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0ber den blauen Farbstoff aus den Flossen 
des Crenilabrus pavo 

von 

R. v. g e y n e k .  

(Vorgelegt  in der Si~zung am 12. Dezember  1912.) 

Die Beobachtungen ,  welche unter  dem gleichen Titel in 
der Zeitschrift ffir physiologische Chemie 1 ver6ffentlicht worden  

sind, hat ten bekannt  gemacht ,  daft in den .Flossen  des Creni-  

labrus pavo,  eines Fisches,  welcher  jedem Besucher  des 
Tr ies ter  F i schmark tes  um die Osterzei t  durch seine pr/ichtige 

Farbe auffallen mag, aber  auch in den Schuppen und in der 
Haut ,  und zwar  insbesonders  an den beiden Seiten des Fisches  

ein blauer, wasserl/Sslicher Farbstoff  enthalten ist. Dieser  Farb-  
stoff tritt in gr613erer Menge. nur w~ihrend des Frfihjahres auf, 

als sogenanntes  Hochzei tskleid  des Fisches. In dieser  Zeit 
k6nnen auch das Fleisch und die Knochen  ~ des F isches  einen 
blauen Farbenton  aufweisen,  der w/ihrend des fibrigen Jahres  

ganz  verschwindet ,  w/ihrend die blaue Haut- ,  S c h u p p e n - u n d  
Flossenf/ i rbung zwar  wesentlich,  aber  nie vollst/indig abblal3t. 
Von der Blauffi.rbung sind die Kiemenflossen a u s g e n o m m e n :  

sie sind st/indig hellgelb geffirbt. 

Der blaue Farbstoff  scheint inn Gegensa tz  zu den anderen 
gelben, gelbgrfinen, roten und schwarzen  Pigmenten der 

F ischhaut  die Gewebe  nu t  diffus zu impr/ignieren. 

Es hatte sich ergeben, daft eine Reindarstel lung des Farb-  
stoffes lediglich aus  den s tark  gef/irbten Flossen Erfolg ver-  

sprach,  w/ihrend die Extrakte  aus  der Haut ,  den Schuppen,  den 

1 Z e y n e k ,  Zeitschr. f. physiol. Chem., 34, 148 und 36, 568. 

2 Auch das Blut; N o l f ,  Arch. intern, d. Physiol., 4, cit. nach v. F r i s c b ,  

Zool. Jahrb. 32. 
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Muskeln des Fisches,  obwohl  sie auch intensiv blau gefiirbt 

waren,  so viel Verunre in igungen enthielten, dab von ihrer Ver- 

arbei tung zweckm~13ig abgesehen  wurde. 

Der Farbstoff  wurde  in meiner  vor igen Mitteilung auf  

Grund seiner E l e m e n t a r z u s a m m e n s e t z u n g  und durch eine 
Reihe yon Reaktionen als ein Eiweiflk6rper,  also ein Chromo-  

pr.ot e'fd erkannt.  

Da nur  wenige Farbeiweil3e bekannt  sind auf3er den 
Sauerstofftr~igern H~.moglobin und H~imocyanin sind eigentlich 

nur die von M o l i s c h  1 in Meeresalgen gefundenen  Farbstoffe 
Phykoerythr in  und Phykocyan ,  welche sicher auch EiweifS- 

k6rper  sind, n~iher charakteris ier t  schien ein e ingehenderes  

Studium des Crenilabrus-Blau von Interesse  zu sein. Dank  
der Munifizenz tier Hohen  kaiserl ichen Akademie  der Wissen-  
schaften war  es mir mSglich, eine grOf~ere Mater ialmenge in 

verschiedenen Jahren zu verarbei ten,  woffir ich mir an erster 

Stelle den ergebensten Dank auszudrf icken erlaube. 

Die Herstel lung einer e twas gr613eren Menge des Farb- 
stoffes bot nach den frtiheren Er fahrungen  keine sonderlichen 

Schwierigkeiten,  doch hatte ich durch unbekannte  Ursachen 
w~ihrend mehrerer  Jahre nur  wenig  Material erhalten k6nnen:. 

Nachdem die intensiv blau gef~.rbten Flossen mit wenig  

desti l l iertem W a s s e r  rasch von Verunre in igungen befreit 

worden  waren,  wurden  sie mit 6fters gewechse l tem Aceton bei 

Z immer tempera tu r  extrahiert ,  welches  gelbe und rote Farbstoffe 
16st, h ierauf  solange mit (reinem!) einige Male gewechse l tem 
)~ther gleichfalls bei Z immer tempera tu r  s tehen gelassen,  bis der 

Ather nichts mehr aufnahm. 

Nach dem Abduns ten  des Acetons  werden /31ige, rotgelb 

gef/irbte Rfickstti.nde erhalten, welche sich in Ather zum gr/5t3ten 
Teil 16sen. Diese L6sungen  wurden mit den direkt gewonnenen  

)~therextrakten vereinigt. Nach der Entfernung des Athers  
blieben rotgelbe 61ige Tropfen,  welche  am diffusen Tagesl icht  

ziemlich rasch abblaf~ten; es t raten.gleichzei t ig  Trf ibungen auf  
dutch mikroskopische  Krys ta l lnade ln ,  welche zu Rosetten 

~. Molisch, Botan. Zeitung (1894), p. 177 und (1895), p. 131. 
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gruppiert  waren. Die Krystalle 1/Ssten sich leicht in Chloroform. 
Diese L6sung gab mit Essigs~ureanhydrid  und einem Tropfen 
konzentr ier ter  Schwefels~iure sofort eine intensiv rote Fi~rbung, 
welche in einigen Minuten in ein intensives sch6nes Blaugrtin 
fiberging. - -  

Nach dem Verdunsten des an den Flossen anhaftenden 
5 thers  wurden sie mit destilliertem Wasse r  fibergossen; schon 
nach kurzer Zeit trat die L6sung des Farbstoffes ein. Die yon 
abgeschwemmten  Gewebspart ikelchen trfibe L~Ssung 1/it3t sich 
durch ein dichtes Filter vollkommen klar filtrieren. 

Das Hauptaugenmerk  wurde darauf  gerichtet,  eine L/Ssung 
zu erhalten, welche nicht die geringste Spur  yon Zersetzungs- ,  
respektive Ffi.ulniserscheinungen zeigte. W/ihrend die un:  
zersetzte Flfissigkeit neutral reagiert, nimmt sie durch die 
F~iulnis eine ammoniakalische Reaktion an; der Farbstoff  
s c h e i n t  zwar  im Beginn der F/J.ulnis noch nicht angegriffen 
zu werden, doch werden dutch die alkalische Reaktion die 
Fg.llungserscheinungen in dem Sinne beeinflul3t, dab dann eine 
h/Shere Salzkonzentrat ion zur Ausfg.llung des Farbstoffes er- 
forderlich ist. So ist es zu erklS.ren, dat3 ich aus den L{Ssungen 
nunmehr  bei einem Zusatz von 6 bis 80/0 Ammoniumsulfat  den 
Farbstoff zum gr{~13ten Tell ausfg.llen konnte, wgthrend bei 
meinen ersten Versuchen, bei welchen die rasche Verarbei tung 
noch nicht mtSglich war, ein Ammonsulfa tzusatz  yon fiber 1 0 %  
zur F/illung gebraucht  wurde. Ubrigens kommt, betreffend die 
F/il lungsgrenzen, auch die Konzentra t ion der Farbstoff l6sung 
in Betracht. Daft kein sauer reagierendes Ammonsulfa t  ver- 
wendet  werden dart', ist nut  insofern zu bemerken notwendig, 
als die Materialverarbeitung ferne von gut  eingerichteten 
Laboratorien erfolgen sollte. 

Die F~illung durch Ammonsulfat  tritt nicht sofort ein, es 
entsteht zuerst  eine feine TrCibung, welche sich nach einigen 
Stunden vermehrt  und nach 24 Stunden beim Zentrifugieren 
sich vollst/indig absetzt. 

Der so erhaltene Niederschlag wurde du tch  Filtrieren yon 
der Fltissigkeit befreit, in Wasser  get6st und in analoger  Weise  
mit Ammonsulfat  mehrmals umgefg.llt. Bei diesen Umfii.llungen 
war  ein, wenn auch geringffigig h6herer  Zusatz  yon Ammon- 

Chemie-Heft Nr. 3. 36  
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sulfat notwendig. So gab, wenn die erste Hauptf/J.llung bei 6% 
Ammonsulfatzusatz erreicht worden war, die Umf/illung wohl 
auch bei 6% Ammonsulfatgehalt der Fl/_issigkeit eine F/illung, 
die sich aber schlecht absetzte; erst durch 7 oder 8 %  Ammon- 
sulfat wurde dann die Hauptmenge des Farbstoffes nieder- 
geschlagen. Die erhaltenen Niederschl/tge waren immer amorph. 

Wie Ammonsulfat f/illen auch Magnesiumsulfat, Chlor- 
ammon und Chlornatrium. Ich babe mich davon fiberzeugt, daft 
durch diese FS.11ungsmittel der Farbstoff (entgegen meinen 
frfiheren Angaben) ohne Zersetzung gef/illt werden kann, nut 
mul3 sorgsam jede Spur einer sauren Reaktion der L6sungen 
ausgeschlossen sein, sonst tritt rasch eine Verf/irbung ins 
Grfine ein. Da die optischen Qualitgiten den Farbstoff am 
besten charakterisieren und nur in meiner ersten Mitteilung 
eine mit nicht gereinigtem Material durchgeffihrte spektro- 
photometrische Aufnahme der Lichtabsorption gegeben worden 
ist, sind vorerst darfiber genauere Daten mitgeteilt. 

Zur Untersuchung diente ein Hfifner'sches Spektrophoto- 
meter mit einer Auerlampe als Lichtquelle, der Collimatorspalt 
war !/a o m m breit, Die Stellung der Schieber an der Okularlupe 
war derart, dab bei der D-Linie des Sonnenspektrums Licht 
yon 11 [J.g* (589--578 N*), bei der E-Linie solches yon 9{*[J. 
(527--518 N*), bei der B-Linie yon 16 NJ. (687--671 N,) gleich- 
zeitig ins Auge gelangte. Die Wellenl/tngenangaben in den 
folgenden Tabellen beziehen sich also nicht auf vollkommen 
monochromatisches Licht, sondern immer noch auf ein der 
obigen Bemerkung entsprechendes Licht geringerer Wellen- 
1/inge. Jeder angegebene VVert der Extinktionskoeffizienten ist 
arts dem Mittel mehrerer, meistens yon vier Ablesungen be- 
rechnet. 

Die Schwierigkeit solcher Serienaufnahmen Iiegt, ab- 
gesehen von den Fehlern der genauesten spektrophotometri- 
schen Messungen, welche auf zirka 1 ~ zu sch/i.tzen sein 
dfirffen, darin, dal3 man nicht immer die zur Untersuchung 
gfinstigste Lichtextinktion w~hlen kann, besonders wenn 
Spektralgegenden yon starker Lichtextinktion neben solchen 
geringer LichtauslOschung vorkommen. Dann kommt, weil jede 
Aufnahme in kfirzerer Zeit wegen etwaiger ,~nderungen in den 
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Qualitg.ten der Flflssigkeit ausgeftihrt werden muff, die Er- 

mfidung des Auges in Betracht, welches schlieNich Helligkeits- 

differenzen als Farbenverschiedenhei ten empfindet. Ich habe 

mich daher gefibt, beide Augen abwechselnd zu verwenden 

und bestimme vorerst einige auffallende Stellen des Spektrums 

(Maxima und Minima der Lichtausl6schung sowie die Stellen 

rascher Oberg~inge von geringer zu stiirkerer Lichtausl6schung),  

wobei das Auge nicht zu lange bei einer FarbenqualitS.t ver- 

weilen soll. 

In Anbetracht  der Fehler wurden die abgelesenen Winkel- 

werte nur auf  eine Dezimale, die Werte  ffir die Extinktions- 

koeffizienten a - -  - - log  cos 2 t? auf drei Dezimalen in Rechnung 

gebracht. 

T r o t z  der hier aufgezahlten Schwierigkeiten und Un- 

genauigkeiten ist aber dennoch die spektrophotometrische 

Methode die einzige, welche quantitative Angaben fiber die 

Beziehung der Farbenintensit/it zur Konzentrat ion einer Farb- 

stofflSsung ermSglicht und dadurch ein Mittel gibt, die Reinheit 

eines Farbstoffes zu bestimmen. 

A B C 
Wellen- Konz.=0.024o/o Konz.~___0.031O/o Konz.~0.070O/o 
l~ngen 

Exfinktionskoeffizienten 

720 

708 

702 

690 

687 

680 

665 

660 

640 

620 

600 

590 

580 

m 

0'030 

0'120 

0"179 

0'365 

0"363 

0"341 

0"321 

0"273 

0"238 

0'030 

0"231 

0'455 

0"466 

0"416 

0"395 

0"364 

0"318 

0'043 

O" 160 

0"323 

1"002 

i" 143 

1"131 

1 "058 

1"015 

0"857 

0"755 

36 ~ 
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A B C 

Wellen- Konz. = 0"024O/o Konz. = 0' 0310/o Konz. ~ 0' 07 0O/o 
liinge 

Extinktionskoe ffizienten 

570 
560 
550 
540 
530 
520 
510 

0'219 
0'180 
0"154 
0"137 
0"112 
0'090 
0"074 

0"289 
0'228 
0" I94 
0' 180 
0" 148 
0' 127 
0'093 

0"668 
0"537 
0"431 
0"380 
0"318 
0"298 

Die v o r s t e h e n d e  T a b e l l e  b e z i e h t  s i ch  au f  k la re  b l a u e  

L 6 s u n g e n ,  w e l c h e  a u s  v e r s c h i e d e n e n  J a h r e n  s t a m m e n .  Im 

S p e k t r o s k o p e  ze ig t  s ich  n e b e n  e ine r  d i f fusen V e r d u n k e l u n g  

eine  s t a r k e  A u s l 6 s c h u n g  z w i s c h e n  [J,p~ 6 7 8 - - 6 3 5 .  

A u s  d i e sen  D a t e n  e rg ib t  sich,  daf3 die u n t e r s u c h t e n  F a r b -  

s to f fp roben  als  o p t i s c h  i den t i s ch  a u f z u f a s s e n  s ind,  da  die  

Di f fe renzen  i n n e r h a l b  der  B e o b a c h t u n g s f e h l e r  l iegen.  

Die L i c h t a u s l 6 s c h u n g  im Ul t r av io le t t  w u r d e  qua l i t a t iv  

beobach te t .  D a z u  d ien te  e ine  E i n r i c h t u n g ,  w e l c h e  der  von  

R o s t ,  F r a n z  und  H e i s e  1 b e s c h r i e b e n e n  im Pr inz ip  nach -  

geb i lde t  war .  Am e inen  E n d e  e ine r  o p t i s c h e n  B a n k  w a r  in e ine r  

s o n s t  l i ch td i ch t en  K a m m e r ,  w e l c h e  nu r  in d e r  A c h s e  de r  opt i -  

s c h e n  Bank  e inen  v e r t i k a l e n  A u s s c h n i t t  besaf3, ein Nernsts t i f t .  

Das  yon  ihm a u s g e s t r a h l t e  L ich t  g i n g  d u r c h  e ine  Quarz l in se ,  

yon  d i e se r  d u t c h  die  Q u a r z k t i v e t t e  mit  d e r  Untersuchungs- 
f l f iss igkei t ,  d a n n  d u t c h  den  1/5o~Z~ b re i t e n  Co l l ima to r spa l t ,  

d e s s e n  un t e r e  H/ilfte mi t t e l s  e ines  t o t a l r e f l ek t i e r enden  P r i s m a s  

das  S p e k t r u m  e ine r  H e l i u m r b h r e  (nach  A . v .  T s c h e r m a k  ~) 

we i t e rgab .  Die be iden  L ich t s t r e i f en  g e l a n g t e n  a u f  ein d t i n n e s  

A b k l a t s c h g i t t e r ,  w e l c h e s  z w i s c h e n  ~ u a r z p l a t t e n  mon t i e r t  war ,  a 

von da  in die  mit  e ine r  U v i o l g l a s l i n s e  a u s g e s t a t t e t e ,  v o n d e r  

1 Rost ,  F ranz  und Heise ,  Arbeitendes Reichsgesundheitsamtes, 32, 
p. 223. 

2 A. T s c h e r m a k ,  Pfliiger's Archiv, 88, p. 95; die HeliumrShren in der 
yon GStze angcgebenen Form. 

3 Bezogen yon Win. G a e r t n e r  & Co., Scientific Shop, Chicago, 5345 
Lake Avenue. 
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Firma Hee le  gelieferte Camera. L u m i ~ r e ' s  Y.-Platten erwiesen 
sich zur Photographie im Violetten und Ultravioletten geeigaet. 

Die scharfe Einstellung des Systems ist vorteilhaft mit 
ganz verdfinnten L6sungen yon Blutfarbstoff zu kontrollieren. 

Herrn Hofrat Prof. Dr. E d e r  erlaube ich mir, f/Jr seine 
Hinweise auf die Verwendbarkeit von Abklatschgittern und 
seine sontigen liebenswtirdigen Ratschl/ige auch an dieser 
Stelle den ergebensten Dank auszudrficken. 

Weder bei dem Cren i labrus -B lau  selbst, noch bei seinen 
welter unten beschriebenen Zersetzungsprodukten wurde ein 
scharfer Absorptionsstreifen im Ultraviolett gefunden. Es ergab 
sich das Minimum der Lichtausl6schung zwischen p~[* 460--430, 
auf diese Helligkeitszone folgt eine Lichtabsorption, welche 
bei konzentrierten L6sungen ziemlich scharf bei p~p~ 400 ansteigt 
und fiber [,[~ 330 hinausreicht; bei verdt'mnteren L~Ssungen tritt 
die Lichtausl6schung allm/ihlich, bei [,[, 394--386 ein. 

R e a k t i o n e n  des Creni labrus-Blaufarbstof f s .  

Obwohl einige Reaktionen, welche ich mit dem unreinen 
Material der ersten Mitteilung erhalten hatte, schon richtig- 
gestellt sind, m/3gen doch der lJbersicht wegen die schon 
frfiher erhaltenen Reaktionen kurz neben den neuen Beob- 
achtungen zusammengestellt werden. 

Die w~isserige LOsung des C r e , i l a b r u s - B l a u  reagiert 
neutral, sie ist nicht fadenziehend, ver/indert ihre Farbe nicht 
im diffusen Tageslicht. Der Farbstoff ist nicht dialysierbar, 
wird bet der Dialyse nicht ver/indert. Dutch F~iulnisbakterien 
wird er mil3f/irbig, unter Auftreten yon Indolgeruch. 

Die dialysierte L6sung, im Vakuum fiber Schwefels/~ure 
getrocknet, gibt einen amorphen, rein blauen Rtickstand, 
welcher erst nach langem Aufbewahren seinen Farbenton und 
seine L/3slichkeit ~ndert. Die Farbe wird blaugrfin, nach 
mehreren Monaten wird der Farbstoff schliel31ich in Wasser 
und verdfinnten Salzl/3sungen vollkommen unl6slich, analog 
wie H/imoglobinpr/iparate. Die LOsung des schon ver~.nderten 
Farbstoffs zeigt den Absorptionsstreifen im Roten nur undeutlich, 
daffir ist eine diffuse Lichtausl6schung im Grtinen aufgetreten. 
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Die FettlSsungsmittel, Ather, Chloroform etc. 16sen weder 
den Farbstoff selbst noch seine Zersetzungsprodukte. 

Die sogenannten Alkaloidreagentien, Phosphorwolfram- 
s~iure, Phosphormolybd/ins~iure, Kaliumquecksilberj odid, Kalium- 
wismutjodid, Gerbs/iure nach dem Zusatz von wenig Chlor- 
natrium, f/illen bei Gegenwart einer Spur S/iure vollst/indig; die 
NiederschlS.ge sind blaugrtin. Weingeist fttllt den Farbstoff bei 
einer Weingeistkonzentration von etwa 70% , der anfangs 
blaue Niederschlag wird bald grtin und 16st sich dann nicht 
mehr in Wasser. Reines Aceton in grol3em Oberschul3 f/ilk den 
Farbstoff, ohne ihn zu veriindern. 

Von den zur F/illung yon Eiweil3k6rpern verwendeten 
Neutralsalzen ftillen alle den Farbstoff; mit Magnesiumsulfat, 
Chlorammon und Chlornatrium tritt die Ftillung nur allm/ihlich 
ein. Alle diese Niederschlg.ge sind schlecht filtrierbar, wenn 
nicht ein l)berschul3 von Salz verwendet wird. Konzentriertere 
L6sungen werden durch geringeren Salzzusatz gef/illt als ver- 
dtinntere. Wiederholt wurde beobachtet, daft nach 1/ingerem 
Stehen L6sungen des Farbstoffes, welehe mit zur F/illung un- 
zureichenden Salzmengen versetzt waren, schliel31ich den 
ganzen Farbstofl, anscheinend ohne Denaturierung, ausfallen 
liefien. 

Ferrocyankalium plus Essigs/~ure gibt nach Zusatz yon 
etwas Chlornatrium eine sich zwar langsam absetzende, doch 
vollst~indige F/illung. 

Wird eine neutrale, schwach salzhaltige L6sung des Farb- 
stoffes erw~rmt, so f/trbt sie sich bei zirka 56 ~ blaugrtin, bei 
etwa 75 ~ trtibt sie sich und bei etwa 7 7  ~ wird der Farbstoffin 
Form grtiner Flocken gef/illt. Analog geht die Koagulation bei 
Gegenwart von wenig Essigs/iure vor sich; beim Erw/irmen 
mit gr613eren Mengen yon EssigsS.ure entsteht eine hellgriine 
L6sung, nach deren Abdampfen der Farbstoff als grtiner, 
wasserunl6shcher Niederschlag zuriickbleibt. 

Durch reichlichen Laugenzusatz wird die blaue Fltissigkeit 
hellgrtin gef~irbt; wird nun etwas Kupfersulfatl6sung zugeftigt, 
so entsteht eine blaue Ftirbung ohne Ausscheidung von Kupfer- 
hydroxyd. Wurde nach dem Zusatz der Lauge gekocht, so tritt 
die Biuretreaktion mit violetter Farbe auf. 
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Auch bei anhal tendem Kochen von Cre~,ilabrus-Blau mit 

Lauge tritt keine Brtiunung auf. 
Millon's Reagens gibt eine grtine F/illung. Wird die Probe 

mit verdfinntem Millon'schen Reagens gekocht,  so fiirbt sie 

sich zun/ichst  braun, bei l~ngerem Kochen jedoch typisch und 

intensiv rot. 
Mit alkalischer BleilSsung ents teht  beim Kochen eine 

Br/ iunung und sp/iter Aussche idung  yon Schwefelblei.  
Molisch's Reaktion mit ~-Naphtol gibt beim Unterschichten 

mit konzentr ier ter  Schwefels/iure einen deutlichen rotvioletten 
Ring, wS.hrend beim Unterschichten der Farbs tof f lSsung mit 

konzentr ier ter  Schwefels/ iure allein eine viel schwS.chere 

Violettf/irbung entsteht. 
Salpeters/iure bewirkt  eine F/illung yon verg/inglich rot- 

violetter Farbe;  die Farbe wird bald rotgelb; beim Kochen 

intensiv gelb, durch nachfolgenden Laugenzusa t z  orange. 

Durch diese Reaktionen erscheint  das Crenilabrus-Blau 

hinreichend als Chrom0prote id  charakterisiert .  E ine  Elementar -  
ana lyse  desselben wurde  schon seinerzeit  mitgeteilt, 1 sie zu 

wiederholen hatte kein Interesse, da selbst  bei geringffigigen 
Differenzen kein weiterer  Aufschlul3 fiber die Subs tanz  zu er- 

war ten  war. Es  sei nur hervorgehoben,  daft das Cre~ilabrus-Blau 

frei von Eisen und von Kupfer ist. Meine Versuche  gingen vieI- 
mehr  dahin, den fiirbenden Komplex  niiher zu charakterisieren,  

womSglich e twas  tiber seine Natur  zu erfahren. 

In dieser Hinsicht seien folgende Reakt ionen mitgeteilt: 

Verdt inntes  Hydraz inhydra t  blaf3t den Farbenton  nur  sehr 
l angsam ab, dutch  Schtitteln mit Luft wird er nicht restituiert. 

Ebenso  wirkt  ein durch Einleiten yon t iberschtissigem Schwefel-  

wasse rs to f f  in verdt inntes Am m on i ak  frisch hergestel l tes  
Schwefe lammon nur l angsam auf den Farbstoff  ein. Bez iehungen  

des Farbstoffes zu einer Sauers tof faufnahme sind allerdings 

yon vornherein  unwahrsche in l ich  gewesen.  
Eine bemerkenswer t e  Resis tenz zeigt der Farbs toff  auch 

gegen neutrale Wassers to f f superoxydlSsungen .  Der Farbenton  
bleibt vorers t  intakt, verblat3t langsam, um nach mehrt/ igiger 

1 Zeitschr. f. physiol. Chemie, 36, p. 572. 
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Einwirkung des Wassers tof fsuperoxds  vollkommen zu ver- 
schwinden. Dabei entsteht ein weil3er Niederschlag. Bis zur 
vollst/indigen Entf/irbung bleibt der charakterist ische Ab- 
sorptionsstreifen im Rot seiner Lage nach .unver/indert sichtbar. 

Sehr auffailend /indern den blauen Farbenton selbst mini- 
male Mengen von S/iuren, etwas weniger empfindlich ist das 
Crenilabr~s-Blau gegen Alkalien. 

Bei Zusatz  yon Essigs/iure tritt eine Grfinf~irbung auf, 
rascher noch bei Zusatz  von verdfinnter Salzs/iure und 
Schwefels/iure. Beim Aufkochen mit diesen S/iuren f/irbt sich 
die Flfissigkeit gelbgrfin, nach der Neutralisation entsteht ein 
Eiweii3niederschlag, welcher den Farbstoff enth/ilt. Eisenchlorid 
gibt einen, der Salzs/ iurewirkung analogen Farbenumschlag.  

Verdfinnte, frisch bereitete, schwefelige S/iure 1/i[3t den 
Farbstoff erst unver/indert,  sp/iter verblaflt der blaue Farbenton, 
beim Schfltteln mit Luft wird er wieder  etwas st/irker; schliel3- 
lich wird die Flfissigkeit grfin und Schfitteln mit Luft bewirkt 
dann keine Ver/inderung der Farbe mehr. Es dtirften hier zwei 
Reaktionen eintreten, als erste die rec~uzierende Wirkung  der 
schwefeligen S/iure, dann die Wirkung  der gebildeten Schwefel- 
s/iure. Diese Annahme wird durch die n/ichste Reaktion gestfitzt. 

Zusatz yon konzentr ier ter  Schwefels/iure zur LSsung gibt 
einen zuerst  gelbgrfinen, rasch fiber intensives Kornblumenblau 
in Violett f ibergehenden Farbenton. Nach dem Zusatz  von 8 0 %  
Schwefels/iure wurde die Flfissigkeit gekfihlt (bei grSl3erem 
Schwefelst iurezusatz und Erw/irmen trtibt sich die Flfissigkeit 
und wird braun), sie bleibt dann klar und violett gef/irbt. Uber 
ihr Spektrum siehe p. 551. Die gleiche Reaktion, aber viel lang- 
samer, gibt eine mit schwefeliger Stiure ges/ittigte L6sung yon 
Crenilabrus-Blau. 

Wird die durch Salzs/iure gelbgrfin gewordene LSsung 
gekocht,  so tritt je nach der S/iuremenge rascher oder lang- 
samer eine prachtvolle Indigblaufg.rbung auf. welche ffir das 
freie Auge die Blauf/irbung des Ausgangsmateriales  an Intensi- 
t/it bei weitem tibertrifft. Nach [angem Kochen mit konzentrierter  
Salzsg.ure verschwindet  diese F/irbung und es entsteht ein 
melaninartiger Niederschlag. Diese Reaktion im Verein mit der 
Spaltung des Chromoprote'fds durch Pepsinsalzs/iure schien 
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geeignet, Aufschlfisse fiber die Art des farbgebenden (prostheti- 
schen) Komplexes im Crenilabrus-Blau zu geben und wurde 
daher e ingehender  studiert  , worfiber weiter  unten berichtet  
werden soll. 

Durch Laugenwirkung,  auch durch Ammoniak, wenngleich 
langsamer, f/irbt sich das Crenilabrus-blau hellgrfin, e twa 
chromgrfln; die Farbe ist nicht best/indig, sondern blaflt im 
Laufe einiger Tage  bis auf einen hellgelben Ton  ab. Wird nach 
kurzer  Laugenwirkung  neutralisiert, so erfolgt eine partielle 
Restitution des Farbstoffes, abet  er f/illt in Flocken aus. Die in 
meiner ersten Mitteilung durch Laugen direkt ents tandenen 
Niederschliige haben sich als anorganische Verunreimgungen 
der L6sungen erwiesen. 

Als weitere charakterist ische Reaktionen sind die Ein- 
wirkungen yon Oxydationsmitteln hervorzuheben.  

Es wurde schon erw/ihnt, daft Salpeters~ture elnen ver- 
g/inglichen, sch6n rotvioletten Farbenton bewirkt,  welcher  fiber 
Feuerfarb in einen orangeroten Ton fibergeht, beim Kochen 
gelb wird. 

Beim Erw/irmen des Crenilabrus-Blau mit chlorhaltiger 
Salzsiiure (Salzs/iure und etwas Kaliumchlorat)  tritt anfangs 
eine intensive Purpurfarbe auf, sp~tter entf/irbt sich die L6sung. 
Nach dem Abdampfen bleibt ein farbloser Rfickstand, welcher  
sich mit Ammoniak rauchbraun, mit Lauge  orange f/irbt. 

Eine ganz verdfinnte, mit Essigs~iure neutralisierte L6sung 
von unterchlor igsaurem Natrium gibt eine hellviolette F/irbung, 
mit einem recht scharfen Absorptionsstreifen bei etwa 
Nx 510--480,  dutch eine gr6Bere Menge Hypochlori t  wird die 
Farbe rasch hellrot, dann tritt Entf/irbung ein. Analog wirkt  
Chlorwasser.  

Zersetzung von  Crenilabrus-Blau durch Salzs~iure. 

DaB die Grfinf/irbung von Crenilabrus-Blau durch S/iuren 
nicht etwa nur auf die Reaktion der L6sung,  sondern auf Zer- 
setzung des Farbstoffes zurfickzuffihren ist, ergibt sich daraus, 
daft durch eine fOlgende Neutralisation selbst nach kurzdauern-  
der S/ iureeinwirkung die ursprCmgliche Farbe nur  in geringem 
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Maf~e wieder hergestellt wird. Es erschien dies nicht sonderbar 
mit Bezug auf das analoge Verhalten von H/imoglobin. 

Die erhaltene LSsung zeigt vor dem Spektroskop keinen 
deutlichen Streifen im Roten, abet eine starke Lichtausl6schung 
im Roten. 

Spektrophotometrisch gaben zwei L6sungen yon gleicher 
Konzentration (0" 07 ~ die zu verschiedenen Zeiten dargestellt 
waren, bei einem SalzsS.uregehalt von a)5%, b)20/0 folgende 
Werte: 

Wellenl~tnge 

710 

700 

690 

680 

670 

660 

640 

620 

600 

590 

580 

570 

560 

550 

540 

530 

510 

L~Ssung a) 

0"853 

0 '970  

1'011 

0"962 

0"745 

0"618 

0 '454  

0"279 

0"231 

0" 188 

O" 138 

0" 100 

0"088 

0"068 

0 '055 

0 '039  

LSsung b) 

0"748 

0"860 

0"891 

0 '903  

0"864 

0"748 

0"602 

O' 406 

0"262 

O' 244 

0" 190 

O" 128 

0 '113  

0"093 

0 '078  

Werden diese L6sungen erw/irmt, so verbreitert sich zuerst 
die Lichtausl6schung im Roten und wandert allm/ihlich, im 
Spektroskop als geringer, breiter Schatten zu sehen, gegen das 
Gelb des Spektrum. Gleichzeitig tritt eine Verdunklung fiber 
das ganze sichtbare Spektrum auf, die bei L/Ssungen obiger 
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Konzentration Lichtextinktionen von e - -  0" 5 - -0"  7 in den ver- 
schiedenen Spektralgegenden entspricht. 

Nach etwa einsttindigem Erw/irmen mit zwei-  bis ftinf- 
prozentiger Salzs~ure tritt ein stabiler Zustand ein, welchem 
ungef/ihr die folgende LichtauslSschung ftir eine 0"07% des 
urspriinglichen Farbstoffes enthaltende LSsung entspricht, da 
die einzelnen Proben kleine Differenzen in der LichtauslSschung 
im Roten gaben. 

Wellenliinge a Wellenliinge 

700 

680 

660 

648 

640 

620 

600 

590 

0"357 

0"375 

O' 509 

0 ' 7 0 7  

0 ' 8 8 7  

0"979 

1 '063 

1 "029 

580 

570 

560 

550 

540 

530 

520 

510 

0 ' 9 7 5  

0"936 

0"802 

0"615 

0"514 

0"383 

0 ' 2 8 8  

0 ' 2 5 8  

Diese Fltissigkeit zeigt eme schSne IndigblaufS.rbung, 
welche, wie schon erw/ihnt, decn freien Auge intensiver er- 
scheint als die F~irbung der ursprtinglichen LSsung. Die Licht- 
absorption ist aber nicht ebenso auffallend erhSht, wie man er- 
warten mSchte. 

hn Ultravioletten nimmt die LichtauslSschung nach der 
Wirkung kalter Sgure gegen das sichtbare Blau hin zu, noch  mehr 
nach dem Kochen mit S/iure. Der Unterschied gegentiber dem 
ursprtinglichen Farbstoffe betr~igt im letzteren Fall etwa 20 I~[J,. 

Die Dauer des Erw/irmens, welche notwendig  war, um 
diesen schSnen Farbenton zu erreichen, war bei e inzelnen 
Proben etwas verschieden. Kleine Proben zeigten 5fters schon 
in einer halbert Stunde die beschriebene Farben/inderung; 
meist wurde eine Stunde, selten dartiber hinaus erw~rmt. Aus 
der ziemlichen Gleichheit der Lichtabsorption darf gesch los sen  
werden, dab die Reaktion in aIlen FS.11en konform vor sich 
gegangen ist, die Zeitdifferenzen auf Unterschiede in der Kon- 
zentration oder in der Reaktionstemperatur zuriickzuftihren sind. 
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Die indigblaue L6sung zeigte ein unerwartetes Verhalten 
gegen Neutralsalze. Durch Eintragen von Chlornatrium, ferner 
schon vor der Halbs~ittigung mit schwefelsaurem Ammonium 
f~.llt der Farbstoff aus, der Niederschlag ist leicht filtrierbarl 
Das farblose Filtrat gibt eine positive Biuretprobe wie Millon's 
Probe positiv. 

Weingeist f~llt den gebildeten Farbstoff nicht, nach einiger 
Zeit blal3t die Farbe ab. Aceton f/illt den Farbstoff unver/indert, 

Die Farbstoffniederschl/ige, welche durch Neutralsalze er- 
halten und durch Umf~llung gereinigt worden waren, verhalten 
sich gegen Reagentien im tibrigen wie das Crenilabrus-Blau 
selbst, d. h. sie geben die beschriebenen Farbenreaktionen der 
Eiweilgk6rper, a{_lch die Molisch'sche Probe, die F/illungen durch 
die sogenannten Alkaloidreagentien, den Farbenumschlag mit 
konzentrierter Schwefelstiure und Salpeters~iure, mit Chlor- 
wasser, mit Alkalien etc., nur die Schwefelbleireaktior~ ist 
geringe r als die des Ausgangsmateriales. 

Hier ist demnach die interessante Erscheinung zu beob- 
achten, daft die p r o s t h e t i s c h e ,  c h r o m o p h o r e  Gruppe  
beim A b b a u  des E i w e i l 3 k o m p l e x e s  v o r e r s t  n i c h t  als 
so l che  losge l tSs t  wi rd ,  s o n d e r n  noch  in V e r b i n d u n g  
mit  e inem T e i l e  des E iwei I3molekf i l s  bleibt .  

Als diese Beobachtung zum ersten Mal gemacht wurde, 
lag die Ansicht nahe, daft sie ganz vereinzelt dastehe, da wir 
gewohnt sind, beim Abbau des H~imoglobinkompl.exes, des 
einzigen in bezug auf seine prosthetische Gruppe sorgsam 
studierten Chromoproteids, als erste Reagentienwirkung die 
Abspaltung der prosthetischen Gruppe annehmen zu mfissen. 

Die Untersuchungen van K l a v e r e n ' s  1 haben aber zuerst, 
betreffend ein Kath/imoglobin genanntes Abbauprodukt des 
Oxyh/imoglobins, gezeigt, dab diese Ansicht nicht unter allen 
Umst/inden zutrifft. Verfasser hat die gleiche Vermutung in 
einer Studie fiber H~imatin ~- ausgesprochen und seitdem mehr- 
fach gest/.~tzt. 

v a n  K l a v e r e n ,  Zeitschr. f. physiol. Chem., 33, 293. 
Z e y n e k ,  Zeitschr. f. physiol. Chem., 49, 473, Salzburger Natur- 

forscherversammlung, 1909, Verh. II, p. 83. 
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[mmerhin ist die Empfindlichkeit des H/imoglobinmolekfils 
gegen SS.uren eine grol3e, wiihrend das beschriebene Abbau- 
produkt des Crenilabrus-Blaufarbstoffes mit der verdtinnten 
Salzstture stundenlang erhitzt werden kann, ohne weiter ge- 
spalten zu werden. Ein wesentlicher Unterschied zwischen den 
beiden Chromoprote'/den ist also vorhanden. 

Es ist noch zu bemerken, datl das in der Hitze koagulierte 
Crenilabrus-Blau beim nachfolgenden Zerkochen mit zwei- bis 
fftnfprozentiger Salzsg.ure keine sch/Sne Blaufttrbung mehr gibt, 
sondern nur einen schmutziggrtinen Farbenton in der L6sung 
und einen reichlichen schwarzgrtinen Niederschlag. Dagegen 
gibt die Weingeistf/illung des Crenilabrus-Blaus, auch wenn 
der Niederschlag mit Weingeist aufgekocht worden war und 
grfin gef/irbt ist, nach Entfernung des Weingeistes und Kochen 
mit der verdfinnten Salzstiure eine sch6ne Indigblauf/irbung. 

Es rout3 also beim Kochen mit Wasser die chromophore 
Gruppe alteriert worden sein. Auch Priiparate, welche lange 
Zeit getrocknet aufbewahrt waren und ihre Wasserl/Sslichkeit 
eingebfil3t batten, gaben mit Salzsiiure gekocht, keine sch6ne 
FS.rbung mehr. 

Die dutch Laugeneinwirkung entf/irbten Proben des Creni- 
labrus-Blaufarbstoffes gaben beim Kochen mit Salzs/iure nur 
einen hellroten Farbenton. 

Es sei schliel31ich fiber die Versuche berichtet, welche sich 
auf die Abspaltung und Charakterisierung der chromophoren 
Gruppe bezogen. 

Wird Crenilabrus-Blau mit konzentrierter Salzs~ure oder 
zirka 50prozentiger Schwefelsg.ure 1/inger erwS.rmt, so bildet 
sich reichlich grfinschwarzes oder blauschwarzes ,>Melanin<<, 
welches mit kalter Salpeters/iure eine pr~chtig rotviolette, bald 
abblassende Farbe gibt, beim Erw/irmen entsteht eine gelbe 
L/Ssung, die durch Ammoniak dunkler wird, durch Laugen sich 
orange f/irbt. Durch Laugen wird das ,,Melanin<< mit gelbgrfiner 
Farbe gel6st. 

Versuche, durch Pepsinverdauung die prosthetische Gruppe 
zu isolieren, gaben kein Resultat. Die Flfissigkeit, welche im 
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Anfang des Verdauungsversuches  gelbgrtin ist, wird sp/iter 
blaugrtin, bei der spektrophotometr ischen Untersuchung ver- 
schiedener  solcher Proben wurden differente Werte  erhalten. 
Meist wurden zwei geringe Maxima der Lichtausl6schung ge- 
l\lnden, das eine zwischen 680 und 660 N~, das andere bei 
zirka 600 lqJ~, wiihrend das tibrige Spektrum ziemlich gleich- 
m/il3ig verdunkel t  ist. Nach ein- bis zweitS.giger Pepsinwirkung 
gab die Fl~ssigkeit beim Kochen mit verdtinnter Salzs/iure die 
typische Blaufg, rbung, spiiter entstanden nur schwarzgrt ine 
FarbentOne. Der durch Kochen mit verdtinnter  SalzsS.ure ent- 
s tandene K/3rper ist gegen Pepsinwirkung sehr resistent. 

Dies deutet  nach den Erfahrungen fiber Hemi- und Anti- 
gruppen ~ wohl darauf  hin, dab Tryptophan  in diesem Komplexe 
nicht enthalten sei. 

Zur  Prtifung auf Tryp tophan  wurde eine Probe Creni- 
labrus-Blau einerseits, andrerseits der durch SalzsS.ure ent- 
s tandene Blaufarbstoff mit rauchender  Salzs/iure und GlyoxyI- 
sS.ure behandelt ,  unter  Beachtung der Erfahrungen F. Bar -  
d a c h z i ' s P  Es ergab sich, daft selbst ein wiederholter  Glyoxyl-  
sti, urezusatz  den blauen Farbenton der L/3sungen nicht 5.nderte. 
Beim Verd/,innen mit Wasser  blieb der blaue Farbenton be- 
stehen, das ftir T ryp tophan  charakterist ische Maximum der 

Lichtausl/Sschung bei etwa 580 t~p, war  nicht vorhanden. 

Wenn es dadurch auch nicht ausgeschlossen ist, dal3 
Tryp tophan  zu der F/irbung des Crenilabrus-Blau in Beziehung 
steht, so darf behauptet  werden, daft nur solche Umwandlungs-  
produkte  des Tryptophans ,  welche die bekannten Tryptophan-  
reaktionen nicht mehr  geben, vorhanden sein ktSnnen. 

Die grol3e Menge von ,,Melaninsubstanzen,~ bei der Ein- 
wirkung konzentr ier ter  S/iuren hat den Gedanken nahegelegt, 
dab ein Kohlehydrat  die Farbbildung bewirke. Diesbeztigliche 
Versuche fielen negativ aus. Ebensowenig  konnte Guanin oder 
ein anderer  Purink/Srper isoliert werden. 

Die Gegenwart  von Indigfarbstoffen war schon durch die 
oben mitgeteilten Proben, die Entf/ irbung durch Laugen und 

1 Vgl. die Zusammenstellung in Cohnheim, Eiweitik6rper. 3. Aufl., p. 75. 
2 F. Bardachzi, Zeitschr. f. physiol. Chem., 40 ~ , p. 145. 
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die UnmSglichkeit, aus entf/irbten L6sungen den ursprfinglichen 
Farbenton wieder zu erhalten, unwahrscheinlich geworden. Die 
bei kurzem Erw/irmen mit 800/o Schwefels/iure erhaltene 
violettblaue LSsung gibt ein Spektrucn, welches einen Ab- 
sorptionsstreifen im Gelb zeigt, der einige Ahnlichkeit mit dem 
der Indigosulfons/iure aufweist. Die spektrophotometrische 
Aufnahme einer zirka 0'05prozentigen LOsung ergab folgende 
Werte: 

Wellenliinge s Wellenliinge 

680 

660 

640 

620 

600 

590 

580 

0"075 

0 '116 

0"254 

0"427 

O' 447 

0"451 

0"427 

570 

560 

550 

540 

530 

520 

510 

0"421 

0"373 

0"351 

O" 304 

O" 244 

O" 192 

O" 174 

Die AuslSschung ist der durch kochende verdfinnte Salz- 
s~ure ~.hnlich, nur im Roten schw~cher. Bei mannigfach vari- 
ierten Proben ist es mir nicht gelungen, einen chloroform- 
15slichen Farbstoff zu erhalten. Die Destillation des blau- 
schwarzen ,>Melanins<< im Vakuum ergab weder Indigo noch 
Anilin. 

Einige Wahrscheinlichkeit h~tte die Annahme, da13 das 
blaue S/iurekochungsprodukt vom Cre~4ilabrus-Blau verwandt 
sei mit den Farbstoffen, welche A b d e r h a l d e n  ~ und G u g g e n -  
h e i m  aus tyrosinhaltigen Polypeptiden erhalten haben.  Zu 
einer experimentellen Prflfung dieser Annahme reichte das mir 
zur Verffigung stehende Material nicht aus. 

1 A b d e r h a l d e n  und G u g g e n h e i m ,  Zeitschr. f. physiol. Chem., 54, 
p. 331, insbes. 347. 


