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zeigt darin, dab der Aldehyd mit zwei CH-Gruppen so
reagiert, daf Di-pyrryl-aryl-methanderivate entstehen.

Denn ,nur solche Pyrrolderivate sind der Kondensation mit
Aldehyden =zuginglich, die mindestens ein an Kohlenwasserstoff
gebundenes Kernwasserstoffatom besitzen, einerlei ob am Ring-
stickstoff Wasserstoff oder Alkyl gebunden ist. Dagegen sind
nicht kondensierbar alle Pyrrolderivate mit vier an Ringkohlen-
stoff gebundenen Substituenten, auch wenn die Imidogruppe intakt
ist.* Von Pyrrolderivaten beniitzte Feist zur Kondensation den
2 . 5 Dimethylpyrrol 8 carbonsiureester, den 2 . 4 Dimethylpyrrol
3 carbonsiurcester, den 1 Phenyl. 2 . 5 dimethylpyrrol. 3 car-
bonsiiureester, das 2 . 4 Dimethylpyrrol. Als aromalische Alde-
hyde kamen bei ihm zur Anwendung Benzaldehyd, p-Nitrobenz-
aldehyd, m-Nitrobenzaldehyd, Vanillin, Zimtaldehyd, Salicylaldehvd
Piperonal und Anisaldehyd. Die erhaltenen Produkte sind ,hiibsch
kristallisierte, hochschmelzende, farblose, bei Anwendung von
p. Nitroaldehyd gelbe Verbindungen, die nicht alle die Fichten-
spahnreaktion deutlich und leicht liefern.” Feist erhielt auch
intensiv gefirbte Verbindungen z. B. rofe, griine. Doch lieflen
gerade diese sich nicht in kristallisierter Form erhalten und da-
her beschiftigte er sich mit ihnen nicht weiter. Die beciden
Komponenten lieB er in der Regel so aufeinander cinwirken, daf
er sie beide in gepulvertem Zustande vermischt, im Oelbade
zum Schmelzen bringt und ibnen dann durch Kaliumbisulfat Wasser
entzieht. Oft reagieren sie aber auch schon in der Kilte. So z. B.
wirken Dimethylpyrrol und Benzaldehyd resp. Nitrobenzaldehyd
schon beim Mischen in der Kilte heftig aufeinander ein unter
Bildung eines roten Farbstoffes. Also aus einem aromatischen
Aldehyd und einem Pyrrolderivat bilden sich manchmal schon
in der Kilte allein beim Vermischen Kondensationsprodukte, die
intensiv rot gefirbt scin kodnnen.

Bevor ich die F eistsche Arbeit kennen gelernt, hatte ich mir
die Aufgabe gestellt, zu zeigen, daf die Imidgruppe nicht in
Reaktion mit dem Benzaldehvd tritt. Als geeignetes Pyrrolderivat
stellte ich mir die ¢« Dimethylpyrrolessigsdure her. Aus dem
kiiuflichen Diacetbernsteinsiurefithylester wurde in Anlehnung an
die Arheit von Knorr (37) durch 39/, Natronlauge des Acetonyl-
aceton dargestellt. Dieses 1 . 4 Diketon lagert sich mit Ammoniak
oder einem primiren Amin glatt zum Pyrrolring um (Paal-
Strasser Knorrsche Pyrrolsynthese). Um nun ein am Stick-
stoff substituiertes Pyrrol zu erhalten, wihlte ich statt Ammoniak
die Amidoessigsiure, weil ich mich hierbei an Angaben von
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"E. Fischer (20) halten konnte. Die Bildung des Pyrrolringes
trat auch prompt ein. Aus dem zuerst erhaltenen Produkt lieB
sich die Sdure leicht nach Vorschrift gewinnen. Wie vorauszusehen,
gab sie die Aldehydreaktion in intensiver Weise. Sie fiel auch
rot aus; spektroskopisch aber gab sic einen anderen Befund als
die Urobilinogenreaktion, nidmlich einen Streifen, der zwischen
D und E beginnt und bis F reicht neben einem dunkleren, der
die zweite Hilfte des Bandes zwischen F und G ecinnimmt.

|
|
Wenn wir nun den p-Dimethylamidobenzaldehyd E
mit dem Urobilinogen sich auch, analog den Feist- g
schen Reaktionen, mit 2 CH-Gruppen kondensieren
lassen, stimmt diese Annahme mit den {ibrigen Be-
obachtungen iiber die Ehrlichsche Reaktion iiherein ?

Nach Steinert (65) liefert der Aldehyd in Eisessig ge-
16st mit Phenyl-methylpyrazolon einen aus Aceton gut kristalli-
sierten roten Koérper (S.P. 2000), der Wolle in essigsaurer
Losung gelb fiarbt. Hier reagiert gemaB dem Ergebnis der Analyse
1 Molekil Aldehyd mit 1 Molekill Phenyl-methylpyrazolon, d. h.
der Aldehyd lagert sich an die Methylengruppe an unter Wasser-
abspaltung. Mit Antipyrin oder Phenyl-dimethylpyrazolon liefert
der Aldehyd nach Clemens (9) eine schwichere rotgelbe Fir-
bung. Ein analysereines Produkt ist hier nicht erhalten.

Andere dem Pyrrol nahestehende Kérper mit dem Aldehyd zu
kondensieren, versuchte Neubauer (48); er kochte Leim mit
Salzsiure. Da hierbei « Pyrrolidincarbonsiure in erheblicher
Menge entsteht und die erhaltene Fliissigkeit mit dem Aldehyd
keine Farbung gibt, so schloB er daraus, daf die Pyrrolidincarbon-
sgure nicht mit ihm reagiert. Ich konnte ein etwas reineres
Produkt zur Ehrlichschen Reaktion verwenden; die bei der
nach der Fischerschen Estermethode vorgenommenen Hydro-
lyse von Bluteiweil erhaltene Fraktion,* in der hauptsichlich die
Ester von Leucin und der @ Pyrrolidincarbonsiure enthalten sind,
wurde mit Wasser sechs Stunden lang am RiickfluBkiihler ge-
kocht und die Ester dadurch verseift. Dabei fillt das schwer
Iosliche Leucin zum groBten Teil aus, im Filtrat ist mit immer
noch erheblichen Mengen Leucin hauptsichlich die ¢ Pyrrolidin-
carbonsidure enthalten. Das Filtrat gibt aber beim Kochen mit
dem Ehrlichschen Aldehyd keine Rotfirbung.

* Die EiweiBlspaltung fiihrte ich znsammen mit Dr. phil. K. From-
herz aus.
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Dies sind die Pyrrolderivate, deren Verhalten gegen
den p-Dimethylamidobenzaldehyd bis jetzt untersucht
ist. Aus den Beobachtungen konnen wir nicht ent-
scheiden, in welcher Weise die Reaktion beim Uro-
bilinogen vor sich gehen wird. Denn wir haben ge-
sehen, daf Aldehyd und Pyrrol sich im Verhiltnis 1 : 1
wie 1 :2 ihrer Molekiile vereinigen kénnen, dafl die
entstandenen Monoketole sowie die Diketole gefirbte
Verbindungen darstellen, dafl letztere aber auch wieder
zu Farbstoffen oxvdiert werden miissen. Bei der Uro-
bilinreaktion konnte ich mich nicht iiberzeugen, dall
Zusatz oxvydiercnder Mittel das Auftreten der Rotfdr-
bung beschleunige oder sie verstirke. Aber solange
wir das Urobilinogen nicht in Ilinden haben oder
ein analysereines Produkt des Farhstoffes, konnen wir
iiber die Art des Farbstoffes auch nichts aussagen.

An Versuchen den p Dimethylamidobenzaldehyd durch andere
Aldehyde zu ersetzen, hat es nicht gefehlt. Feist (15) ver-
wandte, wie schon oben erwiihnt, zur Kondensation mit Pyrrolen
Benzaldehyd, p- und m-Nitrobenzaldehyd, Vanillin, Zimlaldehvyd,
Salicylaldehyd, Piperonal und Anisaldehyd. Neubauer (48)
ersetzte den Ehrlichschen Aldehvd bei seinen Reaktionen,
die er mit durch Sdure hvdrolysiertem Tiweil anstellte, auBer
durch p-Nitrobenzaldehyd, Zimt- und Salicylaldehyd und Vanillin
noch durch Amidobenzaldehyd, Gentisinaldehyd und Hadromal.
Hadromal, der im Holz praeformierte aromatische Aldehyd, gibt
mit Eiweif eine Rotfirbung. Nach den neueren Untersuchungen
von Grafe (26) besteht diese Substanz aus Vanillin und Methyl-
furfurol. Demnach bietet sich fiir die Erklirung der Reaktion
keine Schwierigkeit mehr. Denn Vanillin gibt eine intensive Rot-
firbung mit dem hydrolysierten Eiweifl, Furfurol nach Rohde
eine gelbe. Fir das Rot der Hadromal-Reaktion gibt Neubauer
kein Charakteristikum, wir diirfen also annehmen, daB es eine
Mischung der Farbe von Vanillin und Methylfurfurol darstellt. Die
anderen Aldehvde gehen mit Eiweifl verschiedene -Farben, teils
rot, teils griin oder blau. Sie sind aber mehr oder weniger unrein
und alle nicht von der Intensitif, wie sie die mit p-Dimethyl-
amidobenzaldehyd dargestellten Kondensationsprodukie zeigen.
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Im EiweiBmolekiil ist als Triger der Reaktion
der vorgebildete Komplex der Skatolaminoessigsiure
(Neubauer, Rohde) resp. des Indolalanins anzu:
sehen. Die leichter zu gewinnenden Aminosiuren, wie
Glykokoll, Alanin, Asparagin, Leucin, Histidin geben
nach Neubauer-Rohde sicher, Serin, Lysin, Ar-
ginin, Cystin und Aminovaleriansiure hochstwahr-
scheinlich mit dem Ehrlichschen Aldehyd keine
Reaktion. Lbenfalls keine Firbung entsteht mit Phe-
nylalanin und Tyrosin. Das Phenylalaninpriparat, das
ich untersuchte, war aus dem Ester durch zweimaliges
Abrauchen mit konz. Salzsiure erhalten worden und
noch nicht durch Kristallisation gereinigt. Es zeigte
nur eine ganz schwache Gelbfirbung mit dem Alde-
hyd, die auf eine Verunreinigung zuriickgefiihrt werden
konnte; daB der Ehrlichsche Aldehyd mit Anilin,
Phenol und Pyridin, mit letzterem unter Blaufirbung,
reagiert, fiihre ich nur deshalb an, weil dadurch der
Nachweis von geringen Mengen Urobilinogen, die sich
in diesen Substanzen geldst haben konnten, unméglich
gemacht ist.

Ueber die Eigenschaftendesaus Urobili-
nogenerhaltenenrotenFarbstoffesistnach-
stehendes zu erwihnen :

Durch die drei Lésungsmittel Chlorhydrin, Amyl-
alkohol und Chloroform kann er dem Wasser entzogen
werden, und zwar durch Epi- und Dichlorhydrin fast
vollstindig (Clemens), durch Amylalkohol zum
grofiten Teil. In ihm ist der aus Tryptophan erhaltene
rote Farbstoff unlgslich. Auch Chloroform nimmt aus
-der wissrigen Losung einen Teil des Urobilinogen-
farbstoffes auf. Um iiber seine Losungsverhilinisse
groflere Klarheit zu bekommen, muBte ich versuchen,
ihn in trockner Form, wenn auch verunreinigt, zu
erhalten.



— 38 —

Ich arbeitete dabei mit Fistelgalle, die im Brutofen aufbe-
wahrt wurde. Die Behandlung derselben war der Sailletschen
Methode des Urobilinogennachweises im Harn analog. Die Galle
wurde mit Eisessig angesiuert, und mit Essigither geschiittelt. Der
Essigither wurde mit Sodalésung im Ueberschufl gewaschen: die
Farbstoffe gehen in die Sodalésung mit dunkelbrauner Farbe iiber.
Diese Losung wurde vom Essigither getrennt, angesiuert und mit.
Aldehyd versetzt. Beim Erhitzen irat die Reaktion ein; die tief
dunkelrote Losung wurde von dem in der starken Sdure teil-
weise ausgefallenen Urobilin, Bilirubin etc, durch Filtration ge-
trennt, Engte ich nun diese Losung im Vacuum ein, so zer-
setzte sich der Farbstoff. Die schon burgunderrote Farbe wich
einem schmutzigen Chocoladebraan. Wurde der Farbstoff zuerst
in den Amylalkohol iibergefiihrt und dieser bei 40° an der
Wasserstrahlpumpe verfliichtigt, so geschah das gleiche. Auch
bei genauer Neutralisation und Ausfillen der Schwefelsiure mit
Baryumcarbonat hatte ich kein groBeres Gluck. Als ich dann
versuchte, den dunkelrot gefirbten Amylalkohol im Vacuum iber
Schwefelsiure stehen zu lassen, erhielt ich einen gelben Kristallbrei,
der zum groBten Teil aus dem p-Dimethylamidobenzaldehyd
bestand. Der Farbstoff war zerstért. Auch durch Oxydationsmitiel
kehrte die rote Farbe nicht wieder. Dagegen konnte ich den Farb-
stoff leicht in {estem Zustande durch Aussalzen aus seiner
wisserigen Losung erhallen. Dabei kam ich zu folgender Los-
lichkeitstabelle :

Wasser . | sehr gut | Schwefelkohlenstoff | nicht
Alkohol absol. sehr gut Benzol nicht
Methylalkohol gut Xylol nicht

Aether sulf. nicht Aethylenbromid nicht
Aether petr. nicht Anilin gut
B Aether acet. sehr gut o-Toluidin gut
Amyl:ﬁkohol sehr gut Pyridin sehr gut
Chloroform sehr gut Phenol gut

Aceton ~ gut Eisessig sehr gut

Dichlorhydrin sehr gut Paraffin nicht
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In den gesiittigten Losungen der verschiedenen
Salze ist er verschieden leicht 18slich und 148t sich
daher durch sie in mehr oder minder vollkommener
Weise aussalzen. Dabei ist es nicht von Bedeufung,
ob er sich in salzsaurer oder schwefelsaurer Lisung
gebildet hat. Die Farbstoffe der Triphenylmethanreihe
lassen sich schlecht, als Salze dagegen, z. B. das
Malachitgriin als Zinksalz, leicht ausfillen. Ich ver-
suchte daher, ob auch unser Farbstoff sich bei Zugabe
von Zinkchlorid, resp. Zinksulfat leichter gewinnen
lieBe. Doch konnte ich keinen Unterschied feststellen.
Vollsténdig beinahe fillt der Urobilinogenfarbstoff aus
durch Einbringen von {rockenem Natriumsulfat oder
Ammoniumsulfat in seine saure Loésung. Jedoch hat
Zusatz einer gesittigten Losung dieser Salze in ver-
schiedenem Mengenverhiltnis nicht das gewiinschte Re-
sultat. Etwas weniger wirksam erweist sich Magnesium-
sulfat und steht dabei ungefihr auf gleicher Stufe
wie Kaliumchlorid. Das dabei erhaltene Filirat zeigt
leichte Rosafdrbung. Dagegen fallt Kaliumsulfat nur
zirka die Hilfte des vorhandenen Farbstoffes, jedoch
immer noch mehr als Natriumchlorid oder Ammonium-
chlorid oder Natriumacetat. Bei Zugabe von Calcium-
chlorid bleibt ein grofler Teil des Farbstoffes in der
Lésung zuriick.

Niederschlagen konnte ich den Farbstoff nicht.
Ich versuchte Silberchlorid, Calciumsulfat und -oxalat,
Baryumsulfat. Ihn aus alkalischer Lisung niederzu-
schlagen, ist deshalb nicht angingig, weil er darin
bald zerstért ist.

Die schon dunkelrote Losung wird bei Zusatz von
irgend einem Alkali sofort schmutzig gelbbraun. Nach
kurzer Zeit kann beim Ans#uern die rote Farbe nicht
wieder erzeugt werden.

Proscher (55) zeigte, dafl der Farbstoff bei Zu-
satz von Pikrinsdure als amorpher brauner Nieder-




— 40 —

schlag ausfillt. In Amylalkohol 16st er sich dann
wieder mit granatroter Farbe. :

Préscher versuchte den roten Farbstoff mit Zink
und Salzsdure zu reduzieren. ,Hierdurch wird der
Korper ganz zerstoért.” Ich erhiclt nach kurzer Zeit
eine farblose Losung, bei der die rote Farbe auf Zusatz
eines Tropfens nitrithaltiger Salpetersiure oder ciner
diinnen Permanganatlésung sofort wieder erschien. Laft
man allerdings den naszierenden Wasserstoff noch
lange auch auf die schon entfirbte Lésung cinwirken,
dann 148t sich das Rot in der ersten Intensitdt nicht
wieder gewinnen. Mit Zinn und Salzsiure oder
Schwefelsiure oder Eisessig gelingt die vollstindige
Reduktion nur schlecht. Der reduzierte Farbstoff ist
in Alkali unldslich. In dieser Form ist er ziemlich be:
stindig. So konnte ich beim Lisen des mit Ammoniak
ausgefillten Reduktionsproduktes noch nach 48 Stun-
den durch Oxvydation ein Rot von annidhernd gleicher
Intensitidt erhalten; der Niederschlag blieh- wihrend
dieser Zeit offen dem Licht und der Luft ausgesetzt.

Ob sich so der Farbstoff von dem in alkalischem
Wasser leicht loslichen Urobilin, Bilirubin etc. geniigend
trennen 148t, konnte ich noch nicht entscheiden.

Die Haltbarkeit des roten Farbstoffes ist keine
sehr groBe. Rohde (58) bemerkt, ,ein Zuviel von
Schwefelsdure bewirkt ein Umschlagen des Rot-Vio-
letts in ein schmutziges Griin, nach Wasserzusatz er-
scheint aber die rote Farbe wieder. Proscher (53)
erwihnt, daB Sonnenlicht sie zerstére. Auch mir wurde
die saure rote Losung durch sechswichiges Stehen
am Licht zerstért. Die Losung wird dabei braunrot.

Die rote Farbe des Urobilinogenfarbstoffes ist
durch ein charakteristisches Spektrum aus-
gezeichnet. Es zeigt zwei Streifen, cinen breiten ver-
waschenen von 4 615—570 und einen schwicheren un-
deutlichen bei 4 555—540 (Rohde). Préoschers




— 41

Farbstoff zeigte noch einen Streifen im Grin, doch ist
dieser nach Neubauer auf cine Verunreinigung mit
Urobilin zuriickzufithren.

Fassen wir dic Eigenschaften des roten Urobili-
nogenfarbstoffes noch einmal kurz zusammen, so haben
wir in ihm cinen Kérper, der durch Kondensation des
Benzaldehyds mit einem oder zwei Urobilinogenmole-
kiillen mit Hilfe von Mineralsiure entsteht, der in Al-
kali farblos und unbestindig ist, der sich zu einem farb-
losen alkalibestiindigen Kérper reduzieren liBt.

Eine zweite Farbenreaktion, die mit dem Urobili-
nogen positiv, mit dem Urobilin dagegen ebenfalls nega-
tiv ausfallt, ist eine Diazoreaktion. Sie wurde von
Ehrlich (17) 1886 angegeben zusammen mit anderen
Diazoreaktionen des Harns. Von diesen hat klinisches
Interesse und Bedeutung erlangt nur die in alkalischer
Liosung, wihrend eine primire Diazoreaktion in saurer
Losung fast ganz unberiicksichtigt blieb. Die Reaktion
besteht darin, da manche Urine mit der frisch berei-
teten sauren Lésung von Sulfodiazobenzol verselzt, eine
intensive Orangefdrbung zeigten. Bei Zusatz von Am-
moniak macht das Orange einem intensiven Zitronen-
gelb Platz. Die drei einzigen Arbeiten, dic sich mit
dieser Reaktion befaBten, stammen von Petri (53),
Oppenheim (52) und Gualdi (27). Doch konnte
aus den klinischen Beobachtungen iiber ihren positiven
Ausfall kein SchluB auf den die Reaktion gebenden
Korper gezogen werden. Ehrlich meinte, daf} dieser
ein Gallenfarbstoffderivat sein misse, vielleicht das
Urobilinogen. Zur Stiitze sciner Annahme fiihrt er an,
dal der Korper mit Aether aus dem Harn extrahiert
werden kann, daf die primir vergilbte Losung unter
gewissen Versuchsbedingungen (durch einen gewissen
Ueberschufl von Sulfodiazobenzol) in einen Farbkorper
umgewandelt werden kann, der in stark saurer Lésung
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blaBviolett mit Fluoreszenz, in schwach saurer griin,
in schwach alkalischer gelb, in stark alkalischer rot
erscheint und somit an das analoge FFarbenspicl des
Bilirubinderivates erinnert; dafl die diarrhoischen
Stithle auflerordentlich hiufig die gleiche Reaktion
zeigen, daf} die Féille, in denen die Harnreaktion auf-
tritt, hiufig mit leicht icterischer Farbung der Haut
einhergingen." Heute bei unserer besseren Kenntnis
iiber das Vorkommen des Urobilins und seines Chro-
mogens im Organismus wiirden diese Griinde fiir die
Ehrlichsche Annahme ja nicht mehr stichhaltig sein.
Doch sie ist richtig.

Denn ich konnte mich davon {iberzeugen, dafl iber-
all, wo Urobilinogen vorkommt und die Ehrlichsche
Aldehvydreaktion positiv ausfillt, auch diese sogenannte
»Eigelb-Reaktion vorhanden ist. In wurobilinogen-
reichem Harn, in entsprechender Galle, im Stuhl habe
ich sie positiv gefunden; desgleichen natiirlich vor-
nehmlich im Sailletschen Essigitherextrakt des
Harns. Als charakteristisch fir diese Reaktion kann
nur die primire Orangefiirbung bezeichnet werden.
Denn andere Substanzen, die ebenfalls einen Azofarb-
stoff bilden kénnen, gehen mit in den Essigiéitherextrakt
iiber, so z. B. die aromatischen Oxysduren. Sie sind
im Harn ja nur in geringer Menge (0,01—0,02 pro Liter
normalen Harns) vorhanden, geniigend jedoch, daB ihr
in alkalischer Losung intensiv rotgefarbter Azofarb-
stoff den schwefelgelben des Urobilinogens verdecken
kann.

Um mir tiber Farbenton und -intensitit des aus
den aromatischen Oxysduren hergestellten Azofarb-
stoffes ein TUrteil bilden zu konnen, stellte ich sie
mir nach dem von Baumann (4) angegebenen Ver-
fahren her. In saurer Losung stellt ihre Azoverbindung
eine schwach gelb gefirbte Flussigkeit dar, sie wiirden
also eine intensive Eigelbreaktion nicht stéren. Gelb
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ist aber eine so wenig charakteristische Farbe fiir eine
Reaktion, besonders des Harns. Ich muBte daher ver-
suchen, ob ich durch Kupplung mit anderen diazo-
tierten priméren Aminen nicht besser gefirbte Ver-
bindungen erhalten konnte. Von den in der klinischen
Chemie noch angewandten Diazoreagenticn war das
p-Amidoacetophenon gleich auszuschlieBen. Denn zwi-
schen seinem und dem mit der Sulfanilsiure darge-
stellten Azofarbstoff war bezliglich der Firbung kein
Unterschied. Eine intensivere — tieforange — Firbung
zeigte eine Urobilinogenlésung, die mit frisch diazo-
tiertem p-Nitranilin versetzt war. Doch auch diese
konnte noch nicht gentigen. Ich versuchte daher noch
Anilin, Benzidin, ¢ Naphtylamin und 8 Dinaphtylamin.
Letztere beiden zeigen hinsichtlich der Farbe der mit
thnen dargestellten Verbindung keinen Unterschied,
weshalb ich spiitere Versuche nur mit e Naphtylamin
anstellte. Thre Diazoverbindung gibt mit Urobilinogen
einen dunkelrotbraunen Farbstoff. Diazotiertes Anilin
gibt mit Urobilinogen in salzsaurer Lisung einen Farb-
stoff, der nach kurzer Zeit eine kirschrote Losung gibt,
Benzidin, frisch diazotiert, dagegen sofort eine blutrote
Farbe. Mit Anilin und Benzidin hatte ich daher die
Moglichkeit, mir einen Azofarbstoff aus Urobilinogen
herzustellen, der an seiner Farbe sich unschwer er-
kennen lieB. Die aromatischen Oxysiduren bildeten da-
mit in saurer Losung einen schwach schwefel- bis
chromgelb gefirbten Kérper, storten also nicht. Nun
konnte ich untersuchen, ob andere, eine positive Eh -
lichsche Aldehydreaktion gebende Korper sich auch in
cinen sauren Azofarbstoff {iberfithren lieBen.
Zuerst untersuchte ich den Blutfarbstoff und seine
Derivate. Haemin, Haematin, Haematoporphyrin, Bili-
rubin und Urobilinlgsungen zeigen beim Versetzen mit
frisch diazotiertem Anilin, Benzidin oder ¢ Naphtylamin
keine Verfiarbung. Hier fillt ja auch die Aldehydprobe
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negativ aus. Dagegen geben die bei der Reduktion
von Haemin und Haematoporphyrin erhaltenen farb-
losen Losungen intensiv rote Firbungen. Hacmopyrrol
gibt nach Marchlewski (43}, mit diazotiertem Anilin
versetzt, eine kirschrote Farbung. Bei dem aus Hae-
maltin durch die Zinkstaubdestillation hergestellten Pri-
parat wurden Kristalle erhalten. Deren Analyse erwies
die Verbindung als Haemopyrroldisazodibenzolhydro-
chlorid. Von anderen Pyrrolderivaten untersuchte ich
noch die ae. Dimethylpyrrolessigsaure. Mit diazotier-
tem Anilin sowohl wie mit Benzidin gibt sie intensiv
rote Farbldsungen. In starker Verdiinnung nehmen sic
eine gelbe Farbe an; spektroskopisch beginnt die Ab-
sorption in der Gegend von E und bleibt ununterbrochen
bis an das violefte Ende des Spektrums.

Die erste Arbeit iiber Diazoreaktionen an Pyrrolen erschien
vor nunmehr 20 Jahren. Sie stammt von O. Fischer und
Hepp (17). ,In saurer, am besten essigsaurer Ldsung entsteht
ein normaler Azofarbstoff, in necutraler und alkalischer Losung
ein Disazokérper oder ein Gemenge von Azo- und Disazofarb-
stoff.* Bei der Linwirkung von frisch diazotiertem Anilin auf
Pyrrol entsteht je nach dem Mengenverhiiltnis der beiden Kom-
ponenten untereinander das- gelbe Pyrrolazobenzol oder das blaue
Pyrroldisazodibenzol. ,,Das beniitzte Diazoreagens greift zuniichst
an der a Stellung an; erst wenn hier der Wasserstoff schon
ersetzt ist, kénnen g Azopyrrole erhalten werden. Wie nun
Pyrrol grofe Aehnlichkeit mit dem Phenol aufweist, so besteht
die gleiche Analogie zwischen den Azopyrrolen und den Oxyazo-
verbindungen der aromatischen Reihe. So tritt auch hier die
tautomere Hydrazonform auf. (Plancher 54) ,Durch diese
Auffassung wird es leicht verstindlich, daB die Azopyrrole ungleich
stiirkere Basen sind als die Pyrrole und ferner, daB einige von
ihnen, (wie die « Azopyrrole) sich mit Phenyllissocyanat verbin-
den, wihrend dies die entsprechenden Pyrrole nicht tun.* Viel-
leicht dal das Urobilinogen sich als Azofarbstoff gewinnen labt.
So wire diese Diazoreaktion dann von theoretischer Bedeutung.
Eine praktische wird sie wohl nie crhalten; denn sie ist lange
nicht so empfindlich wie die Probc mit p-Dimethylamidobenz-
aldehyd.
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Die Chemie des Pyrrols und seciner Derivate hat in der
letzten Zeit bedcutend an Interesse gewonnen; (Ciamician 7)
ist dech der Pyrrolkern in verschiedenen wichtigen Substanzen
des Pflanzen- und Ticrkorpers gelunden worden. Die Aehnlich-
keit des Pyrrols mit dem Phenol hat sich immer klarer dar-
getan.  So kénnen aus den Pyrrolen nach Angeli (1) auch
Nitroso- und Nitropyrrole entstehen. Diese Verbindungen kénnen
durch salpetrige Sidure, leichter durch Amylnitrit bei Gegenwart
von Natrinmaecthylat dargestellt werden. »Nur die Pyrrole und
Indole, die ein Wasserstoffatom in 3 stellung  unbesetzt  ent-
halten, kénnen in die entsprechende Nitrosoverbindung iiberge-
fuhrt werden.“ Ob sich daher diese Reaktion mit Urobilinogen
durchfithren lassen wird, ist zweifelhaft. Denn Haemopyrrol, das
doch auch die Muttersubstanz fiir Urobilinogen darstellt, ist mit
grofter Walirscheinlichkeit cin 33y Methvlpropylpyrrol. Der Ver-
such wiire jedenfalls zu machen.

Die Darstellung des Urobilinogens aus den Ix-
kreten des Korpers hat durch die Kenntnis der beiden
Farbenreaktionen, die sich mit ihm anslellen lassen,
nicht viel gewonnen. Die Trennung vom Urobilin,
Haematoporphyrin ete. st6Bt dadurch auf dic grobten
Schwierigkeiten, daB in dem Verhalten dieser Korper
gegen Ldsungsmittelkeine groBen Unterschiede hestehen.
Auch beim Aussalzen verhalten sich die drei Sloffe
gleich. Zudem sind die Methoden beschrinkt durch
die groBe Zersetzlichkeit des Chromogens. Die ein-
zige, einigermafBenbrauchbarec Methode zur
Herstellung eciner relativ reinen Urobilinogenlésung ist
die von Saillet. Durch Waschen des sauren [issig-
dtherexiraktes mit Wasser wird diesemn das Urobilin
entzogen und so vom Urobilinogen getrennt. Mit ihm
bleiben aber noch genug andere Korper im Essigiither
zuriick. Auch die aromatischen Oxyséduren hefinden
sich unter diesen, so daB ich das Urobilinogen als
Kondensationsprodukt mit dem aromatischen Aldehvyd
oder als Azolarbstoff nur mit den Oxysduren gewinnen
konnte; iiberhaupt das Chromogen durch Kuppelung
an einen Aldehyd oder als Azofarbstoff aus den Korper-



exkreten zu erhalten, diirfte bei der grofen Reaktions-
fihigkeit der beiden Reagentien auf die grofSten Schwie-
rigkeiten stoBen. Vielleicht eignet sich dazu die Ni-
trosorcaktion. Doch wie oben schon gesagt, ihr posi-
tiver Ausfall ist zweifelhaft. Ein besscrer Weg wiire
vielleicht, durch Reduktion von Haematin und seinen
Derivaten zu ihm zu gelangen, also von einem reinercn
Ausgangsmaterial auszugehen. Dies missen spiilere
Untersuchungen entscheiden, die dann iiber die Konsti-
tution des Koérpers hoffentlich auch einigen Aufschluf}
bringen werden. Heute wissen wir nur, daf das Uro-
bilinogen ein Pyrrolderivat ist, das mit der grdbten
Wahrscheinlichikeit am Ring noch ein Wasserstoffatom
frei hat. Bei der Reduktion des Urobilins entsteht
sein Chromogen nicht durch Hydricrung des Pyrrol-
ringes ; denn ein solcher gibt keine Aldehvd- und keine
Diazoreaklion mehr.
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tataler Choledochusfistel, die er mit Phosphor oder
Amylalkohol vergiftete. Aus seiner Versuchsanordnung
geht mit Sicherheit hervor, daf dieses Urobilin in der
Leber entstanden ist. Dic Leberzelle ist zwischen
Pfortader und Gallengang geschaltet, sic muf} also das
ihr auf der cinen Seile zugefithrte Urobilin durch sich
passieren lassen, um es auf der anderen Seite, als Be-
standteil der Galle, wicder abgeben zu kénnen. Sie
wird also Urobilin oder nahe Derivate desselben in sich
beherbergen miissen, die in IFreilieil gesetzt werden,
wenn die Zelle durch obige spezifische Lebergifte zer-
stort, aufgeldst wird. Bei der Autolyse der Leber finden
ja starke Reduktionsprozesse statt; Magnus-Levy
(41) fand sogar nascierenden Wasserstoff, enlsprechend
auch Urobilin. Ob es aus dem DBilirubin oder aus dem
Blutfarbstoff direkt cntsland, sei noch dahingestellt.
Bei der mit Phosphor vergiftelen Leber finden die
autolytischen Vorgiinge viel lebhafler statt. (Ja-
coby [358].)

Die sicherste und cinfachste, daher klinisch brauch-
barste Urobilinogenreaktion ist die Dildung
cines roten Farbstoffes durch Kuppelung des Chro-
mogens mit dem Ehrlichschen p-Dimethylamido-
benzaldehyd. Ueber die Reaktion seclbst werden spiiter
genauere Angaben gemacht, hier mochte ich nur ihre
klinische Bedeutung darlegen.

Urobilin und Urobilinogen sind in klinischer Be-
deutung gleichwertig. (IIildebrandt [30].) Die
Frage daher, ,ist die Schlesingersche Zinkacetat-
oder die Ehrlichsche Aldehydprobe vorzuzichen®,
liBt sich so nicht entscheiden. Beide Proben sind ein-
fach und fihren zu dem gleichen Resultat, wenn die
Vorbedingungen erfiillt sind. Diese sind nun bei der
Schlesingerschen Probe sehr einfach, hier kommt
es gar nicht auf das Alter des Ilarns an; er kann ganz
frisch oder schon mehrere Tage alt secin; die Stirke

Thomas, Geber die klinische Bedeutung des Urobilinogen. 2
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der Fluoreszenz wird immer bei richtig eingehaltener
Reaktion der Fliissigkeit proportional der Menge des
Urobilins sein, wenn man nur Harn und Reagens
24 Stunden stehen 148t; solange dauert es, bis der
groBte Teil des Urobilinogens transformiertist. Daraus
ergibt sich, unter welchen Umsténden die Aldehydprobe
geeigneter erscheint. Ueberall da, wo der Arzt ganz
sicher ist, einen Irischen Harn zu untersuchen, da
wird ihm die Aldehydprobe sofort sicherere Aufschliisse
geben. Sic cignet sich daher am besten fiir die Sprech-
stunde. Mit der Zinkacetatprobe sofort simtliches Uro-
bilin nachzuweisen, wire nur moglich, wenn vorher
alles Urobilinogen oxydiert wire, z. B. durch Zusatz
von einigen Tropfen Jodtinktur. Doch die Sicherheit,
geniigend Jodtinktur zugesetzt zu haben, habe ich erst,
wenn darnach die Aldehydprobe negativ ausfilit. Da-
mit fiillt aber die Einfachheit der Schlesingerschen
Probe bei ganz frischen Ilarnen und damit ihre Be-
deutung fiir die Sprechstunde.

Zur Untersuchung des Stuhles,

auch wenn dieser ganz frisch ist, eignet sich die Zink-
acetatprobe besser. Denn kleine Mengen von Urobilin
werden stets im Stuhl sein, die Fluorescenz also, wenn
auch schwach, sichtbar sein. Sollte nur Urobilinogen
in ihm enthalten gewesen sein, so wird, wenn nicht
unter den fiir diese Substanz notigen Kautelen ge-
arbeitet wird, die Fluorescenz nicht lange auf sich
warten lassen. Ist das einmal nichi der [all, so ist
diesemm negativen Ausfall der Schlesingerschen
Probe eine solche Wichtigkeit beizumessen, dal jeder
Arzt sich die Zeit nehmen wird, die Ablesung nach
24 Stunden noch einmal zu wiederholen. Welche
Fehlerquellen bei der Urobilinogenprobe im Stuhl zu
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beachten sind; wird weiter unten besprochen werden,

jedenfalls gentigt hier die - einfache Aldehydprobe
nicht.

II. Chemische Eigenschaften.

Das Urobilinogen ist weder in reinem Zustande
noch iiberhaupt in fester Form bis jetzt erhalten wor-
den, sondern nur aus dem Nachdunkeln von Fliissig-
keiten unter gleichzeitigem Auftreten des Urobilin-
streifens als darin geldst postuliert. A priori ist daher
auch iiber die Einheit dieses Chromogens nichts aus-
gesagt. Huppert(49) miochte das in den Excreten des
Korpers vorkommende als Urobilinogen, das auf kiinst-
lichem Wege durch Reduktion von Urobilin und ver-
wandten Substanzen erhaltene Produkt als Urobilin-
weib, in Analogie mit den Leukoverbindungen anderer
TFarbstoffe, bezeichnen. Dadurch wiirde auch #uflerlich
zum Ausdruck gebracht, daf iber die Chromogene zu
wenig bekannt ist, als dal man sie als identisch an-
sehen diirfte. DBeide Korper reagieren mit verschie-
denen Substanzen in gleicher Weise; auch spectral-
analytisch zeigen sie keinen deutlichen Unterschied;
mehr 148t sich heute iiber ihre Identitit nicht sagen.

Die Losung des Urobilinogens ist wasserklar oder
leicht gelblich gefirbt. Als reine Urobilinogenldsung
bezeichnet man wenigstens eine Losung, in der andere
Farbstoffe nicht mehr nachweisbar sind und die nach
Stehenlassen den Urobilinstreifen aufweist.

Dal weder das kiinstliche noch das nattrliche
Chromogen in fester Form erhalten werden konnte,
liegt an seiner groflen Empfindlichkeit gegeniiber dem
Luftsauerstoff unter Lichtzutritt, durch den es in kurzer
Zeit in Urobilin iibergefiihrt wird. Seine Haltbarkeit
in Lésung ist nicht nur abhingig von der Stirke und
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Art ihrer Aciditit oder Basicitiit, sondern auch von der
Gegenwart oxydierender Substanzen, dem Einflu des
Lichtes und der Temperatur.

In der Literatur finden sich nur spirliche An-
gaben iiber die Haltbarkeit. Saillet (59) macht An-
gaben {iber dic Abhingigkeit der Transformierung
von der Intensitiit und Qualitit des Lichtes; ferner
findet er sie noch abhingig von der Reaktion und
zwar so, daB Mineralsduren, besonders Salzsdure, aber
auch Ammoniak, schnell transformieren. Ich konnte
im allgemeinen seine Angaben bestitigen. Mineral-
sauren veridndern das Chromogen viel schneller als
Essigsidure von gleicher Konzentration, Salzsdure wirkt
stirker als Schwefclsiiure; die Wirkung der Alkalien
steht ungefihr der der Essigsdure gleich, Kalilauge
transformiert etwas langsamer als Ammoniak, Am
langsten bleibt das Urobilinogen in neutraler Losung
erhalten. Doch geht die Transformation in Lésungen
mit sehr schwacher (n/,y,), saurer oder alkalischer
Reaktion nicht viel schneller vor sich.

Um genauere Angaben zu bekommen, stellite ich folgenden
Versuch an: zirka 1,51 urobilinogenrcichen Harns wurden nach den
Angaben Saillets (59) mit Essigither extrahiert; der Essig-
ither wurde mit Wasser gewaschen, dem Soda im Ueberschuls
zugesetzt war. Dabei gehen sidmtliche Farbstoffe in das Wasser,
das dann sofort mit n/;, Salzsiure neutralisiert wurde. Diese
Stammlésung wurde in Reagensglidschen verteilt, so daf in jedes
5 ccm kamen, ich also annehmen konnte, in jedem die gleiche
Menge Urobilinogen zu haben. Darauf wurde jeweils Salzsiure,
Schwefelsiure, Essigsiure, Kalilauge, Ammoniak in der Menge
zugesetzt, daB dic mit Wasser auf 10 ccm aufgefiillte Losung
einer n/;, n/;0 /50, 1n/q00 Lsung entsprach. Mit einem Teil
der normalen Stammldsung wurde sofort die Aldehydreaktion ge-
macht. So hatte ich die Moglichkeit, die spdteren Proben mit
dieser zu vergleichen. Dabei konnte ich feststellen, daB in einer
Lésung der Mineralsduren, die einer n/, gleichkam, die Trans-
formation schon nach 5 Stunden beendet war. In der Lésung,
die in gleicher Konzentration Essigsiure, Ammoniak und Kalilauge
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enthielt, trat mit dem Aldehyd noch eine schwache Rotiirbung
auf. Sie verschwand erst nach 48 Stunden, in der ammoniak-
haltigen zuerst. Friiher, schon 32 Stunden nach Beginn des Ver-
suchs, lieB sich in den Losungen der Mineralsiuren, die einer n/qq
gleichkamen, kein Urobilinogen mechr nachweisen. Die Losungen,
denen Essigsiure, Ammoniak und Kalilauge zugesetzt war, verhielten
sich bei gleicher Konzentration ungefihr gleich. Bei der n/y, und
n/5o war noch der Unterschied zu bemerken, dafl die ammoniak-
haltige Ldsung etwas schneller transformierte. Dagegen fiel der
Unterschied weg bei der n/;qq LOsung. Hier war das Chromogen
nicht nur bei allen drei Losungen zu gleicher Zeit noch in gleicher
Menge vorhanden, sondern die Stirke der Rotfirbung, die mit
"dem Reagens hervorzurufen war, war die gleiche wie in der
neutralen Losung.

Ueber den Einflul des Lichtes bei der Ueber-
fithrung des Chromogens bemerkt Saillet: ,Die Zeit,
wie lange die Urobilinogenlésung dem Licht ausgesetzt
werden muB, bis das Chromogen vollstindig verschwun-
den und in Urobilin iibergefiithrt worden ist, wechselt
zwischen einigen Minuten und einigen Stunden, je nach-
dem man die Lésung dem Sonnenlicht oder dem dif-
fusen Tageslicht aussetzt. Auch die Klarheit der Losung
ist von EinfluB. Mit Hilfe von gefirbten Glisern konnten
wir den EinfluB der verschiedenen Lichtarten unter-
suchen und folgende Zusammenstellung erhalten.*

(Die Wirkung des weiBlen Lichtes gleich 100 ge-
setzt.)

Weifl 100, rot 25, gelb 78, griin 72, blau 94, vio-
lett 99.

Die praktische Verwertung dieser Resultate wird
jeder, der mit diesem Chromogen zu arbeiten hat,
nicht auBer acht lassen diirfen. Ueber die Einwirkung
des Lichtes kénnen wir wohl nach diesen Angaben an-
nchmen, daB sie stattfindet proportional der Menge der
chemisch wirksamen Strahlen, die in dem Licht ent-
halten sind. Saillets aus obigen Angaben konstru-
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ierte Kurve wiirde mit der gewohnten iiber die che:
mische Einwirkung des Lichtes nicht ganz iiberein-
stimmen, doch rithrt diese Differenz sicher nur davon
her, daBl Saillet sein verschieden farbiges Licht da-
durch erhalten hat, daB er andere Lichtsorten durch
farbige Gliser absorbieren lieB. Seine Lichtstrahlen sind
daher noch Gemische verschiedener Wellenlingen und
aus diesem Grunde zur exakten Bestimmung der Licht-
einwirkung nicht zu gebrauchen. Doch halte ich obige
Angaben fiir genau genug, als daB sie noch einer ge-
naueren Prizisierung vorliufig bediirften. Heute braucht
eine Urobilinogen enthaltende L&sung nicht so dngst-
lich das Licht zu meiden, da uns zu seinem Nachweis
viel empfindlichere Methoden zur Verfiigung stehen und
wir heute daher noch Urobilinogen in einer Lésung
finden kdnnen, wo man frither annehmen muBte, daB
es schon lingst vollstindig transformiert sei.

Der EinfluBl des Luftsauerstoffs oder oxy-
dierender Mittel beschéftigte naturgemiB alle Autoren,
die mit dem Urobilinogen zu tun hatten. Jaffé (34)
und in jingster Zeit Bauer (3) untersuchten die
Wirkung von fertigem und nascierendem Sauerstoff.
Die Resultate ihrer und anderer Beobachtungen stimm-
ten mit dem iberein, was man nach unserer theoreti-
tischen chemischen Kenntnissen erwarten konnte. Luft-
sauerstoff transformiert nur langsam; auch stunden-
langes Durchblasen von Luft durch eine Urobilinogen-
l6sung hat fast keine sichtbare Wirkung. Bringt man
jedoch das Chromogen mit nascierendem Sauerstoff
zusammen, so f{ritt sofort der vorher fehlende Uro-
bilinstreifen auf. Die Stidrke der Ehrlich schen Reak-
tion nimmt dabei stark ab. So fithrte Gerhardt (24)
sein Urobilinogen durch Jod, Riva und Zoja (57)
durch Salpetersdure, andere durch Permanganat oder
sonstige Oxydationsmittel in Urobilin tiber. Bauer (3)
sefzte Wasserstoffsuperoxyd urobilinogenreichem Harn
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zu und erhielt nach 15 Minuten eine negative Benz-
aldehydreaktion.

Ueber den Einflul} der Temperatur fand ich
keine Angaben in der Literatur. Beim Eindampfen
des Essigitherextraktes nach Saillet, d. h. einer Lo-
sung von Urobilin, Urobilinogen und anderen Sub-
stanzen, im Vacuum bei 30 © erhielt ich einen Riickstand,
den ich eine Stunde lang bei 1100 im Trockenschrank
erhitzen konnte, ohne dafi die Aldehydrcaktion ver-
schwunden wire. Eine wiisserige, neutrale L.osung von
Urobilinogen erhitzte ich offen, nur mit einem Riick-
fluBkiihler versehen, 3 Stunden lang zum Kochen und
erhielt dann noch eine annihernd gleich starke positive
Aldehydreaktion.

Das Urobilinogen verhilt sich hinsichtlich
seiner Loslichkeit ungefihr so, wie Urobilin,
Haematoporphyrin und andere hier in Betracht kom-
mende Farbstoffe. Es ist im allgemeincn leichter loslich
als die fertigen gefirbten Produkte. Daher stofit seine
Isolierung speziell vom Haematoporphyrin aus diesen
Gemischen auch auf die grofiten Schwierigkeiten.

Urobilin und sein Chromogen kommen im Harn von
Patienten leicht in der Menge vor, dafl der Saillet-
sche Essigiitherexirakt geniigend von beiden Substanzen
enthilt. Einen an Haematoporphyrin reichen Harn da-
gegen zu bekommen, gehort zu den Seltenheiten. Ich
stellte mir daher Haematoporphyrin nach unten ange-
gebener Methode her und untersuchte seine Loslichkeit
in denselben Lésungsmitteln, in denen die des Urobilins
und seines Chromogens untersucht war. Ich verzichtete
darauf, dem Harn das kristallisierte Produkt zuzusetzen,
da hierdurch das Zustandekommen der natiirlichen
Verhiltnisse doch nicht garantiert war.

Eine Uebersicht iiber die Léslichkeitsverhiltnisse gebe ich,
glaube ich, am besten in Tabellenform. Ich reihe ihr das Haemato-
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porphyrin gleich an. Erbalten wurde es aus Pferdeblut, dessen
coaguliertem und von Wasser moglichst befreitem Eiweill zuerst
nach der M6rnerschen (44) Vorschrift mit Schwefelsiure das
Haematin entzogen und in den Alkohol iibergefiihrt wurde, aus
dem dann durch Salzsdurezusatz das Hacmin, der salzsaure Ester
des Haematins, auskristallisierte. Von diesem nicht umkristalli-
sierten Rohprodukt des Haemins wurden nach den Angaben von
Nencki und Zaleski (47) 5 g in mit Bromwasserstoff ge-
sittigtem Eisessig gelost, das entstehende Haematoporphyrin vom
Eisen getrennt und als salzsaures Salz zur Kristallisation gebracht.

Zu der Tabelle habe ich ferner zu bemerken, dafl die
Priifung auf die gelosle Urobilinogenmenge mit der Ehrlich-
schen Aldehydreaktion geschah. Daher sind dic. Resultate bei
Aceton, Anilin und Pyridin nicht einwandfrei; denn diese Korper
reagieren. selbst mit dem Aldchyd,

Die Bestimmung wurde fir Urobilin und Urobilinogen so
ausgefiihrt, daB der Sailletsche Essigiitherextrakt im Vacuum bis
zur Trockne abdestilliert, der Rickstand mit Alkohol aufgenommen
und filtriert wurde. Die alkoholische Losung wurde geteilt und
zur Hilite durch metallisches Natrium alkalisch gemacht. Mil
diesen Losungen wurden Reagensgliser zu gleicher Ho6he gefiillt
und auf dem Wasserbad der Alkohol verjagt. So konnte ich
die Losungsversuche mit der allerdings unreinen, aber trocknen
Substanz anstellen. Sie erst in trockner Form in die Reagens-
gliser zu verteilen, ist deshalb nicht gut angingig, weil beim
Verdunsten der an den Winden des GefiBles haftende Ueberzug
allzu klebrig ist; er ldBt sich daher schwer verteilen und in

gleichen Mengen in andere Gefidfe iiberfithren.

Der sauren, wissrigen Losung, also z. B. dem Harn,
148t sich Urobilin und Urobilinogen durch Chloroform
entziehen. Darauf griindeten Garrod und Hopkins
(23) ihre Methode der Urobilindarstellung aus Harn.
Das gleiche Resultat und vielleicht in besserer Weise
wird durch Essigither nach Saillet (59) erreicht.
Der essigiitherischen Losung kann dann das Urobilin,
aber nicht das Urobilinogen durch Wasser entzogen
werden. Doch ist die Trennung nicht quantitativ. Auch in
Chlorhydrin sind die beiden Substanzen leichter als
in Wasser 16slich. Der &therischen Losung koénnen sie
durch Wasser entzogen werden, dem Alkali im Ueber-
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schull zugesetzt ist. Jedoch ist diese Art der Ueber-
fiihrung ins Wasser dann nicht zu empfehlen, wenn die
Farbstoffe darnach aus dem Wasser ausgesalzen werden
sollen. Dabei l6sen sie sich in dem Aecther, der ja in
nicht unerheblicher Menge im Wasser beim Ausschiit-
teln zuritickbleibt.

Aus der alkalischen, wissrigen Lésung fillt beim
Ansduern mit dem Urobilin auch sein Chromogen, aber
nicht vollstindig aus.

Besser dagegen kann das Urobilinogen aus seiner
wiisstigen Losung durch Aussalzen entfernt werden.
Mit groBer Leichtigkeit scheidet es sich dabei in grofien
Flocken ab, die an der Oberfliche schwimmen oder
aber zihe der Wand des Gefdlies anhaften. Die Farbe
des WNiederschlags ist natiirlich je nach den Bei-
mengungen verschieden. Im allgemecinen ist er aus
saurer Losung ausgeschieden braun, da er zum groften
Teil fiir gewohnlich auch aus Urobilin besteht. Aus
alkalischer Losung lassen sich die Farbstoffe bedeu-
tend schlechter aussalzen.

Am besten und vollstindigsten fillt sowohl Uro-
bilin wie sein Chromogen aus, wenn man der wissrigen
Losung Ammonsulfat in Substanz zuftgt. Ist sie al-
kalisch, so fallen die Kérper erst beim Anséuern aus,
aber dann sofort in kleinen volumindsen Flocken, die
auch als klebrig zihe Masse an der Wand des Gefiélles
hdngen bleiben. Daf andere Farbstoffe ebenso schwer
in der gesiittigten Losung dieses Sulfats ldslich sind,
bewecist das fast wasserhelle Filtrat.

Weniger vollstindig werden die Iarbstoffe ent-
fernt mit Glaubersalz, noch etwas weniger, aber doch
noch sehr gut, mit Bittersalz. Selbst hier zeigt das
Filtrat mit dem Benzaldehyd nur eine ganz schwache
Rosafirbung. Bedeutend weniger salzt aus Kalium-
sulfat, das von den Chloriden des Natriums, Kaliums
und Ammoniums iibertroffen wird. Deren Filtrat zeigt,
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mit dem Ehrlichschen Reagens versetzt, ungefihr
die gleiche Stiirke des Rot, wie die filtrierte Magnesium-
sulfatlosung. Zwischen den Chloriden besteht insofern
ein Unterschied, als durch Kochsalz und Kaliumchlorid
Urobilinogen etwas besser, durch Salmiak TUrobilin
besser abgeschicden wird.

Ich verarbeitete, um griBere Mengen von Urobili-
nogen zur Verfiigung zu haben, bei diesen Versuchen
Fistelgalle, die einige Tage bei Brutofentemperatur auf-
bewahrt war. Sie wurde mit Essigither ausgeschiittelt,
dieser im Vacuum verjagt, der Riickstand mit schwach
alkalischem Wasser aufgenommen. Setzte ich ihun Cal:
ciumchlorid zu, so erhielt ich einen dicken, braunen
Niederschlag (Calciumhydroxyd und Calciumsalz der
Gallensiuren ?), siitligte ich dann mit Calciumchlorid
und filtrierte dic alkalische Lésung, so-zeigte der Nieder-
schlag starke Urobilin- und Urobilinogenreaktion, das
Filtrat dagegen nur mit Zinkacetat Fluoreszenz und Uro-
bilinstreifen, mit dem Benzaldehyd aber keinc Reaktion.
Dies ist der einzige Fall, wo sich das Urobilin als
leichter 16slich erwies als sein Chromogen. (Vergl.
dazu unten.) '

Zusammenfassend mochte ich sagen: durch Aus-
salzen 1iBt sich Urobilin von seinem Chromogen nicht
trennen ; dagegen eignet sich diese Methode ausgezeich-
net, um die beiden Stoffe aus ihrer wissrigen Losung
zu entfernen. Am besten bewihrt sich dabei Einfiigen
von festem Ammoniumsulfat in die Losung.

Niedergeschlagen wird Urobilinogen, wie
viele Harnfarbstoffe, durch verschiedene unlésliche Ver-
bindungen. Doch gerade hier zeigt sich die entschieden
gréflere Loslichkeit des Chromogens wie die des Uro-
bilins.

Denn wihrend basisches oder neutrales Bleiacetat,
dem Harn zugesetzt, das Urobilin mitreiBt, bleibt das
Urobilinogen in Loésung. Dies bestitigt folgender Ver-
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such: 100 ccm Harn wird eine 209/, Bleiacetatlosung
solange zugesetzt, bis beim weiteren Hinzufiigen kein
neuer Niederschlag mehr entsteht. Darauf wird fil-
triert und der Niederschlag mit heifflem Wasser ge-
waschen. In ihm fillt die Aldehydreaktion negativ
aus, desgleichen im Waschwasser. Das Filtrat da-
gegen wird ziemlich stark rot beim Anstellen der
Reaktion.

Das gleiche Resultat bekam ich bei Zusatz einer
59/, Silbernitratlésung. Auch hier war das Urobili-
nogen nicht mit niedergeschlagen. Auch Baryumsalze
fallen das Chromogen gar nicht, das Urobilin allerdings
auch nur aus sehr konzentrierten Lésungen. Versetzie
ich nach den Angaben von Fr. Miiller (45) 100 ccm
Harn mit einer Mischung von einem Teil geséttigter
Chlorbaryum- und zwei Teilen gesittigter Baryumhvdro-
xydlosung, so enthielt der Niederschlag — der zweck-
miafig in heiBer Losung bereitet wird, um beim Fil-
trieren keine Zeit zu verlieren, — nie Urobilinogen, da-
gegen das Tiltrat, aus dem es zusammen mit Urobilin
durch Ammoniumsulfat jetzt ausgesalzen werden kann.
~ Vorher ist natiirlich der iberfliissige Baryt durch Na-
triumsulfat zu entfernen. .

Der Calciumniederschlag hilt einen Teil des Uro-
bilinogens fest, 100 cem Harn wurden mit 30 ccm einer
109/, Loésung von Calciumchlorid und darauf mit Na-
tronlauge versetzt, bis alles Calcium ausgefallt war.
Der gewaschene Niederschlag zeigt noch eine schwache
Rotfirbung, das Filtrat allerdings eine drei- bis viermal
so starke mit dem Aldehyd. Zu dem gleichen Resultat
gelangte ich bei dem im Harn aus Ammoniumoxalat
und Calciumchlorid erzeugten Niederschlag.

Der in mineralsaurer L.osung mit Phosphorwolfram-
siure erzeugte Niederschlag gibt mit dem Aldehvyd,
ebenso wie das Filtrat, eine violette Farbung. Das
Verhalten des Urobilinogens dem Phosphorwolfram-
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siureniederschlag gegeniiber konnte ich also nicht
feststellen, legte aber auch keinen Wert darauf. Denn
das Verfahren der Urobilindarstellung, das Sal-
kowski (60) auf die Fahigkeit des Phosphorwolfram-
niederschlages, Urobilin mitzureifien, grindet, 146t sich
auf Urobilinogen aus dem Grunde schon nicht anwen-
den, weil der auf Urobilin zu verarbeitende Bleinieder-
schlag ja kein Chromogen enthilt.

Klinisch von Bedecutung dirfte die Tatsache
sein, daB das Uratsediment Urobilin mitreift, das Chro-
mogen aber nicht. Leider wird der Farbstoff aber nicht
quantitativ mitgerissen, ein groBer Teil bleibt noch
in Losung. Die Schlesingersche Zinkacetatprobe
ist also jedenfalls an einem Harn anzustellen, dem die
Urate nicht durch Filtration entzogen sind.

II1. Farbenreaktionen des Urobilinogens.

Von besonderer Wichtigkeit sind in Ermanglung
anderer die Farbenreaktionen, die das Chromogen gibt.
Die eine besteht darin, daBl Urobilinogen in mineral-
saurer Losung mit dem Ehrlichschen p-Dimethyl-
amidohenzaldehyd eine schone und intensive Rotfir-
bung gibt. Es ist dies die schon so hidufig genannte
Reaktion. ,,Die volle Intensitit der Reaktion erhilt
man erst beim Aufkochen, wenngleich manche Harne
auch schon in der Kilte sich deutlich roten. Hat man
eine sehr diinne Urobilinogenlésung mit dem Aldehyd
versetzt, so kann man regelmiBig die Beobachtung
machen, dafl auch trotz Aufkochens die volle Intensitit
der Fidrbung erst nach einigen Minuten crreicht ist.

In welcher Weise die beiden Korper auf einander einwirken,
ist moch nicht sicher gestellt. Dafl die Aldehydgruppe reagiert,
ist dadurch leicht zu beweisen, daBl eine Urobilinogenlésung mit
Formaldehyd oder einem anderen aliphatischen Aldehyd versetzt,
mit dem Benzaldehyd nicht mehr reagiert. Diese ,,Verstopfung
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durch den Formaldehyd hatte schon Ehrlich (13) und gleich-
zeitig Nicolaier gefunden und alle spiteren Untersucher konnten
diese Talsache bestitigen. Die Reaktion muB also an das Alde-
hydradical im Benzaldehyd gebunden scin. Die Reaktion wurde
vor 6 Jahren von P. Ehrlich (13) im Harn aufgefunden, als
er diesen mit dem Reagens verselzte. Er liel sich damals von
dem Gedanken leiten, daf eine Aldehydgruppe ecin sehr reaktions-
tihiges Radikal ist und gerade dieses Substitutionsprodukt in
der Farbstofftechnik ein bekannter Kérper war. Welcher i Harn
vorkommende Korper mit dem Aldehyd reagicrte, blieb trotz eifriger
Forschung noch lingere Zeit unbekannt. So versuchte Préscher
(55) den Farbstoff aus dem Ilarn zu isolieren. Ohne allerdings
eine Gewihr fiir die Reinheit seines Préparates zu haben, unter-
warf er seinen Farbstoff der Analyse und Molekulargewichis-
bestimmung. Er erhielt nach Abzug des Dimethylamidobenzal-
dehyds einen Kérper von der Zusammensetzung C; H;; Og N.
,,Diese Formel steht der des Glukosamins am nichsten und unter-
scheidet sich nur durch einen Mehrgehalt von COH, von derselben.
Ob der Kérper ein Formylglukosamin oder das Aethylderivat des
noch unbekannten Pentosamins darstellt, dariiber missen weitere
Untersuchungen entscheiden.* (Préscher 55). Clemens (9)
stellte sich darauf Glukosamin nach Ledderhose dar. ,Der
reine Korper gab die Reaktion nicht.“ Da aber die Konstitution
dieses Korpers nicht ganz feststeht, so versuchte der gleiche
Autor die Reaktion des Aldehyds mit Glukosamin, Fructosamin,
Lactosamin, nach Lobry de Bruyn gewonnen. Keiner dicser
Korper gab eine positive Reaktion. Diese Beobachtung bestitigte
Neubauer (48). Glukosamin gibt keine Reaktion, cbenso das
nach Fr. Miiller dargestellte pentaacetylierte Glukosamin. Erst
nach Vorbehandlung mit Alkali (Abspaltung der Acetylgruppen ?)
geben die acetylierten Glukosamine eine positive Aldehydreaktion,
und zwar sowohl das pentaacetylierte als auch die Mono- und
Diacetylderivate. Neubauer versuchte vergeblich den bei der
Alkalibehandlung des acetylierten Glukosamins entstehenden Kor-
per zu isolieren, der Versuch scheiterte an seiner grolien Zer-
setzlichkeit. ,,Jedenfalls wiire die Bildung eines Pyrrolringes auch
biologiséh interessant. Wenn die im Korper so reichlich vorge-
bildeten acetylicrten Glukosamine wirklich so leicht in Pyrrol-
derivate iibergehen, so wiire dic Méglichkeit eines Aufbaues des
Blutfarbstoffes aus diesen Substanzen ins Auge zu fassen. Eine
derartige Reaktion ist noch nicht bekannt, die Moglichkeit jedoch
ist zuzugeben. Dem Glukosamin nahestehende Korper kénnen
leicht im Organismus vorkommen. Denn E. Fischer (20) hat



das Glukosamin synthetisch durch Reduktion der aus Arabinose
gebildeten Glukosaminsidure erhalten. Im Glukosamin befindet sich
die Amidogruppe also auch in « Stellung; damit steht seine nahe
Beziehung zu den « Aminosduren, im Eiweifimolekiil vorgebildeten
Kernen, fest. Glutaminsiureaethylester, also ein dem Glukosamin
nahestchendes « Amidosdurederivat, Dbildet kein Diketopiperazin
wie andere Ester der o Amidosiuren, sondern geht leicht in den
Ester der Pyrrolidoncarbonsiure iiber.

Ncubauecr konnte damals feststellen, dal die Harnreaktion
auf Urobilinogen zuriickzufithren war. Denn frische Urine, die
kein Urobilinspektrum aufwiescn, aber eine starke Ehrlichsche
Reaktion zeigten, dunkelten beim Stehenlassen nach unter Auf-
treten des Urobilinstreifens, und proportional damit verschwand
die Aldehydreaktion mehr und mehr. Jetzt war auch klar, warum
normaler Stuhl stets cine intensive rote Firbung mit dem Reagens
gab. (Clemens [9]). Urobilinogen ist aber indirekt ein Ab-
kémmling von Haematin. Und demenlsprechend -untersuchte
Neubaucr Blut- und Blattfarbstoffderivate. Seine Angaben be-
ziiglich der aus Ifaematin bereiteten Produkte kann ich nur be-
stitigen. Haematin, Haemin, Haematoporphyrin, Bilirubin, Tro-
bilin geben mit dem Benzaldehyd keine Firbung, dagegen Uro-
bilinogen, d. h. der Sailletsche Essigitherextrakt, ferner Hacmo-
pyrrol, desgleichen auch eine mit Zink und Salzsiure reduzierle
und entfirbte Losung von Haematin sowohl als auch von Haemato-
porphyrin. Die bei der Reduktion des in Alkohol gelosten Haematins
entstehende farblose Lésung zeigt eine schone rote Ehrlich sche
Reaktion, beim Stchenlassen dunkelt sie nach unter Auftreten des
Urobilinstreifens im Blaugriin. Bei der Reduktion von Hacmato-
porphyrin, die am besten in der salzsauren Ldsung des Farb-
stoffes mit Zink stattfindet, entsteht eine blaBrosa gefiarbte Losung,
die ebenfalls mit dem E hrlichschen Aldehyd versetzt, eine starke
Rotfirbung mit dem unten ndher bezeichneten charakteristischen
Spektrum zeigt. Haemopvrrol entsteht bei der Zinkstaubdestillation
des THaematins. Beim Stehenlassen an der Luft geht es in
einigen Tagen in TUrobilin itber. Neubauer konnte zeigen,
dafl e¢s die Aldehydreaktion in intensivster Weise giht. Dem
Haemopyrrol  kommt nach den hervorragenden Untersuchungen
Kisters (38) hochst wahrscheinlich die dafiir von Nencki
aufgestellte Konstitutionsformel Methyl-propvlpyrrol zu. Es ist als
Grundsubstanz fir die Reihe der Blut- und DBlattfarbstoffe anzu-
sehen, d. h. auch sie miissen Pyrrolabkdmmlinge sein.

DaB Indol als Phenylpyrrol mit dem Aldehvd eine Rotfirbung
gibt, war scit langem im E hrlichschen Institut bekannt. In der



chemischen Literatur ist diese Reaktion, d. h. eine Kondensation
eines Aldehyds mit Indol schon im Jahre 1887 von E. Fischer
(14) niedergelegt. Er erhielt aus einem Molekll aromatischem
Aldehvd und zwei Molekiilen Indolderivaten Korper, die durch
Oxydation in rote Farbstoffe iibergingen. In Analogie mit den
Leukobasen der Triphenylmethanfarbstoffe nannte er die hier ent-
stehenden Rosindole. In jiingster Zeit fanden Freund und Le-
bach (22), daB die beiden Kérper auch im Verhiltnis 1:1 ihrer
Molekiile reagieren, Die hierbei entstehenden Monoketole geben
bei der Oxydation Farbstoffe, die cine blaue Nuance zeigen.
Genaver untersucht hat Noelting (51) unter anderen auch
das mit p-Dimethylamidobenzaldehyd entstehende Produkt, Es
bildet rotbraune Nadeln vom Schmelzpunkt 226—2270, ist leicht
18slich in den gebriuchlichen organischen Mitteln und in Siuren.
Es firbt Seide und tannierte Baumwolle rot. Diese Aldehyd-
reaktion mit Indol wil Boehme (6) fiir bakteriologische Zwecke
benutzen. Er hilt sich zwel Reagentien. Fir Nr. I werden 4 Teile
p-Dimethylamidobenzaldehyd in 380 Teilen 960/0 Alkohols ge-
16st und 80 Teile konzentrierter Salzsiure zugegeben, Reagens II
besteht aus einer gesiittigten Kaliumpersulfatlosung. Er beniitzt
sie so, daB zu 10 Teilen der Bouillonkultur 5 cem Reagens 1
zugesetzt werden und das entstehende Rosindol -durch 5 cem
der Losung II zum Farbstoff oxydiert wird. Den groflen Vorteil
dieser Reaktion zum Nachweis des Indols als Stoffwechselprodukt
verschiedener Bakterien sieht er darin, daB die Ehrlichsche Reaktion
nicht nur zehnmal so empfindlich ist als die bisher iibliche Nitro-
soindolreaktion, sondern die Rotfirbung tritt auch jedesmal auf,
unabhingig von dem relativen Mengenverhiltnis der Reagentien.

Skatol oder g-Methylindol hat an seinem Pyrrolring noch ein
Wasserstoffatom frei. Dementsprechend kondensiert es sich mit
dem Aldehyd. Da Skatol im Stuhl regelmifig vorkommt und
der durch den Aldehyd entstandene Koérper eine blaue Farbe
zeigt, so fillt die Ehrlichsche Probe im Stuhl nicht se schdn rot
aus wie im Harn, sondern zeigt mehr ein Violett, jedenfalls
immer einen Stich ins Blaue. Die Fiarbung wird aber stets
durch das aus Urobilinogen und Indol entstehende rote Konden-
sationsprodukt beherrscht. Schmidt und Baumstark (64)
haben eine colorimetrische Bestimmung des Indols der Faeces
auf diese Aldehydreaktion hin ausgearbeitet. Kimura (36) weist
nach, dab sie auf jeden Fall nur dann zu brauchen ist, wenn
Indol und Skatol durch Extraktion mit Ligroin von dem in dem
Stuhl zuriickbleibenden Urobilinogen getrennt werden. Das Mengen-
verhiltnis zwischen Indol und Skatol iiberwiegt gewdhnlich so




sehr zugunsten des ersteren, daB -die durch das Skatol ent-
stehende blave Farbe das Rot des aus Indol gebildeten Kon-
densationsproduktes wenig stort. Den mit Ligroin extrahierten
Faeces  kann dann -~ das  Urobilinogen durch Alkohol entzogen
und in ihm dieses nachgewiesen werden,

Ein weiteres Pyrrolderivat, das Tryptophan, hat Rohde
(58) unter Neubauer dargestellt und seine Reaktionsfihigkeit
mit dem Aldehyd untersucht. Er hydrolysierte nach den An-
gaben von Hopkins und Cole (31) Casein und erhielt die
Skalolaminoessigsiiure. Durch die neueren Untersuchungen von
Ellinger (14) ist jedoch bewiesen, daB dem Tryptophan nicht
obige Konstitution zukommt, sondern daB es als Indolalanin auf-
zufassen ist. Piese Feststellung ist hier insofern von Bedeutung,
als jelzi die Moglichkeit vorhanden ist, daB der Aldehyd noch
an den Pyrrolkern tritt. Hier ist ja jetzt noch ein reaktionsfihiges
Wasserstoffatom vorhanden; bei der Skatolaminoessigsiure ist
dieses durch die Methylgruppe ersetzt; der Benzaldehyd miibte
also an den Benzolring treten. Skatol und Skatolderivate kommen
auch im normalen Harn, wenn auch nur in Spuren, vor; der
positive Ausfall der Aldehydreaktion im Harn ist aber sicher nicht
auf sie, sondern auf das in viel groBerer Menge vorhandene Uro-
bilinogen zuriickzufithren. Als Gegenbeweis gegen diese Annahme
kann nicht das Experiment Herters (29) gelten, der Affen
Skatollésung subcutan injicierte und dann eine vermehrte Aldehyd-
reaktion im Harn erhielt. Abgesehen davon, daB er das Skatol
selbst im Harn nicht nachgewiesen hat, 146t sich sein aus frischem
Harn gewonnener roter Farbstoff mit Amvylalkoho! sehr gut extra-
hieren, withrend der aus Tryptophan dargestellte in ihm wunlos-
lich ist.

Wir haben also eine Farbenreaktion vor uns, die
hchstwahrscheinlich, wie wir bis jetzt sagen kénnen,
in einer Kondensation des Benzaldehyds mit einem
oder mehreren Pyrrolkernen bestcht. FEin Analogon
dieser Reaktion haben wir in denjenigen, die Feist
(15) schon im Jahre 1902 in seiner Arbeit: ,, Konden-
sation von Pyrrolen mit aromatischen Aldehyden‘
niedergelegt hat, cinc Arbeit, die schr zu Unrecht bis
jetzt in der medizinischen Literatur iber die neue
Ehrlichsche Reaktion unbekannt geblieben ist. Er

Thomas, Ueber die klinische Bedeuiung des Urobilinogen. 3




