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Zur Kenntniss des H matoporphyrins und des 
Bilirubins 

VOll 

M. N e n e k i  und A, R o t s e h y  in Bern. 

(Yorgelegt in der Sitzung am 21. Juni 1889.) 

Die R a o u It'sche Methode derMoleeularg'ewiehtsbestimmung" 
ist eine wesentliche Bereicherung der chemischen Untersuehungs- 
methoden und ist geeignet, vermSge ihrer Einfachheit und 
Eleganz die bisher tibliehen Dampfdichtebestimmungen zu er- 
setzen. ~amenflich in der biologischen Chemie konnte man 

erwarten~ "dass sie yon besonderem Nutzen sein wird~ da die 
meisten Stoffe des Thier- und PfianzenkSrpers bei ihrer Zersetz- 
barkeit und hohem Moleculargewicht ftir die Dampfdiehte- 
bestimmung sich nicht eignen. Vor kurzem hat der Eine yon uns~ 
gemeinschaftlieh mit :N. Sie  b e r ~ gezeigt, dass das Hi~matopor- 
phyrin nach der Formel C~GHIs~O a zusammengesetzt, und somit 
dem Bilirubin~ falls die ~ltere Formel yon Stied e le r  der wahren 
Zusammensetzung entsprieht, isomer ist. Maly~ der sich viel mit 
Untersuehungen der Gallenfarbstoffe beseh~ftigte~ hat auf Grund 
seiner Analysen des Tribrombilirubins~ des Biliverdins, and des 
Urobilins die S t i~ d e 1 e r 'sche Formel des Bilirubins verdoppelt 
undes  ist kein Zweifel, dass aus der Formel C3~HaGlq40 s die 
Bildung der genannten Producte sich einfaeher erkl~ren liisst. 
Wit hofften die Fraffe der Isomerie des Hiimatoporphyrins and 
des Bilirubins mittelst der R a o u 1 t 'sehen Methode entseheiden 
zu kSnnen. Zu dem Zwecke haben wir HKmatoporphyrin nach 
dem friiher besehriebenen Verfahren dargestellt, mlt der kleinen 
Ab~inderunff~ dass nach dem Eintraffen der Hiiminkrystalle in 
den mit Bromwasserstoff g'es~ttigten Eisessig die Fltissigkeit 

1 Diese Berichte~ Bd. 97~ Jahr~. 1888. 
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nicht sof0rt, sondern erst nach 24 Stunden auf dem Wasserbade 
erw~rmt wurde. Das H~min 15st sieh dann vollst~ndig auf und 
es findet keine Yerharzung statt. Aus dem zweimal umkrystalli- 
sirten salzsauren Salze wurde dureh F~tllung mit essigsaurem 
:Natron das freie I-I~matoporphyrin dargestellt und im Vacuum 
getrocknet. 

Das Bilirubin hatte Herr Professor M a l y ,  der sich lebhaft 
ftir unsere Versuehe interessirte, die Giite uns zu tibersenden. 
Wir erhielten yon ihm 3g amorphes, nach der Yorschrift yon 
S t~ tde le r  dargestelltes Bilirubin und l g  in vSllig homogenen~ 
rhombischen Prismen krystallisirtes Product, das vor dem 
Gebraueh bei 110 ~ getrocknet wurde. 

Die erhaltenen Zahlen und die daraus naeh der Formel 

M _ T .  P. 100 
E . D .  bereehneten Moleculargewichte veranschaulieht 
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Die Hauptsehwierigkeit, der wit bei diesen Bestimmung'en 
begegneten~ lag in der g'eringen L~slichkeit tier beiden Farbstoffe 
in den LSsungsmitteln, die hier in Betraeht kommen konntem 
Die Erniedrigung der Erstarrungspnnkte betrug hier nicht 
Zehntel, sondern Huudertel eines Grades. Es erklart sieh dess- 
halb~ class trotz der grSssten Sorgfalt in tier Ausftihrung~ die z. B. 
fitr das Hamatopol.'.phyrin gefundenen, Werthe zwischen 226 und 
325 schwanken. Anderungen yon • 0"01 ~ T. geben far das 
Moleculargewicht eine Differenz yon T 30. Temperaturdifferenzen 
zwischen dem Krysta]lisationsgefass und der umgebenden Luft 
mUssen auf das mSglichste Minimum reducirt werden. Vergleich- 
bar sind immerhin nur solche Erstarrungspunkte, die absolut 
unter gleicheu Bedingungen erhalten wurden. Die angewendeten 
Ltisungsmittel waren uieht yon g'leichem Werthe. Bei Eisessig 
und Phenol muss der Apparat wegen der hygroskopisehen 
Eigenschaften tier beiden KSrper mt~gliehst luftdicht sehliessen. 
Da es in unserem Fall nothwendig was den Erstarrungspnnkt 
genau auf ein Hundertel zu bestimmen, so war es 8fters 20real 
und mehr n0thig die Bestimmnng auszufiihren, um fiinf bis seehs 
identisehe Zahlen zu erhalten. L~suogsmittel dagegen, wie 
Ethylenbromid oder Benzol krystallisiren stets bis auf 0"01 ~ T. 
genau gleieh. Trotzdem ist Phenol far die Raoult 'sche Methode 
yon besonderem Werthe, vor Allem wegen seines grossen Auf- 
ltisungsvermSg'ens, sodann wegen seines Schmelzpunktes und der 
Leichtigkeit, es in chemiseh reinem Zustande billig zu erhalten. 
Mit dem kleinen Apparate yon B e c k m a n n  und E y k m a n n  ~ 
erhalt man sehon mit etwa 15g Phenol und entsprechend kleiner 
Menge Substanz ganz gut stimmende Zahlen. 

In Ethylenbromid, Benzol und Nitrobenzol ist das H~tmato- 
porphyrin nur spurenweise 18slich. Viel leiehter in Eisessig~ doch 
begegneten wir hier dem Tdbelstande, dass das Hgmatoporphyrin 
dutch dieses Lt~sungsmittel ehemiseh ver~ndert wird. Wit 
bemerkten ngmlich, dass die eisessigsaure Lt~sung des Farb- 
stoffes, die uns zur Bestimmung des Moleculargewiehtes diente, 
nach einigen Tagen sich triibte und einen geringen Bodensatz 
absetzte. Genauere Untersuehung ergaO, dass dieser Bodensatz 

1 Zeitsch. f. physik. Chemie~ Bd. II, H. 12, 1888, S. 964. 
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aus braunrothen, rhombisehen~ sehr kleinen Krystallen bestand, 
welehe unter dem Mikroskope, ~hnlieh dem zuerst yon Virehow 
in Blntextravasaten gefnndenen II~imatoidin waren. Die Krystalle 
hatten aber alle Eigenschaften des his jetzt nur in amorphem 
Zustande bekannten Anhydrid des Hamatoporphyrins, das dnrch 
AuflSsen yon H~tmin oder H~matin in coneentrirter Sehwefels~ure 
entsteht nnd naeh den frtiheren Analysen nach der Formel 
C32Ha4N405 zusammeng'esetzt ist. Sie waren nut spurenweise in 
Alkohol and verdtinnter Salzs~ure lbslieh, leieht 15slich dageg'en 
in Alkalien. Die LSsungen spektroseopiseh untersucht, zeig'ten 
die Absorptionsb~tnder des H~matoporphyrins. In Eisessig 
gelt~stes und in zugesehmolzenen RShren aufbewahrtes ttamatopor- 
phyrin verwandelt sich allmNig in diese Krystalle, die wit so 
in grSsserer Menge darzustellen, und zu analysiren beabsich- 
tigen. Wahrscheinlieh ist das in Eisessig etwas zn hoeh g'efundene 
Molecutargewieht - -  331 start 2 8 6 -  dutch die Bildung' des 
Anhydrids bedingt. Die in Phenol erhaltenen Zahlen liegen 
innerhalb ziemlieh weiter Grenzen, immerhin geht doeh aus den- 
selben sieher hervor, dass die einfaehe Formel C~sLIIsN203 und 
nieht die verdoppelte C3~I-I3GN40 ~ dem Hitmatbporphyrin zukommt. 

Das Bilirnbin ist in Benzol und Nitrobenzol nur wenig. 15slieh. 
Eisessig war nieht anwendbar, da Bilirubin darin gelSst~ sich an 
der Lnft raseh oxydirt and grtin farbt. Eine gesattigte LSsnng" 
des Farbstoffes in Ethylenbromid, die nieht einmal 0.1~ davon 
enthielt, n~imlieh 0"0919 in 101.79 des LSsungsmittels erg'ab 
uns die Zahl M--150~ also ann~hernd nut das halbe Molecular- 
gewicht der einfachsten Formel C16ttlsN~O 3. M--286.  Ebenfalls 
das halbe Moleeulargewicht erhielten wit in einer noch verdUnn- 
teren Ethylenbromid- und etwa in 0" 1~ PhenollSsungen. Ist die 
PhenollSsung noeh verdtinnte b so werden noch niedrig'ere Zahlen 
erhalten. Eine ges~ttigte LSsung des Bilirubins in Phenol enth~tlt 
etwa 0 . 4 %  des Farbstoffes und erst bei einem Gehalte yon 
0"3~176 entspreehend einem MolekN Bilirubin in tansend 
Molekttlen Phenol gel5st~ ergaben uns die Bestimmungen der 
Formel C16CIsN~O 3 entsprechende Werthe. Jedenfalls spreehen 
die mit dem Bilirubin erhaltenen Resnltate zu Gnnsten der ein- 
fachen Formel yon S ta  d e l e r  CtGH~sN~O s. Wie man sieht~ sind 
die nieht ganz seharfen Zahlen nnserer Versuehe dutch die 
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SehwerRisliehkeit und leiehte Zersetzbarkeit der beiden Farb- 
stoffe bedingt; sie genUgen aber, um zu entseheiden~ ob die aus 
den Analysen abgeleitete einfaehste Formel die riehtige ist. Es 
ist zu erwarten, class andere Substanzen des ThierkSrpers, wie 
z. B. Cholesterin, Cholalsiture, Glykogen u. s. w., die besti~ndiger 
und in den gebr~uehliehen Ltisungsmitteln leieht 15slieh sind, 
pri~eisere Resultate liefern werden. 

Bekanntlieh land Maly, dass Bilirubin mit Natriumamalgam 
in Urobilin UbergefUhrt wird. Ein ganz ~thnlieher Farbstoff wird 
aus Hamatoporphyrin dutch Einwirkung yon Zinn und Salzs~ure 
oder Eisen und Essigsi~ure erhalten. Wie jedoeh die spi~teren 
Untersuehungen ergaben, ist das Urobilin aus Hi~matoporphyrin 
mit dem Urobilin aus Bilirubin nieht identiseh. ~ Abgesehen yon 
versehiedenen Ltislichkeitsverh~tltnissen, ist namentlieh das Erstere 
viel weniger bestitndig. Die gleiehe Umwandlung wie dnreh 
naseirenden Wasserstoff erleidet das I-Ii~matoporphyrin theilweise 
im Organismus. Wit haben die frUheren Versuehe hieriiber 
wiederholt und einem Kaninehen 2g der in Wasser 15sliehen 
Natronverbindung des Hiimatoporpbyrins subeutan injieirt. Der 
in den ni~ehsten 24 Stunden mit Katheter entnommene alkalisehe 
Ham fluoreseirte stark grUn. Beim Stehen setzte sieh daraus ein 
Sediment ab, das ausser den Kalksalzen noeh kleine prismatisehe 
braunrothe Krystalle enthielt~ die allem Anseheine naeh I-Iiimato- 
porphyrinnatron waren. Dutch Ausziehen des angesi~uerten 
Harnes mit Amylalkohol konnten wir daraus neben unveriindertem 
H5matoporphyrin aueh das daraus entstandene Urobilin isoliren. 
Der Harn enthielt kein Eiweiss, wie Uberhaupt alas Thief keine 
Intoxieationserseheinungen zeigte, und gesund blieb. 

Beim ~Ibergang yen Urobilin in Harn in pathologisehen 
FNlen haben wir demnaeh zu unterseheiden, ob dasselbe vom 
Gallen- oder Blutfarbstoff abstammt und dUrfte das Urobilin des 
Harns nicht immer dasselbe sein. Die Annahme ist gerecht- 
fertifft, dass in allen den FKllen, wo Blut im lebendigen Kbrper 
aus den Gef~ssen in das umgebende Gewebe austritt, also bei 
allen Hgmorrhagien, das in den ttarn libergehende Urobilin 
h~matogenen Ursprungs ist; w~hrend das im tlarn bei Leber- 

1 vgl. Nenc ki u. Sieber, Archiv f. exp. Path. u. Pharmak., Bd. 24, 
S. 443. 
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affectionen auftretende Urobilin aus dem Gallenf~rbstoff ent- 
stehen dUrfte. Um Urobilin im ttarne oder pathologischen FlUs- 
sigkeiten nachzuweisen verfahren wir ~ folgenderweise: 10 bis 
20 c m  ~ I:Iarn werden mit einigen Tropfen Salzs~ure anges~uert 
und mit 5 bis 10 c m  ~ Amylalkohol gelinde gesehUttelt. Starkes 
SchUtteln ist nicht rathsam da sich sonst Schaum bildet yon 
welehen die obere~ amylalkoholische Schiaht sich nur schwer 
trennt. Die klare amylalkoholische Schieht~ die den Farbstoff 
enth~lt~ wird abgeffossen und speetroskopiseh untersucht. Zur 
v011igen Sicherheit wird die L~sung mit einigen Tropfen Chlor- 
zinkl~sung versetzt ( lg  ZnCI~ in 100g stark ammoniakhaltigen, 
absoluten Alkohol - -  die etwa eintretende TrUbung wird dureh 
Zusatz yon Alkohol und Filtration entfernt --),  worauf bei 
geringsten Spuren yon Urobilin die sch~ne grUne Fluoressenz 
auftritt. 


