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Finleitung.

Vorliegende Arbeit schliesst sich an Wiesnetr's ,Unter-
suchungen iiber die Organisation der vegetabilischen Zellhaut?
unmittelbar an.

Wiesner hat in der cititten Abhandlung im Gegensatze zu
seinen Vorgingern gezeigt, dass die Wand als lebendes Glied
der Zelle zn betrachten ist. Nach seinen Darlegungen enthilt die
Zellhaut, zum mindesten so lange sie wichst, Protoplasma. Dieses
Dermatoplasma ist in erster Linie bei den Wachsthums- und
tiberhaupt Lebensvorgiingen der Wand betheiligt.

Diese Grundauffassung tiber die Natur der vegetabilischen
Zellhaut filhrte Wiesner nothwendigerweise zu einer von der
herrscheriden abweichenden Ansicht beziiglich des Chemismus
der Zellwand.

Man hatte bisher die Cellulose als das zuerst entstehende
chemische Individnum der Zellhaut angesehen und angenommen,
dass — abgesehen von den [nfiltrationsproducten — alle anderen
in der Zellhaut auftretenden chemischen Individuen Abktmmlinge
der Cellulose seien.

1 Vorliegende Abhandlung hildet den chemischen Theil einer pilanzen-
physiologischen Arbeit, welche vollstindig in den Sitzungsber. der kais.
Akad. d. Wiss., XCIV. Bd,, I. Abth., December 1886 erscheinen wird.

2 Sitzungsber. d. kais. Akad. d. Wiss., Wien, m. n. CL, XCIIL Bd.,
1. Abth., Jinnerhett, Jahrg, 1886.



674 Krasser,

Diese Ansicht ist mit Riicksicht auf die Zahl und Arten der
derzeit schon in der Zellhaut nachgewiesenen Stoffe unhaltbar
geworden.

Wiesner betrachtet die Eiweisssubstanzen des Dermato-
plasmas als jene Stoffe, aus welchen die tibrigen Zellwandkdrper
direct oder indirect hervorgehen.

Der genannte Forscher hat in seiner oben citirten Abhand-
lung nur einige Fille der Anwesenheit des Kiweiss in der Zell-
membram angefithrt und darauf hingewiesen, dass in einer
spiteren Publication die genaueren Nachweise nach dieser
Richtung geliefert werden sollen. !

Herr Professor Wiesner hat mich mif der Ausfiihrung dieser
Untersuchung betraut, deren Resultate in den nachfolgenden
Blittern verzeichnet sind. Ich kann es mir nicht versagen, auch
an dieser Stelle meinem hochverehrten Lehrer Herrn Professor
Wiesner hieftir sowohl als auch fiir das lebhafte Interesse, mit
dem er diese bescheidene Arbeit begleitete und forderte, innigsten
Dank zu sagen.

Ich habe auf Anregung des Herrn Professor Wiesner mich
zunschst damit beschiftigt, den immer noch sehr mangelhaften
mikrochemischen Nachweis des Eiweiss moglichsi sicher zu
gestalten. Diesem Gegenstand ist der erste Theil vorliegender
Arbeit gewidmet, wihrend der zweite sich mit dem Nachweis der
Eiweisssubstanz in der vegetabilischen Zellwand beschéftigt.

L
a) Die Xanthoproteinsiurereaction.

Uber die Natur des Prodnetes, welehes durch Einwirkung
von Salpetersiure auf Eiweisskorper entsteht, hat Mulder? die
ersten genauen Untersuchungen angestellt.

Die folgenden Mittheilungen iiber dieses Produet (Xantho-
proteinsdure) stiitzen sich auf jene Zusammenstellung, welche
Mulder auf Berzelius’ Wunsch fiir dessen Lehrbuch der Chemie
selbst besorgte.

11 ¢, p. 43., Sep. Abdr.
2 Journal f, prakt, Chemie, XVL Bd., p. 297, 1839.



Eiweiss in der pflanaslichen Zellhaut. 675

Die rein dargestellte Xanthoproteinsiure ist ein orange-
gelbes Pulver, welches unloslich in Wasser, Alkohol, Ather,
loslich in #iberschiissiger HNO, (daraus durch Wasser in Gestalt
der citrongelben Verbindung fdllbar) ist. Auch Salzsiure 16st es,
und zwar mit gelber Farbe.

Coneentrirte Schwefelsiiure 16st die Xanthoproteinsdure bei
gelindem Erwiirmen zu einer gelatintsen schon rothen Masse auf.
Mit Alkalien verbindet sich die Xanthoproteinséiure zn neutralen
Salzen, deren Auflosung dunkelvoth ist.

Durch Van der Prant’s! Untersuchungen wurden Mulder’s
Resultate bestitigt und verallgemeinert.

Bei der mikrochemischen Anwendung pflegt man bekannt-
lich nach dem Vorgange Mulder’s, dadurch, dass man nach der
Behandlung des betreffenden Objectes mit HNO, auf dasselbe
NH, einwirken ldsst, die Bildung des xanthoproteinsauren
Ammonsalzes zu bewirken, um die Férbung zu verstiirken. Es
handelt sich nuu erstlich darum, zu entscheiden, ob alle Eiweiss-
korper, sodann ob auch andere Korper durch HNO, oder HNO,
und NH, gelb getirbt werden.

Hexagonales und octaedrisches Rhodospermin zeigen die
Xanthoproteinsiurereaction erst auf Zusatz von Ammoniak? Ich
beobachtete, dass auch Fibrin, wenigstens das aus Maiskornern
dargestellte, die Gelbfiirbung mit HNO, nur #dusserst schwach
zeigte. Die Firbung reichte nieht hin, um unter Mikroskop wahr-
nehmbar zu sein. Hingegen zeigte Tyrosin, also ein Spaltungs-
product der Eiweisskorper mit HNO, intensive Gelbfiirbung. Auf
Ammoniakzusatz wird das gelbe Produet typisch orangefarben.
Dieses Verhalten stimmt vollstindig mit dem der Xanthoprotein-
sdure fiberein, Nach O. Nasse?® unterliegt es keinem Zweifel,
dass die Xanthoproteinsiurereaction der Eiweisskorper in einer
Nitrirung derselben besteht. Ebenso leicht nitritbar sind ganz
aligemein die hydroxylirten Benzolderivate. Speciell auf die

1 Jahresb. u. d. Fortschr. d. Chemie (Giessen), 2. Bd., 1849, p. 507.

2 DieLiteraturbeiBehrens ,Hilfsbuchbei mikrosk. Untersuchungen¥,
1883, p. 331.

3 0. Nasse, ,Uber die aromatische Gruppe im Eiweissmolekiil* in
Bericht u. d. Sitzungen. der Naturf. Ges. zu Halle im Jahre 1879,
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leichte Nitrirbarkeit des Tyrosing wurde zuerst von Scherer!?
aufmerksam gemacht. Es diirfte daher nicht unwabrscheinlich
sein, dass Tyrosin mit HNO, behandelt Xanthoproteinsiure oder
doch einen derselben nahestehenden Korper liefert. Jedenfalls
muss der Mikroskopiker auf dieses Verhalten Riicksicht nehmen.
Auch gewisse Harze und Alkaloide nehmen, mit HNO, behandelt,
leicht Gelbfirbung an, oder geben eine gelbe Losung.

Nach den Untersuchungen F. Hofmeister's? soll ein Ge-
wichtstheil Albuminstoff dureh concentrirte HNO, noeh in 20.000
Theilen Losung erkennbar sein. Dass dies aber nicht fiir alle
Albuminstoffe gilt, folgt unmittelbar aus den oben beziiglich
Rhodospermin und Maisfibrin initgetheilten Thatsachen. Bei der
mikrochemischen Anwendung der Xanthoproteinsdurereaction
reducirt sich naturgemiss durch Anwendung des Mikroskopes
die Wahrnehmbarkeit.

Mit Hilfe der HNO, kann man Eiweiss mikrochemisch an
Pflanzensehnitten um so weniger sicher nachweisen, als die
Eigenschaften der rein dargestellten , Xanthoproteinséure“ sich
nicht recht verwerthen lassen. Fiigt man z. B. ein Alkali
(Ammoniak, Kalilauge) hinzu, so wird keine dunkelrothe Auf-
losung erzielt, sondern die Gelbfirbung schligt selbst bei reinen
Eiweisskorpern nur in eine intensivere Gelb- bis Orangefirbung
um. Zudem ist bei Anwendung von Alkalien zu beriicksichtigen,
dass viele organische Substanzen, die keineswegs Eiweisskorper
sind, dadurch gelb werden. Die Controlprobe mit concentrirter
H,S0, (Umwandlung der reinen Xanthoproteinsiure in eine
schon rothe Masse) kann aus naheliegenden Griinden bei pflanz-
lichen Objecten keine Anwendung finden. Man vergleiche die
spiter folgenden, an die Raspail’sche Reaction gekniipiten
Ertrterungen.

Colin’s® Angabe, dass man durch Behandlung des Eiweiss
mit HNO, ein Farbenspiel von roth und blau hervorbringen
konne, kann ich nicht bestitigen.

1 Journal f. prakt. Chem., LXX., p. 406, 1357,

2 Hoppe-Seyler, Handb. d. phys. path. chem. Analyse., 5. Aufl.,
p. 263., 1883.

3 Annales de Chimie et de Physique, XXX., p. 323, 1826.
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0) Die Reaction mit Salzsiure.

Bourdois und Caventou! machten die ersten Beobach-
tungen fiber die durch Salzsidure hervorgerufene Reaction
thierischer Eiweissstoffe. Vauquelin, Runge? Bonastre?
beobachteten Férbung mit Salzsiure an eiweisshiltigen Pflanzen-
theilen.

Die ersten genauneren Angaben iiber die Reaction mit Salz-
siure verdanken wir Mulder® welcher constatirte, dass die
blane Lisnng bei Albumin immer ein wenig ins purpurfarbene
zieht, wihrend sie von Fibrin rein und sehon dunkeiblan ist.

Die chemische Natur des blauen Farbstoffes hat Mulder
zwar nicht untersuecht, aber er hat erwiesen, dass der Sauerstoff
der Luft bei seiner Bildung betheiligt ist.

Mulder war auch der erste, welcher die in Rede stehende
Reaction mikrochemisch zu verwerthen suchte. Er beobachtete
bei vielen Pfanzen, dass die Zellwiinde naclh mehrstiindiger
Behandlung mit HCI an der Luft violeft gefirbt werden. Diese
Reaetion hielt er fiir eine Eiweissreaction. Auf seine Folgerungen
wird spiter zuriickzukommen sein, An dieser Stelle sei nur
bemerkt, dass wir bekanntlich heute au! Grund der Entdeckungen
Wiesner’s wissen, dass verholzte Zellhiiute in Folge des in den-
selben enthaltenen Vanillins bei gleichzeitiger Gegenwari von
dem in den Zellwiinden nicht selten vorhandenen Phioroglucin
(oder Resorein, oder Brenzkatechin) durch HCl violett gefirbt
werden,

Aveh von Ritthausen® und Sachsse® wurde das Ver-
halten verschiedener Eiweissktrper gegen HCI niher verfolgt.
Glaten-Casein quillt in concentrirtem HCl zuniichst nur zu
schleimigen, schwarzbraunen Flocken auf, 16st sich aber dann
klar mit brauner Farbe und einem Stich ins Violette.

1 Berzelius, Jahresber. (deutschv. W ¢ hler), VIL Jahrg..p. 296, 1828,

2 Jahrb. d. Chem. u. Ph.. 1828, 1L Bd., p. 115.

3 Journ. de Chemie medie., IV. Bd., p. 319.

1 Berzelius Jahresber. (deutsch v. Wohler), 1840, p. 649.

5 Ritthausen, Die Eiweisskorper der Getreidearten, Hiilsenfriichte
-~nd Olsamen. Bonn, 1872,

6 Sachsse, Die Farbstoffe ete. §. 59.
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Das Mucedin der Gerste gibt in der Kiilte eine rithlich-
braune, beim Kochen mit HCI eine tiefrothe Losung, das Mais-
fibrin erzeugt eine sehwach briunlich gefirbte Losung.

Die Losung des Haferleims in HCl ist farblos, die des
Bohnenlegumins braun, die des Gliadins bl4ulich mit deutlichem
Schimmer von Braun,

Ich muss noch hervorheben, dass die Farbe der Losung
auch abhangig ist von der Menge der Sdure und der Temperatur.

Die Farbung der Eiweisskirper mit Salzsiure tritt unter + 7°
iiberhaupt nicht auf. Die schonste blauviolette Auflssung habe
ich von Vitellin (dargestellt aus Samen von Cucurbita Pepo)
erhalten. Nach tagelangem Stehen trat jedoch auch hier Ver-
farbung ein, ein Farbenumschlag ins Braune.

Bringt man von den Losungen, und seien sie auch noch so
intensiv gefiirbt, etwas unter’s Mikroskop, so wird man finden,
dass die Farbenintensitit nicht ausreichend ist. Die Losungen
erscheinen farblos.

Imprégnirt man Baumwolle oder Leinenfaser mit Eiweiss-
losung und fithrt dann auf dem Objecttriiger die Reaction aus,
so gelangt man zn demselben Resultate,

Desgleichen, wenn man mit einem festen Eiweisskorper,
z. B. dem leicht krystallinisch zu erhaltenden Vitellin auf dem
Objecttriiger reagirt.

Die Reaction mit Salzsfiure ist demnach schon ihrer zu
geringen Farbenintensitit halber mikroechemiseh nicht anwendbar.,

Was das Wesen der Reaction anbelangt, so sei darauf ver-
wiesen, dass auch eines der Spaltungsproduete des Eiweiss,
nimlich das Skatol, mit HCl erwidrmt Violettfirbung annimmt,
allerdings auch mit verdiinnter TINO,. Tyrosin und die iibrigen
wichtigeren Spaltungsproduecte zeigen mit HCI keine Violett-
farbung, oder vielmehr keine Férbung.

Es scheint demzufolge die Annahme nicht ganz unberechtigt,
dass im Moleciil des Skatols moglicherweise jene Atomgruppe des
Eiweissmoleciiles wieder erscheint, welehe bei der Farbenreaction
mit Salzsdure in Aection tritt. Die freilich noch angezweifelte
Structurformel des Skatol — £ Methylindol ist die folgende:

/C(CH,) : CH

)

NNH

C,H
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¢) Die Raspail’sche Reaction.

Diese Reaction wurde unter dem Mikroskop und zwar im
Jahre 1833 von Raspail entdeckt.! Derselbe lehrt mit Hilfe
der concentrirten Schwefelsiure selbst geringe Mengen von
Zucker, Eiweiss, Ol, Gummi, Harz erkennen.?

Um ein daunerhaftes Reagens® auf Eiweiss und Ol herzu-
stellen, gentigt es eine geringe Menge gepulverten Rohrzuckers
in concentrirte Schwefelsdure einzutragen. Heutzutage pflegt
man bekanntlich auf das betreffende Priiparat znerst moglichst
concentrirte Zuckerlosung und dann Schwefelsiure einwirken zu
lassen. Die concentrirte Zuckerlosung scheint fiir diesen
Zweck zuerst von M. S. Schulze angewendet worden zu sein.

Raspail kannte bereits die Thatsache, dass sowohl Eiweiss
als Ol (also gewisse Fette) durch Schwefelsiure und Zucker
purpurn gefirbt werden.

Die Angaben iiber die bei der Raspail’schen Reaction der
Eiweisskorper auftretende Farbung differiren. Nach Raspail ist
sie purpurn, nach Schulze violettroth, nach Briicke schion roth.

Alle diese Angaben haben ihre Berechtigung, denn der
Farbenton ist in hohem Grade von Concentration und Menge der
angewandten Zuckerlosung und Schwefelsjure abhingig.*

Die Reaction gelingt nicht mit allen Eiweisskorpern.

Ich erhielt bei Vitellin eine ausgesprochene Lilafirbung.
Ich wandte sowohl Vitellin an, das ich mir selbst aus Samen von
Cucurbita Pepo dargestellt hatte, als solches, wie es aus den
chemischen Fabriken in den Handel kommt. Bei Albumin (aus
Zea mais), Fibrin (aus Zea mais), Legumin (aus Vicia Faba) war

1 Nouveau Systéme de Chimie organique. Paris, 1833.

2 1 c. Abs. 632,

5 1. c. Abs. 683, Anm.

+ Eine #hnliche Firbung wie bei der Raspail'sehen Reaction erhilt
man bei Pettenkofer's Galleuprobe, nicht nur mit Galle als solcher,
sondern auch mit Glycocholsiure, Taurocholsiiure nund Cholalsiure. Der bei
der Pettenkofer’schen Gallenprobe mit Schwefelsiure und Zucker
entstehende Korper ist jedoch durch ein specifisches Spectrum aus-
gezeichnet. — M. 8. Schulze (Aen. d. Chem. u. Pharm., LXXI. Bd.,
pag. 266) fand, dass auch Elain eine ganz dhnliche Firbung wie Galle mit
Zucker und Schwefelsiiure liefert.
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die Féarbung viclettroth, am intensivsten beim Legumin. Hexago-
nales und octaedrisches Rhodospermin geben die Raspail’sche
Reaction tiberhaupt nicht.

Im Eiweissmoleciil ist, wie wir aus den Zersetzungsproducten
der Eiweisskorper erkemnen konnen, ein aromatischer Kern
vorhanden. Versetzen wir Proben von Tyrosin, Leucin, Xanthin,
Asparaginsiure, Phenol mit Zuackerlosung und Schwefelsdure, so
werden wir das Auftreten einer Rothfdrbung nur bei
Tyrosin und Phenol beobachten. Beim Phenol geht man
am besten folgendermassen vor, Man nimmt wenig Phenollozung,
versetzt mit etwas Zuckerlosung und fiigt Schwefelsiure tropfen-
weise bis znm Auftreten der violettrothen Féarbung zu. Gebraucht
man diese Vorsicht nicht, so wird man biufig eine braunrothe
Firbung erhalten. Auf Wasserzusatz erhilt man dann allerdings
auch einen rothvioletten Niederschlag.

Die Formeln von Tyrosin und Phenol lassen uns im
Vergleich mit den Formeln von TLeuncin, Xauthin und Asparagin-
siure erkennen, dass das Vorhandensein des aromatischen Kerns
eine von den Bedingungen ist, welche die rothe Farbenreaction
mit Zucker und H,S0, erheischt. Der aromatische Kern von
Tyrosin und Phenol ist aber hervorgegangen aus #hnlichen
Atomgruppen des Eiweissmoleciiis bei dessen Spaltung durch
kiinstliche Sprengung oder Fiulniss. Es kann also auch das
Eiweiss vermdge seines dhnlichen aromatischen Kernes dieselbe
Farbenreaction geben. Noch wahrscheinlicher wird diese Ansicht
wenn es gelingt zu zeigen, dass das Product der Einwirkung von
Zucker und I,S0, auf Phenol, respective Tyrosin einerseits und
Eiweiss anderseits sich gegen gleiche Reagentien gleich verhélt.

Dies trifft in der That zu.

Phenol. Die auf Zusatz (in der oben angedeutetenWeise) von
Zucker und concentrirter H,S0O, entstandene rothviolette Férbung
wird auf Zusatz von HNO, blutroth, setzt man statt HNO, jedoch
KOH oder NH, hinzu, so schligt die rothviolette Férbung in
Weingelb um.

Eiweiss verhilt sich ebenso.

Fragen wir uns nun weiter, ob aunch andere Korper mit
aromatischem Kern nach der Behandlung mii Zucker und con-
centrirter H, SO, eine Farbenreaction geben. Bekanntlich bestehen
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zwei der besten Zuckerreactionen,! die gegenwirtig bekannt
sind, in der Anwendung von «-Naphtol und eoncentrirter H,SO,,
respective Thymol und concentrirter ,S0,.

Wenden wir dieselben in der Art an, dass wir «-Naphtol,
respective Thymol mit Zucker und coneentrirter H,SO, versetzen,
50 erhalten wir selbstverstiindlich dieselben Reactionen.
a-Naphtol + Zucker + concentrirter 1,50, violetter Niederschlag
Thymol . » zinnober-rubin-carmin-
rother Niederschlag.

Molisch? fiihrt noch andere Korper der aromatischen Reihe
an, die mit Zucker und H,S0, eigenartige Farbungen geben.

Es wurde somit gezeigt, dass eine ganze Reihe von aroma-
tisechen Korpern existirt, welche mit Zucker und H,S0, Farben-
reactionen geben. Da nun die aromatischen Korper Tyrosin und
Phenol, welche Spaltungsproducte der Eiweisskorper sind,
ebenfalls mit Zucker und H,S0, eine Farbeureaction geben, und
diese mit der des Eiweiss iibereinstimmt, so darf man annehmen,
dass in allen genannten F#llen #hnliche Atomgruppen in Action
treten. Dass dies vor allem filr den aromatischen Kern der Eiweiss-
korper gilt, geht wohl besonders aus der Thatsache hervor, dass
die nicht aromatischen Spaltungsproducte des Eiweiss mit
Zucker und H,S0, keine Farbenreaction geben.

Es sei hier darauf hingewiesen, dass die Eiweisskorper im
Organismus hiufig neben Zucker vorkommen.

Dann erhdlt man natiirlich schon dureh H,S0, allein die
Raspail’sche Reaction. Desgleichen, wenn Korper vorhanden
sind, welche unter dem Einflusse von H,S0, entweder verzuckert
(Kohlehydrate) werden oder Zucker abspalten (Glycoside).
Pflanzliche Objecte werden zumeist auf blossen Zusatz von
H,S0, die Raspail’sche Reaction zeigen, da Kohlehydrate
(wenigstens in Form von Cellulose und Stirke) selten fehlen
werden.

Bei der mikrochemischen Anwendung der Raspail’schen
Reaction darf nicht ibersehen werden, dass gewisse organische
Kérper durch H,S0, allein eine ganz dhnliche Fdrbung, wie sie

! Hans Molisch, ,Zwei neue Zuckerreactionen®, Sitzber. d. kais.
Akad. d. Wiss. zu Wien, m. n. Cl,, XCIIL Bd., 1886 (Mai).
? Molisch, L c. pag. 915 (Sep. Abdr., pag. 4), Anm, 2.
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hier in Betracht kommt, annehmen. Es sind dies vornehmlich
Glycoside und Alkaloide, z. B. Salicin, Couniferin, Narcotin,
Veratrin. Das Phenolaldebyd Vanillin gibt mit Zuekerlosung und
H,S80, intensive Férbung nach Art der Raspail’schen Reaction,
durch H,50, ailein wird es rothbraun. Ferner konnen, namentlieh
bei der mikrochemischen Untersuchung von Zellmembranen, die
Farbenreactionen, welche gewisse Phenole in Verbindung mit
dem in ,versetzten” Membranen nie fehlenden Vanillin schon auf
die Einwirkung der H,%0, hin geben,! Tduschungen veranlassen.

Beobachtet man unter Mikroskop auf Zusatz von Zucker-
losung und concentrirter H,SO, Rothfirbung, so ist nur dann
erlaubt diese auf Eiweisskorper zu deuten, wenn alle im Vorher-
gehenden berithrten Korper, welche unter gleichen Bedirgungen
und jene, welche schon auf Zusatz von H,S0, allein Rothfarbung
verursachen, ausgeschlossen sind. Dass selbst bei rein dar-
gesteliten Eiweissk@rpern der Farbenton der Raspail’schen
Reaction nicht immer violettroth ist, wurde bereits frither hervor-
gehoben. Es eriibrigt noch zu erdrtern, worauf die von Raspail?
beobachtete Rothfirbung von Gummi durch Zucker und Schwefel-
sdure zurtickzufithren ist. Nach meiner Meinung kann es seit
Wiesner’s® Entdeckung des Gummifermentes nicht dem
geringsten Zweifel unterliegen, dass bei den Gummiarten die
Raspail’sche Reaction auf Eiweisskorper zuriickzufiihren ist,
um so mehr als sich anch N duorch die Natriumprobe in den
betreffenden Korper, z. B. im arabischen Gummi nachweisen
lésst.

d) Das Millon’sche Reagens.
E. Millon hat das nach ihm benannte Reagens im Jahre 1849
bekannt gemacht und die Methode der Darstellung und die
Wirkungsweise desselben angegeben. * Modificationen der

{ Wiesner, Elem. d. Anat. u. Phys. Note ,Holzsubstanz®, anf
pag. 291, I1. Aufl., 1885.

2 Raspaill c. Absatz 682,

3 Wiesner in Siizb. 4. kais. Akad. d. Wiss. zn Wien, XCIL Bd,
pag. 43, 1885, (Juli).

4 Comptes rendus, XXVIIL Bd. pag. 40, 1849, ferner Annales de
Chim, et de Phys., IIIe sér. t. XXIX, pag. b07 if., 1850.
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Darstellung wurden von Th. Hartig, ! ferner von Kiihne und
Rudneff? inVorschlag gebracht. Das Millon’sche Reagens wird
bekanntlich durech Auflosung von Quecksilber in dem gleiehen
Gewichtstheile von concentrirter Salpetersiiure und Verdiinnen
dieser Losung mit dem gleichenr Volum Wasser erhalten, und es
ist derzeit sichergestellf, dass nicht die Anwesenheit von Queck-
silberoxydul neben Oxyd, sondern die Anwesenheit der salpetrigen
Sdure zum Gelingen der Eiweissveaetion erforderlich ist, welel’
letztere in einer meist ziegelrothen Firbung sich zu erkennen
gibt und erst in der Wirme vollstéindig gelingt.

Die Empfindlichkeit der Reaction wurde zuerst von Millon,
dann vonF. Hotmeister? festgestellt; nach ersterem lésst sich in
der Losung noch 0+00001, nach letzterem noch 0+ 00005 Albumin
erkennen. Selbstverstdndlich ist die Empfindlichkeit bei Ver-
wendung desReagens unter demMikroskop alsgeringeranzusehen.

Schon Millon gab an, dass nicht nur die Eiweisskorper,
sondern ecine gute Zahl davon sich ableitender secundirer
Producte die Reaction geben. Interessant ist Millon’s Angabe,
dass auch Stidrke und Baumwolle durch das Reagens roth
werden sollen. Fiir reine Producte gilt dies, wie ich mich tiber-
zeugt babe, nicht, und es ist gewiss nur ein Gehalt der Stirke an
Kleber, oder sogenannte ,unreife Baumwolle¥, die noch relativ
reichlich Protoplasmaresie enthilt, welehe Veranlassung zum
Eintritt der Millon’schen Reaction geben konnen. Auch arabi-
sches Gummi gibt nach Millon die Reaction. Dies kann ich
bestiitigen. Wie schon bei der R aspail’schen Reaction angefiihrt
wurde, ist es jedenfalls das Gummiferment, welches die Veran-
lassung zum Zustandekommen der Millon’schen Reaction beim
Gummi gibt.

Dass das Millon'sche Reagens auch Tyrosin und zwar in
gleicher Weise wie Eiweiss anzeigt, ist schon von R. Hofmann*

1 Entwicklungsgeschichte des Pflanzenkeimes ete. Leipzig, 1858,
pag. 1564,

2 Zeitschr. f. analyt. Chem., 4. Bd,, pag. 449,
3 Siehe Hoppe-Seyier, Handb. d. phys. path. chem. Analyse, 1883,
pag. 263.

* Liebig’s Ann. d. Chemie und Pharm., 87, Bd., 1853, pag. 124.
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angegeben worden, aber erst v. Vintsehgau! zeigte den
Zusammenhang dieser Reaction mit der Eiweissreaction. Ein
tieferes Verstindniss der Millon’sechen Reaction wurde durch
0. Nasse? herbeigefiihrt, welcher zeigte, dass es eine aromatische
einfach hydroxylirte Atomgruppe im Eiweiss sei, welche durch
das genannte Reagens angezeigt wird und dass die einfach hydro-
xylirten aromatischen Korper auch als solche die Reaction geben.

Ich kann die Angaben Nasse’s nicht nur bestitigen, sondern
auch durch die Auffindung neuer Thatsachen erweitern.

Von den von mir untersuchten Zersetzungsproducten der
Eiweisskorper lieferten folgende die Millon'sche Reaction:
Tyrosin, Hydroparacumarsiure und Phenol, also durchaus Ver-
bindungen mit aromatischem Kern, an welchen eine Hydroxyl-
gruppe direct gekniipfi ist. Die iibrigen aromatischen Zersetzungs-
producte des Eiweiss (z. B. Phenylessigsidure, Phenylpropion-
siure) geben die Reaction nicht.® Desgleichen nicht die Methan-
abkommlinge der Eiweisszersetzungsproducte. (Ich untersuchte
Essigstiure, Buttersiure, Bernsteinsiure, Glycocoll, Asparagin nnd
Asparaginsiiure.)

Ich habe noch zahlreiche andere Korper in ihrem Verhalten
zu Millon’s Reagens gepriift, welche eine weitere Bestitigung
der Angabe Nasse’s liefern und zugleich eindringlich lehren, wie
vorsichtig man bei der Deutung der Millon’schen Reaction
sein miisse.

Mit Millon’schem Reagens nehmen Rothfiirbun; an:

A. Aromatiseche Oxysduren: Oxybenzo&siuren v:ie Salicyl-
sdure, fernnr Oxymandelsiiure, Oxyphenylessigsiure, Hydropara-
cumarsiure, Tyrosin.

B. Phenole: Phenol, Kresol, Thymol, Salicylaldehyd, Vanillin,
Naphtol.

Dies sind aber durchwegs aromatische Korper mit einer
direct an den aromatischen Kern gekniipften Hydroxylgruppe.

Die Millon’sche Reaction wurde hingegen nicht erhalten:

1 Biezb. d. kais. Akad. d. Wiss. Wien, m. n. Cl, LX. Bd,, IL. Abth,,
1869, pag. 276.

2 [ber die arom. Gruppe im Eiweissmoleciil. Ber. ii. d. Sitz. d. Naturf.
Ges. zu Halle, im Jahre 1879. Sitz. v. 8. Mirz.

8 Das Indol gibt allerdings mit salpetrige Siure haltender Salpeter-
siure Rothfirbung.
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4. Bei Korpern, in deren Moleciil die C-Atome kettenformig
gebunden sind, aueh wenn die OH-Gruppe direct an € gekuiipft
ist, z. B. den 6-werthigen Verbindungen Mannit, Duleit ete., ferner
iiberhaupt Alkoholen und diejenigen daven abgeleiteten Verbin-
dungen, welche den geforderten Structurbedingungen entsprechen,
Kohlenhydraten ete.

B. aromatischen Korpern, welche die OH-Gruppe gar nicht
enthalten: z. B. Nitrobenzol, Indigotin, Phenylpropions#ure,
Phenylessigsdure.

C. aromatischen Korpern, welche die OH-Gruppe nicht direct
an den aromatischen Kern kniipfen, z. B. Mandelsiure.

D. Kérpern mit mehifach hydroxylirtem aromatischen Kern:
z. B. Protocatechusiiure, Gallussdure, Brenzkatechin, Resorein,
Orecin, Phloroglucin, Pyrogallussiure.

Die Nitrogruppe verhindert ebenfalls die Reaction: z. B.
Pikrinsédure.

Die angefiihrten Thatsachen lehren uns also, dass nur die
Korper mit einfach hydroxylirtem aromatischem Kern mitMillon’s
Reagens Rothfarbung annehmen. Daraus miissen wir schliessen,
dass es auch im Eiweissmoleciil ein einfach hydroxylirter Kern
ist, welcher die Rothfirbung des Eiweiss mit Millon’schem
Reagens bedingt, ein #hniicher wie er auch in dessen aromati-
schen Spaltungsproducten, Tyrosin,! Phenol ete. enthalten ist.

Wenn wir demnach unterm Mikroskop auf Einwirkung von
Millon’s Reagens auf das Priparat in diesem Rothfirbung beob-
achten,so konnen wir daraus nur aufdas Vorhandensein eines organi-
schen Korpers mit einfach hydroxylirtem aromatischen Kern schlies-
sen. Gleichwohl werden wir spiter darlegen, dass dagdillo o’sche
Reagens in Combination mit einem anderen fiir den Nachweiss von
Eiweiss in der pflanzlichen Zellhaut sich am meisten empfiehlt.

e) Die alkalische Kupfersulphatlosung als Specialreagens
auf Eiweisskorper.

Die charakteristischen Fdrbungen, welche Eiweisskorper
mit Kupfersulphat und Kali- oder Natronlange annehmen, sind

t Die Constitution des Tyrosius wurde bekanutlich aufgekldrt in der
Abhandlung: L. Barth, ber die Constitution der Phioretinssiure und des
Tyrosins.“ Sitzh. d. kais. Akad. d. Wiss.. Wien, m. n. CL, LX. Bd., II. Abth.,
pag. 11—16, 1869.
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mehrmals entdeckt worden, zuerst wohl von Bence Jones,!
dann von E. Humbert und G. v. Piotrowski.

E. Humbert? fand, dass Albumin, Fibrin, Casein und Leim
gich in Flissigkeiten durch die ,zur Zuckerprobe dienende
alkalische Kupfersulphatlosung® nachweisen lassen. Es entsteht
eine schén violette Fiarbung, die Reaction fritt nur bei einem
grisseren Gehalt an Albumin schon in der Kélte ein, andernfalls
erst beim Erhitzen. Fibrin erzeugt eine mehr weinrothe, Leim eine
Firbung mit blauer Nuance.

G. v. Piotrowski?® bezeichnet den Farbenton seiner ,neuen
Reaction auf Eiweisskorper und deren nihere Abkommlinge® als
»schon tief veilchenblau.“ Er versuchte die Reaction auch mit der
festen Substanz durch Betupfen derselben mit den Reagentien
und fand, dass die Reaction auch bei mikroskopischen Unter-
suchungen branchbar sei. Auch er fand gleich Hnmbert, dass
durch Zusatz einer Siure die Farbung versehwinde, durch fixe
Alkalien jedoch, wiewohl nicht immer mit der fritheren Intensitiit
wiederhergestellt werden konne. Von Korpern, welehe sich gegen
das Reagens indifferent verhalten, werden angefithrt: Hématin,
Koblehydrate, Fette, Glycerin {d. h. es bildete sich der gewohn-
liche Niederschlag von Kupferoxydhydrat).

Nach Ritthausen®* ist der durch die Kupferprobe hervor-
gebrachte Farbenton der Losung bei:

Casein und Fibrin aus Weizen und Roggen: blauviolett.

Legumin aus Hafer: tiefblauviolett.

Legumin aus Erbsen: rothviolett, violett, blauvielett, je nach
der Menge des vorhandenen Kupferoxydes.

Gliadin aus Weizen: tiefviolett, Gliadin aus Hafer: violett
(wenig intensiv).

Ich kann den bereiis erwihnten Fillen aus eigener Ir-
fahrung noch hinzufiigen, dass bei Albumin (aus Zea mais) und

1 Ann. d. Chemie u. Pharm., LXVII. Bd., pag. 102.

2 Jouwrnal de Pharmacie et de Chimie par Boullay ete. Paris, L sér.,
XXVIIL Bd,, pag. 272.

8 Sitzb. d. kais. Akad. d. Wiss,, Wien, m. n. Cl., XXIV. Bd. 1857,
pag. 335 if.

4 Zeitschr. £ analyt. Chem., VIL Bd., pag. 266, ferner Ritthausen,
,Die Eiweisskorner, vgl. auch Sachsse, ,Chemie u. Physiologie der Farb-
stoffe ete.4, §. H9.
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Vitellin (aus Cucurbita Pepo) die Firbung intensiv violetf, bei
Fibrin (aus Zea mais) schwach violett, bei Legumin (aus Vicia
Fuaba) azurviolett ist.

Nach v. Briicke! werden die Peptone durch das Kupfer-
reagens purpurroth, die Eiweisskorper violett. So ditrften sich
durch Anwesenheit von Peptonen neben Albuminaten die Farben-
nunancen erkliren, welche die natiirlich vorkommenden Eiweiss-
kérper darbieten.

Die Eiweisskorper gehen mit dem Kupfersalz eine Verbin-
dung ein, die, aus alkalischer Losung gefillt, in iiberschiissigem
Alkali sich farbig lost. Auch die Kohlehydrate (namentlich
Zucker oder dextrinartige Substanzen) und gewisse Siuren geben
in alkalischer Losung losliche Kupferoxydverbindungen. Treten
diese nebeu den Eiweisskorpern gleichzeitig auf, so erscheint die
Fliissigkeit in dem Masse tiefer blau, als von derartigen Kdrpern
vorhanden ist.

In die Mikrochemie wurden Kupfersulphat und Kalilauge
1859 von Julins Sachs? eingefithrt. Unter anderem fand er auch,
dass Eiweiss doreh Mengung mit Dextrin, Rohrzueker, Trauben-
zucker niemals ganz unkenutlich gemacht wird, wenn man die
Quantititen des in die Zelle eintretenden Kupfersulphates regu-
liren kann, Die Eiweisskorper zeigen nach demselben Autor alle
ein und dieselbe Violettfarbung,® was mit den oben mit-
getheilten Beobachtungen Ritthausen’s und Briicke’s nicht
ibereinstimmt.

Behufs mikrochemisehen Nachweises der Eiweisskorper
pflegt man die Schnitte gewshnlich zuerst mit Kupfersulphat,
dann mit Kalilauge zn behaudeln, Auf Grund dieses Verfahrens
gelangten Sachs* und W. Hofmeister® zu der Ansicht, dass
das Protoplasma vollig ausgebildeter Zellen wohl stickstoff-, aber
nicht eiweisshiltig zu sein seheine, da sie daselbst keine Reaction
erhielten,

1 Physiologie, 4. Aufl., pag. 88 f.

2 ,Uber einige neue mikvoskop, chem. Reactionsmethoden.s Sitzb,
d. Akad., Wien, m. n. CL, XXXVL Bd.

3 Sachs untersuchte Hithnereiweiss, Kasein, Legumin und Kleber,
ferner Schuitte von Vieia Faba, Phaseolus multifiorus, Kirbis, Mals,

1 Mikrochem. Untersuchungen®, Flora 1862.

2 Pflanzenzelle, pag. 2.
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Loew und Bokornyt! fanden jedoch, dass dieselben
Reagentien, in umgekehrter Reikenfolge (KOH v. sp. Gew. 1,33
ca. b Minuten, dann 1/, proc. Kupfersulphatlosung) angewands,
das Eiweiss aunch im Protoplasma der vollig ausgebildeten Zellen
anzeigen.

Nach den bereits citirten Untersuchungen F, Hofmeister's
erscheint die Kupferprope im Vergleich zu den iibrigen Eiweiss-
reactionen als die am wenigsten empfindliche.

) Die molybdansiurehaltige Schwefelsiure,

Von Dr. A. Frohde? wurde im Jahre 1863 die folgende
Notiz iiber eine neue Reaction der Eiweisskorper verdffentlicht:
,Behandelt man die Biweisskorper im festen Zustande mit
molybdinsiurehaltiger Schwefelsiure, so werden sie intensiv
blau gefirbt. Unter anderem zeigen die Schnitte von Samen-
kornern, besonders Getreidearten, sowie die Muskelfasern diese
Reaction deuntlich. Gewisse Reagentien verhindern die blaue
Farbenerscheinung.“

Um mir ein Urtheil iiber die mikrochemische Anwendbarkeit
der Methode zn bilden, priifte ich das Verhalten der molybdén-
saurehaltigen Schwefelsdure (bereitet durch Auflssen von mo-
lybdénsaurem Ammon in cone. Schwefelsiure) gegen verschie-
dene Kidrper.

Von Eiweisskorpern pflanzlichen Ursprunges priifte ich
Vitellin, Albumin, Fibrin, Legumin, sowobl in fester Form als
in Losung. In beiden F#llen erhielt ich intensive Blaufarbung.
Die Priifong anderweitiger Substanzen ergab folgendes Resultat:

Glyeerin: beim Sechiitteln intensiv blau.

Xanthin (fest und in Losung): keine Férbung.

Tyrosin, Mannit, Gummi, Robrzucker, Phenol, alle sowohl
in fester als in fliissiger Form: intensiv blan. Desgleichen reine
Stirke, Stirkekleister, Invertzucker, Granulose.

Phloroglucin: in fester Form intensiv blau; in wiisseriger
Losung durch grin in blau.

1 Die chem. Kraftquelle im lebenden Protoplasma¢, 1832, pag. 58,

ferner Oscar Lo w in Botan. Zeitg., 1854, Sp. 273.
2 Ann. d. Chem, w Pharm., von Wohler, Liebig & Kopp, XLV,

1868, pag. 376.
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Thymol: in fester Form blau, in alkoholischer Losung durch
violett in blau.

a-Naphtol: in fester Form griin, in alkoholischer Losung
durch violett in blau.

Vanillin: in fester Form intensiv dunkelblaugriin.

Coniferin: in fester Form intensiv dunkelblaun.

Baumwolle: intensiv dunkelblau.

Es nehmen also sebr verschiedenartige Korper mit der
molyhdensiiurehaltigen Schwefelsidure intensive Blaufirbung an.

Behufs Erkldrung der Blaufirbung muss ich auf ein bekanntes
Verhalten der Molybdaensiure (MoO,H,) reducirenden Mitteln
gegeniiber zuriickkommen. Fiigt man nédmlich zu der cone. Losung
eines molybd#insauren Salzes Salzsiiure, so scheidet sich Mo-
lybdénséure als weisser krystallinischer Niederschlag aus, der
sich in #iberschiissiger Salzsiure leicht 16st. Fiigt man zu dieser
Losung Zink, so firbt sie sich in Folge der Bildung niederer
Oxyde erst blau, dann griin (Bildung von Sesquioxyd) und zuletzt
braunroth und gelb, wobei ein Suboxyd (Mo 0, = 2Mo,0,Mo0)
entsteht. Durch Kaliumpermanganat werden diese niederen
Oxydationsstufen wiederzu Molybdénsiure (MoO,H,) oxydirt &. —
Wendet man molybdinsiurehaltige Schwefelssiure an, so muss
die Reduction der Molybdéinsdure bis zu einem gewissen Grade
gehemmt werden, da die Schwefelséiure oxydirend wirkt. Die
Hemmung der Reduction wird abhiingig sein einerseits von der
Reductionskraft der Substanz und anderseits von der zur
Geltung gelangenden Oxydationskraft der Sehwefelsiure.

Glycosen, Aldehyde sind durch ein hohes Reductionsver-
mbgen ausgezeichnet, Da durch Kaliumpermanganat auch bei
den tibrigen (untersuchten) Korpern, welche mit molybdenstiure-
haltiger Schwefelsiure intensive Blaufirbung annehmen, die
Bildung dieses blanen Korpers verhindert wird, so scheint es
auch in diesen Fillen nicht unbegriindet, den blauen Korper als
ein niederes Oxyd der Molybdinséure zu betrachten, entstanden
durch die Reductionswirkung des betreffenden untersuchten
Kéorpers. Eine weitere Stlitze fiir diese Ansicht ist der folgende
mikroskopische Befund. Beobachtet man néimlich unter Mikroskop

1Vgl. Richter, Anorgan. Chemie, IV. Aufl,, 1834, pag. 469.
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die Einwirkung der molybdéunsdurehaltigen Schwefelsiure, z B.
auf festes Eiweiss, so sieht man, wie die Flussigkeit (die Stiure)
sich blau firbt. Dieselbe Beobachtung kann man bei Stirke,
Zucker, Gummi ete. in fester Form machen. Schliesslich speichert
der feste Korper die blaue Verbindung (wahrscheinlich Mo,0,)
auf, die Fliissigkeit wird farblos.

Der Umstand, dass im Pflanzenreiche allgemein verbreitete
Korper aus verschiedenen chemischen Gruppen die intensiv blaune
Farbenreaction geben und ferner der Umstand, dass die bhlane
Verbindung (Mo,0,) sich in der Fliissigkeit bildet, aus welcher
sie erst aufgespeichert wird, ldsst nur eine sehr beschriinkte Ver-
werthung der Frohde’schen ,Eiweissreaction¢ bei mikrochemi-
schen Untersuchungen zu; als Specialreaction kann sie keines-
falls gelten.

¢) Ein neunes Reagens.

Das Alloxan und einige verwandte Carbamide haben die
Eigenschaft, die Haut roth zu firben. Ich ging dieser Reaction
nach und fand, dass man Alloxan in der That — unter gewissen
Bedingungen — als mikrochemisches Reagens auf Eiweiss-
korper und gewisse Spaltungsproduecte derselben verwenden
kann,

Das Alloxan (=DMesoxalylharnstoff) bildet Krystalle, welche
ebenso leicht in Wasser wie in Alkohol loslich sind. Aus einer
heissen Losung scheiden sich kleine bestindige Krystalle
mit 1 H,0 ab. Die grossen Krystalle, die man aus einer warmen
Lisung erhilt, verwittern an der Luft. Alloxanlosungen firben
die Haut nach einiger Zeit purpurroth und geben ilir einen unan-
genehmen Geruch.

Ein Versueh mit festen Eiweisskorpern zeigt, dass selbe in
einigen Minuten dieselbe purpurrothe Firbung annehmen. Aber
nicht bloss Eiweisskorper geben die Reaction, sondern auch
Tyrosin, Asparaginséure (sehr intensiv), Asparagin’, vermuthlich
itberhaupt jene organischen Korper — vielleichtnur unter gewissen
Bedingungen — welche die Gruppe CH,.CH(NH,).CO,H im Mo-
leciil enthalten. Vergleicht man nimlich die Structurformeln

1 Diese Angabe bezieht sich nicht auf Ldsungen.
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— N H
der drei Korper Tyrosin: 66H4<8H2.CH(NH2).002H
CH(NH,).CO,H
Agparaginséure: | und Asparagin:
CH,.C0,H
CH(NH,).CO,H

0|H2 .CO.NH,
mit einander, so findet man, dass im Moleciil eines jeden dieser
Korper nur die Atomgruppe CH,.CH(NH,).CO,H gemeinsam
sich vorfindet. Ich habe eine grosse Anzahl von organischen
Kiorpern aus den verschiedenen Gruppen mit Alloxan anf Roth-
firbung gepriift, jedoch eine solche nicht erhalten.

In Losungen von Eiweiss und den tibrigen in Betracht
kommenden Kérpern erhdlt man die purpurrothe Firbung mit
Alloxan schwieriger, als bei denselben Korpern in fester Form.

Bei der Deutung einer mit Alloxan erhaltenen Rothfdrbung
muss der Umstand in Betracht gezogen werden, dass festes
Alloxan, wie es nach dem Verdunsten der Lisung an der Luft
zurtickbleibt, binnen mehreren Stunden —allerdings schwache —
Rothféirbung annimmt, besonders bei Anwesenheit von Ammoniak.
Diese Rothfirbung schligt dureh Natronlauge in Blauviolett um.
Erhitzt man Alloxanltsung mit Ammoniak, so bildet sich eben-
falls der rothe Korper (wahrscheinlich Murexid oder eine #hn-
liche Verbindung); durch Natronlauge wird die Rothtirbung in
Blauviolett umgewandelt,

Um also Eiweiss und die tibrigen Korper mit Alloxan nach-
zuweisen, ist es nothwendig, in der Kilte zu operiren und Ammo-
niak moglichst auszuschliessen. In der Natronlauge hat man
ein Mittel, die Reaction der Gruppe CH,.CH(NH,).CO,H zu
sichern, da sie die durch diese Gruppe verursachte Rothfdrbung
unverdndert ldsst.

Ich reagirte mit concentrirter wiisseriger oder alkoholischer
Alloxanlosung und bediente mich auch einer concentrirten Atz-
natronldsung,.

Freie Sduren verhindern die rothen Farbenreactionen des
Alloxans,

Von der mikrochemischen Anwendbarkeit der Farbenreaction
mit Alloxan behufs Nachweises der Eiweisskorper kann man
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sich leicht an doreh das Endosperm von Samen gefithrten
Schnitten, welche Aleuron und Eiweisskrystalle enthalten, iiher-
zeugen. Um die ibrigen, ebenfalls mit Alloxan reagirenden
Korper anszuschliessen, munss man die betreffenden Priparate
mit heissem Wagser auslaugen oder mit Wasser auskochen.
Pilzhyphen reagiren im allgemeinen ganz hithsch.

Bei der Ausfithrung der Alloxanreaction ist es gut, mit mog-
lichst wenig Fliissigkeit zu arbeiten. Im Ubrigen ist es unbedingt
erforderlich, die angedeuteten Vorsichten nicht ausser Acht zu
lassen.

ANHANG.

Die von Adamkiewicz ! entdeckte Reaction der Eiweiss-
korper und Peptone mit Eisessig und cone. Sehwefelsdure (Violett-
farbung, ldsst sich mikrochemisch sehon wegen zu geringer Inten-
sitit der Férbung nicht anwenden.

Die Aldehydreaction mit fuchsinschwefeliger Sdure kann
zur Erkennung von Eiweisskorpern unter dem Mikroskop nicht
herangezogen werden, wie bereits L&w und Bokorny* nach-
gewiesen haben; denn lisst man einen Tropfen der fuchsin-
schwefeligen Siure nur kurze Zeit in Contact mit Luft, so sieht
man mit der Verdunstung der vorhandenen schwefeligen Sdure
eine Rothfiirbung eintreten. Bei Luftabschluss zeigt das Priparat
selbst nach 24" keinerlei Rothfirbung.

In neuerer Zeit wurde von E. Zaccharias® die sechon von
Hartig angegebene Berlinerblaureaction modificirt und neuerlich
in die Mikroskopie eingefiihrt. Auf Grund derselben Reaction ge-
langte E. Zaccharias zu dem Schlusse, dass im Protoplasma
vollig ausgebildeter Zellen, da keine Blaufirbung zu erzielen war,
Plastin vorherrsche. Oscar Low* erhielt jedoch die Blau-
fiirbung nach vorausgegangener Quellung der Priparate in Kali-

1 Literatur bei Hoppe-Seyler, Handb. d. phys. path. chem. Anal,
1883, pag. 262.

2 Botan. Zeitg. 1882, Sp. 832.

3 Botan. Zeitg. 1833, Sp. 211.

1 Botan. Zeitg. 1884, Sp. 278, ,Uber den mikrochem. Nachweis von

Eiweissstoffen®.
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lauge. Da bei dieser Reaction nur das innerhalb der Zelle aus
den zugefiihrten Reagentien gebildete Berlinerblan von den
Eiweisskorpern aufgespeichert wird, also eine chemische Action
seitens der Eiweisskorper nicht statt hat, so fillt dieselbe nicht
in den Rahmen dieser Arbeit.

Versuche, den Stickstoff des in der Zelle enthaltenen Ei-
weiss mittelst der bekannten Natriumprobe derart zur Reaction
zu bringen, dass mann dann aus in den Zellen eingetretener Blau-
farbung die Vertheilung der Eiweisskorper unter dem Mikroskop
studiren konnte, scheiterten, da ich eine passende Modification
der Methode nicht fand.

Die Anwendung der Jodreaction der Eiweisskorper wurde
perhorrescirt, da, wie schon von verschiedenen Seiten hervor-
gehoben wurde, nicht allein alle stickstoffhaltigen Korper, sondern
auch andere gelbe bis braune Firbung damit annehmen,

Allerdings pflegt man sichauch heutzutage hiinfig mit der Gelb-
firbung durch Jod und dem Vermogen Farbstoffe (Carmin, Gen-
tianaviolett, Anilinblau, Hoffmannsblau) aufzuspeichern zu be-
gniigen, urmn auf die Eiweiss-, resp. Plasmanatur eines Gebildes
zu schliessen. Es ist dies namentlich bei den Studien iiber die
protoplasmatischen Verbindungsfiden der Fall gewesen. Allein
dieses Vergehen konnte fiir die vorliegende Untersuchung nicht
massgebend sein.

Im Vorangegangenen habe ich den Werth der einzelnen
Farbenreactionen auf Eiweiss beleuchtet. Wir haben allerdings
gesehen, dass eine mikrochemiseh verwerthbare Farbenreaction,
die nur auf Eiweisskorper deuntet bisher nicht aufgefunden wurde.
Allein die mannigfaltigen Qualitéiten jener Atomecomplexe, welche
das Eiweissmolekiil bilden, geben der Hoffnung Raum, durch
eine Combination passender Reactionen auf das Eiweiss schliessen
zu konnen.

Es handelt sich nun darum, die verschiedenen Eiweiss-
reactionen mit Riicksicht auf den Nachweis der Anwesenheit
des Eiweiss in der pflanzlichen Zellhaut gegeneinander ab-
zuwigen,
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Dass die Firbung der Eiweisskérper mit concentrirter
Salzsdure zum mikrochemischen Nachweis wegen allzu geringer
Intensitit tiberhaupt nieht angewendet werden kaun, habe ich
schon friiher betont.

Die Untersuchungen F, Hofmeister’s haben gelehrt, dass
man erkennen kann einen Gewichtstheil Albuminstoff
mittelst concentrirter Salpetersiure in 20.000 Theilen Losung

»  Kupferreaction in 2.000 » "
» Millon’s Reagens . . 20.000 ” »

Diese Zahlen kann ich im Allgemeinen bestétigen; man darf
sie jedoch nicht, wie ich oben auseinandersetze, auf alle Eiweiss-
korper iibertragen. Auch ist zu beachten, dass die angegebene
Empfindlichkeit der Reactionen bei deren mikrochemischen
Anwendung sowohl durch die vergrissernde Wirkung des
Mikroskops, als dureh die complicirten chemischen nnd physi-
kalischen Verhiltnisse im Priparat bedeutend herabgedriickt
wird. Jedoeh wird die Millon’sche Reaction der Xantoprotein-
siiurereaction unter gleichen Bedingungen wohl stets tiberlegen
sein. Anch die Raspail’sche Reaction ist im Allgemeinen sehr
empfindlich.

Wie bereits oben bemerkt, geben (Mais)- Fibrin und
Rhodospermin die Xanthoproteinsiurereaction nur sehr schwach,
Rhodospermin die Raspail’sche Reaction tiberhaupt nicht;
octaédrisches Rhodospermin wird mit Millon’schem Reagens
nur briunlichgelb.

Der Farbenton ist bei den verschiedenen Eiweisskorpern
nicht gleich. Zur Erliuterung diene die folgende Tabelle:

Albumin Fibrin Legumin (CV;.ESZB;E@
(Zea Mais) | (Zea Mais) |{(Vicia Faba) Pepo)
Raspail’sche intensiv. roth | rosenroth in
Reaction....| rosenroth als Alb. violett lila
Kupfer - Reae-
tion........ intens. violettjschw. violett | azurviolett violett
Xanthoprotein-
ii}ge - Reac- gelb schw. violett zelb gelb
Millon’seh fleischroth in
Rleactionslc. .e- | fleischroth | carminroth | braunroth ziegelroth
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Diese Angaben gelten fiir gleiche Volumina des festen
Eiweisskorpers mit dem betreffenden Reagens auf gleiche Weise
behandelt.

Die Gelbfirbung durch Salpetersiure, die Rothfirbung
mit Zucker und Schwefelsiure, die Violett- (respective weinrothe)
Féarbung mit Kupferoxydsalz und Alkalilauge, die Blaufirbung
mit dem Frohde’schen Reagens, sie alle diese Férbungen zeigen
uns organische Korper aus den verschiedemsten nattirlichen
Gruppen.

Ich habe bereits bei der Besprechung der einzelnen
Reactionen hervorgehoben, dass wir aus dem Auftreten der
Firbung nur einen sehr allgemeinen Schluss ziehen kénnen.

Unter allen Eiweissreactionen zeigt uns nur die Millon’sche
Reaction eine bestimmte Structur an. Das Eintreten einer Roth-
firbung, durch dieses Reagens hervorgerufen, verweist uns auf
jene organischen Korper, die einen einfach hydroxylirten aroma-
tischen Kern besitzen. Dadurch bewegt sich die weitere Ent-
scheidung in einem chemisch begrenzten Gebiet. Das ist der
eine nicht zu unterschitzende Vortheil des Millon’schen
Reagens, ein anderer ist der, dass es die Reaction fixirt, das
heisst dort anzeigt, wo sie auftritt.

Aber auch das Millon’sche Reagens hat seine Fehler.
Auch diese Reaction kann durch gewisse Korper — wie wohl
die meisten Reactionen — verhindert werden. Wirkt das Reagens
auf sehr wasserreiche Gewebe ein, so kann es z. B. durch
Bildung basischer Quecksilbersalze wirkungslos werden. Das
Reagens wirkt desto besser, je frischer es ist. Man beniitze es
nur so lange als damit z. B. die Krystalloide im Endosperm von
Ricinussamen schon ziegelroth gefirbt werden. Bei Bereitung
des Reagens empfiehlt es sich nach der von Hartig empfohlenen
Methode vorzugehen und genau zu wigen.

Auf diese Art bereitet, erhilt das Reagens die richtige
Menge an freier salpetriger S#ure. Ein liingere Zeit aufbewabrtes
Reagens kann man durch Hinzufigung einiger Tropfen einer
etwa 0-1°%, Kalinumnitritlosung wirkungsfihiger machen.

Von in der Zellhaut vorkommenden Korpern mit einfach
hydroxylirtem aromatischen Kern kannte man bis jetzt nur das
Vanillin. Beim Nachweis von Eiweiss hat man demnach vor
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Krasser,

Allem das Vanillin auszuschliessen. In der von Wiesner
entdeckten Holzsubstanz-(Vanillin) Reaction mit Phloroglucin
und Salzsidure haben wir ein ausgezeichnetes Mittel, um das
Vorhandensein desselben nachzuweisen. Wir konnten also mit
Millon’schem Reagens erhaltene Rothfirbung, wenigstens in
jenen Zellbiuten, welche die Vanillinreaction nicht geben, aunf
vorhandenes Eiweiss deuten. Noch sicherer geht man, wenn man
die Schuitte mit heissem Wasser auslaugt. Dadurch coagulirt das
in der Zellhaut vorhandene Eiweiss, wihrend etwa vorhandenes
Tyrosin oder Phenol in Losung gehen. Den ansgelaugten oder
ausgekochten Schnitt befreit man, ehe man ihn mit Millon’sehem
Reagens behandelt, mittelst Filterpapier von der anhaftenden
Fliissigkeit.

Durch die von mir angegebene Alloxanlosung wird die
Gruppe — CH,.CH(NH,).CO,H angezeigt. Es kommen dabei
hauptsiichlich Eiweiss, Tyrosin, Leucin, Asparagin, Asparagin-
siure in Betracht. Beziiglich der Methode verweise ich auf
Seite 19 dieser Arbeit.

fis scheint mir nicht unwichtig, das Verhalten der beiden in
den vegetabilischen Zellen so sehr verbreiteten Korper Vanillin
und Coniferin gegen die Eiweissreagentien hier anzufithren:

Vanillin,

Milon’s R.: Intensiv roth, Stich
in rvoth-violett.

Raspail’s R.:
violett.

H,S0,, allein: rothbraun.

CuS0,-+KOH!): rother Nieder-
schlag.

HNO, (rauchend): Rubinroth,
mit NH; gelbe Nebel, die
Fliissigkeit bleibt rubinroth.

HCI: zeisiggriin.

Frohde’s R.: intensiv dunkel-
blaugriin.

Alloxan: keine Reaction.

Intensiv roth-

Coniferin.

M.: gelbe Firbung.

R.: Intensiv rothviolett.

H,80, allein: Intensiv violett,

CuS0,+-KOH1): rother Nieder-
schlag,

HNO, (rauchend): braungelb,
mit NH, dichte weisse Nebel
Fiarbung der Flissigkeit un-
veriindert.

HCI: gravblau.

F'r.: intensiv dunkelblau.

A.: keine Reaction.

1) Nach Art der Trommer’schen Probe ausgefithrt.
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Daraus ist auch ersichtlich, dass das Alloxan namentlich
zum Eiweissnachweis in der verholzten Zellwand herangezogen
werden kann,

Im Wesentlichen besteht meine Methode, das Eiweiss mikro-
skopisch nachzuweisen, in Folgendem:

1. Im Nachweis der einfach hydroxylirten aromatischen
Gruppe durch das Millon’sche Reagens, nach Ausschluss freier
oder anderweitig gebundener einfach hydroxylirter aromatiseher
Substanz.

2. Im Nachweis jener Atomgruppe, welche bei Zersetzung
der Eiweisskorper als Asparaginsiure oder Asparagin austritt,
durch Alloxan, nach Beseitigung der letztgenannten Substanzen
und anderer nicht eiweissartiger Verbindungen. (Tyrosin ete.)
Um nun zu entscheiden, ob das auf diese Weise nachgewiesene
Eiweiss als Protoplasma der Zellhaut angehrt, und um den
Einwand, man habe es mit ,infiltrirtem“ Eiweiss zu thun —
wogegen indess schon die Entwicklungsgeschichte der Zellhaut
spricht — auszuschliessen, wurden Versuche mit der bekannten
alkalischen Silberlosung, welche nach Loew und Bokorny nur
durch das lebende Protoplasma reducirt wird, angestellt.




