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Untersuohungen fiber das u yon Eiwdss in 
der pflanzlichen Zdlhaut, nebst Bemerkungen fiber den 

mikroehemisohen Naehweis der EiweisskSrper, 1 
Von Fridolin Krasser. 

(Arbeiten des pflanzenphysiologischeu Institutes tier k. k. Wiener 
Universit~t. XXXIV.) 

(Vorgelegt in der Sitzung am 16. December 18860 

E i n l e i t u n g .  

Vorliegende Arbeit sehliesst sieh an W i e s n e r ' s  ,Unter- 
suchungen iiber die Organisation der vegetabilischeu Zellhaut" ~ 
unmittelbar an. 

W i e s n e r  hat in der citirten Abhaudlung im Gegensatze zu 
seinen Vorg~ingern gezeigt, dass die Wand als l e b e n d e s  Glied 
der Zelle zu betraehten ist. Naeh seinen Darlegufigen enthNt die 
ZellMut, zum mindesten so lange sic wiiehst, Protoplasma. Dieses 
D e r m a t o p l a s m a  ist in erster Linie bei den Wachsthnms- und 
tiberhaupt Lebensvorg~iugeu der Wand betheiligt. 

Diese Grundauffassung fiber die Natur der veg'etabilisehen 
Zellhaut ftihrte W i e  sn er nothwendigerweise zu einer yon der 
herrsehenden abweiehenden Ansieht bezUglieh des Chemismus 
der Zellwand. 

Man hatte bisher die Cellulose als das zuerst entstehende 
ehemisehe Iudividnum der Zellhaut augesehen uud augenommeu, 
dass - -  abgesehen yon den Infiltrationsprodueten - -  alle anderen 
in der Zellhaut auftretenden ehemisehen Individuen AbkSmmling'e 
der Cellulose seien. 

1 Vorliegemle A.bhandlang bilde~ den ehemisehen Theil einer pflauzen- 
physiologisehen Arbeit, welche vollst~indig in den Sitzungsber. der kais. 
Akad. d. Wiss., XCIV. Bd., I..:4.bth., December 1886 erseheinen wird. 

z Sitzungsber. d. kais. zkkad, d. Wiss, Wien, m. n. C1., XCIII. Bd., 
I. Abth., J~innerheft, Jahrg. 1886. 
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Diese Ansieht ist mit Riieksieht auf die Zahl und Arten det ~ 
derzeit schon in der Zellhaut nachgewiesenen Stoffe unhaltbar 
geworden. 

W i e s n e r  betrachtet die Eiweisssubstanzen des Dermato- 
plasmas als jcne Stoffe~ aus welchen die Ubrigen Zellwandk(irper 
direct oder indirect hervorgehen. 

Der genannte Forscher hat in seiner oben eitirten Abhand- 
lung nur einige F~ille der Anwesenheit des Eiweiss in der Zell- 
membram angeftihrt und darauf hingewiesen, dass in einer 
sp~teren Publication die genaueren Nachweise nach dieser 
l~ichtnng geliefert werden sollen. 

tIerr Professor Wie s n e r hat reich mit der Ausfiihrung dieser 
Untersuchung betraut~ deren Resultate in den nachfolgendeu 
Bl~ittern verzeichnet sind. Ieh kann es mir nicht versagen, auch 
an dieser Stelle meinem hochverehrten Lehrer Herrn Professor 
W i e s n e r  hieftir sowohl als auch ftir das lebhafte Interesse, mit 
dem er diese bescheidene Arbeit begleitete und fiirderte, innigsten 
Dank zu sagen. 

Ich habe ant Anregung des Herrn Professor Wie sue r mich 
zun~ehst damit besch~tftigt, den immer noch sehr mangelhaften 
mikrochemischen Nachweis des Eiweiss mtigliehst sicher zu 
gestalten. Diescm Gegenstand ist der erste Theil vorliegender 
hrbeit gewidmet~ wiihrend der zweite sich mit dem Nachweis der 
Eiweisssubstanz in der vegetabilisehen Zellwand beschliftigt. 

I~ 

a) Die Xanthoproteins~urereaction. 

Uber die Natur des Productes~ welches durch Einwirknng 
yon Salpeters~ture auf EiweisskSrper entsteht, hat Mnlder ~ die 
ersten genauen Untersuchungen angestellt. 

Die folgenden Mittheilungen tiber dieses Product (Xantho- 
prote~ns~ture) stiitzen sich auf jene Zusammenstellung~ welehe 
~r au fBerze l i  u s' Wunsch ftir dessen Lehrbueh der Chemic 
selbst besorgte. 

1 1. c., p. 43., Sep. Abdr.  
-~ Journal  f. prakt. Chemie, XVI. Bd., p. 297, 1839. 
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Die rein dargestellte XanthoproteYnsiiure ist ein orange- 
gelbes Pulver, welches un15slich in Wasser, Alkohol, Ather~ 
15slieh in tibersehtissiger HNO a (daraus dutch Wasser in Gestalt 
der citrongelben Verbindung fitllbar) ist. Aueh Salzsaure liSst es, 
und zwar mit gelber Farbe. 

Coneentrirte Sehwefelsi~ure 10st die Xanthoprote~ns~ture bei 
gelindem Erw~irmen zu einer gelatiniisen schSn rothen Masse auf. 
Mit Alkalien verbindet sieh die XanthoproteYns~iure zu neutralen 
Salzen, deren AufliJsung dunkelroth ist. 

Dutch Van der P r a n t ' s '  Untersuehungen wurden Mulder ' s  
Resultate bestiitigt und verallgemeinert. 

Bei der mikrochemiscben Anwendnng pfleg't man bekannt- 
lich nach dem Vorgang'e ~ u l d e r ' s ,  dadurch, dass man nach der 
Behandlung des betreffenden Objectes mit HN0 a auf dasselbe 
NH 3 einwirken liisst, die Bildung des xanthoprote~'nsauren 
Ammonsalzes zu bewirken, um die Fhrbung zu verstSrken. Es 
handelt sich nun erstlieh darum, zu entscheiden, ob alle Eiweiss- 
kSrper, sodann ob auch andere KSrper dutch IIN0.~ oder HN0 a 
nnd NH a gelb gefiirbt werden. 

Hexag'onales und octaedrisches Rhodospermin zeigen die 
Xanthoprote'fns~turereaetion erst auf Zusatz yon Ammoniak *. Ich 
beobachtete, dass auch Fibrin, wenigstens das aus Maisk(irnern 
dargestellte, die Gelbf~rbung mit HN0 3 nut ansserst schwach 
zeigte. Die F~irbung reiehte nicht hin, um unter Mikroskop wahr- 
nehmbar zu sein. Hingegen zeigte Tyrosin, also ein Spaltungs- 
prodt~ct der EiweisskSrper mit HNO 3 intensive Gelbf:,irbung. Auf 
Ammoniakzusa~z wird das gelbe Product typisch orangefarben. 
Dieses Verhalten stimmt vollsti~ndig' mit dem der Xantboprote~n- 
siiure tiberein. Nach O. N a s s e  ~ unterliegt es keinem Zweifel, 
dass die XanthoproteYnsiiurereaetion der EiweisskSrper in einer 
Nitrirung derselben besteht. Ebenso leicht nitrirbar sind ganz 
allgemein die hydroxylirtea Benzolderivate. Speeieli auf die 

i Jahresb. u. d. Fortschr. d. Chemie (Giessen), 2. Bd ,  18~9, p. 507. 
Die Literatur b ei B e h r e n s ,,ttilfsbueh bei mikrosk. Unters uchuugen ", 

1883~ p. 331. 

3 0. N a s s e ,  ,,[Jber die aromafische Gruppe im Eiweissmolekiil" ir~ 
Berieh~ u. d. Sitzungen. tier Naturf. Ges. zu Halle im Jahre 1879. 
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leichtc :Nitrirbarkeit des Tyrosins wurde zuerst yon S e h e r e r  ~ 
aufmerksam gemacht. Es dtirfte daher nicht unwabrscheinlieh 
sein, class Tyrosin mit tE'~O 3 behandelt XanthoproteYnsiiure oder 
doch einen derselben nahestehenden Ktirper liefert. Jedenfalls 
muss dcr Mikroskopiker auf dieses Verhalten Riicksicht nehmen. 
Aueh gewisse Harze und Alkaloide nehmen~ mit H~O 3 behandelt, 
teieht Gelbf~rbung an, oder geben ei~c ~elbe L(isung. 

Naeh den Untersuehungen F. H o f m e i s t e r ' s  * soU ein Ge- 
wichtstheil Albuminstoff dutch eoneentrirte HNO 3 noeh in 20.000 
Theilen LSsung erkennbar sein. Dass dies aber nicht fiir alle 
Albuminstoffe gilt, folgt unmittelbar aus den oben beziiglieh 
Rhodosperrniu und Maisfibrin mitgetbeilten Thatsaehen. Bei dcr 
mikrochemiseken Auwendung tier XanthoproteYusiiurereaetion 
redueirt sick naturgelniiss dutch Anwendung des Mikroskopes 
die Wahrnehmbarkeit. 

Mit tlilfe tier HN0 a kann man Eiweiss mikroehemisch an 
Pflanzenschnitten um so weniger sieher naehweisen, als die 
Eigensehaften der rein dargestellten ,:Xanthoprote~nsaure!' sick 
nicht reeht verwerthen lassen. Fiigt man z. B. ein Alkali 
(Ammoniak, Kalilauge) hinzu, so wird keine dunkelrothe Auf- 
ltisung erzielt, sondern die Gelbf~.rbung sehliig't selbst bei reinen 
EiweisskSrpern nnr in eine intensi~'ere Gelb- bis Orangef~trbm~g 
urn. Zudem ist bei Anwendung yon Alkalien zt~ bertieksiehtigen, 
dass viele organische Substanzen, die keineswegs Eiweissktirper 
siud, dadureh gelb werden. Die Controlprobe mit eoneentrirter 
I-LSO,~ (Umwandlung der reinen Xanthoprote'~nsiiure in eine 
sehSn rothe 5fasse) kann aus nahelieg'enden Griinden bei pflanz- 
lichen Objecten keine Anwendung finden. 5fan vergleiehe die 
spi~ter folgenden, an die Raspa i l ' sehe  Reaction gcknUpften 
Er~,rterungen. 

Colin 's  a Ang'abe, class man durch Behandlung des Eiweiss 
mit HN03 ein Farbenspiel yon roth und blau hervorbringen 
ktinne, kann ieh nieht bestiitigen. 

Journal f. prakt. Chem., LXX, p. 406, 1857. 
H o p p e - S e y l e r ~  ttandb, d. phys. path. chem. Analyse., 5. Aitfl., 

p. 263., 1883. 
3 Annales de Chimie et de Physique, XXX, p. 3237 18"26. 
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b) Die Reaction mit Salzsiinre. 

B o u r d o i s  und C a v e n t o u  ~ machten die ersten Beobaeh- 
tungen tiber die durch Salzs~ture hervorgerufene Reaction 
tbierischer Eiweissstoffe. V a u q u e l i n ,  Rung ' e  2, B o n ~ s t r e  3 
beobachteten F~trbung mit Salzs~nre an eiweissh:,iltigen Pflanzen- 
theilen. 

Die ersten genaueren Ang'aben tiber die Reaction mit Salz~ 
s~ure verdanken wit 5 Iu lder  4, weleher eonstatirte, dass die 
blaue LSsung bei Albumin immer ein wenig" ins pnrpurfarbene 
zieht, wS.hrend sie yon Fibrin rein und sehSn dunkelblaa ist. 

Die ehemisehe Natur des blauen Farbstoffes hat H u l d e r  
zwar nieht untersueht, aber er hat erwiesen~ dass der Sauerstoff 
der Luft bei seiner Bildnug betheiligt ist. 

Mu?der  war auch der erste, weleher die in Rede stehende 
tleaetion mikreehemisch zu verwerthen snehte. Er beobaehtete 
bei vieleu Pflauzen, dnss die Zellwi~nde naeh mehrsltindiger 
Behandlung mit ttCI an der Luft violett gefitrbt werden. Diese 
Reaetion bielt er fiir eine Eiweissreaction. Auf sefi~e Folgertmgen 
wird sp~iter zuriiekzukomme~ seln. An dieser Stelle sei nur 
bemerkt, dass wit bekanntlieb heute auI' Grund der Eutdeekungen 
Wi e s n e r's wissen, dass verholzte Zellh~iute in Folge des in dm~.- 
selben enthaltenen Vanillins bei gleiehzeitiger Gegenwart yon 
dem in den Zellw~uden nieht selten vorhandenen Phroroglnein 
(oder Resorcin, oder Brenzkateehin) dutch HC1 violett g'ef~irbt 
werden. 

A~:eh yon R i t t h a ~ s e n  5 and S a e h s s e  6 wurde das Ver- 
halten verschiedener EiweisskSrper gegen HC1 n~her verfolgt. 
Glnten-CascYn quillt in eoneentrirtem HC1 zuniichst nut zu 
sehleimigen, sehwarzbratmen Flockcn auf; 15st sich abet dann 
Mar mit brauner Farbe uud einem Stich ins Violette. 

1 B e r z e l i u s, J ah re sbe r .  (deutseh v. W 6 h 1 e r), VII.  Jahrg . ,  p. 296,18~8. 
2 Jahrb .  d. Chela. u. Ph.,  18~8, I lI .  Bd.,  p, 115. 
3 Jourm de  Chemie medie, ,  IV. Bd.,  p. 319. 

B e r z e l i  us  Jahresber .  (deutseh v. W O h  ler ) ,  1840, p. 649. 
5 R i  t t h a u s e n, Die Eiweissk6~])er der  Get re idear fen ,  Hiilsenfl 'tichte 

' n d  01s~meu. Bonn,  1872, 

6 S a c h s s e ~  Die Fa.rbstoffe et.c. w 59. 
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Das Mucedin der Gerste gibt in der Kiilte eine rSthlieh- 
braune, beim Kochen mit HC1 eine tiefrothe LSsung, das Mais- 
fibrin erzeug't eine schwaeh br~iunlieh gef~rbte LSsung. 

Die LSsung des Haferleims in HC1 ist farblos, die des 
Bohnenlegumins braun~ die des Gliadins bl~iulich mit deutlichem 
Schimmer yon Braun. 

Ieh muss noch her~'orheben, dass die Farbe der LSsung 
aueh abbiingig ist yon tier Meuge der Saure und der Temperatur. 

Die F~irbung der EiweisskSrper mit Salzsiiure tritt unter + 7 ~ 
tiberhaupt nicht auf. Die schSnste blauviolette AuflSsunff babe 
ich yon Vitellin (dargestellt aus Samen yon Cueurbita Pepo) 
erhalten. Nach tagelangem Stehen trat jedoch auch hier Ver- 
fiirbung" ein~ ein Farbenumsohlag' ins Braune. 

Bringt man yon den LSsungen, und seien sie aueh noch so 
intensiv gefi~rbt~ etwas unter's Mikroskop, so wird man finden, 
dass die Farbenintcnsit~it nicht ausreichend ist. Die LSsungen 
erscheinen farblos. 

Impriignirt man Baumwolle oder Leinenfaser mit Eiweiss- 
15sung und ftihrt dann auf dem Objecttr~iger die Reaction aus~ 
so gelangt man zu demselben Resultate. 

Desgleiehen, wenn man mit einem fcsten EiweisskSrper, 
z. B. dem leicht krystallinisch zu erhaltenden Vitellin auf dem 
Objecttr~gcr reag'irt. 

Die Reaction mit Salzs~ure ist demnaeh sehon ihrer zu 
geringen Farbenintensitiit halber mikrochemisch nicht anwendbar. 

Was das Wesen dcr Reaction anbelangt, so sei darauf ver- 
wiesen, dass auch eines der Spaltungsproduete des Eiweiss, 
n~imlich das Skatol, mit HC1 erwErmt Violettf~rbnng" annimmt, 
allerdings auch mit verdiinnter HNO a. Tyrosin und die iibrigen 
wiehtig'eren Spaltungsproduete zeigen mit HC1 keine Violett- 
f~irbung, oder vielmehr keine F~rbunff. 

Es seheint demzufolg'e die Annahme nicht ganz unbereehtigt, 
dass im MoleeN des Skatols mSglicherweise jene Atomgruppe des 
Eiweissmolectiles wieder erscheint, welche bei der Farbenreaetion 
mit Salzs~iure in Action tritt. Die freilich noch angezweifelte 
Strueturformel des Skatol - -  ~ Methylindol ist die folgende: 

/ C ( C H a )  : CH 

C ~ H ~ \ N H ~  
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C) Die Raspail'sche Reaction. 
Diese Reaction wurde unter dem Mikroskop und zwar im 

Jahre 1833 yon R a s p a i l  entdeckt. ~ Derselbe lehrt mit Hilfe 
der concentrirteu Schwefels~ure selbst geringe Meng'en yon 
Zuckcr, Eiweiss, ()l~ Gummi~ Harz erkcnnen. ~ 

Um ein dauerhaftes Reagens a ant Eiweiss und ()1 herzu- 
stellen~ genUg't es eine gering-e Henge gepulverten Rohrzuckers 
in coneentrirte Schwefels~iure einzutrag'cn. Heutzutage pfiegt 
man bekannflieh auf das betreffende Pr~parat zuerst miiglichst 
conceutrirte Zueker[Cisung" und dann Schwefelshure einwirken zu 
lassen. Die  c o n c e n t r i r t e  Zuckerl(isuug' scbeint flu' diesen 
Zweck zuerst ~'on M. S. S e h u l z e  ang'ewendct worden zu sein. 

R a s p  a l l  kaunte bereits die Thatsache~ dass sowohl Eiweiss 
als ()l (also gewisse Fette) durch Sehwefels~ure und Zucker 
purpurn gef~irbt werden. 

Die A~gabcn tiber die bei der R a s p a i l ' s c h e n  Reaction der 
Eiweissk~irper auftreteude F~rbung' differiren. Naeh R a s p a i l  ist 
sie purpurn, nacb S c h u l z e  violettroth, nach B r t i cke  sch(in roth. 

Alle diese Ang'aben haben ihre Bereehtigung~ denn der 
Farbenton ist in hobem Grade yon Concentration und Meng'e der 
angewandten Zuekerl(isung und Sehwefels~t~re abhiingiF,. 4 

Die Reaction ~'elin~'t nicht mit allen EiweisskSrpern. 
[ch erhielt bei Vitellin eine ausgesprochene Lilaf~irbung. 

Ich waudte sowohl Vitelliu an, das ich mir selbst aus Samen yon 
Cueurbita Pepo dargestellt hatte, als solehes~ wie es aus den 
ehemischen Fabriken in den Handel kommt. Bei Albumin (aus 
Zea ranis), Fibrin (aus Zea reals), Legumin (aus Vicia Faba) war 

1 Nouveau Syst~me de Chimie orgauique. Paris, 1833. 
1. c. Abs. 682. 

3 I. e. Abs. 683, Anm. 
Eine ~ibnliche Fiirbung wie bei der RaspaiFschen Reaction crh~lt 

man bei Pe t t enkofe r ' s  GalIenprobe~ nicht rim" mit Galle als solcher, 
sondern auch mit Glycochols~urc~ Taurochols~ure und Cholals~ure. Der bei 
der Pettenkofer 'scheu Gallenprobe mit Schwefclsiiure und Zucker 
entstehende KSrper ist jedoch dureh ciu speclfisches Spectrum aus- 
gezeichnet. -- 5L S. Schulze (Ann. d. Chem. u. Pharm, LXXLBd., 
pag. 266) fand, dass auch ElaYn eine ganz ~ihnliche F~irbung wie Galle mit 
Zueker und Schwefelsiiure liefert. 
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die Fiirbung violettroth, am intensivsten beim Legumin. tIexago- 
nales and octaedrisehes Rhodospermiu geben die Rasp  ail 'sche 
Reaction tiberhaupt nicht., 

Im Eiweissmoleetil ist, wie wir aus den Zersetzung'sproducten 
der Eiweissk0rper erkennen ktinnen, ein aromatiseher Kern 
vorhanden. Versetzen wir Proben yon Tyrosin, Leucin, Xantlfin, 
Asparaginsaure, Phenol mit Zuekerl(isung and Schwefelsaure, so 
werden wir das A u f t r e t e n  e t h e r  R o t h f ~ r b u n g  nu r  bet 
T y r o s i n  und  P h e n o l  b e o b a e h t e n .  BeimPhenolg 'ehtman 
am besten folgendermassen vor. Man nimmt wenig' PhenollSsm,.g', 
versetzt mit etwas ZuekerlSsung und ftig't Sehwefelsaure tropfcn- 
weise bis zum Auftretea der violettrothen Fiirbung zu. Gebraucht 
man diese Vorsicht nieht, so wird man h~ufig eine braunrothe 
F~rbung erhalten. Auf Wasserzusatz erh~tlt man dann allerdings 
aueh einen rothvioletten Niederschlag'. 

Die Formeln yon Tyrosin and Phenol lassen uns im 
Very'leith mit den Formeln yon Leuein, Xauthin und Asparag'in- 
si~ure erkennen, dass alas u des aromatischen Kerns 
eine yon den Beding'ungen ist, welehe die rothe Farbenreaction 
mit Zucker and tt~.SOa erheiseht. Der aromatische Kerry_ yon 
Tyrosin und Phenol ist aber hervorgegang'en aus i~hnlichen 
Atomgruppen des Eiweissmoleetils bet dessert Spaltung dureh 
kUnstliehe Sprengung oder F~ulniss. Es kann also auch das 
Eiweiss vermSge seines a hnliehen aromatischen Kernes dieselbe 
Farbenreaetion geben. Noch wahrscheinlieher wird diese Ansieht 
wenn es gelingt zu zeigen, dass das Product der Einwirkung yon 
Zucker und tI~S0~ auf Phenol, respective Tyrosin einerseits and 
Eiweiss anderseits sich gegen gleiche Reag'entien gleich verhiilt. 

Dies trifft in tier That zu. 
Phenol. Die auf Zusatz (iu der oben ang'edeutetenWeise) yon 

Zucker und eoneentrirter H~SOa entstandene rothviolette F~irbung 
wird anf Zusatz yon Itb~O a blutroth, setzt man statt HNO a jedoch 
KOH oder NH a hinzu, so scMagt die rothviolette F~rbung in 
Weingelb urn. 

Eiweiss verh~ilt sieh ebenso. 
Fraffen wit uns nun wetter, ob aueh andere KSrper mit 

aromatischem Kern nach der Behandlung' mit Zucker und con- 
centrirter H~SOa eine Farbenreaetion ~eben. Bekanntheh bestehen 
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zwei der besten Zuckerreactioncn, ~ die gegenwiirtig bekannt 
sind, in der Anwendung yon ~-Naphtol und eoneentrirter It, S04, 
respective Thymol und concentrirter H2SO ~. 

Wenden wir dieselben in dcr Art an, dass wit ~-]qaphtol, 
respective Thymol mit Zucker und concentrirterH~SO 4 versetzen, 
so erhalteu wir selbstverst~tndlich diesclben Reactionen. 
~-Naphtol + Zueker -4- coneentrirter H2SO ~ violetter :Niederschlag 
Thymol ,, ,, zinnober-rubin-carmin- 
rother Niedersehlag. 

Molis ch * fiihrt noeh anderc K6rper der aromatischen Reihe 
an, die mit Zucker und H, S0 4 eigenartige F~irbungen geben. 

Es wurde somit gezeigt, dass eine gauze Reihe yon aroma- 
tisehen KSrpern exisfirt, welche mit Zueker und H~SO~ Farben- 
reactionen geben. Da nun die aromatischen KSrper Tyrosin und 
Phenol, welche Spaltungsproducte der EiweisskSrpcr sind, 
ebenfalls mit Zucker nnd H2SO 4 eine Farbcnreaction geben, und 
diese mit tier des Eiweiss iibereinstimmt, so daft man annehmen, 
dass in allen genannten Fiillen ~ihnliche Atomgruppen in Action 
trcten. Dass dies vor allem ftir den aromatischen Kern der Eiweiss- 
kSrpcr gilt, geht wohl besonders aus der Tbatsache hervor, dass 
die n i ch t  aromatischen Spaltungsproducte des Eiweiss mit 
Zucker uud H2SO ~ k e i n c  Farbenreaction gcben. 

Es sei bier darauf hingewiesen, dass die EiweisskCirper im 
Organismus hliufig neben Zueker vorkommen. 

Dann erh~tlt man natUrlich schon dutch H2S0 a allein die 
Raspa i l ' s ch r  Reaction. Desgleichen, wenn K(irper vorhanden 
sind, welche unter dem Einflusse yon H~S0, entweder verzuckert 
(Kohlehydrate) werden oder Zucker abspalten (Glycoside). 
Pflanzliche Objcete werden zumeist auf blossen Zusatz yon 
H2S0 a die Raspa i l ' sche  Reaction zeigen, da Kohlehydrate 
(wenigstens in Form yon Cellulose und St~rke) selten fehlen 
werden. 

Bei der mikrochemischen Anwendung der Raspa i l ' schen  
Reaction daft nicht tibersehen werden, dass gewisse organisehe 
K~irpcr dutch H~SO 4 allein eine ganz iihnliche Fiirbung, wie sic 

Hans hfolisch, ,Zwei neue Zuckerreactionen", Sitzber. d. kais. 
Akad. d. Wiss. zu Wien, m. n. Cl., XCIII. Bd., 1886 (Mai). 

Molisch, 1. c. pag. 915 (Sep. Abdr., pag'. 4), Anm. 2. 
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hier in Betraeht kSmmt, annehmen. Es sind dies vornehmlich 
Glycoside und Alkaloide, z. B. Salicin, Coniferin, Nareotin, 
Veratrin. Das Phenolaldebyd Vanillin gibt mit ZuckerlSsung und 
H2SO ~ intensive F~irbung naeh Art der R a s p  ail 'sehen Reaction, 
dutch H~SO~ allein wird es rothbraun. Ferner k~innen, namentlieh 
bei der mikrochemischen Untersuehung' yon Zellmembranen, die 
Farbenreaetionen, welehe gewisse Phenole in Verbindung' mit 
dem in ,,versetzten" Membranen hie fehlenden Vanillin schon auf 
die Einwirkung der H2$0 4 hin geben, ~ Tiiusehung'en veranlassen. 

Beobaehtet man unter Mikroskop auf Zusatz yon Zueker- 
l~sung' und eoncentrirter H2SO ~ Rothf~rbung, so ist uur dann 
erlaubt diese auf Eiweissk~rper zu deuten, wenn alle im Vorher- 
gehenden beriihrten K(irper, welehe unter g'leichen Bediugungen 
und jene, welehe sehon auf Zusatz yon H2SO 4 allein Rothf~trbung 
verursaehen, ausgesehlossen sind. Dass selbst bei rein dar- 
gestellten EiweisskVrpern tier Farbenton der Raspai l ' sehen  
l~eaetion nieht immer violettroth ist, wurde bereits fl'iiher hervor- 
gehoben. Es erUbrigt noeh zu erSrtern, worauf die yon R a s p a i l  ~ 
beobachtete Rothfi~rbung yon Gummi durch Zueker und Sehwefel- 
si~ure zurUckzuftihren ist. Naeh meiner ~Ieinung" kann es seit 
W i e  s n e r ' s a  Entdeekung des Gummifermentes nieht dem 
gering'sten Zweifel unterliegen, dass bei den Gummiarten die 
R a s p ail 'sche Reaction auf Eiweissk(irper zuriiekzufiihren ist, 
um so mehr als sieh auch N dureh die Natriumprobe in den 
betreffenden KSrper, z. B. im arabischen Gummi nachweisen 
l~isst. 

el) Das ~Iillon'sche Reagens. 
E. Mil lon hat das nach ihm benannte Reagens im Jahre1849 

bekannt g'emaeht und die Methode der Darstellung und die 
Wirkungsweise desselben angegeben. ~ l~[odificationen der 

i Wiesner,  Elem. d. Anat. u. Phys. Note ,,ttolzsubstanz", auf 
pag. 291, II. Aufi., 1885. 

2 Raspail 1. e. Absatz 682, 
.3 Wiesner in Sitzb. d. kais. Akad. d. Wiss. zu Wien; XCII. Bd, 

pag. ~3, 1885, (Juli). 
4 Comptes rendus, XXVII[. Bd., pag. 40, 18~t9: ferner Annales de 

Chim. ei de Phys., IIIe s6r. t. XXIX: pag. 507 ft., 1850. 
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Darstellung wurden yon Th. H a r t i g ,  1 ferner yon KUhne und 
Ru d n e f f  ~ inVorschlag gebracht. Das Millon'sche Reagens wird 
bekanntlieh dureh AuflSsung' yon Queeksilber in dem g l e i c h e n  
Gewichtstheile yon concentrirter Salpetersiiure und Verdtinnen 
diesel" L~isung mit dem gleichen Velum Wasscr erhalten, und es 
ist derzeit sichergestellt~ dass nicht die Anwesenheit yon Queck- 
silberoxydul ncben Oxyd, sondern die Anwesenheit der salpetrigen 
S~iure zum Oclingen der Eiwei./sreaction erforderlich ist, welch' 
letztere in einer racist ziegelrothen F~trbung' sich zu erkennen 
gibt und erst iq der W-~rme vollst~ndig gelingt. 

Die Empfindliehkeit tier Reaction wurde zuerst yon M i l ion,  
dann yon F. H ofm e i s t e r 3 festgesteUt; nach ersterem lgsst sich in 
der LSsung' noch 0'  00001~ nach letzterem noeh 0. 00005 Albumin 
erkennen. Selbstverst~ndlich ist die Empfindlichkeit bei Ver- 
wendung des Reag'ens unter dem3[ikroskop als geringer anzusehen. 

Sehon Mi t lon  gab an, dass nieht nut die EiweisskSrper, 
sondern eine gute Zahl davon sich ableitender secund~,irer 
P r o d u c t e  die Reaction geben. Interessant ist Mil lon 's  Angabe, 
dass aueh S t ~ r k e  und B a u m w o l l e  dutch das Reagens roth 
werden sollen. Fiir reine Producte gilt dies~ wie ich reich tiber- 
zeugt habe, nieht~ und es ist gewiss nut ein Gehalt der Sti~rke an 
Kleber~ oder sogenannte ,unreife Baumwolle", die noch relativ 
reiehlich Protoplasmareste enth~ilt, wetehe Vel'anlassung zum 
Eintritt der Mil le  n'schen Reaction geben kSnnen. Auch arabi- 
sches Gummi gibt nach Mi l lon  die Reaction. Dies kann ich 
bestiitig'en. Wie schon bei der R asp  ail'schen Reaction angeftihrt 
wurde, ist es jedenfalls das Gummifcrment, welches die Veran- 
lassung" zum Zustandekommen der M illon'schen Reaction beim 
Gummi gibt. 

Dass das Mitlon'sche P, eagens anch Tyrosin und zwar in 
gleieher Weise wie Eiweiss anzeigt, ist schon yon R. H o f m a n n  ~ 

1 Entwicklungsgeschichte des Pflanzenkeimes etc. Leipzig, 1858, 
pag. 154. 

o Zeitschr. f. analyt. Chem, '~. Bd., pag. ~149. 
3 Siehe t toppe-Seyler,  Haadb. d. phys. path. chem. Analyse, 1883~ 

pag-. 263. 
Liebig's Ann. d. Chemie und Pharm.~ 87. Bd. 18537 pag. 1"24:. 
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ansegeben worden, aber erst v. V i n t s c h g a u  1 zeigte den 
Z~lsammenhang dieser Reaction mit der Eiweissreaction. Ein 
tieferes Verst~ndniss der Millon'schen Reaction wurde din'oh 
O. N a s s e ~ b erbeigefiihrt, welcher zeigte, dass es eine aromatische 
einfach hydroxylirte Atomgruppe im Eiweiss sei~ welche dutch 
das genannte Reagens angezeigt wird un4 dass die einfach hydro- 
xylirten aromatischen KSrper aueh als solcho die Reaction g'eben. 

Ich kann die Angaben Nas s o's nicht nnr best~ttigen, sondern 
auch durch die Anffindung neuer Thatsachen erweitern. 

Von den yon mir untersuchten Zersetzungsproducten der 
EiweisskSrper lieferten folgende die ~r Reaction: 
Tyrosin, Hydroparaeumarsiiure und Phenol, also durchaus Ver- 
bindungen mit aromatisehem Kern~ an welchen eine Hydroxyl- 
gruppe direct ffekntipft ist. Die tibrigen aromatischen Zcrsetzung's- 
producte des Eiweiss (z. B. Phenylessigsi~ure, Phenylpropion- 
s~ture) geben die Reaction nieht, a Desgleichen nicht die Methan- 
abk(immling'e der Eiweisszersetzungsproducte. (Ich uutersuchte 
Essig's~iure, Buttersiiure, Bernsteinsi~nre, Glycocoll~ Asparagin und 
Asparag'ins'~ure.) 

Ich habe noch zahlreiche andere KSrper in ihrcm Verhalten 
zu M i llo n's Reag'ens geprttft, welcho eine weitere Best~tig'ung 
der Angabe :N a s s o's liefern und zugleich eindrlnglich lehren, wie 
vorsichtig man bet der Deutung" der Millon'schen Reaction 
sein miisse. 

Mit Millon'sehem Reagens nehmen Rothf~rbun~ an: 
A. Aromatische Oxysauren: Oxybenzo~sauron wie Salicyl- 

saure, fernnr Oxymandels~ture~ Oxyphenylessigs~ure~ Hydropara- 
cumars.~ure, Tyrosin. 

B. Phenole: Phenol, Kresol~ Thymol, Salieylaldehyd~ Yanillin, 
Naphtol. 

Dies stud aber durchwegs aromatisehe KSrper mit ether 
direct an den aromatisehen Kern gekntipften Hydroxylgruppe. 

Die Millon'sche Reaction wurde hingegen nicht erhalten: 
1 Sitzb. d. kais. Akad.  d. Wiss. Wien~ m. n. Cl., LX. Bd., II. A b t h ,  

1869~ pag'. 276. 
2 Uber die atom. Gruppe im Eiweissmoleciil. Bet. i i .d.  Sitz. d. Nature 

Ges. zu Halle, ira Jahre 1879. Sitz. v. 8. ]~I~rz. 
Das [ndol gibt allerdings mit salpetriffe SSure halteuder Salpeter- 

s~ure Rothf~trbung. 
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A. Bet K(irpern, in deren MolecUl die C-Atome kettenf6rmig 
g'ebundcn sind, auch wenn die OI-I-Gruppe direct an C gekutipft 
ist~ z. B. den 6-werthig'en Verbindungen Mannit~ Duleit etc., ferner 
tiberhaupt Mkoholen and diejenigen davon abg'eleiteten Verbin- 
dungen, wolche den g'eforderten Structurbeding'mlgen entsprechen~ 
Kohlenhydraten etc. 

B. aromatisehen KSrpern, welche die Ott-Gruppe g'ar nicht 
enthalten: z. B. Nitrobenzol~ Indigotin~ Phenylpropions~inre, 
Phenylessigs~iure. 

C. aromatischen KSrpern, welche die 0H-Gruppe nicht direct 
an den ~romatischen Kern kntipfen, z. B. Mandelsgure. 

D. KOrpern mii mehrfach hydroxylirtem aromatischen Kern: 
z. B. Protoca(echus~iure~ Galluss~nre, Brenzkateehin, Resorein, 
Orcin~ Phlorog'lncin, Pyrogalluss~ture. 

Die Nitrog't'uppe verhindert ebenfalls die Reaction: z.B. 
Pikrins~iure. 

Die aug'efiihrten Thatsachen lehren uns also, dass lmr die 
KSrper mit cinf~ ch hydroxylirlem aromatischem Kern mit M i I 1 o n's 
Reag'ens Rothf~rbung" annehmen. Darans mtisscn wir schliessen, 
dass es ~uch im Eiweissmolectil ein einfach hydroxylirter Kern 
ist, welcher die Rothffirbtmg' des Eiweiss mit Millon'schem 
Reagens healing't, ein ~hnlicher wie er auch in dessen aromati- 
schen Spaltungsproductel~, Tyrosin, ~ Phenol etc. enthalten ist. 

Wenn wir demnach unterm Mikroskop auf Einwirkung yon 
Millon's  Reag'ens auf das Pl"~tparat in diesem Rothfgrbung beob- 
achten, so kSnnen wir daraus nur aut~ Vorhandensein eines organi- 
schen KSrpers mit einfach bydroxylir~em aromatischen Kern schlies- 
sen. Gleichwohl werden wit sparer darleg'en, dass das ) f i l | o  n'sche 
Reag'ens in Combination mit einem anderen fUr den Nachweiss yon 
Eiweiss in der pfianzlichen Zellhaut sich am moisten empfiehlt. 

e) Die alkalische Kupfersulphaf l6sung als Specialreagens 
auf  Eiweisskiirper.  

Die charakteristischen F~irbung'en, welche Eiweisskiirper 
mit Kupfersnlphat und Kali- oder Natronlauge annehmen, sind 

Die ConstittLtion des Tyrosius wurde bekaantlich attfgekliirt in der 
A.bhandluug': ,L. B arth, Uber die Constitt~tion der Phioretins~ure uud des 
Tyrosins. ~' Sitzb. d. k~is. Akad. d. Wiss.. Wieu, m. n. Cl.; LX. Bd, II. Abth., 
pag. 11--16, 1869. 

49 
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mehrmals entdeckt worden, zuersr wohl yon B e n c e  Jones~ t 
dann yon E. H u m b e r t  und G. v. P i o t r o w s k i .  

E. H u m b e r t  ~ faud~ dass Albumin, Fibrin, CaseYn und Leim 
sich ia Fliissigkeiten durch die ,zur Znckerprobe dienende 
alkalische KupfersulphatlSsung" nachweisen lassen. Es entsteht 
eine schSn violette F~rbnng, die Reaction tritt nur bei einem 
grSsseren GehMt an Albumin schon in der Ki~lte ein, andernfalls 
erst beim Erhitzen. Fibrin erzeugt eine mehr weinrothe, Leim eine 
F~irbung mit blauer ~uance. 

G. v. Pio t rows kia bezeichnet den Farbenton sciner ,neuen 
Reaction auf Eiweisskiirper und deren nAhere AbkSmmlinge" als 
,~sehSn fief veilchenblau. ~' Er versuchte die Reaction aucb mit der 
festen Substanz dutch Betupfen derselben mit den Reagentien 
und fand~ dass die Reaction auch bei mikroskopischen Unter- 
suchnngen brauchbar sei. A u c h e r  land gleich l : Inmber t ,  dass 
dutch Zusatz einer S~ure die F~irbung verschwinde~ (lurch fixe 
Alkalien jedoch, wiewohl nicht immer mit der friiheren Intensit~it 
wiederhergestellt werden k(inne. Von KSrpern, welche sich gegen 
das Reagens indifferent verhalten, werden angefiihrt: H~imatin, 
Kohlehydrate, Fette~ Glycerin (d. h. es bildete sich der gcw(ihn- 
liche bTiedersehlag yon Knpferoxydhydrat). 

lqach R i t t h a u s e n  ~ ist der dm'ch die Kupferprobe hervor- 
gebrachte Farbenton dec LSsung bei: 

CaseYn und Fibrin ans Weizen and Roggen: blauviolett. 
Legumin aus Hafer: tiefblanviolett. 
Legumin aus Erbsen: rothviolett~ violett, blauviolett, je naeh 

der Menge des vorhandenen Kupferoxydes. 
Gliadin aus Weizen: tiefviolett, Gliadin aus Haler: violett 

(wenig intensiv). 
Ich kann den bereits erwAhnten FAllen aus eigener Er- 

fahrung noch hinznftigen, dass bei Albumin (ans Zea ranis) nnd 

1 Ann.  d. Chemie u. Pharm., LXVII. Bd., pag. 10"2. 
2 Journal de Pharmacie et de Chimie par Boullay etc. Paris, IIL s~r., 

XXu Bd., pug'. 272. 
3 Sit, zb. d. kais. Akad.  d. Wiss ,  Wien~ in. n. CI., XXIV. Bd. 1857, 

pag. 335 ft. 
Zeitschr. f. analyt. Chem, VII. Bd., pag'. 266; fera er R i t t h a n s e n ,  

,D ie  EiweisskSrner ~, vgl. auch Sachs  s% sChemie u. Physiologie der Farb- 
stoffe etc.% w 59. 
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Vitellin (aus Cucuvbita Pepo) die Fiirbung" intensiv violett, bei 
Fibrin (aus Zea reals) schwaeh violett~ bei Leg'umin (aus Vicia 
Faba) azurviolett ist. 

Nach v. Brt icke t werden die Peptone dutch alas Kupfer- 
reag'ens purpurrotb~ die Eiweissk~rper violetL So dtifften sich 
dureh Anweseuheit yon Peptoneu neben Albuminaten die Farben- 
nuaneen erkl~iren~ welehe die natiirlieh vorkommenden Eiweiss- 
k6rper darbieten. 

Die Eiweisskiirper gehen mit dem Kupfersalz eine Verbiu- 
dung" ein, die~ aus alkalischer L(isung gefiillt~ in Uberschtissig'em 
Alkali sich farbig l~st. Aueh die Kohlehydrate (namenflich 
Zueker oder dextrinartig'e Substanzen) und g'ewisse Siiuren ffeben 
in alkMiseher L~isung l(isliche Kupferoxydverbindung'en. Treteu 
diese neben den Eiweissk~irpern gleiehzeitig" auf; so erscheint die 
FlUssig'keit in dem Masse tiefer blau~ als yon derartigeu K~rpern 
vorhanden ist. 

In die Mikroehemie wurden Kupfersulphat uud KMilauge 
1859 yon Julius Sachs  2 ein~eflihrt. Unter anderem fund er auch~ 
dass Eiweiss durch Mengung mit Dextrin, Rohrzueker~ Trauben- 
zucker niemals g'anz unkenntlieh g'emacht wird~ wenn man die 
Quantit~iten des in die Zelle eintretenden Kupfersulphates regu- 
liren kann. Die Eiweissk~irper zeigen naeh demselben Autor alle 
ein und d i e s e l b e  Violet tf~trbunff ,  a was mit den oben mit- 
g'etheilten Beobachtunffen R i t t h a u s e n ' s  und Bri icke 's  nicht 
iibereinstimmt. 

Behufs mikrochemisehen Naehweises der Eiweissk~irper 
pflegt man die Schnitte gew~ihnlich zuerst mit Kupfersnlphat 7 
dann mit Kalilauge zu behaudeln. Auf Grund dieses Verfahrens 
gelangten S a c h s  4 uud W. H o f m e i s t e r  5 zu der Ansicht~ dass 
das Protoplasma v~illig ausffebildeter Zellen wohl stickstoff> abet" 
nieht eiweisshiiltig' zu sein schein% da sie daselbst keine Reaction 
erhietten. 

Physiologie, 4. Anti., pag'. 88 ft. 
2 ,Uber eiuige neue mikroskop, chem. Reactiollsmethodeu.:: Sitzb. 

d..Ak~ld., Wieu, m. n. C1, XXXVL Bd. 
Sachs untersuchte Hiihnereiweiss, KaseYn, Leffumin und Kleber, 

t'erner Sehui~te yon I7eia Faba~ Phaseolus multiflorus~ K(irbis, ~[ais. 
r ,:Mikrochem. Untersuchlmgen". Flora 1862. 

Pflanzenzelle, pug'. 2. 
49* 
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Loew und Bokorny~ fanden jedocb~ dass dieselben 
Reagentien, in umgekebrter Reihenfolge (KOH v. sp. Gew. 1,33 
ca. 5 Minuten, dann ~/~ prec. KupfersulphatlSsung) angewand b 
das Eiweiss auch im Protoplasma der vSllig' ausg'ebildeten Zellen 
anzeigen. 

I'~aeh den bereits eitirten Untersuchungen F. Hofmeis ter ' s  
erseheint die Kupferprope im Vergleich zu den iibrig'en Eiweiss- 
reaetionen als die am wenig'sten empfindliehe. 

f j  Die molybdfinsi~urehaltige Schwefels~ure. 

Yon Dr. A. F rShde  ~ wurde im Jahre 1868 die folg'ende 
/%tiz tiber eine neue Reaction tier Eiweissk~rper ver(iffentlicht: 
,.Behandelt man die Eiweissk(irper im festen Zustande mit 
molybd~ins~urehaltiger Schwefels~iurc, so werden sic intensiv 
blau gefitrbt. Unter anderem zeig'en die Schnitte yon Samen- 
kSrnern, bcsonders Getreidearten, sowie die Muskelfasern diese 
Reaction deutlich. Gewisse Reagentien verhindern die blaue 
Farbeners cheinun g." 

Um mir ein Urtheil tiber die mikrochemische Anwcndbarkeit 
tier Methode zu bilden, priifte ich das Verhalten der molybd~n- 
s~urehaltigen Sehwefels~ure (bereitet durch AuflSsen yon mo- 
lybd~insaurem Ammon in cone. Sehwefels~ure) g'egen verschie- 
dene K(irper. 

Yon Eiweissk(irpern pflanzlichen Ursprunges prtifte ich 
Vitellin, Albumin, Fibrin, Legumin, sowohl in fester Form als 
in LCisung. In beiden F~llen erhielt ieh intensive Blaufi~rbun~,. 
Die Prtifung anderweitiger Substanzen ergab folgendes Resultat: 

Glycerin: beim Sehiitteln intensiv blau. 
Xanthin (test und in L~sung): keine F~trbung. 
Tyrosin, ~Iannit, Gummi, Rohrzueker, Phenol, alle sowohl 

in fester als in fltissiger Form: intensiv blau. Desgleichen reine 
Sti~rke, Starkekleister, Invertzucker, Granulose. 

Phlorogluein: in fester Form inteusiv blan~ in wi~sseriger 
LSsung dutch gr(in in blau. 

1 ,Die chem. Kraftquelle im lebeudcn Protoplasma", 18S2, pag. 58, 
ferner Oscar LOw in Botan. Zeitff., 1884, Sp. 273. 

Ann. d. Chem. u. Pharm., yon W S h l e r ,  L i e b i g  & K o p p ,  XLV.~ 

1868, pag. 376. 
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Thymoh in fester Form blau, in alkoholischer L~isunff dutch 
violett in blau. 

a-Naphtol: in fester Form grUn, in alkoholiseher LSsung 
dureh violett in blau. 

Vanillin: in fester Form intensiv dunkelblaugrUn. 
Coniferin: in fester Form intensiv dunkelblau. 
Baumwolle: iatensiv dunkelblau. 

Es nehmen also sehr verschiedenartige KCirper mit der 
molybdens~iurehaltigen Sehwefelsliure intensive Blaufiirbung an. 

BehufsErklarung der Blaufiirbung" muss ieh auf ein bekanntes 
Verhalten der Molybdaensiiure (MoO4H~) redueirenden Mitteln 
gegenUber zurtickkommen. Ftigt man nitmlieh zu der cone. LSsung 
eines molybdltnsauren Salzes Salzsiiure~ so seheidet sigh Mo- 
lybd~ns~iure als weisser krystallinischer Niederschlag aus, der 
sigh in iibersehiissiger Salzs~iure leicht 15st. Ftigt man zu dieser 
L~isung Zink. so f~trbt sit sieh in Folge der Bildung niederer 
Oxyde erst blau, dann g'rtin (Bildung yon Sesqnioxyd) und zuletzt 
braunroth und gelb~ wobei ein Suboxyd (MosO 7 - -  2Mo~O3MoO ) 
entsteht. Durch Kaliumpermanganat werden diese niederen 
Oxydationsstufen wieder zu Molybdi~ns!iure (MoO4g~) oxydirt l. __ 
Wendet man molybdiins~iurehaltige SchwefelsS.ure an t so muss 
die Reduction der Molybd~ns~ure bis zu eincm g'ewissen Grade 
gehemmt werden, da die Sehwefels~ure oxydirend wirkt. Die 
Hemmung der Reduction wird abhiingig skin einerseits yon der 
Reduetionskraft der Substanz und anderseits yon der zur 
Geltung gelangenden Oxydationskraft der Schwefels~iure. 

Glyeosen, Aldehyde sind durch ein hohes Reductionsver- 
mSgen ausgezeichnet. Da durch Kaliumpermanganat aueh bei 
den Ubrig'en (uutersuehten) Ktirpern, welehe mit molybdensliure- 
haltiger Schwefels~ture intensive Blaufiirbung annehmen; die 
Bildung dieses blauen Ktirpers verhindcrt wird~ so seheint es 
auch iu diesen F~tllen nieht unbegriindet~ den blauen Ktirper als 
ein niederes Oxyd der ~Iolybd~tns~ture zu betrachten~ entstanden 
dureh die Reductiouswirkung des betreffenden untersuchten 
Ktirpers. Eine weitere Sttitze fUr diese hnsieht ist der folg'ende 
mikroskopische Befund. Beobachtet man niimlich unter Mikroskop 

z Vgl. Richter, Anorgan. Chemi% IV. Anti, 1884, pug. 469. 
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die Einwirkung" der molybd~insi~urehaltigen Schwefelsiiure, z. B. 
auf festes Eiweiss, so sieht man, wie die FlUssig'keit (die S~ure).  
sich blau fi~rbt. Dieselbe Beobachtung kann man bei Stiirke, 
Zucker~ Gummi etc. in fester Form machen. Schliesslich speichert 
der feste Kiirper die blaue Verbindung (wahrscheinlich M%Os) 
auf, die Fltissig'keit wird farblos. 

Der Umstand, dass im Pfianzenreiche allgemein verbreitete 
KSrper aus verschiedenen chemischen Gruppen die intensiv blaue 
Farbenreaefion g'eben und ferner der Umst.tud, dass die blaue 
Verbindung (M%Os) sich in der Fliissigkeit bildet, aus welcher 
sic erst aufgespeichert wird~ l~i.sst nur eine sehr beschr~inkte Ver- 
werthung der F 1" 5 h d e'schen ,,Eiweissreaction" bei mikrochemi- 
schen Untersuchungen zu; als Speciah'eaction kann sie keines- 
falls gelten. 

9) Ein nenes  Reagens.  

Das Alloxan und einige verwandte Carbamide haben die- 
Eigenschaft, die Haut roth zu f~irben. Ich ging dieser Reaction 
nach und fand, dass man Alloxan in der That - -  unter g'ewissen 
Bedingungen --  als mikrochemisches Reagens auf Eiweiss- 
k(irper und gewisse Spaltung'sproduete derselben verwenden 
kann. 

Das Alloxan (=Mesoxalylharnstoff) bildet Krystalle, welche 
ebenso leicht in Wasser wie in Alkohol l(islich sind. Aus einer 
h e i s s e n L S s u n g  seheiden sich kleine b e s t ~ t n d i g e  Krystalle 
mit 1 H20 ab. Die grossen Krystalle, die man aus einer w a r m e n  
LSsung erhiilt, verwittern an der Luft. AlloxanlSsungen f~rben 
dis Haut naeh einiger Zeit purpurroth nnd gebeu ihr einen nnan- 
genehmen Geruch. 

Ein Versuch m i t f e  s t en  EiweisskSrpern zeigt~ class selbe ia 
einigen Minuten dieselbe purpurrothe F~trbung annehmen. Aber 
nicht bloss Eiweissk(irper geben die Reaction, sondern auch 
Tyrosin~ Asparagins~iure (sehr inteusiv), Asparagin ~, vermuthlich 
iiberhaupt jene organisehen K(irper ~ vielleieht nut uuter gewissen 
Bedingungen -- welche die Gruppe CH2.Ctt(NH2).C0~H im Mo- 
lecUl enthalten. Vergleieht man n~imlieh die Structuribrmeln 

1 Diese Angabe bezieht sich nicht auf L(isungen. 



Eiweiss iu dcr pflaazlichen Zellhaut. 691 

der drei KSrper T y r o s i n :  ~ r J O H  �9 % rl~\Cit~. Ctt(~H2). C02H 
CH(NH~). CO~H 

A s p a r a g i n s i i u r e :  I und A s p a r a g i n :  
CH 2 . CO~H 

CH(NH~). CO~[I 
I 

CH~. CO. NH 2 
mit eiuander, so fiudet man, dass im ~'[oleciii eines j e d e n dieser 
KSrper uur die Atomgruppe CH~.CH()H:t~).CO2H gcmeinsam 
sich vorfindet. Ieh habc eine grosse Anzahl ~-on orgauischen 
KSrpern aus den verschiedenen Gruppen mit Alloxan auf Roth- 
f~rbnug geprtift~ jedoeh eine solche nieht erhalteu. 

In LSsungen yon Eiweiss uud den iibrigen in Betracht 
kommenden K~irpern crh~ilf man die purpurrothe F~h'bung mit 
Alloxau schwieriger~ als bei denselbeu KSrpern in f e s t e r  Form.  

Bei der Deutung' eiuer mit Alloxan erhaitenen Rothf~irbung 
muss der Umstand in Betracht gezog'en wcrden, dass fes~es 
Alloxan~ wie es nach dem Verdunsten tier L~snng an tier Luft 
zuriickbleibt~ binnen mehreren Stnnden--alle~'ding's s c h w a c h e -  
Rothfih'bung annimmt, besonders bei Anwesenheit yon Ammoniak. 
Diese Rothfi~rbuns' schllig't dutch ~atronlauge in Blauviolett urn. 
Erhitzt man AlloxanlSsung mit Ammouiak, so bildet sieh eben- 
falls der rothe KSrper (w~hrscheinlich Murexi4 oder ei ne i~hn- 
liche Verbinduug'); dutch ~atronlauge wird die Rothfiirbuno" in 
Blauviolett umgewandelt. 

Um also Eiweiss und die tibrig'en KSrper mit Alloxan nach- 
zuweisen~ ist es nothwendig~ in der K~lte zu operiren und Ammo- 
n~ak miiglichst auszuschliesseu. [u der ] ~ a t r o n l a u g e  hat man 
ein Mittel~ dis Reaction der Gruppe CH2.CH(~H2).CO2H zu 
sicheru, da sic die durch diese Gruppe verursachte Rothflirbung 
unver~ndert l~isst. 

Ich reagirte mit ce~centrirter w~sserig'eL " oder alkoholischer 
AlloxanlSsung und bediente reich auch einer coneentrirten )~tz- 
natronli~sung. 

Freie S~turen verhindern dis rothen Farbeureactionen des 
Alloxans. 

Von der mikrochemlsehen Anweudbarkeit der Farbcnreaction 
mit Alloxan behufs ~achweises der EiweisskSrper kanu man 
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sieh leieht an dareh das Endosperm yon Samen gefiihrten 
Schnitten, welche Ateuron nnd Eiweisskrystalle entbalten, iiber- 
zengen. Um die iibrigen, ebenfalls mit Alloxan reagirendcn 
Kiirper auszuschliessen, muss man dis betreffcnden Pr~tparate 
mit heissem Wasser auslaugen odor mit Wasser auskochen. 
Pilzhyphen reagiren im allgemeiaen ganz hilbsch. 

Bei der Ausftihrung der Alloxanreaction ist es gut, mit mSg'- 
lichst wenig Fliissig'keit zu arbeiten. Im Ubrigen ist es unbedingt 
erforderlich, die angedenteten Vorsichten nicht ausser Acht zu 
lassen. 

A ~ H A N G .  

Die yon A d a m k i e w i e z  ' entdeckte Reaction der Eiweiss- 
kSrper and Peptone mit Eisessig" and cone. Schwefelsiiure (Violett- 
fiirbung, l~tsst sich mikrochemisch schon wegen zn geringer Inten- 
siti~t der F~trbung nicht anwenden. 

Die Aldehydreaehon mit fuehsinschwefeliger Siiure kann 
zur Erkennung yon EiweisskSrpern unter dem Mikroskop nicht 
herangezogen werden, wie bereits L(iw nnd B o k o r n y  ~ nach- 
g'ewiesen haben i denn l~sst man einen Tropfen der fuchsia- 
schwefeligen S~iure nar kurze Zeit in Contact mit Luft~ so sieht 
man mit der Verdunstung der vorhandeneu schwefeligen S~tare 
eine Rothfih'bung' eintreten. Bei Luftabschluss zeig't das Pr~tparat 
selbst nach 24 a keinerlei Rothf~rbtmg. 

In neuerer Zeit wurde yon E. Z a e c h a r i a s  a die schon yon 
H a r t ~ g angegebene Berlinerblaureaetion modifieirt und neuerlich 
iu die Mikroskopie cingefiihrt. Anf Grund derselben Reaction g'e- 
langte E. Z a c c h a r i a s  zu dem Schlussc, dass im Protoplasma 
vtillig ausgebildeter Zellen, da keine Blauf~rbung zn erzielen war, 
Plastin vorherrsche. Oscar Liiw 4 erhielt jedoch die Blau- 
fiirbung nach vorausgegangener Quellung der Pl'~parate in Kali- 

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

" Botam Zeitg. 1882, Sp. 832. 
3 Botan. Zeitg. 1883, Sp. 211. 

Botan. Zeitg. 1884, Sp. "273, ,Uber den mikroehem. Nachweis yon 
Eiweissstoffen". 
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lauge. Da bei dieser Reaction nur das innerhalb der Zelle aus 
den zugeftihrten Reag'entien gebildete Berlinerblau yon den 
Eiweissk~rpern aufg'espeichert wird, also eine ehemische Action 
seitens tier EiweisskSrper nieht start hat, so fNlt dieselbe nieht 
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 Blan- 
fiirbung die Vertheilung der EiweisskSrper unter dem hIikroskop 
studiren k(innte~ scheiterten~ da ich eine passende Modification 
der Methode night land. 

Die Anwendung der Jodreaetion der EiwcisskSrper wurde 
perhorrescirt, da~ wie schon yon verschiedenen Seiten hervor- 
gehoben wurde~ nicht allein alle stickstoffhaltigen K(irper~ sondern 
auch andere gelbe his braune Fiirbnng damit annehmen. 

Allerdings pflegt man sich auch b eutzutage h~nfig mit der Gelb- 
f~rbung dnrch Jod nnd dem Verm(ig'en Farbstoffe (Carmin, Gen- 
tianaviolett~ Anilinblan~ Hoffmannsblau) aufzuspeichern zn be- 
gniigen, nm auf die Eiweiss-, resp. Plasmanatur eines Gcbildes 
zn schliessen. Es ist dies namentlich bei den Studien tiber die 
protoplasmatischen Verbindungsffiden der Fall gewesen. Allein 
dieses Vergehen konnte fur die vorliegende Untersuchung nicht 
massgebend sein. 

Im Vorangegangenen habe ieh den Werth der einzelnen 
Farbenreactionen auf Eiweiss beleuehtet. Wir haben allerdings 
gesehen~ dass eine mikroehemiseh verwerthbare Farbenreaction~ 
die nur auf Eiweisskiirper deutet bisher nicht aufg'efunden wurde. 
Allein die mannigfaltig'en Qualitiitenjener Atomcomplex% welche 
das Eiweissmolekiil bilden, geben der ttoffnung Raum, dureh 
eiue Combination passender Reactionen auf das Eiweiss schliessen 
zn kfnnen. 

Es handelt sieh nun datum, die verschiedenen Eiweiss- 
reactionen mit Rtieksicht auf den Nachweis der Anwesenheit 
des Eiweiss in der pflanzlichen Zellhaut F~egeneinander ab- 
zuw~ig'en, 
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Dass die Fiirbung der Eiweissktirper mit concentrirter 
Salzs~ture zum mikroehemisehen lqaehweis wegen allzu geringer 
Intensit~tt Uberhaupt nieht angewendet werden kann~ habe ich 
schon h'iiher betoat. 

Die Untersuehungen F. Hofm e i s t e r ' s  haben gelehrt, dass 
man erkennen kann einen Gewichtstheil Albuminstoff 
mittelst coneentrirter Salpeters~ure in 20.000 Theilen Ltisnng 

, Kupferreaction in . . . . .  2.000 , ,, 
,; Mi l lon ' s  Reagens . . . . .  20.000 , ,, 

Diese Zahlen kann ieh im Allgemeinen best~ttigen; man darf 
sic jedoch nicht, wie ich oben auseinandersetze, auf alle Eiweiss. 
ktirper Ubertragen. Auch ist zu beachten~ dass die angegebene 
Empfindlichkeit der Reaetionen bei deren mikrochemischen 
Anwendung sowohl dureh die vergrSssernde Wirknng des 
Mikroskops, als durch die complicirten chemischen und physi- 
kalischen VerhiOtnisse im Pr~tparat bedeutend herabgedrUckt 
wird. Jedoeh wird die ~'[illo n'sehe Reaction der XantoproteYn- 
siiurereaction unter gleichen Bedinglmgen wohl stets iiberleg'en 
sein. Auch die Raspa i l ' s ehe  Reaction ist im Allg'emeinen sehr 

empfindlich. 
Wie bereits oben bemerkt, geben (Mais)-Fibrin and 

Rhodospermin die Xanthoprote~iturereaction nut sehr schwach, 
Rhodospermin die R a s p a i l ' s c h e  Reaction Ubcrhaupt nieht; 
octa~drisehes Rhodospermin wird mit Millon'schcm Reag'ens 

nur briinnliehgetb. 
Der Farbenton ist bei den verschiedenen Eiweissk~rpern 

nicht gleich. Zur Erli~uterung diene die folgende Tabelle: 

Raspail'sehe 
Reaction . . . .  

Kupfer - Reae- 
tiou . . . . . . . .  

Xanthoprotein- 
S~,llre - Reac- 
tion . . . . . . .  

Millo n'sche 
Reaction . . . .  

Atbumin 
(Zea Mais) 

rosenroth 

iutens, violett 

gelb 

fleisehroth 

Fibrin 
(Zea 3Iais) 

intensiv, roth 
als klb. 

sehw. violett 

schw. violett 

earminro th 

Legumin 
(lYeia Faba) 

rosenroth in 
violett 

azurviolett 

gelb 
fleischroth in 

braunroth 

Vitellin 
(Czleurbita 

Pepo) 

lila 

violett 

gelb 

ziegelroth 
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Diese Ang'aben gelten fiir g'leiehe Volumina des festen 
Eiweissk~rpers mit dem betreffenden Reagens auf gleiche Weise 
behandelt. 

Die Gelbfiirbung dutch Salpetersiiure~ die Rothf~rbung 
mit Zucker trod SehwefGlsiiure, die Violett- (respective weinrothe) 
Fi~rbung mit Kupferoxydsalz nnd Alkalilauge, die Blauflirbung 
mit dem F r(i h d e'schen Reagens~ sie alle diese F~rbungen zeigen 
uns organisehe Ktirper aus den verschiedensten nattirlichen 
Gruppen. 

Ich habe bereits bet der Besprechung dGr einzelnen 
RGactionen hervorgehoben~ dass wit aus dGm Anftreten der 
Farbang nur einen sehr allgemeinen Schlnss ziehen kSnnen. 

Unter allGn Eiweissreaetionen zeigt uns nur die 5li l l  o n'sche 
Reaction eiae bestimmte Strlletur an. Das Eintreten einer Roth- 
fiirbung, dnreh dieses Reagens hervorgerufen, verweist uns auf 
jene organisehen KSrper, die cinch einfach hydroxylirten aroma- 
tisehen Kern besitzen. Dadureh bewegt sigh die weitere Ent- 
seheidnng in Ginen~ ehemisch begrenzten Gebiet. Das i~t tier 
eine nieht zu untersch~ttzende Vortheil des Mil lon 'sehea 
Reagens, Gin anderer ist der, class es die Reaction fixirt, das 
heisst dort anzeigt, wo sie auftritt. 

Aber auch das Mil lon 'sche Reagens hat seine Fehler. 
Auch diese Reaction kann dutch g'ewisse K(irper -- wie wohl 
die meisten Reactionen - -  verhindert wGrden. Wirkt das Reagens 
auf sehr w a s s e r r e i e h e  G e w e b e  ein, so kann es z. B. dutch 
Bildung basiseher Queeksilbersalze wirkungslos werden. Das 
Reagens wirkt desto besser, je friseher es ist. Man benUtze es 
nut so lange als damit z. B. die KrystalloYde im Endosperm yon 
Ricinnssamen schSn ziegeh'oth gefi~rbt werden. Bet Bereitung 
des Reagens empfiehlt es sich nach der yon Ha r t i g  empfohlenen 
Methode vorzugehen trod genan zn wagen. 

Auf diese Art bereitet, erh~ilt das Reagens die riehtigo 
Menge an freiGr salpetriger S~ture. Ein l~ngere Zeit aufbewahrtes 
Reagens kann man durch Hinzuftigung einiger TropfGn einer 
etwa 0" 1% KaliumnitritlSsung" wirkungsfNfiger machen. 

Von in der Zellhaut vorkommenden K(irpern mit einfach 
hydroxylirtem aromatischen Kern kannte man bis jetzt nut das 
V a n i l l i n .  Beim Nachweis yon Eiweiss hat man demnach vet 
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Allem das Vanillin auszuschliessen. In der yon W i e s n e r  
entdeckten Holzsubstanz-(Vanillin) Reaction mit Phloroglucin 
und Salzs~im'e haben wit ein ausg'ezeichnetes Mittel, um das 
u desselben nachzuweisen. Wir ktinnten also mit 
Millon'schem Reagens erhaltene Rothfiirbung', wenigstens in 
jenen Zellb~iuten, welche die Vanillinreaction nicht g'eben, auf 
vorhandenes Eiweiss deuten. Noch sicherer geht man, wenn man 
die Schnitte mit heissem Wasser auslaugt. Dadurch coag'ulirt das 
in der Zellhaut vorhandene Eiweiss, wiihrend etwa vorh~ndenes 
Tyrosin oder Phenol in Li3sung" gehen. Den ausgelaugten oder 
ausgekoehten Schnitt befreit man, ehe man ihn mit Mil 1 o n'sehem 
Reagens behandelt, mittelst Filterpapier yon der anhaftenden 
FlUssigkeit. 

Dureh die yon mir angegebene klloxanlSsung wird die 
Gruppe --CH~.CH(NH~).C02tt angezeigt. Es kommen dabei 
hauptsfichlich Eiweiss, Tyrosin, Leuein~ Asparagin, Asparagin- 
s~ture in Betraeht. Bezttglieh der Methode verweise ieh auf 
Seite 19 dieser Arbeit. 

Es seheint mir nicht unwichtig~ das Verhalten tier beiden in 
den vegetabilisehen Zcllen so sehr verbreiteten Ktirper Vanillin 
und Coniferin gegen die Eiweissreagentien hier anzuftihren: 

Van i l l i n .  

l~Iilon's R. : Iutensiv roth, Stich 
in roth-violett. 

R a s p a i l ' s  R.: Intensiv roth- 
violett. 

H~S04~ allcin: rothbraun. 
CuSO4+KOH1 ) : rother Nieder- 

schlag. 
HNO a (rauchend) : Rubinroth, 

mit NH 3 gelbe Nebel, die 
Fltissigkeit bleibt rubinroth. 

HCI: zelsiggriin. 
F r S h d e ' s  R.: intensiv dunkel- 

blaug.rtin. 
Alloxan: keine Reaction. 

C o n i f e r i n .  

M. : gelbe Fiirbnng'. 
R.: Intensiv rothvMett. 
H,S04 allein : Intensiv violett. 
CnSO 4 + KOH 1): rother Nieder- 

sehlag. 
HNO a (rauchen4) : braungelb, 

mit NYI a dichte weisse Nebel 
Fgrbung der FlUssigkeit un- 
ver~ndert. 

HCI: graublau. 
Ft. : intensiv dunkelblau. 
A.: keine Reaction. 

~) Nach Ar t  dcr T r  o m m e  r 'schen Probe ausgefiihrt. 
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Daraus ist auch ersichtlich~ dass das Alloxan namentlich 
zum Eiweissnachueis in der v e r h o 1 z t e n Zellwand herangezogcn 
werden kann. 

Im Wescntlichen besteht meine Methode, das Eiweiss mikro- 
skopisch naehzuweisen, in Folgendem: 

1. Im Nachweis der einfach hydroxylirten a r o m a t i s c h e n 
Gruppe dutch das MiIIon'sche Reagens, nach Ausschluss freier 
odor anderweitig gebundener einfach hydroxylirter aromatischer 
Substanz. 

2. Im ~achweis jener Atomgruppe~ welche bei Zersetzung 
der EiweisskSrper als Asparaginsgure oder Asparagin austritt, 
dm'ch All  o x a n~ nach Beseitigung der letztgenannten S ubstanzen 
und anderer nicht eiweissartiger Verbindungen. (Tyrosin etc.) 
Um nun zu entscheiden~ ob das auf diese Weise nachgewiesene 
Eiweiss als P r o t o p l a s m a  der Zellhaut ungeh~ir L u n d  um den 
Einwand~ man habe es mit ,infiltrirtem" Eiweiss zu thun --  
wogegen indcss schon die Entwicklungsgeschichte der Zellhaut 
spricht - -  auszuschliessen, wurden Versuche mit der bekannten 
alkalischen SilberlSsung, welche nach L o e w und B o k o rn y nur 
dutch das lebende Protoplasma reducirt wird~ angestellt. 


