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0bee die Einwirkung yon Jodl6sungen auf 
Bilirubin und fiber eine quantitative Nethode 

zur Bestimmung desselben im Ham 
v o n  

Dr. Adolf Jolles, 
])OCctll  a m  s 1r t ech l~o log i sche~  Ge~ve l"bemnse~m ilz tTKiell. 

(Vorge teg t  in der S i t zung  am 9. F e b r u a r  1899.1/ 

I~berschichtet nmn einen ikterischen H a m  vorsichtig mit 
SalpetersS.ure, so tritt bekanntl ich an der Bertihrungsstetle ein 

grfmer Ring auf, dann in der n~ichstfolgenden tieferen Schicht  
Ringe yon blauer, violetter, rother, brauner  und gelber Farbe. 

S t~ ide le r ,  ferner H e y n s i u s  und C a m p b e l l  (P f l t i g e  r's Archiv, 
Bd. IV, 497), M a l y  (Sitzungsberichte der kaiserl. Akademie der 

"vVissenschaften in Wien, Bd. 57, Februar  1868) suchten die 
dutch Einwirkung einer salpetrigen SS.ure oder Salpeters~iure 

auf eine ChloroformFSsung yon Bilirubin en t s t ehenden  farbigen 
K~Srper - -  namentl ich das gri~ne und blaue Product  - -  festzu- 
halten, ohne dass es ihnen jedoch gelungen wiire, hinreichend 

charakterist ische K6rper darzustellen. 
Sparer hat M a l y  (Sitzungsberichte der kaiserl. Akademie 

der Wissenschaften in \Vien, Bd. 59) ein Verfahren angegeben, 
den btauen K/Srper, sowie das Endproduct ,  das sogenannte  
Choletelin, aus Bilirubin zu erhalten und zu fixiren. Das Ver- 
fahren bestand im Princip darin, dass er zu eiraer abgewogenen  
Menge Bilirubin, das in einer gr/Ssseren Menge Chlorofornl zum 
Theii ,gel/Sst, zum Theil  vertheilt  war, Bromwasser  aus einer 
Gay-Lussac ' schen  Btirette tr6pfeln liess, dann umschtit telte und 
die Farbenvergnderungeh notirte. 

Gleichwie bei der, Einwirkung yon Saipetersgure auf Bili- 
rubin entstanden aueh bei der entsprechenden Einwirkung yon 
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Brom auf gilirubin zuerst  das grtine Product,  dann in der 

gleiehen Reihenfolge das blaue, carmoisinrothe und endlich der 
hellbraune KOrper, so dass M a l y  die Bromeinwirkung mit der 
so ahnlieh verlaufenden der Salpeters~.ure identificirte und in 

beiden Fallen die farbigen Karper  ftir Oxydat ionsproducte  hielt. 
In einer zweiten Arbeit, betitelt: *Ober die Einwirkung yon 

Brom auf Bilirubin<< (Sitzungsberichte der kaiserl. Akademie 

tier Wissenschaf ten in Wien, Bd. 72) gibt nun M a l y  bdkannt, 
dass der bei der Bromeinwirkung ents tehende blaue KOrper 

eine an Brom sehr reiche Verbindung darstellt, und dass ferner 
das grtine Product  kein Biliverdin, wie M a l y  fl'tiher geglaubt  
hat, sondern Clberhaupt keinen Abschluss einer Reaction dar- 

stellt. 
Nach M a l y  verwandel t  sich bei der Reaction zuerst  ein 

Theil  des BilJrubins in den btauen K/Srper, der dann mit dem 
noch unverander ten  Bilirubin (das in L6sung goldgelb ist) die 

Mischfarbe grtin gibt. D i e  Darstellung des blauen K{3rpers, 
welches M a l y  als ein Bromproduct  des Bilirub:ins anspricht, 

geschieht  wie folgt: Etwa 1 g~ Bilirubin wird mit Chloroform 
zerrieben, und dann eine verdtinnte L6stlng yon Brom in dem- 

selben alkoholfreien Chloroform hinzugeft~gt. Man schtittett 

hfiutig und ltisst den Bromzusatz  recht allmalig vor sich gehen. 
l 

Nach und nach setzen sich an die ganze Innenwand des 

Kolbens schwarze  Punkte ab, welche das bromreiche Sub- 
st i tut ionsproduct darstellen. M a ly gibt eine Reihe yon Analysen 
dieses K6rpers bekannt,  bei welchem allerdings der stark 
schwankende  Kohlenstoffgehalt  - -  35" 5I bis 47 "83 - -  auff~tl/t. 

N a c h M a l y  ist das blaue Product  a u f G r u n d  de rAna lysen  als 
ein Tribr0mbilirubin a n z u s p r e c h e n . -  Vor dem Erscheinen der 

Maly 'schen Arbeit hat L. W. T h u d i c h u m  eine Arbeit publicirt 
( , ,Further Researches on Bilirubin and its Compounds~<, Mai- 

Heft des ,,Journal of the Chem. Society% 1872), in d e r e r  
bekanntgibt ,  dass bei Einwirkung yon Brom auf Bilirubin 
Bromproducte  entstehen. T h u d i c h u m  hat abet seinen K6rper 
nicht analysirt, sondern nut  aus der Gewichtszunahme,  die 
Bilirubin beim Dartiberleiten yon Bromdampf  erfS.hrt, au[ die 
Zusammense tzung  geschtossen. Bei ktirzerem Dartiberleiten 
k a m . T h u d i c h u m  zu einem in Alkohol mit btauer t~'arbe 

19" 
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loslichen K6rper  mit 35"5~}/0 Brom, der Monobrombil i rubin  
sein soll. 

Dies sind im Wesent l ichen  die Versuchsergebnisse ,  welche 

bez~iglich der E inwirkung  der Ha logene  auf  Bilirubin vorliegen. 

Im Jahre 1894 babe  ich nun in P f lClger ' s  Archiv, Bd. LVII ,  

S. 1 - -57  eine Abhand lung  unter  dem Titel:  ,,Beitr~.ge zur  

Kenntniss  der Gallen und C~ber eine quant i ta t ive Methode zur 

Bes t immung  des Bilirubins in der menschl ichen  und thier ischen 

Galle<< verSffentlicht, in welcher  ich u. A. den Nachweis  erbraeht  

habe, dass  bei E inha l tung  bes t immter  Versuchsbed ingungen  

Bilirubin quanti tat iv in einen grflnen Farbs toff  {ibergeffihrt wird, 

- -  welchen  ich als Biliverdin angesprochen  h a b e - - ,  wobei  auf  

1 Molektil Bilirubin 2 Atome Jod verbrauch t  werden,  so dass  

dieser Process  ein Mittel an die Hand  gibt, den Bilirubingehalt  

in den thier ischen Gallen quant i ta t iv  zu best immen.  In einer 

spgter  yon T h u d i c h u m  erschienenen Arbeit* wird nun meine 

Angabe,  dass  bei der E inwirkung  yon JodlSsung auf  gel6s tes  

Bi l i rubin  eine Oxydat ion vor sich gehe, bestritten, v ie tmehr  

kSnne es sieh nach T h u d i c h u m  e i n z i g u n d  allein um einen 

Subs t i tu t ionsprocess  handeln.  Die vornehmlichs te  Sttitze fC~r 

seine diesbezt ' lgliche Behauptung  bildet der Analogieschluss ,  

dass, weil Brom auf Bilh:ubin subst i tuirend wirke, dies auch 
zweifellos beim Jod der Fall sein mtisse. Ist ein solcher  Sch luss  

gerade  bei Jod und Brom schon im Allgemeinen nicht statthaft,  

so ist bier noch zu ber 'acksichtigen,  dass  Jod .in ge16ster Form 

bei se'iner E inwi rkung  auf  gelSste organische  Subs tanzen  Ctber- 

haupt  nicht subst i tuirend wirkt, zumal  in einer so ausse rorden t -  

lichen VerdCmnung, worau f  ja  schon K e k u 1 d zuers t  ausf{ihrlich 

h ingewiesen  hat (Ann. 131, 122). lJberdies  h~tte T h u d i c h u m  

schon aus  dem yon ibm selbst  mit n e g a t i v e m  Erfolge ange-  
stellten Versuche,  dutch E inwi rkung  yon J o d d a m p f  auf Bili- 

rubin - -  also unter  den hieffir gt inst igsten Bedingungen - -  ein 
Jodsubs t i tu t ionspr0duc t  analog d e m  Bromder iva t  zu erhalten,  

e rkennen m~issen, dass  einerseits Jod ein ganz  anderes  Ver- 

halten wie Brom zeige, u n d  dass  andersei ts  eine Jodi rung du tch  
Jod in gelSstem Zus tande  noch viel weniger  zu e'rwarten w/~re. 

1 0her die Reaction yon Bilirubin mit Jod und Chloroform. Von I. L. W. 
Thudichum, Journal fiir prakt. Chemic, N. F. B. LtlI (1996), S. 314. 
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Nachdem racine eingehende Erwiderung auf die Aus- 

ftihrungen T h u d i c h u m ' s  denqn~chst im ,,Journal ftir praktisc'he 
Chemie<, erscheinen wird, glaube ich von einer weiteren Be- 
sprechung der Thudichum'schen Arbei.t bier absehen zu k6nnen, 
und gestatte mir nachstehend die Ergebnisse. einer gr0sseren 
Versuchsreihe, welche im Wesentlichen den Verlauf der Re- 
action bei der Einwirkung alkoholischer Jodl6sung auf Bilirubin 
7.,urn Gegenstand haben, bekanntzugeben. 

Oxydationsversuche mit Bilirubin. 

Behande!t man geringe, in Chloroform gelOste Bilirubin- 
mengel~ mit verd'tinnter alkoholischer Jodl6sung oder besser 
mit entsprechender Ht'lbl'scher JodlOsung - -  welche bekannt- 

lich ausser Jod noch Quecksilberchlorid enth/ilt ,-- so resultiren, 

je nach der Menge des Oxydationsmittels, dieselben farbigen 
Producte, und zwar in gleicher Reihenfolge, wie bei der Behand-. 
lung yon Bilirubin mit Salpeters/~ure. Einzelne y o n  diesen 
Farben, wie das gr0ne und blaue Product, lassen sich bei der 
Lebhaftigkeit ihrer Farben gentigend scharf abgrenzen. Das 

Endproduct, welches bei Einwirkung verdtinnter alkoholischer 
Jod!6sungen auf Bilirubin resultirt, hat in sehr verdtinnten 
L~Ssungen eine gelbe, in concentrirteren L6sungen eine br/~un- 
lichgelbe Farbe mit einem Stich ins R6thliche. 

Meine Versuche erstreckten sich zun/~chst in der Richtung, 
festzustellen, unter welchen Versuchsbedingungen die Ein- 
wirkung der alkoholischen Jodl6sung auf Bilirubin glatt und i n  

quantitativ messbarer Form vor sich gehe. Hiebei ergab sich im 
\~Vesent!ichen zun/ichst, dass der Grad der Oxydation abh/ingig 
ist, einerseits yon den Concentrationsverh~ltnissen der ange- 
wendeten Bilirubin- und JodI6sung und yon der Zeitdauer der. 
Einwirkung, anderseits auch davon, dass nur solche L6sungs-  
mittel fCtr Jod und Bilirubin angewendet werden, welche mit- 
einander mischbar sind und dadurch eine unmittelbare innige 
Einwirkung der beiden K~Srper gestatten. Ich habe den Oxy- 
dationsprocess umso schttrfer verfolgen k6nnen, in je ver- 
dtinnterer L6sung ich die beiden K6rper auf einander zur Ein- 
wirkung brachte, und um diesem Umstande gerecht zu werden, 
empfiehlt es sich daher, gr~Sssere Quantit/iten nicht auf einmaI 
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zu verarbeiten, sondern am besten etwa 2 0 - - 0 0  meg Bilirubin 
in circa 5 0 - - 8 0  cm a Chloroform zu 16sen und auf die L/3sung 
eine entsprechende Menge einer "/ ,0-alkoholischen Jodlbsung 
einwirken zu lassen. Hiebei muss jedoch bemerkt  werden, dass 

die '*/10-alkoholische Jodl6sung a l l e i n  in dieser Verdt innung 
die Oxydat ion des Bilirubins nut  sehr tr~ige vollRihrt und tiber 

die violette Oxydat ionss tufe  hinaus dieselbe anscheinend nicht 
zu bewirken vermag, nachdem ich selbst nach mehrt~igiger Ein- 
wirkung das Endoxyda t ionsproduc t  nicht zu erhalten vermochte.  

Hingegen hat sich die I'/, 0 Htibl 'sche Jodlbsung als ein aus- 
gezeichnetes  Oxydat ionsmit te l  bewtihrt, und zwar  sowohl hin- 
sichtlich der Raschheit  des Oxydirens,  als auch hinsichtlich des 

quantitativen Verlaufes der Reaction bis zum Endproducte.  Von 
der Verwe;ndung concentrir terer  alkoholischer J odl6sungen start 

verdClnnter Hiibl 'scher JodltSsungen behufs Darstellung der 
Oxydat ionsproducte  habe ich aus dem Grunde Abstand ge- 

nommen~ um nicht die als gtinstigst erkannten Versuchs- 
bedingungen ftir den quantitativen Verlauf der Reaction wesent- 
lich zu alteriren. 

Nachstehend ertaube ich mir, einige Resultate tabellarisch 

anzuftihren, welche zeigen, dass der Grad der Oxydation bei 
gieichen Bilirubinmengen abhttngig ist yon der Zei tdauer  der 
Einwirkung,  yon der Mischbarkeit  des Lbsungsmittels  der 

oxydirenden Substanzen mit dem Chloroform und yon der 
Stgtrke des Oxydationsmittels.  Die Versuche wurden gteich- 
mgtssig in der Weise  durchgef0hrt ,  dass die abgewogene  Bili- 

rubinmenge in 20cr~ ~ Chloroform gel6st und mit 2 5 c ~  ~ der 
entsprechenden Jodlbsung versetzt  wurde. Gleichzeitig wurden 
25 c m  a JodlOsung for den Titer  angesetzt ,  nach Verlauf der 
Reaction beide Lbsungen mit genau eingestdl ter  verdCmnter 
NatriumthiosulfatlOsung titrirt, und aus der Diffe,renz tier Jod-, 
respective Sauerstoffverbrauch berechnet.  
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2~8 A. Jolle~, 

Aus der verbrauchten Jodmenge ersehen wit, dass die 
wtisserige JodlOsung auf Bilirubin eeteris paribus schw'~icher 
oxydirend wirkt, als die alkohotische, und dass die Htibl'sche 
JodI6sung rascher und sttirker oxydirt, als die alkoholische 
LSsung. 

Diese Thatsache veranlasste reich, bei den nachfolgenden 
Versuchen als Oxydationsmittel stets eine entspreehend ver- 
dtlnnte Hflbl'sehe Jodl6sung zu verwenden. 

Das griine Oxydationsproduct. 
Biliverdin. 

in meiner Arbeit fiber ,,Beitriige zur Kenntniss der Gallen 
und fiber eine quantitative Methode zur Bestimmung des Bili- 
rubins in der menschlichen und thierischen Galle<< (Archly ftir 
die gesammte Physiologie, Bd. 57) babe ich bereits an der Hand 
zahlreieher Versuche nachgewiesen, dass Bilirubin sich quanti- 
tativ in eine grfine Verbindung tiberftihren lasse, und zwar sind 
hiebei zur Oxydation des Biiirubins yon der Formel Ca~Ha6N~O 6 
zwei Atome Sauerstoff, oder bei Zugrundelegung der einfaehen 
Formel C,6H~sN20 s ein Atom Sauerstoff erforderlieh. 

Um daher aus dem Bilirubin zu Biliverdin zu gelangen, 
sind ioaeh der Gleiehung 

C16H18N~Oa-~rZJ--pH~O = Cs6HlsN~Or 

ltir ein Molektil Bilirubin ein Atom Sauerstoff erforderlich. Um 
nun den Nachweis zu erbringen, dass das bei der Einwirkung 
der Htibl'schen JodlSsung auf Bilirubin entstehende grtine Pro- 
duct weder ein Jodsubstitutions-, noch ein Jodadditionsproduct, 
sondern  nut e{n Oxydationsproduct, und zwar das Biliverdin, 
darstellt, habe ich unter mSglichster Einhaltung der als gfinstigst 
erkannten Versuchsbedingungen eine genfigende Menge des 
grCmen Productes gewonnen, dasselbe analysirt und seine 
charakteristischen Eigenschaften identificirt, respective erggmzt. 

Darstel!ung des Biliverdins. 

Eine Reihe yon Vorversuchen, die ich zum Zwecke de~ 
ReindarstellUng des grtinen Productes durchgeftihrt habe, haben 
ergeben, dass sich der 'Zusatz  eines l~lberschusses von Jod: 
15sung zu dem in Chloroiorn{ gel6sten Bilirubin nicht:empfiebl~ 
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well bei de r .nachfo lgenden  Entfernung des t iberschtlssigen 

Jods mit NatriumthiosulfatlOsung sich aus dem aus Thiosulfat  
gebildeten te t ra thionsaurem Natron ~iusserst leicht Schwefel 
abscheidet,  der in die Chloroformschicht  t lbergeht und.so das 
grtme Product  verunreinigen muss. Ich babe daher  die genau  
abgewogenen  Bilirubinmengen in Chloroform gelSst und dann 

die fi.quivalente Menge Htibl 'scher JodlOsung im Sinne der 
Gleichung 

C 1 6 H l s N 2 0 ~ + 2 J + H 2 0  _~ C16HjsN204+2HJ 

zugesetzt ,  die L6sun~ krtikig geschtittelt  und einige Zeit der 

Einwirkung (iberlassen. Urn das resul thende grtine Product  von 

der Jodwasserstoffs~iure und dem Quecksilberchlorid, welch 
letzterer K6rper bekanntl ich ein Bestandtheil  der Htibl 'schen 
JodlOsung ist, zu reinigen, empfiehlt sich die wiederholte  Aus- 
schti t telung des griinen Producies  mit sehr verdtinnter Salz- 

stiure. Reines Wasse r  ist schon aus dem Grunde nicht geeignet,  
weil das Biliverdin, welches sowohl in ~'~thylalkohol, als in 

aikoholhatt igem Chloroform leicht 16slich ist, in die "vVasch- 

fltissigkeit tibergehti indem das Wasse r  dem alkoholhaltigen 
Chloroform den Alkohol und gleichzeitig das Biliverdin ent- 
zieht, wodurch  ein erheblicher Substanzver lus t  resultirt. Hin- 
gegen zeigte sich, dass bei Verwendung  salzs~iureh/tltigen 

Wassers  nur geringe Spuren des grtinen Productes  in die 
Waschflt issigkeit  tibergehen. Um nun von dem griJnen Producte 
eine gentigende QuantK~it ftir weitere Untersuchungen zu 

gewinnen, bin ich in der Weise vorgegangen,  dass ich eine 

g e n a u  abgewogene  Menge yon Bilirubin, welche Quanti tf i t  bei 
den diversen Versuchen zwischen 4 0 - - 5 0  ~ g  geschwankt  hat, 
in 80 - - 100  c~.J.t ~ Chloroform - -  und z w a r  in einer mit einem 
Glasst~psel gut  verschliessbaren Flasche - -  gelOst und im 
SJ.nne der berei ts  angegebenen  Gleichung die genau fi.quivatente 

Menge einer circa '~/~0 Htibl 'scher JodR%ung hinzugefflgt babe. 
Die S t ~ r k e  der ThiosulfatlOsung w u r d e  mittelst Bichromat- '  
10sung festgestellt  un'd auf diese bekannte  Thiosulfat l6stmg di'e 
Hiflbl'sche JodlOsung eingestellt.  

N a c h d e m  der Titer~SchwankUngen unterwoffen ist, babe  
Jch es behufs grOsserer Prticision ftir nothwendig erachtet /  r o t  
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jedem Versuche den Titer neu zu stellen. - -  Die Aufl6sung des 

Bilirubins in Chloroform geht e twas  langsam vor sich und muss  

daher  durch wiederholtes  Sch~itteln beschleunigt  werden.  Nach 

erfolgtem Hinzuft igen des Oxydat ionsmit te ls  aus einer Btirette, 

wird die L6sung mehrmals  kr/iftig geschfi t tel t  und einige Zeit  

s tehen gelassen.  Ich habe in der Regel das en ts tandene  grfine 

Product erst am n~chstfolgenden Tage  mit salzs~iurehaltigem 

W a s s e r  in einem geeigneten Schfittelcylinder ausgewaschen .  

Dies geschah  in der Weise ,  dass  ich nach jedesmat igem Hinzu- 

ftigen yon e twa 50 crn ~ des salzsfiurehalt igen W a s s e r s  die 

L6sung  krMtig geschtittelt  und nach erfolgtem Absitzen der  

grfinen Chloroformschicht  letztere v e n d e r  dar t ibers tehenden 

w/isserigen Flfissigkeit  getrennt  babe. Das Auswaschen  der 

Cbloroforml6sung wurde  so o~ wiederholt ,  bis eine Probe der 

YVaschflfissigkeit auf Zusa tz  yon Kaliumnitri t  und St~trke keine 

Spur einer Blauf~irbung mehr  zeigte. Nach diesem Vorgange,  

welcher  im Wesent l i chen  den yon mir als gfinstigst erkannten 

Versuchsbed ingungen  entspricht, b a b e  ich eine Reihe yon 

Oxyda t io~sve r suchen  durchgeffihrt,  die erhaltenen, mit salz- 

s / turehalt igem W a s s e r  au s gewas chenen  g r t inen  Chloroform- 

1/%ungen vereinigt  und dieselben durch ein mit Chloroform 

befeuchte tes  Filter filtrirt. Nach Abdestil l iren des gr/Sssten 

Thei les  des Chloroforms,  hahe ich den fibfigen Theil in einer 

flachen Schale unter  verminder tem Druck zum Verdunsten 
gebracht .  

Zur  Analyse  wurde  das erhaltene grfine Product  wieder -  

holt in Alkohol gel6st, d i e L 6 s u n g  e ingeengt  und schliessl ich 
im Vacuum tiber Schwefels/~ure bis zur Gewichtscons tanz  
getrocknet.  

V e r s u c h  la.  

Zun/ichst  war  es yon [ntel'esse, festzustellen, ob  das  er- 

haltene grfine Produc~ jodhKltig, respectiv.e ein J, odderivat  sei. 
Zu ,diesem Zwecke  wurde e fne  a b g e ~ o g e n e  Meage  ~ genau  

O" ~24g ~ mit  ausge~l f ih tem Atzkalk :innig vermengt,  in de r  
Verbrennungsr6hre  verbrannt  u.ra:d in bekan.~:,er 'Weise :a, uf Jod 
g:eprfift. E's w~u r~de k e i~,e S~p:ur ei~ne~r J o d r,e,a~el~i,o.n ,.w:a h r- 
g,e.n omme:n .  
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V e r s u c h  ib. 

Ein Controlversuch zu gleichem Zwecke  nach der Methode 
yon C a r i u s  ergab ebenfalls ein n e g a t i v e s  Resultat.  

V e r s u c h  II. 

T ro t zdem ich angesichts  der ger ingen Subs t anzmengen ,  

die mir zur Verf t igung standen,  yon einer Gewinnung  des  

grfinen Productes  in Krystal lform absehen  muss te ,  habe icb 

dennoch keine Bedenken  gehegt,  die amorphe  grtine Subs t anz  

mit R/icksicht atff ihre sorgf~iltige Reinigung und Darstet lung,  

welch letztere d u t c h  die analyt ische  Ubere ins t immung  det" 

Oxyda t ionsve r suche  gegeben  war,  der E lemen ta rana lyse  zu 

unterwerfen.  Die Analyse  des, wie angegeben,  gereinigten grtinen 

Farbstoffes  ergab folgende Resultate:  

I. 0 " 1 8 4 6 g  Subs tanz  bei 100 ~ getrocknet  lieferten 0"3928.~ 

CO, und 0 ' 0 9 6 3 g  H20. 

I[. 0 '  1708g  Subs tanz  bei 100 ~ ge t rocknet  lieferten 14"4 cl~i,z ~ 

Stickstoff  bei 728 1r B und 20 ~ C. 

In 100 Thei len:  

Beyechnet fiir 
Biliverdin C1GH18N~O~ Gefunden 

C . . . . . . . .  63"58 62"76 

H . . . . . . . .  5" 96 6" 27 

N . . . . . . . .  9" 26 8" 44 

V e r s u c h  llI. 

Um noch einen wei teren Beweis zu erbringen, dass  das  

Jod bei EinhaI tung  der yon mir angegebenen  Versuchs -  
bed ingungen  nur als Oxydaf ionsmit te l  wirkt, habe ich nach-  

s tehende  Versuche  durchgeKihrt.  

A b g e w o g e n e  Mengen von Bilirubin win'den in Chloroform 
gel~st, die - -  im Sinne der bereits wiederhol t  angefi ihrten 

Gteichung - -  genau  i iquivalenten Mengen ~/~o Htibl ' scher  Jod- 
15:sung zugesetz t ,  wiede~holt umgescht i t te l t  und einige Stunden 
der E inwi rkung  fiberlassen. Hierauf  wurde  alas grtine Product  
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mit sehr verdtinnter Salzstiure ausgeschtittelt ,  und zwar  so 

lange, his eine kleine Probe der ausgeschti t tel ten Fltissigkeit 
nach Zusatz  yon etwas Katiumnitrit und Stgrke keine Jod- 

reaction ergab. Die gesammten Fltissigkeiten, welche z u m  
Auswaschen  der grtinen alkoholhalt igen ChloroformlSsung ver- 

wendet  wurden , wurden  vereinigt und mit einer dem zugesetz ten  
Jod gquivalenten Menge einer verdtinnten LSsung yon salpetrig- 

saurem Natron versetzt.  Der Ti ter  dieser LSsung wurde mit 
Permanganat  bestimmt. Nach erfolgtem 5fteren Umschtitteln 
wurde die Fltissigkeit bis zum nS.ehstfolgenden Tage  stehen 

gelassen, hierauf auf 500 c ~ '  aufgeftillt und je 100 c ~  a nach 

Zusatz  yon Stttrt~elSsung mit '~/~00 Natriumthiosulfat lSsung 
mSglichst rasch titrirt. Das rasche Titriren ist aus dem Grunde 
erforderlich, weil das nach Zusatz  der Na2S,~O3-LSsung ent- 

s tehende Jodn~itrium dutch die vorhandene  salpetrige S~ure, 
respective Untersalpeters~iure nach mehreren Minuten Stehen 

zu Jod reducirt  wird. 
Der Process verl/tuft bekanntl ich nach folgenden Giei- 

chungen:  

2 N a N O s + 2 H C 1  = 2 N a C I + N ~ Q + H ~ O  

N 2 0 3 + 2 H J  ~ 2 N O + J 2 + H 2 0  

2 N O + O  2 ~ N~O 4. 

Das ents tehende St ickoxydgas  oxydir t  sicta sofort zu Unter- 
salpeters/iure, respective Stickstofftetroxyd, welches alas nach 

Zusatz  d e r "  ' ' Na2S~Q-Losung entsteher~de Jodnatr ium unter  Ab- 

scheidung yon Jod wieder  reducirt. N a c h  unseren zahlreichen 
Vergleichsversuchen kann man nach erfolgtem Zusatz  genau 
iiquivalenter Mengen salpetr igsauren Natrons die Titrat.ion sehr 

gut  zu Ende ftihren, da bis zum Eintritt der zweiten Reaction 
einige Minuten erforderlich sind, und das Ende der Reaction 
sehr leicht zu erkennen ist. 

Mehrere in beschr iebener  Weise angestellte Versuche 
haben zweifeilos ergeben, dass d ie  alkoholische JodlSsung nur 
oxydi rend  unter  Bildung yon Jodwassers toff  einwirke, und dass 
daher thats/ick/lic h d i e  gesammte zugesetz te  Jodmenge in der 
zur  Reinigung: d e s  BitiVerdins verwendeten Ausschti t telungs- 
fl~issigkeit naohgewies~n:werden konnte: 
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Ich  g e s t a t t e  mlr, n a e h s t e h e n d  eine  B e l e g a n a l y s e  in e x t e nso  

a n z u f t i h r e n  : 

0 " 0 2 5 7 g  ~ Bi l i rub in  w u r d e n  in 40 c.m 8 Ch lo ro fo rm ge l6s t  

u n d  h i e z u  2"57  c ~  ~ e ine r  ~/10 H t i b l ' s c h e n  J o d l 6 s u n g  z u g e s e t z t .  

D iese  2" 57 cir Jod l • sung  e n t h a k e n  0" 022734  g Jod.  

N u n  w u r d e n  c i rca  1 g N a t r i u m n i t r i t  in 500 c~r W a s s e r  

gel6st ,  50 c ~  3 d i e se r  L S s u n g  mi t  ve rd f inn t e r  S c h w e f e l s i i u r e  

anges i iue r t ,  mit  e inem U b e r s c h u s s  e ine r  c i rca  r K a l i u m p e r -  

m a n g a n a t l 6 s u n g  v e r s e t z t  u n d  der  l J b e r s c h u s s  yon  P e r m a n g a n a t  

mi t  e ine r  L 6 s u n g  yon  M o h r ' s c h e m  D o p p e l s a l z  zurt~cktitr ir t .  

E i s en t i t e r :  1 c ~  ~ K M n 0 4 - - - 0 "  0061"52 g Fe ,  

50 c ~  ~ der  E i s e n I 0 s u n g  ~ 42" 58 c ~  ~ K Mn 0 4 - L 0 s u n g  

50 crn ~ N a N O 2 - L 6 s t t n g  ~_~ 4 0 " 0 2  cr 3 K M n O r  m i n u s  

15" 3 c ~  8 de r  E i s e n I 6 s u n g ,  

15"3 crn s de r  E i s e n l S s u n g  ~ 13"03 cr 3 K M n O 4 - L 6 s u n g .  

Somi t  w u r d e n  Kir 50 c/~C der  N a N O 2 - L 6 s u n g  

4 0 " 0 2 - - 1 3 " 0 3  ~ 26"99  cIr 3 K M n O 4 - L 6 s u n g  

v e r b r a u c h t .  R e c h n e t  m a n  den  E i s en t i t e r  au f  N20  a urn, so m u s s  

38 
m a n  den  E i s en t i t e r  mit  ~ mul t ip l ic i ren ,  somi t  is t  

1 c ~  '~ K M n O 4 - L 6 s u n g  z 0 0 0 2 0 8 7 4 g  N20  a. 

2 6 " 9 9  cf~r 3 K M n O ~ - L S s u n g - -  0 " 0 5 6 3 3 9 g  N~O~ - -  50 N a N O ~ -  

LSsung ,  d e m n a c h  

1 cI~ 3 N a N O 2 - L S s u n g  ._~ 0 " 0 0 1 3 3 7  o g N203. 

Nun  s ind  1 Molekft l  N20  a ~ 2 A t o m e n  Jod  o d e r :  

76 : 253 ~ x : 0"022734 ,  

x - -  0" 0()6829 g N20~, 

1 c ~ n  ~ N a N O , - L S s u n g  = 0 '  001327 g N,O~. 

S o m i t  s ind  5" 15 c~4 ~ d i e s e r  e inges te l l t en  N a N O ~ - L O s u n g  

h i n z u z u s e t z e n .  Ich  h a b e  n u n  z u  der  g e s a m m t e n  a u s g e s c h t i t t e l t e n  

F l t i s s i gke i t  5 "2  c m  ~ der  N a N O ~ - L S s u n g  h inzugef t ig t ,  h i e r a u f  

6fters  umgesch t i t t e l t ,  b is  z u m  n~.chs t fo lgenden T a g e  steher~ 
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gelassen,  a u f  500 c l ,  n ~" aufgeftillt und je 100 c , m  a ohne Zusa tz  

von Jodkal ium mit einer ~/100 Na~S2Q-LSsung  titrirt. Es wurden  
bei drei aufeinanderfolgenden Titrat ionen genau  je 6" l cm ;~' der 

Na~ S 2 03-LSsung verbraucht.  

1 cI~ a der Na2S2Q-LSsung  - -  0"0008639 g Jod, 

also 

6 '  1 cm 8 der Na~S203-LSsung ~ 0 0 0 5 2 6 9  ~ Jod in 100 c~v ~ der 

LSsung, 

demnach  in 500 cm a ~ 0 '  026a5 g Jod ; 

thats/icl~lich wurden  zugesetz t  ~ 0"02273 g Jod. 

Es ist somit  die ge sammte  zugesetz te  Jodmenge  in der 

YVaschflflssigkeit vorhanden.  Das geringe Plus an Jod, welches  

ge funden  wurde ,  ist nur  darauf  zurfickzuffihren, dass  0"05 c m  ~ 

Na~S~Oa-LSsung mehr  zugese tz t  wurden,  als theoretisch 

berechnet  wurde, und dass  man tiberdies mit kleinen Titrat ions-  

fehlern rechnen muss,  welche Umst/ inde ve~eint diese Differenz 

ergeben.  

Ffinf weitere in gleicher Weise  durchgefflhrte Control- 

bes t immungen  haben dasselbe Ergebniss  geliefert. 

Eigensehaften des Biliverdins. 

Das nach dem angegebenen  Verfahren dargestell te BiB- 

verdin stellt ein amorphes ,  grfines Product  yon metal l ischem 

Glanze  dar. Es st immt mit dem nach M a l y ' s  Verfahren 1 

(I. Oxyda t ion  des in alkal ischer  L/3sung befindlichen Bilirubins 

durch den Sauerstoff  der Luft; II. Hinzuffigen yon Bleisuper-  
o x y d  zu dem in alkalischer L~3sung befindlichen Bilirubin, bis 

eine Probe mit Stiuren eine grtine Fiillung ergibt) dargestei l ten 
Biliverdin insofern tiberein, als es unlSslich ist in Wasse r ,  .i~ther, 

Benzol, e twas schwer  15slich in Chloroform, dagegen  leicht 16s- 

lich in alkoholhal t igem Chloroform, in Methylalkohol,  Athyl- 
a lkohol  und Eisessig.  Es ist ferner 15slich in mit Minerals/~uren 

schvcach angesgtuertem Alkohol, wobei  die alkoholischen 
L6sungen ,  namentlich bei Gegenwar t  von Stturen, hl~augrtin 

1 Ann. 17:5, 82. 
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erschemen, wtihrend die L6sungen in Alkalien eine br/~unlich- 

gelbgrtine Farbe zeigen, welche beim l~ngeren Stehen an 
Intensittit wesentlich abnehmen. \u zeigte die alkoholische 
LtSsung des Biliverdins auf Zusatz einer ammoniakalischen 
Zinkchloridl6sung (1 g ZnCI,_, wurden in 100g Alkohol, dem 
etwas Ammoniak zugesetzt wird, gei6st) eine grtine Fluorescenz, 
und zwar erscheint die L6sung im durchfallenden Lichte grtin, 
im darauffallenden Lichte rothbraun. Wird eine geringe Menge 
des Biliverdins in Schwefelsiiure oder salzs~iurehaltigem Alkohol 

gelbst und diese LOsung mit reinem Zinkstaub versetzt, dann 
beobachtet man nach einiger Zeit eine Farbenveriinderung, 

indem die saftgrflne Farbe zuerst in gelbgrtin, dann in gelb 
ttbergeht. LOst man etwas Biliverdin i1~ sa/zs/iurehaltigem Alkohol 
in einem Reagensglase u n d  i/isst vorsichtig etwas Chlor\vasser 
]tings der VVandung hemnterfl]essen, dann beobachtet man am 

Boden des Reagensglases einen blauen Ring, dar/_iber Schichten 
yon violetter, tother und gelber Farbe. Bei Mehrzusatz von 

Chlor erscheint die ganze LOsung getb gef/irbt und bei einem 
l~lberschuss yon Chlorwasser farblos. 

Auch Kaliumpermanganat und Wasserstoffsuperoxyd zeigen 
analoge Farbenerscheinungen. 

A us den  v o r s t e h e n d  a n g e f t i h r t e n  R e s u l t a t e n  g e h t  
s omi t  mi t  S i c h e r h e i t  die T h a t s a c h e  h e r v o r ,  dass  das  
d u r c h  E i n w i r k u n g  der  a l k o h o l i s c h e n  3odl tSsung  au f  

B i l i r u b i n  u n t e r  den a n g e g e b e n e n  V e r s u c h s b e d i n -  
g u n g e n  e n t s t e h e n d e  P r o d u c t  w e d e r  ein . lodsubst i t t , . -  
t i o n s - ,  n o c h  ein J o d a d d i t i o n s p r o d u c t ,  s o n d e r n  nu r  
ein O x y d a t i 0 n s p r o d u c t  d a r s t e l l t ,  und  z w a r  ist das-  
s e lbe  m i t R t i c k s i c h t  a u f d i e E r g e b n i s s e  der  E l e m e n t a r -  

a n a l y s e ,  s o w i e  der  c h a r a k t e r i s t i s c h e n  E i g e n s c h a f t e n  
des  K 6 r p e r s  als  B i l i v e r d i n  a n z u s p r e c h e n .  

Das Endproduet. 

Bil ixanthin.  

Versetzt man gewogene, in Chloroform gel6ste Bilirubin- 
mengen mit einem Oberschuss verdtinnter Hflbl'scher 3 odIOsung, 
dann resultirt nach mehrstCtndiger Einwirkung ein gelbes 
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Oxydationsproduct ,  welches in concentrirter LSsung eine gelb- 

braune Farbe rnit einern Stich ins RSthliche besitzt. Dieses gelbe 

Product, welches bekanntlich auch irn Verlaufe der Grnelin'schen 

Gallenfarbstoffreaction als letztes Oxydat ionsproduct  auftritt, 

wird durch Oxydationsrnittel yon der St~rke der Jodl6sung 

nicht welter verS.ndert, und stellt sornit das Endproduct  des 

Oxydat ionsprocesses  rnit .IodlSsung unter den angegebenen 

Verhttltnissen dar. 

Urn die Gr6sse des Sauerstoffverbrauches festzustellen, 

wurden verschiedene, genau  abgewogene  Bilirubinmengen yon 

etwa _90--40 ~4g in etwa 40 c~4 ~, respective 50 cm ~ Chloroform 

gelOst, zu den LSsungen ein lJberschuss von circa ~/10 Hiibl'- 

scher .Iodl6sung zugesetz t  und circa 24 Stunden unter wieder- 

holtern kr~fftigen Sch/itteln stehen gelassen. Alsdann wurde 

mittelst einer ThiosulfatlOsung, die genau auf die Ht/b! 'sche 

3odl6sung eingestellt war, nach vorherigern Zusatz von 3od- 

kaliurn und St~irke zurficktitrirt und constatirt, wie viel Hflbl 'sche 

Jodl6sung, respective wie viel Sauerstoff in Procenten zur Oxy- 

dation des Bilirubins his zum Endproducte verbraucht wurden. 

V e r s u c h  I: 0 ' 0 3 1 2 ~ B i l i r u b i n w u r d e n i n  50ct~ ~ Chlorofotrn 

gelSst und rnit 10 c m  ~ Hfibl 'scher 3odlSsung versetzt. 

T i t e r :  1 c~4 '~ ~/10 Htibl 'scher JodlSsung ---~ I �9 84 c m  ~ Thiosulfat, 

1 c11~ ~ Thiosulfat lSsung - -  0" 000345 g SauerstoK 

Am n~tchstfolgenden Tage  wurden 4"05 c m f  Thiosulfat  

verbraucht;  die Differenz betr~igt 14-35 c ~  ~ Thiosulfat lSsung 

0" 00485 g~ Sauerstoff. 

Der Sauerstoffverbrauch betr~igt sornit in Procenten:  15"5. 

Sieben weitere Versuche ergaben folgencle Ergebnisse '  

Sauerstoffverbrauch 
in Procenton 

V e r s u c h  II . . . . . . .  15"9 

>~ III . . . . . . .  :l 5" 2 

>> IV . . . . . . .  16"0 

~> V . . . . . . .  15"7 

~ VI . . . . . . .  16,9 

~, VII . . . . . . . .  16" 1 

,~ VIII . . . . . . . .  17" 8 

titrirt nach 3tiigigem Stehen. 

titrirt nach 2t~igigern Stehen. 
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Aus diesen acht Versuchen resultirt im Mittel die Zahl 

16" 1~ Sauerstoff; nach dem Ergebnisse der Titrationsversuche 
wtirde somit das Endproduct um 3 Atome Sauerstoff reicher 
sein als das Bilirubin. 

Zur Darstellung des Endproductes wurden abgewogene 
Mengen yon Bilirubin in Chloroform gel/Sst, eine 3 Atomen 
Sauerstoff /iquivalente Menge Htibl'scher Jodl6sung hinzu- 
geftigt und mehrere Tage unter wiederholtem kr~iftigen Um- 
schiitteln stehen geiassen. Hierauf wurde die Chloroformi6sung 
in gleicher Weise, wie bereits bei der Darstellung des Biliverdins 

angegeben wurde, mit salzsgurehaltigem Wasser so lange aus- 
gewaschen, bis in der Waschflfissigkeit nach Zusatz yon Kalium- 
nitrit und St&rkel6sung keine Spur einer Blaufttrbung constath't 
werden konnte. Die nach diesem Verfahren aus zahlreichen 
Versuchen resultirenden ChloroformltSsungen wurden vereinigt, 

der gr6sste Theil des Chloroforms abdestillirt, und der tibrige 
Theil in einer flachen Schale unter vermindertem Druck zum 
Verdunsten gebracht. Es hinterbleibt eine gelbbraune amorphe 
Masse von saurer Reaction. 

Zur Analyse wurde ein Theil des erhaltenen Productes 
mehrmals in Chloroform gelSst, das L6sungsmittel verdunstet, 
und der Riickstand im Vacuum tiber Schwefels~iure bis zur 
Gewichtsconstanz getrocknet. 

Auch bei diesem Producte musste ich aus Mangel an Mate- 
rial auf eine Gewinnung des K6rpers in Krystallform Verzicht 
leisten, zumal dasselbe, nach einigen Vorversuchen zu schliessen, 

zum Krystallisiren keine Neigung zu haben schien. Niehtsdesto- 
weniger glaubte ich an der Hand der analytisch durchgeftihrten 

Oxydation, sowie der sorgf~ltigen Reindarstellung und der 
charakteristischen Eigenschaften eine gentigende Gewghr  zu 
haben, dass es ein chemisches Individuum darstellt und habe 
diesen K6rper der EIementarana]yse unterzogen. 

Trotzdem schon aus den frtiheren Ergebnissen bei diesem 
Producte eine Jod-Substitution oder -Addition nicht zu erwarten 

war, habe ich es doch ftir angezeigt erachtet, die Abwesenheit 
von Jod exactest festzustellen. 

0"1461 g wurden mi t  ausgegltihtem Atzkalk innig ver- 
mengt, in der Verbrennungsrahre verbrannt und in bekannter 

Chemie-Heft Nr. 3. 20 
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Weise auf Jod geprtift. Das Resultat war  ein a b s o l u t  

n e g a t i v e s .  

E l e m e n t a r a n a l y s e :  

0 "1908g  Substanz gaben 0 ' 0 5 2 5 g  Wasse r  und 0 " 2 2 1 0 {  

Kohlens/iure. 
O" 1749g Substanz gaben bei 18 ~ C. und 736m~ Druck 13" 3 cm ~ 

Stickstoff. 

In 100 Theilen:  
Berechnet fiir 

Gefunden C~ 6HlsNo06 

Kohlenstoff . . . . . . . . .  57" 01 57" 48 
W a s s e r s t o f f .  . . . . . . . .  5" 53 5" 38 

Stickstoff . . . . . . . . . . .  8" 68 8" 38 

W e nn  auch die erhaltenen Zahlen nicht so stimmen, wie 

es wt inschenswerth  w/ire, so daft  man bei diesen geringen 

Differenzen dem K6rper  wohl die Zusammense tzung C16H18N~O ~ 

zuerkennen.  
M a l y  (Sitzungsberichte, Bd. 57, 1868), we lche r  durch Ein- 

wirkung von Satpeters/iure auf Bilirubin ein End0xydat ions-  

product  v o n d e r  Zusammense tzung C~H18N~O 6 erhalten hat, 
legte diesem K6rper den Namen ,>Choletelin<< bei. Abgesehen 
nun davon, dass M a l y ' s  Endproduct  von dem meinigen ,urn 

1 Atom Kohlenstoff  differirt, kommt noch dazu, dass William 
K t i s t e r  in einer vor Kurzem erschienenen sehr interessanten 
Abhandlung 1 gezeigt  hat, dass das Biliverdinmolektil bei Ein- 

wirkung st/irkerer Oxydationsmittel  in der W/irme eine mi~ 
Oxydation verbundene  Spaltung erleidet, und hiebei ein /ither- 

15slicher K6rper v o n d e r  empirischen Formel C8HgNO ~ resultirt. 
Es ist somit die Bezeichnung >>Choletelin,<, beziehungsweise  
>>Endproduet<< gewissermassen  als Ausdruck ftir einen Oxy- 
dat ionsabschluss nicht glticklich gew/ihlt, und ich erlaube mir 
daher, K'tr den yon mir gewonnenen  K6rper yon tier empirischen 
Zusammense tzung  C~6HlsN~O6 die Bezeichnung ,>Bilixanthin<< 
in Vorschlag zu bringen. Dies umsomehr,  als es mir, wie ich an 

1 Zeitschrift ftir physiologische Chemie, Bd. 26, S. 190. 



Einwirkung von/od auf Bilirubin. 299 

anderer  Stelle zeigen werde, gelungen ist, aus normalen Harnen  

einen Farbstoff, ,>Uroxanthin<< genannt,  zu gewinnen,  welcher  

nach seiner Zusammense tzung  und seinen Eigenschaften zu 

schliessen, eine gewisse Verwandtschaf t  mit dern ,>Bili- 
xanthin<< zu haben scheint und vielleicht s ich als identisch 

oder isomer erweisen dtirfte. In welcher  Form der Stickstoff irn 
Bilixanthin enthalten ist, bleibt noch eine offene Frage ;  jeden- 

falls handelt  es sich nicht urn ein S~iureamid, da nach Kochen 
rnit Natronlauge keine Spur einer Arnrnoniakentwickelung beob- 

achtet  werden konnte. 

Eigenschaften des Bilixanthins. 

Das Bilixanthin ist 15slich in Alkohol und Chloroform, zum 
grossen Theile I6slich in .~ther, ferner in Arnylalkohoi und un- 
16sliah in Schwefelkohlenstoff.  Von Salpeters~iure, Salzs~.ure 

und Schwefels~iure wird es fast gar nicht gelSst, dagegen wird 
dutch die Anwesenhei t  geringer Mengen yon Minerals~iuren in 
Alkohol die LSsl ichkei t  des Bilixanthins in dernselben nicht 

beeinflusst. In kohlensauren ur~d Atzalkalien ist es zum grossen 
Theile  16slich; die Feststel lung der genauen L6slichkeitsverh~i[t- 
nisse, respective der Art des Rtickstandes konnte wegen Mangel 

an Material nicht durchgeffihrt werden. 
Wird etwas Bilixanthin in Alkohol gel6st, rnit Salzs~ure 

angestiuert  und etwas Zinkpulver  hinzugesetzt ,  dann tritt 
k e i n e  wahrnehrnbare Ver~.nderung auf; auch Schwefelwasser-  

stoff bewirkt  k e i n e  sichtliche Ver~nderung. Eine ammonia- 
kalische ZinkchloridlSsung ruff k ei n e Fluorescenz  hervor. 

Quantitative Methode zur Bestimmung des Bilirubins im 
Harne mittelst alkoholischer JodlSsung. 

Auf Grund der von mir bereits frtitaer festgestellten That-  
sache, dass Bilirubin. bei Einhaltung bestimmter Versuchs- 
bedingungen durch Einwirkung alkoholischer Jodl6sung in 
einen grfinen Farbstoff  fibergeftihrt, wird, wobei auf I Molektil 
Bilirubin yon der Zusarnmense tzung C16HlsN2Oa 2 Atome .lod 
verbraucht  werden, habe ich seinerzeit  eine Methode zur an- 
n~ihernd quantitativen Gallenfarbstoffbestimrnung im Harne in 

20* 
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Vorschlag gebracht.  1 Nachdem nunmehr  der Verlauf  des Pro- 

cesses  als Oxyda t ionsvorgang  mit Sicherheit  festgestellt  er- 

scheint, habe ich die Methodik der Bi l i rubinbest immung im 

Harne  einer exacteren Bea rbe i tung  un te rzogen  und  gestat te  mir  

auf  Grund zahlreicher  Versuche  nachs tehende  quanti tat ive 

Methode ffir Harne  zu empfehlen :  

Es  werden von gallenfarbstoffreichen Harnen  10 crn ~, von 

gallenfarbstoffarmen Harnen  20 c ~  8 genau  abgemessen  und in 

e i n e n  Schii t telcylinder von e twa 200 cm 3 !nhalt  gebracht ,  

der am Boden eine birnenf6rmige Gestalt  und: ein m6glichst  

kurzes  Ausflussrohr  besitzt. Zu dem Harne  setzt  man 20 cni 3 

Chloroform, I0 c m  ~ 10procent ige  ChlorbaryumlSsung  und 

50 crr~ ~ Salzs/iure (1 : 5) hinzu, und schfittelt das Ganze mehrere  

Minuten_ kr~iftig d u r c h ?  Nach erfoIgtem Absi tzenlassen I/isst 

man 15cI~ ~ v o n d e r  Chloroforml6sung in einen geaichten 

Schfi t telcylinder (c i rca '25 cn4 HShe und 3 cru Weite)  abfliessen. 

Da in dem kurzen  Ausf lussrohre  einige Tropfen  der Chloro- 

formlSsung zurfickbleiben, emPfiehlt es sich, den gesch lossenen  

Schflttelcylinder umzudrehen  Und dutch Offnen des Hahnes  die 

minimale Chlor()formmenge in den Schfit telcylinder zurfick- 

f l iessen  zu l a s sen .  Hierauf  bringt man weitere 15 cm 3 Chloro- 

form in den Schfit teiapparat,  schtittelt krSftig durch, l~isst ab- 

sitzen und hierauf  12 cm 3 der ChloroformlSsung in den Stand- 

cylinder abfliessen. Nunmehr  setzt  man 10 cn4 ~ Chloroform von 

Neuem hinzu und nach erfolgtem Schtitteln und Abse tzen lassen  

]~isst man 8 cn~ ~ d e r  Chloroforml6sung abfliessen. Nach diesem 

Vorgange  hat  man die ge s am m t e  Gal lenfarbstoffmenge aus der 

in Arbeit g e n o m m e n e n  H a r n m e n g e  extrahirt. Da stets Spuren 

yon H a m  durch den mit dem Chloroform abgehenden  Nieder-  

schlag mitgerissen werden,  wodurch  in Folge der J o d a u f n a h m e  
des H a m s  unrichtige Ergebnisse  resultiren wfirden, empfieh!t  

es sich, den Inhalt des Standcyl inders  mit circa 30 c ~  s Salz- 
s~iure ( 1 : 1 ) z w e i m a l  auszuwaschen .  Dies geschieht  in der 

Weise, dass  man in den Cylinder 30 crn s Salzs~ure bringt, 

1 Wiener  medic. Wochenschr i f t ,  20, 21, 1894. 

2 Der Salzs i iurezusatz  hat  den Zweck, einersr den Niederschlag zu 

verringern,  andersei ts  die LSsung  so zu verdfinnen,  dass  mit dem Niederschlag  

erheblich w e n i g e r H a r n  mitger issen wird. 
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wiederho l t  umrfihrt ,  ab se t zen  ltisst und  n u n m e h r  c i rca  25 c ~  '~ 

der tiber dem Niede r sch lage  bef indt ichen fast klaren Flf iss igkei t  

abpipettirt .  Das  Abpipe t t i ren  k a n n  en twede r  in der  W e i s e  ge-  

s chehen ,  class man  mittelst  einer Pipette, die mit einem 

St f ickchen  S c h l a u c h  :und Q u e t s c h h a h n  ve r sehen  ist, die fiber 

dem Niede r sch l age  befindl iche klare Flf iss igkei t  aufsaugt ,  hier- 

auf  den Q u e t s c h h a h n  schliesst ,  e i n ige  Minu t en  der Ruhe  iiber- 

l~isst, wobe i  e twaige  Spuren  des a u f g e s a u g t e n  Niede r sch lages  

sich in de r Aus f lus sSf fnung  der Pipet te  ansammeln ,  die man  

h ie rauf  d u t c h  l a n g s a m e s  0 f fnen  des Q u e t s c h h a h n e s  ausf l iessen 

l~.sst, oder  m a n  geht  in der W e i s e  vor,  dass  man  die fiber dem 

Niede r sch lage  befindliche Flf iss igkei t  mit tels t  einer Vor r i ch tung  

~ihnlich jener  bei einer  Spri tzf lasche,  leicht u n d  b e q u e m  

entfernt.  

Diese M a n i p u l a t i o n - - -  Z u s a t z  yon  30 c ~  3 Sa lzs~ure  (1:1), 

Schfi t teln und  Abpipet i ren  - -  wird noch  einmal  wiederho l t  1 

und  dann  der Inhal t  des S tandcy l inde r s  in eine S t6pse l f lasche  

gebracht ,  h ie rauf  der Cyl inder  zwe imal  mit je 25 c~4 ~ Alkohol  

n a c h g e w a s c h e n  - -  um den an den Glasw~inden a n h a f t e n d e n  

N iede r sch l ag  vo l lkommen  zu  ent fernen ~ und  d i e s e : W a s c h -  

flfissigkeit  der H a u p t m e n g e  zugeffigt .  H ie rau f  s e t z t  man  10 c ~  ~ 

einer  circa '~/100 Hf ib l ' scher  . l od lSsung  hinzu,  :schfi t tel t  durch  

e t w a  5 Minuten  0frets durch,  setz~ dann  e twa  5 c m  3 einer 

10 p rocen t igen  . lodkal i lSsung und  5 c~48 einer fr isch hergeste l l ten  

St~irkel6sung, 2 s o w i e  e twa  1 0 0 c m  ~ destil l irtes W a s s e r  hinzu,  

schti t tel t  einige Male kr~iftig du rch  und  titrirt mit . c i r ca  

~*/~0o Na2S~Oa-LSsung wieder  zurt ick,  bis die fiber dem Chloro-  

form s t ehende  ro thb raune  Flf iss igkei t  n a c h  j ewei l igem Zusa t ze  

von  Nat r iumthiosu l fa t ,  Durchschf i t te ln  und  Abs i t zen la s sen  

v o l l k o m m e n  entf~.rbt erscheint .  Gegen  den Schluss  der Ti t ra t ion 

1 Die salzs~iurehaltigen Waschw~isser wurden wiederholt mit l O c ~  s 

Chloroform ausgeschfittelt, das Choroform in eine kleine Reagensflaschr ge- 
bracht Und mit u/10o Hi.ibl'scher JodlSsung oxydirt. Es wurde hierbei in keinem 
Falle mehr als eine einer 0" 1.el.it a circa ~/loo Na~S203-LSsung Kquivalenten 
.lodmenge verbraucht~ so dass dutch das zweimalJge Auswaschen mit Salzs~iure 
fast gar kein Farbstoff entzogen wird. 

Durch den Zusatz der Stiirke r keine Blaufiirbung, sundern eine 
rothbraune Fiirbung, die nach starkem verdfinnen mit Wasser in eine Blauviolett- 
F~irbung fibergeht, welche das Titriren wesentlich erleichtert. 



302 A. Jo I l e s ,  

giesst man, urn den Endpunkt deutlich zu erkennen, je circa 
2--3 cm e yon der nach dem Absitzen tiber dem Chloroform 
stehenden Fltissigkeit in zwei Eprouvetten, setzt zu der einen 
circa 0"3 c~t 3 Na~S~O3-L6sung hinzu, schtittelt um und ver- 
gleicht die FRrbungen in beiden Reagensgl/ischen. Erscheint 
die Flfissigkeit in der einen Eprouvette lichter gefS.rbt, so giesst 
man den Inhalt der Eprouvetten zurtick, schftttelt urn und 
wiederholt diesen Vorgang so oft, bis die Ftirbungen in den 
Reagensgl~isern nach Zusatz einiger Tropfen Na~SeO3-L6sung 
ganz g'leich erscheinen. 

Alsdann ist die Titration beendet. 
Bei Einhaltung der angegebenen Bedingungen kann man 

die Titration ziemlich genau durchftihren, und der Fehler betr/igt 
h6chstens 0" 1 cn43 einer ~t/lo0 Na2S203-LSsung. Die Methode 
erfordert zu ihrer Ausffihrung etwa 1--11/~ Stunden. 

Versuehe mit kfinstlieh hergestellten Bilirubinharnen. 

V e r s u c h s r e i h e  1. 

0"0228g Bilirubin wurden in etwa 30cm ~ einer lOpro- 
centigen SodalSsung gelSst und mit einem mit SodalSsung 
alkalisch gemachten normalen Harne (spec. Gewicht 1 "0205 
bei 15 ~ C.) auf 200 c m ?  aufgeffillt. Von dieser LSsung (A) 
wurden verschiedene QuantitO, ten entnommen und der Gallen- 
farbstoffgehalt quantitativ bestimmt. 

1. 10 c m  s der L6sung 24 wurden in einen Scheidetrichter 
gebracht, 2 0 c m  3 Chloroform und 5 c m  s einer 10procentigen 
ChlorbaryumlSsung zugesetzt, ausgeschfittelt, t0 c m  3 des gelb- 
grtingef/irbten Niederschlages in einen Messcylinder abgelassen, 
und diese Manipulation noch zweimal wiederholt. Der Inhalt 
des Messcylinders wurde in eine Reagensflasche gebracht, der 
Messcylinder mit AlkohoI nachgesptilt, hierauf 10 c m  3 Salzs/iure 
(!: 3) zugesetzt und geschiittelt. Hierauf wurden 5 c m  ~ einer 
circa ~/100 Htibl'schen Jodl6sung zugesetzt, 5 Minuten geschfittelt 
und nach Zusatz von circa 2 c,m 8 einer 10procentigen Jodkalium- 
15sung und St/irke mit unterschwefligsaurem Natron (circa ~/lOO) 
zurCtcktitrirt. Die Titration ist beendet, sobald die fiber dem 
Chloroform befindliche LOsung farblos erscheint; das Chloroform 
selbst ist am Schlusse der Reaction zinnobergrtln gef/irbt. 
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l O c ~ n  3 H a m  en tha l t en  0"00114-g  B i l i rub in ;  h inzugef f ig t  

w u r d e n  

5 c~n 8 Jod lOsung  --~ 8"3 c ~  ~ Na2S20 s- Lbsung ,  

zur/2cktitr ir t  

7" 1 c ~  3 Na,  S20~-Lbsung  (Mittel aus  4 T i t r a t i onen ) ;  

1 c m  ~ N a ~ S 2 Q - L b s u n g  z 0" 0008639 g Jod. 

Es w u r d e n  v e r b r a u c h t  

1 �9 2 c ~  s N a 2 S ~ Q - L S s u n g  - -  0" 001037 g Jod. 

B i l i rub in  in Liter  { 

2. 1 0 c ~  3 H a m "  

v o r h a n d e n . . . 0 "  1 1 4 g  

g e f u n d e n  . . . .  0" 117 >> 

Differenz . . . .  0 '  003 g pro Liter. 

V e r b r a u c h t  . . . . . .  t �9 2 c m  "~ N a 2 S 2 Q - L b s u n g  z 0" 001037 g Jod. 

v o r h a n d e n . . . 0 "  1 1 4 g  
Bi l i rub in  in Liter  g e f u n d e n  0 117 >> 

Differenz . . . .  0" 003 g pro Liter. 

3. 1 5 c ~  3 H a m :  

V e r b r a u c h t  . . . . .  1 "75 c ~  3 Na2S203-LSsung  - -  0"001512  g Jod. 

v o r h a n d e n . . . 0 ' l l 4 g  
Bi l i rub in  in Liter g e f u n d e n  0" 113 >> 

Differenz . . . .  0"001 g Bi l i rubin  pro Liter. 

4. 15 cm ~ H a r n :  

V e r b r a u c h t  . . . . . .  1" 8 c m  ~ Na~S2Q-L~Ssung z 0" 001555 g Jod. 

v o r h a n d e n . . . 0 '  1 1 4 g  
Bi l i rub in  in Liter  g e f u n d e n . .  .0" 117 ~> 

Differenz . . . .  0 " 0 0 3 g  Bi l i rub in  pro Liter. 

5. 20 cm ~ H a r n :  

Ve rb rauch t  . . . . .  2 . 4 5  cm ~ Na2SeOa-L6sung ~ 0"002116  g Jod. 

v o r h a n d e n . . . 0 "  1 1 4 g  
Bi l i rubin  in Liter g e f u n d e n  . . . .  0" 121 ,~ 

Differenz . . . .  0 ' 0 0 7 g  Bi l i rub in  pro Liter. 
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6. 2 0 c m  a H a m :  

V e r b r a u c h t  . . . . .  2 ' 4  crn a N % S ~ O a - L S s u n g  - -  0 " 0 0 2 0 7 3 4 g  Jod.  

v o r h a n d e n . . . 0 "  1 1 4 g  
Bi l i rub in  in Li te r  g e f u n d e n  . . . .  0" 117 >> 

Dif ferenz  . . . .  0 " 0 0 3  g B i l i rub in  pro Liter .  

7. 30 cm a H a m :  

V e r b r a u c h t  . . . . . . .  3" 6 cm ~ N a 2 S ~ Q - L 6 s u n g  ~ 0" 00311 ~' Jod.  

v o r h a n d e n . . . 0 '  1 1 4 g  
Bi l i rub in  in Li te r  g e f u n d e n  . . . .  0" 117 ,> 

Di f fe renz  . . . .  0 " 0 0 3  g Bi l i rubin  pro  Liter .  

8. 30 crn a H a m :  

V e r b r a u c h t  . . . . .  3 '  55 c#z 8 N a 2 S u Q - L 6 s u n g  ~ 0 '  003067 g Jod.  

v o r h a n d e n . .  ,0"  114,g, 
B i l i rub in  in L i te r  

g e f u n d e n .  .0" 115 

Differenz . . . .  0 " 0 0 l e g  Bi l i rub in  pro Liter .  

9. 40 cut s H a m :  

V e r b r a u c h t  . . . . . . .  4 '  7 cm a Na~S2Oa-L6sung" ~ 0" 00406  g Jod.  

{ v o r h a n d e n .  �9 .0~ 1 1 4 ~  
Bi l i rub in  in L i te r  g e f u n d e n  0 114 

Dif ferenz  . . . .  0 " 0 0 0 g  Bi l i rub in  pro  Liter .  

V e r s u c h s r e i h e  2. 

0"01 g Bi l i rub in  w u r d e n  in 12 c m  a 1 0 p r o c e n t i g e r  S o d a -  

l~Ssung ge lSs t  u n d  mit  e inem - -  v o r h e r  mi t  1 0 p r o c e n t i g e r  S o d a -  

18sung a lka l i s ch  g e m a c h t e n  - -  s eh r  s t a rk  c o n c e n t r i r t e n  H a r n e  

v o m  spec .  Gew.  1 "032 a u f  1 0 0 c m  ~ aufgefti l l t .  

Die E r g e b n i s s e  s ind  in n a c h s t e h e n d e r  T a b e l l e  z u s a m m e n -  

ges te l l t .  
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Angewandte 
Harnmenge 

1 0  cn~ a 

10 

20 

20 

30 

Bilirubin 
gefunden 

0"00109 g 

0"00108 

0"00212 

0"00216 

0"00318 

Bilirubin pro Liter Harn 

vorhanden 

0"100g 

0"100 

0'100 

0"100 

0"100 

gefunden 

0" i09g  

0"108 

0'106 

0'108 

0'106 

Differenz 
pro Liter 

0"009g 

0-008 

0"006 

0"008 

0"006 

V e r s u c h s r e i h e  3. 

I c t e r i s c h e r  H a m .  Spec.  Gew.  1 '024 ,  e n t h a l t e n d  A l b u m i n  

u n d  N u c l e o a l b u m i n  in Spu ren ,  s o n s t  ke ine  p a t h o l o g i s c h e n  

E leme : : t e .  

Der  Ga l l en fa rbs to f f  w u r d e  in a n g e g e b e n e r  W e i s e  ex t rah i r t ,  

10 cm a e ine r  c i r ca  ~/loo H t i b l ' s c b e n  J o d l 6 s u n g  hinzugef / . ig t  u n d  

mi t  N a t r i u m t h i o s u l f a t l 6 s u n g  zur t ick t i t r i r t .  

Die Resu l t a t e  s ind  in n a c b s t e h e n d e r  T a b e l l e  angef t ihr t .  

Angewandte 
Hannmenge 

10 c m  s 

10 

20 

20 

30 

30 

Bilirubin 
gefunden 

0"00107 g 

0"00107 

0"00214 

0'00214 

0;0031.1 

0"00311 

Bilirubin pro Liter 
(gerechnet) 

0"107g 

0" 107 

0 107 

0" 107 

0' 104 

0" 104 

Differenz gegen das 
Mittel yon 0" i06 

q-o- oo 1 

-I-o-ool 

-t-o'001 

-+-o' oo 1 

--0"002 

--0"002 

V e r s u c h s r e i h e  4. 

I c t e r i s c h e r  H a r n .  Spec.  Gew.  1"032, e n t h a l t e n d  T r a u b e n -  

z u c k e r  9 g  pro  Li te r ;  H a r n s / i u r e  in b e d e u t e n d e m  l J b e r s c h u s s e  

1" 23 g pro  L i t e r  (Re la t ion  z w i s c h e n  H a r n s / i u r e  u n d  H a r n s t o f f  

1 :21  ' 8 ) ;  I n d i c a n  s t a rk  v e r m e h r t  (Rela t ion  z w i s c h e n  der  ge-  

p a a r t e n  z u r  g e s a m m t e n  S c h w e f e l s / i u r e  1 : 7) ; A l b u m i n  in g e r i n g e n  

M e n g e n  0 " 3  g p ro  Liter .  - -  Der  m i k r o s k o p i s c h e  B e f u n d  e r g a b  

die  A n w e s e n h e i t  e i n z e l n e r  s c h a r f  c o n t o u r i r t e r  h y a l i n e r  Cyl inder .  
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Die E r g e b n i s s e  de r  T i t r a t i o n  s ind  in n a c h s t e h e n d e r  T a b e l l e  

v e r z e i c h n e t .  

Angewandte Bilirubin Bilirubin pro Liter Differenz gegen das 
Harnmenge gefunden (gerechnet) Mittel von 0" 258 

10 c m  ~ 

10 

20 

riO 

0"00248g 

0"00262 

0"00531 

0"00515 

0 '248g  

0"262 

0'265 

0"256 

--0 '010 

-+-0"004 

-t-0"007 

--0"001 

F a s s e n  w i t  die  a n a l y t i s c h e n  E r g e b n i s s e  z u s a m m e n ,  so  

resul t i r t ,  d a s s  die M e t h o d e  z i e m l i c h  b e f r i e d ige nde  Resu t t a t e  

]iefert,  u n d  z w a r  g a n z  b e s o n d e r s  be i  n ich t  zu  s t a rk  c onc e n t r i r t e n  

Ha rnen .  J e d o c h  b e w e g e n  s ich a u c h  in l e t z t e r e m  F a l l e  d ie  Di f fe -  

r e n z e n  in s o l c h e n  Grenzen .  d a s s  die M e t h o d e  z u r  quan t i t a t i ven  

B e s t i m m u n g  des  B i l i rub ins  in H a r n e n  ftir k l i n i s c h e  l ind p h y s i o -  

l o g i s c h - c h e m i s c h e  Z w e c k e  als  e ine  v o l l k o m m e n  g e e i g n e t e  

b e z e i c h n e t  w e r d e n  kann .  


