Oxy-
dation des Bilirubins erhielten, konnte dann vielleicht dafir
sprechen, daR die Umwandlung des Hamatins im Organismus
Uber das Stadium des Bilirubins hinaus gehen kann. Und
zwar immer noch im Verbande mit Umwandlungsprodukten
des Globins, denn das «Bilihumin» enthalt, wie wir sahen,
auch Anteile, die zu Aminosauren hydrolysiert werden kdnnen.

Nachschrift bei der Korrektur.

Die Seite 14 angegebene Methode der Reinigung des
Rohbilirubins ist in letzter Zeit dadurch wesentlich verein-
facht und verbessert worden, dal} die filtrierte. mefhylalkohol-
ammoniakalische Ldsung des Bilirubins in eine Kéltemischung

gestellt wird, wobei sich prachtvoll krvstallisiertes Bilirubin-
Ammonium abscheidet.

Stuttgart, am 2. April 1914,



