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Zur Kenntniss des H&matoporphyrins und des
Bilirubins
voun
M. Nencki und A, Rotsehy in Bern,
(Vorgelegt in der Sitzung am 21. Juni 1889.)

Die Raoult’sche Methode derMoleculargewichtsbestimmung
ist eine wesentliche Bereicherung der chemisehen Untersuchungs-
methoden und ist geeignet, vermoge ihrer Einfachheit und
Eleganz die bisher iiblichen Dampfdichtebestimmungen zu er-
setzen., Namentlich in der biologischen Chemie konnte man
erwarten, ‘dass sie von besonderem Nutzen sein wird, da die
meisten Stoffe des Thier- und Pflanzenkorpers bei ihrer Zersetz-
barkeit und hohem Moleculargewicht fiir die Dampfdichte-
bestimmung sich nicht eignen. Vor kurzem hat der Eine von uns,
gemeinschaftlich mit N. Sieber! gezeigt, dass das Himatopor-
phyrin nach der Formel C, H, N,0, zusammengesetzt, und somit
dem Bilirubin, falls die #ltere Formel von Stddeler der wahren
Zusammensetzung entspricht, isomer ist. Maly, der sich viel mit
Untersuchungen der Gallenfarbstoffe beschéftigte, hat auf Grund
seiner Analysen des Tribrombilirubins, des Biliverdins, und des
Urobilins die Stiddeler’sche Formel des Bilirnbins verdoppelt
und es ist kein Zweifel, dass aus der Formel C;H, N, O, die
Bildung der genannten Producte sich einfacher erkldren lésst.
Wir hofften die Frage der Isomerie des Himatoporphyrins und
des Bilirubins mittelst der Raoult’schen Methode entscheiden
zn konnen. Zn dem Zwecke haben wir Himatoporphyrin nach
dem frither beschriebenen Verfahren dargestellt, mit der kleinen
Ab#nderung, dass nach dem Eintragen der Himinkrystalle in
den mit Bromwasserstoff geséttigten Eisessig die Fliissigkeit

1 Diese Berichte, Bd. 97, Jahrg. 1888,
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nicht sofort, sondern erst nach 24 Stunden auf dem Wasserbade
erwirmt wurde. Das Himin 16st sich dann vollstindig auf und
es findet keine Verharzung statt. Aus dem zweimal umkrystalli-
sirten salzsauren Salze wurde durch Fillung mit essigsaurem
Natron das freie Himatoporphyrin dargestellt und im Vacuum
getrocknet. ‘

Das Bilirubin hatte Herr Professor Maly, der sich lebhaft
fiir unsere Versuche interessirte, die Giite uns zu iibersenden.
Wir erhielten von jhm 3¢ amorphes, nach der Vorschrift von
Stideler dargestelltes Bilirubin und 1g¢ in vollig homogenen,
rhombischen Prismen krystallisirtes Produet, das vor dem
Gebrauch bei 110° getrocknet wurde.

Die erhaltenen Zahlen und die daraus nach der Formel
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folgende Zusammenstellung:

berechneten Moleculargewichte veranschaulicht
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- l0'0168 " 15-6 | 176 | 0°06 | 1364
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Die Hauptschwierigkeit, der wir bei diesen Bestimmungen
begegneten, lag in der geringen Lioslichkeit der beiden Farbstoffe
in den Losungsmitteln, die hier in Betracht kommen konnten.
Die KErniedrigung der Erstarrungspunkte betrug hier nicht
Zehntel, sondern Hundertel eines Grades. Es erklirt sich dess-
halb, dass trotz der grossten Sorgfalt in der Ausfihrung, die z. B.
fiir das Hématoporphyrin gefundenen, Werthe zwischen 226 und
325 schwanken. Anderungen von == 0-01°T. geben fiir das
Moleculargewicht eine Differenz von 7= 30. Temperaturdifferenzen
zwischen dem Krystallisationsgefiss und der umgebenden Luft
miissen auf das moglichste Minimum reducirt werden. Vergleich-
bar sind immerhin nur solche Erstarrungspunkte, die absolut
unter gleichen Bedingungen erhalten wurden. Die angewendeten
Losungsmitte]l waren nicht von gleichem Werthe. Bei Eisessig
und Phenol muss der Apparat wegen der hygroskopischen
Eigenschaften der beiden Korper moglichst luftdicht schliessen.
Da es in unserem Fall nothwendig war, den Erstarrungspunkt
genau auf ein Hundertel zu bestimmen, so war es dfters 20 mal
und mehr nothig die Bestimmung auszufiihren, um finf bis sechs
identische Zahlen zu erhalten. Lisungsmittel dagegen, wie
Ethylenbromid oder Benzol krystallisiren stets bis auf 0-01° T.
genau gleich. Trotzdem ist Phenol fiir die Raoult’sche Methode
von besonderem Werthe, vor Allem wegen seines grossen Auf-
losungsvermbgens, sodann wegen seines Schmelzpunktes und der
Leichtigkeit, es in chemisch reinem Zustande billig zu erbalten.
Mit dem kleinen Apparate von Beckmann und Eykmann'?
erhélt man schon mit etwa 154 Phenol und entsprechend kleiner
Menge Substanz ganz gut stimmende Zahlen.

In Ethylenbromid, Benzol und Nitrobenzol ist das Himato-
porphyrin nur spurenweise 1oslich. Viel leichter in Eisessig, doch
begegneten wir hier dem Ubelstande, dass das Hamatoporphyrin
durch dieses Losungsmittel chemiseh veriindert wird, Wir
bemerkten nimlich, dass die eisessigsaure Losung des Farb-
stoffes, die uns zur Bestimmung des Moleculargewichtes diente,
nach einigen Tagen sich triibte und einen geringen Bodensatz
absetzte. Genauere Untersuchung ergab, dass dieser Bodensatz

1 Zeitsch. . physik. Chemie, Bd. IT, I 12, 1888, S. 964.
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aus braunrothen, rhombischen, sehr kleinen Krystallen bestand,
welche unter dem Mikroskope, dhnlich dem zuerst von Virchow
in Blutextravasaten gefundenen Himatoidin waren, Die Krystalle
hatten aber alle Eigenschaften des bis jetzt nur in amorphem
Zustande bekannten Anhydrid des Himatoporphyrins, das dureh
Auflosen von Hiimin oder Himatin in concentrirter Schwefelsdure
entsteht und nach den fritheren Analysen nach der Formel
C,,H, N, O, zusammengesetzt ist. Sie waren nur spurenweise in
Alkohol und verdiinnter Salzsiure 19slich, leicht loslich dagegen
in Alkalien. Die Losungen spektroscopisch uutersucht, zeigten
die Absorptionsbdnder des Hiwmatoporphyrins. In REisessig
gelostesund in zngeschmolzenen Rohren aufbewahrtes Himatopor-
phyrin verwandelf sich allmilig in diese Krystalle, die wir so
in grosserer Menge darzustellen, und zu analysiren beabsich-
tigen. Wahrscheinlich ist das in Eisessig etwas zu hoeh gefundene
Moleculargewiecht — 331 statt 286 — durch die Bildung des
Anhydrids bedingt. Die in Phenol erhaltenen Zahlen liegen
innerbalb ziemlich weiter Grenzen, immerhin gebt doch auns den-
selben sicher hervor, dass die einfache Formel C  H, N,0, und
nicht die verdoppelte Cg, Hy N, O, dem Hdmatoporphyrin zukommt.

Das Bilirubin ist in Benzol und Nitrobenzol nur wenig lslich.
Eisessig war nicht anwendbar, da Bilirubin darin geldst, sich an
der Luft rasch oxydirt und griin firbt. Eine gesittigte Losung
des Farbstoffes in Ethylenbromid, die nicht einmal 0-1°/, davon
enthielt, niimlich 0-091¢ in 101-T¢ des Losungsmittels ergab
uns die Zahl M==150, also annihernd nur das halbe Molecular-
gewicht der einfachsten Formel C, H, N,0,.M =286. Ebenfalls
das halbe Moleculargewicht erhielten wir in einer noch verdtinn-
teren Ethylenbromid- und etwa in 0-1°/, Phenollosungen. Ist die
Phenollosung noch verdiinnter, so werden noeh niedrigere Zahlen
erhalten. Eine gesittigte Losung des Bilirubins in Phenol enthilt
etwa 0-4%, des Farbstoffes und erst bei einem Gehalte von
0-3%,—0-4%,, entsprechend einem Molekiil Bilirubin in tausend
Molekiilen Phenol gelost, ergaben uns die Bestimmungen der
Formel C,C,,N,0, entsprechende Werthe. Jedenfalls sprechen
die mit dem Bilirubin erhaltenen Resultate zu Gunsten der ein-
fachen Formel von Stddeler C,;H,,N,0,. Wie man sieht, sind
die nicht ganz scharfen Zahlen unserer Versuche durch die
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Schwerloslichkeit und leichte Zersetzbarkeit der beiden Farb-
stoffe bedingt; sie gentigen aber, um zu entseheiden, ob die aus
den Analysen abgeleitete einfachste Formel die richtige ist. Es
ist zu erwarten, dass andere Substanzen des Thierkorpers, wie
z. B. Cholesterin, Cholalséure, Glykogen uv. s. w., die bestindiger
und in den gebriuchlichen Losungsmitteln leicht loslich sind,
pricisere Resultate liefern werden.

Bekanntlich fand Maly, dass Bilirubin mit Natriumamalgam
in Urobilin iibergefiihrt wird. Ein ganz dhnlicher Farbstoff wird
aus Himatoporphyrin durch Einwirkung von Zinn und Salzséure
oder Eisen und Essigsiiure erhalten. Wie jedoch die spiteren
Untersuchungen ergaben, ist das Urobilin aus Hématoporphyrin
" mit dem Urobilin aus Bilirubin nicht identisch.! Abgesehen von
verschiedenen Lislichkeitsverhiltnissen, ist namentlich das Erstere
viel weniger bestindig. Die gleiche Umwandlung wie durch
naseirenden Wasserstoff erleidet das Himatoporphyrin theilweise
im Organismus. Wir haben die friiheren Versuche hieriiber
wiederholt und einem Kaninchen 2¢ der in Wasser loslichen
Natronverbindung des Himatoporphyrins subeutan injicirt. Der
in den nichsten 24 Stunden mit Katheter entnommene alkalische
Harn fluorescirte stark griin. Beim Stehen setzte sich daraus ein
Sediment ab, das ausser den Kalksalzen noch kleine prismatische
braunrothe Krystalle enthielt, die allem Anscheine nach Himato-
porphyrinnatron waren. Durch Ausziehen des angesiuerten
Harnes mit Amylalkohol konnten wir daraus neben unveriindertem
Himatoporphyrin auch das daraus entstandene Urobilin isoliren.
Der Harn enthielt kein Eiweiss, wie tiberhaupt das Thier keine
Intoxicationserscheinungen zeigte, und gesund blieb.

Beim Ubergang ven Urobilin in Harn in pathologischen
Fillen haben wir demnach zu unterscheiden, ob dasselbe vom
Gallen- oder Blutfarbstoff abstammt und diirfte das Urobilin des
Harns nicht immer dasselbe sein. Die Annahme ist gerecht-
fertigt, dass in allen den Féllen, wo Blut im lebendigen Korper
aus den Gefissen in das umgebende Gewebe aunstritt, also bei
allen Himorrhagien, das in den Harn iibergehende Urobilin
himatogenen Ursprungs ist; wihrend das im Harn bei Leber-

1 Vgl. Nenckiu Sieber, Archiv f. exp. Path. u. Pharmak., Bd. 24,
S. 443.
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affectionen auftretende Urobilin aus dem Gallenfarbstoff ent-
stehen diirfte. Um Urobilin im Harne oder pathologischen Fliis-
sigkeiten nachzuweisen verfahren wir folgenderweise: 10 bis
20 em® Harn werden mit einigen Tropfen Salzséure angesiuert
und mit 5 bis 10 em’ Amylalkohol gelinde geschiittelt. Starkes
Schiitteln ist nicht rathsam da sich sonst Schaum bildet von
welchen die obere, amylalkoholische Schicht sich nur schwer
trennt. Die klare amylalkoholische Schicht, die den Farbstoff
enthilt, wird abgegossen und speetroskopisch untersucht. Zur
volligen Sicherheit wird die Losung mit einigen Tropfen Chlor-
zinklosung versetzt (1g ZnCl, in 100¢ stark ammoniakhaltigen,
absoluten Alkohol — die etwa eintretende Triibung wird durch
Zusatz von Alkohol und Filtration entfernt —), worauf bei
geringsten Spuren von Urobilin die schdne griine Fluoressenz
auftritt.




