Uber den blauen Farbstoff aus den Flossen
des Crenilabrus pavo

von

R. v. Zeynek.

(Vorgelegt in der Sitzung am 14. Dezember 1912.)

Die Beobachtungen, welche unter dem gleichen Titel in
der Zeitschrift fiir physiologische Chemie ! verdffentlicht worden
sind, hatten bekannt gemacht, daB in den Flossen des Creni-
labrus pavo, eines Fisches, welcher jedem Besucher des
Triester Fischmarktes um die Osterzeit durch seine prachtige
Farbe auffallen mag, aber auch in den Schuppen und in der
Haut, und zwar insbesonders an den beiden Seiten des Fisches
ein blauer, wasserloslicher Farbstoff enthalten ist. Dieser Farb-
stoff tritt in groflerer Menge nur wihrend des Friihjahres auf,
als sogenanntes Hochzeitskleid des Fisches. In dieser Zeit
kénnen auch das Fleisch und die Knochen? des Fisches einen
blauen Farbenton aufweisen, der wihrend des iibrigen Jahres
ganz verschwindet, wihrend die blaue Haut-, Schuppen- und
Flossenfarbung zwar wesentlich, aber nie vollstindig abblagt.
Von der Blaufirbung sind die Kiemenflossen ausgenommen;
sie sind stéindig hellgelb gefdrbt.

Der blaue Farbstoff scheint im Gegensatz zu den anderen
— gelben, gelbgriinen, roten und schwarzen — Pigmenten der
Fischhaut die Gewebe nur diffus zu impréignieren.

Es hatte sich ergeben, dafi eine Reindarstellung des Farb-
stoffes lediglich aus den stark gefirbten Flossen Erfolg ver-
sprach, wihrend die Extrakte aus der Haut, den Schuppen, den

1 Zeynek, Zeitschr. f. physiol. Chem., 34, 148 uad 36, 568.
2 Auch das Blut; Nolf, Arch. intern. d. Physiol., 4, cit. nach v. Frisch,
Zool. Jahrb. 32.
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Muskeln des Fisches, obwoh! sie auch intensiv blau gefarbt
waren, so viel Verunreinigungen enthielten, daf von ihrer Ver-
arbeitung zweckmaéfig abgesehen wurde.

Der Farbstoff wurde in meiner vorigen Mitteilung auf
Grund seiner Elementarzusammensetzung und durch eine
Reihe” von Reaktionen als ein Elwelﬁkorper also ein Chromo-
proteid erkannt.

Da nur wenige Farbeiweifie bekannt sind — aufler den
Sauerstofftragern Hamoglobin und Hédmocyanin sind eigentlich
nur die von Molisch? in Meeresalgen gefundenen Farbstoffe
Phykoerythrin ‘und Phykocyan, welche sicher auch Eiweif}-
korper sind, ndher charakterisiert — schien ein eingehenderes
Studium des' Crenilabrus-Blau von Interesse zu sein.. Dank
der Munifizenz der Hohen kaiserlichen Akademie der Wissen-
schaften war es mir moglich, eine groflere Materialmenge in
verschiedenen Jahren zu verarbeiten, woflir ich mir an erster
Stelle den ergebensten Dank auszudriicken erlaube.

Die Herstellung einer etwas grofieren Menge des Farb-
stoffes bot nach den fritheren Erfahrungen keine sonderlichen
Schwierigkeiten, doch hatte ich durch unbekannte Ursachen
Wahrend mehrerer Jahre nur Wemg Material erhalten kdnnen.

Nachdem die intensiv blau gefdrbten Flossen mit wenig
destilliertem Wasser ~ rasch  von Verunreinigungen befreit
worden waren, wurden sie mit dfters gewechseltem Aceton bei
Zimmertemperatur extrahiert, welches gelbe und rote Farbstoffe
10st, hierauf solange mit (reinem!) einige Male gewechseltem
Ather gleichfalls bei Zimmertemperatur stehen gelassen, bis der
Ather nichts mehr aufnahm,

Nach dem Abdunsten des Acetons werden O0lige, rotgelb
gefarbte Riickstinde erhalten, welche sich in Ather zum grofiten
Teil 16sen. Diese Losungen wurden mit den direkt gewonnenen
Atherextrakten vereinigt. Nach der Entfernung des Athers
blieben rotgelbe &lige Tropfen, welche am diffusen Tagesﬁcht
ziemlich rasch abblaBten; es traten gleichzeitig Tritbungen auf
durch mikroskopische ‘Krystallnadeln, welche zu. Rosetten

1 Molisch, Botan. Zeitung (1894), p. 177 und (1895), p. 131.
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gruppiert waren. Die Krystalle 16sten sich leicht in Chloroform.
Diese Losung gab mit Essigsédureanhydrid und einem Tropfen
konzentrierter Schwefelsaure sofort eine intensiv rote Farbung,
welche in einigen Minuten in ein intensives schones Blaugriin
iiberging. —

Nach dem Verdunsten des an den Flossen anhaftenden
Athers wurden sie mit destilliertem Wasser iibergossen; schon
nach kurzer Zeit trat die Losung des Farbstoffes ein. Die von
abgeschwemmten Gewebspartikelchen triibe Losung 148t sich
durch ein dichtes Filter vollkommen klar filtrieren.

Das Hauptaugenmerk wurde darauf gerichtet, eine Losung
zu erhalten, welche nicht die geringste Spur von Zersetzungs-,
respektive Faulniserscheinungen zeigte. Wéhrend die un-
zersetzte Fliissigkeit neutral reagiert, nimmt sie durch die
Faulnis eine ammoniakalische Reaktion an; der Farbstoff
scheint zwar im Beginn der Faulnis noch nicht angegriffen
zu werden, doch werden durch die alkalische Reaktion die
Fallungserscheinungen in dem Sinne beeinflut, daf dann eine
hoéhere Salzkonzentration zur Ausfdllung des Farbstoffes er-
forderlich ist. So ist es zu erkldren, dafl ich aus den Lésungen
nunmehr bei einem Zusatz von 6 bis 8%, Ammoniumsulfat den
Farbstoff zum grofiten Teil ausfillen konnte, wiahrend bei
meinen ersten Versuchen, bei welchen die rasche Verarbeitung
noch nicht moglich war, ein Ammonsulfatzusatz von iber 109/,
zur Fillung gebraucht wurde. Ubrigens kommt, betreffend die
Fidllungsgrenzen, auch die Konzentration der Farbstofflosung
in Betracht, Dafl kein sauer reagierendes Ammonsulfat ver-
wendet werden darf, ist nur insofern zu bemerken notwendig,
als die Materialverarbeitung ferne von gut eingerichteten
Laboratorien erfolgen solite.

Die Fallung durch Ammonsulfat tritt nicht sofort ein, es
entsteht zuerst eine feine Trlbung, welche sich nach einigen
Stunden vermehrt und nach 24 Stunden beim Zentrifugieren
sich vollstdndig absetazt. ,

Der so erhaltene Niederschlag wurde durch Filtrieren von
der Fliissigkeit befreit, in Wasser geldst und in analoger-Weise
mit Ammonsulfat mehrmals umgefillt. Bei diesen Umfillungen
war ein, wenn auch geringfiigig hdherer Zusatz von Ammon-
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sulfat notwendig. So gab, wenn die erste Hauptfdllung bei 6°/,
Ammonsulfatzusatz erreicht worden war, die Umféallung wohl
auch bei 69, Ammonsulfatgehalt der Fliissigkeit eine Féllung,
die sich aber schlecht absetzte; erst durch 7 oder 8°/, Ammon-
sulfat wurde dann die Hauptmenge des Farbstoffes nieder-
geschlagen. Die erhaltenen Niederschldge waren immer amorph.

Wie Ammonsulfat fillen auch Magnesiumsulfat, Chlor-
ammon und Chlornatrium. Ich habe mich davon {iberzeugt, dafi
durch diese Féllungsmittel der Farbstoff (entgegen meinen
friheren Angaben) ohne Zersetzung gefillt werden kann, nur
mufl sorgsam jede Spur einer sauren Reaktion der L.Osungen
ausgeschlossen sein, sonst tritt rasch eine Verfirbung ins
Grine ein. Da die optischen Qualitdten den Farbstoff am
besten charakterisieren und nur in meiner ersten Mitteilung
eine mit nicht gereinigtem Material durchgefiihrte spektro-
photometrische Aufnahme der Lichtabsorption gegeben worden
ist, sind vorerst darliber genauere Daten mitgeteilt.

Zur Untersuchung diente ein Hiifner’sches Spektrophoto-
meter mit einer Auerlampe als Lichtquelle, der Collimatorspalt
war 1/, mm breit. Die Stellung der Schieber an der Okularlupe
war derart, dafl bei der D-Linie des Sonnenspektrums Licht
von 11pp (589—578 py), bei der E-Linie solches von 9pp
(527 —518 my.), bei der B-Linie von 16 up (687 —671 py) gleich-
zeitig ins Auge gelangte. Die Wellenldngenangaben in den
folgenden Tabellen beziehen sich also nicht auf vollkommen
monochromatisches Licht, sondern immer noch auf ein der
obigen Bemerkung entsprechendes Licht geringerer Wellen-
linge. Jeder angegebene Wert der Extinktionskoeffizienten ist
aus dem Mittel mehrerer, meistens von vier Ablesungen be-
rechnet.

Die Schwierigkeit solcher Serienaufnahmen liegt, ab-
gesehen von den Fehlern der genauesten spektrophotometri-
schen Messungen, welche auf zirka 19/, zu schitzen sein
dirften, darin, daB man nicht immer die zur Untersuchung
glinstigste Lichtextinktion wdihlen kann, besonders wenn
Spektralgegenden von starker Lichtextinktion neben solchen
geringer Lichtausloschung vorkommen. Dann kommt, weil jede
Aufnahme in kiirzerer Zeit wegen etwaiger Anderungen in den
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Qualitdten der [Flissigkeit ausgefiihrt werden mufl, die Er-
miidung des Auges in Betracht, welches schlieflich Helligkeits-
differenzen als Farbenverschiedenheiten empfindet. Ich habe
mich daher geiibt, beide Augen abwechselnd zu verwenden
und bestimme vorerst einige auffallende Stellen des Spektrums
(Maxima und Minima der Lichtausloschung sowie die Stellen
rascher Uberginge von geringer zu starkerer Lichtausldschung),
wobei das Auge nicht zu lange bei einer Farbenqualitit ver-
weilen soll.

In Anbetracht der Fehler wurden die abgelesenen Winkel-
werte nur auf eine Dezimale, die Werte fiir die Extinktions-
koeffizienten ¢ == —log cos? ¢ auf drei Dezimalen in Rechnung
gebracht.

‘Trotz der hier aufgezidhlten Schwierigkeiten und Un-
genauigkeiten ist aber dennoch die spektrophotometrische
Methode die einzige, welche quantitative Angaben {iber die
Beziehung der Farbenintensitit zur Konzentration einer Farb-
stofflosung ermoglicht und dadurch ein Mittel gibt, die Reinheit
eines Farbstoffes zu bestimmen.

A B c
Wellen- | Konyz, = 0-0249), | Konz. = 0-0310/, | Konz.=0-0700/,
lingen
Extinktionskoeffizienten
720 — — 0043
708 0030 0-030 —
702 - — 0160
690 — — 0-328
687 0-120 — —
630 0-179 0-231 —
665 — — 1+002
660 0-365 0455 1°143°
640 0368 0466 1131
620 0-341 0-416 1-058
600 0-321 0395 1015
590 0-273 0-364 0-857
580 0-238 0318 0755

36*
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A B C
Wellen- | Konz. = 0-0240), | Konz. = 00310/, | Konz. = 0- 0700/,
lange !
Extinktionskoeffizienten

570 0-219 0-289 0-668
560 0-180 0-228 0°537
550 0-154 0-194 0-431
540 0-137 0-180 0-380
530 0-112 0-148 0318
520 0-090 0-127 0-298
510 0074 0093 —

Die vorstehende Tabelle bezieht sich auf klare blaue
Losungen, welche aus verschiedenen Jahren stammen. Im
Spektroskope zeigt sich neben einer diffusen Verdunkelung
eine starke Auslyschung zwischen py 678—635.

Aus diesen Daten ergibt sich, daB die untersuchten Farb-
stoffproben als optisch identisch aufzufassen sind, da die
Differenzen innerhalb der Beobachtungsfehler liegen.

Die Lichtausléschung im Ultraviolett wurde qualitativ
beobachtet. Dazu diente eine Einrichtung, welche der von
Rost, Franz und Heise! beschriebenen im Prinzip nach-
gebildet war. Am einen Ende einer optischen Bank war in einer
-sonst lichtdichten Kammer, welche nur in der Achse der opti-
schen Bank einen vertikalen Ausschnitt besafl, ein Nernststift.
Das von ihm ausgestrahlte Licht ging durch eine Quarzlinse,
von dieser durch die Quarzkiivette mit der Untersuchungs-
flissigkeit, dann durch den 1/,, mm breiten Collimatorspalt,
dessen untere Hélfte mittels eines totalreflektierenden Prismas
das Spektrum einer Heliumrdhre (nach A.v. Tschermak ?)
weitergab. Die beiden Lichtstreifen gelangten auf ein diinnes
Abklatschgitter, welches zwischen Quarzplatten montiert war,?
von da in die mit einer Uviolglaslinse ausgestattete, von der

1 Rost, Franz und Heise, Arbeiten des Reichsgesundheitsamtes, 32,
p. 223.

2 A Tschermak, Pfliger's Archiv, 88, p. 95; die Heliumrdhren in der
von Gotze angegebenen Form.

8 Bezogen von Wm. Gaertner & Co., Scientific Shop, Chicago, 5345
Lake Avenue.
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Firma Heele gelieferte Camera. Lumiére’s X-Platten erwiesen
sich zur Photographie im Violetten und Ultravioletten geeignet.

Die scharfe Einstellung des Systems ist vorteilhaft mit
ganz verdiinnten L&sungen von Blutfarbstoff zu kontrollieren.

He’rrn Hofrat Prof. Dr. Eder erlaube ich mir, fiir seine
Hinweise auf die Verwendbarkeit von Abklalschgittern und
seine sontigen liebenswiirdigen Ratschldige auch an dieser
Stelle den ergebensten Dank auszudriicken.

Weder bei dem Crenilabrus-Blau selbst, noch bei seinen
weiter unten beschriebenen Zersetzungsprodukten wurde ein
scharfer Absorptionsstreifen im Ultraviolett gefunden. Es ergab
sich das Minimum der Lichtausléschung zwischen pp 460~ 430,
auf diese Helligkeitszone folgt eine Lichtabsorption, welche
bei konzentrierten Losungen ziemlich scharf bei py 400 ansteigt
und {iber wy 330 hinausreicht; bei verdiinnteren Losungen tritt
die Lichtausldschung allmédhlich, bei py 394 —386 ein.

Reaktionen des Crenilabrus-Blaufarbstoffs.

Obwohl einige Reaktionen, welche ich mit dem unreinen
Material der ersten Mitteilung erhalten hatte, schon richtig-
gestellt sind, mogen doch der Ubersicht wegen die schon
frither erhaltenen Reaktionen kurz neben den neuen Beob-
achtungen zusammengestellt werden.

Die wdsserige Losung des Crenilabrus-Blau reagiert
neutral, sie ist nicht fadenziehend, verdndert ihre Farbe nicht
im diffusen Tageslicht. Der Farbstoff ist nicht dialysierbar,
wird bei der Dialyse nicht verdndert. Durch Faulnisbakterien
wird er miBfdrbig, unter Auftreten von Indolgeruch.

Die dialysierte Lésung, im Vakuum iiber Schwefelsdure
getrocknet, gibt einen amorphen, rein blauen Riickstand,
welcher erst nach langem Aufbewahren seinen Farbenton und
seine LoOslichkeit dndert. Die Farbe wird blaugrlin, nach
mehreren Monaten wird der Farbstoff schliefilich in Wasser
und verdiinnten Salzlosungen vollkommen unldslich, analog
wie Hidmoglobinprdparate. Die Losung des schon verdnderten
Farbstoffs zeigt den Absorptionsstreifen im Roten nur undeutlich,
daflir ist eine diffuse Lichtausldschung im Griinen aufgetreten.
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Die Fettlosungsmittel, Ather, Chloroform etc. 16sen weder
den Farbstoff selbst noch seine Zersetzungsprodukte.

Die sogenannten Alkaloidreagentien, Phosphorwolfram-
sdure,Phosphormolybdédnsédure, Kaliumquecksilberjodid, Kalium-
wismutjodid, Gerbsdure nach dem Zusatz von wenig Chlor-.
natrium, fillen bei Gegenwart einer Spur Sédure vollstdndig; die
Niederschldage sind blaugriin. Weingeist féllt den Farbstoff bei
einer Weingeistkonzentration von etwa 709, der anfangs
blaue Niederschlag wird bald griin und [6st sich dann nicht
mehr in Wasser. Reines Aceton in groffiem Uberschu8 falit den
Farbstoff, ohne ihn zu verandern.

Von den zur Féllung von EiweiBkorpern verwendeten
Neutralsalzen féllen alle den Farbstoff; mit Magnesiumsulfat,
Chlorammon und Chlornatrium tritt die Féallung nur allméhlich
ein. Alle diese Niederschlige sind schlecht filtrierbar, wenn
nicht ein Uberschufl von Salz verwendet wird. Konzentriertere
Losungen werden durch geringeren Salzzusatz gefillt als ver-
dlinntere. Wiederholt wurde beobachtet, daBl nach ldngerem
Stehen Losungen des Farbstoffes, welche mit zur Fallung un-
zureichenden Salzmengen versetzt waren, schlieflich den
ganzen Farbstoff, anscheinend ohne Denaturierung, ausfallen
lieBen.

Ferrocyankalium plus Essigsdure gibt nach Zusatz von
etwas Chlornatrium eine sich zwar langsam absetzende, doch
vollstandige Fillung.

Wird eine neutrale, schwach salzhaltige Lésung des Farb-
stoffes erwérmt, so fdrbt sie sich bei zirka 56° blaugriin, bei
etwa 75° triibt sie sich und bei etwa 77° wird der Farbstoff in
Form griiner Flocken gefillt. Analog geht die Koagulation bei
Gegenwart von wenig Essigsdure vor sich; beim Erwédrmen
mit grofleren Mengen von Essigsdure entsteht eine hellgriine
Losung, nach deren Abdampfen der Farbstoff als griiner,
wasserunléslicher Niederschlag zuriickbleibt.

Durch reichlichen Laugenzusatz wird die blaue Flissigkeit
hellgriin gefdrbt; wird nun etwas Kupfersulfatlosung zugefiigt,
so entsteht eine blaue Farbung 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 anhaltendem Kochen von Crenilabrus-Blau mit
Lauge tritt keine Braunung auf.

Millon’s Reagens gibt eine griine Fillung. Wird die Probe
mit verdiinntem Millon’schen Reagens gekocht, so farbt sie
sich zundchst braun, bei ldngerem Kochen jedoch typisch und
intensiv rot.

Mit alkalischer Bleilosung entsteht beim Kochen eine
Braunung und spdter Ausscheidung von Schwefelblei.

Molisch’s Reaktion mit a-Naphtol gibt beim Unterschichten
mit konzentrierter Schwefelsdure einen deutlichen rotvioletten
Ring, wahrend beim Unterschichten der Farbstofflosung mit
konzentrierter Schwefelsdure allein eine viel schwichere
Violettfarbung entsteht.

Salpetersdure bewirkt eine Féllung von vergénglich rot-
violetter Farbe; die Farbe wird bald rotgelb, beim Kochen
intensiv gelb, durch nachfolgenden Laugenzusatz orange.

Durch diese Reaktionen erscheint das Cremilabrus-Blau
hinreichend als Chromoproteid charakterisiert. Eine Elementar-
analyse desselben wurde schon seinerzeit mitgeteilt,! sie zu
wiederholen hatte kein Interesse, da selbst bei geringfiigigen
Differenzen kein weiterer Aufschlufi tiber die Substanz zu er-
warten war. Es sei nur hervorgehoben, dafl das Crenilabrus-Blau
frei von Eisen und von Kupfer ist. Meine Versuche gingen viel-
mehr dahin, den firbenden Komplex naher zu charakterisieren,
womoglich etwas Uber seine Natur zu erfahren.

In dieser Hinsicht seien folgende Reaktionen mitgeteiit:

Verdiinntes Hydrazinhydrat blaft den Farbenton nur sehr
langsam ab, durch Schiitteln mit Luft wird er nicht restituiert.
Ebenso wirkt ein durch Einleiten von {iberschiissigem Schwefel-
wasserstoff in  verdiinntes Ammoniak frisch hergestelltes
Schwefelammon nur langsam auf den Farbstoff ein. Beziehungen
des Farbstoffes zu einer Sauerstoffaufnahme sind allerdings
von vornherein unwahrscheinlich gewesen.

Eine bemerkenswerte Resistenz zeigt der Farbstoff auch
gegen neutrale Wasserstoffsuperoxydlésungen. Der Farbenton
bleibt vorerst intakt, verblafit langsam, um nach mehrtidgiger

1 Zeitschr. f. physiol. Chemie, 36, p. 572.
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Einwirkung: des Wasserstoffsuperoxds vollkommen zu ver-
schwinden. Dabei entsteht ein weiler Niederschlag. Bis zur
vollstindigen Entfarbung bleibt der charakteristische Ab-
sorptionsstreifen im Rot seiner Lage nach unveridndert sichtbar.

Sehr auffallend dndern den blauen Farbenton selbst mini-
male Mengen von S#uren, etwas weniger empfindlich ist das
Crenilabrus-Blau gegen Alkalien.

Bei Zusatz von Essigsdure tritt eine Grunfarbung auf,
rascher noch bei Zusatz von verdlinnter Salzsdure und
Schwefelsdure. Beim Aufkochen mit diesen S&auren farbt sich
die Fliissigkeit gelbgriin, nach der Neutralisation entsteht ein
Eiweiiniederschlag, welcher den Farbstoff enthilt. Eisenchiorid
gibt einen, der Salzsdurewirkung analogen Farbenumschlag.

Verdiinnte, frisch bereitete, schwefelige Sdure 1dfit den
Farbstoff erst unverandert, spédter verblafit der blaue Farbenton,
beim Schiitteln mit Luft wird er wieder etwas stidrker; schliefi-
lich wird die Fliissigkeit grin und Schiitteln mit Luft bewirkt
dann keine Verdnderung der Farbe mehr. Es diirften hier zwei
Reaktionen eintreten, als erste die reguzlerende Wirkung der
schwefeligen Séure, dann die Wirkung der gebildeten Schwefel-
sdure. Diese Annahme wird durch die nidchste Reaktion gestiitzt.

Zusatz von konzentrierter Schwefelsdure zur Losung gibt
einen zuerst gelbgriinen, rasch tber intensives Kornblumenblau
in Violett {ibergehenden Farbenton. Nach dem Zusatz von 809/,
Schwefelsdure wurde die Fliissigkeit gekiihlt (bei groferem
Schwefelsdurezusatz und Erwdrmen triibt sich die Fliissigkeit
und wird braun), sie bleibt dann klar und violett gefarbt. Uber
ihr Spektrum siehe p.551. Die gleiche Reaktion, aber viel lang-
samer, gibt eine mit schwefeliger Sdure geséttigte Lésung von
Crenilabrus-Blau.

Wird die durch Salzsiure gelbgriin gewordene Losung
gekocht, so tritt je nach der S&uremenge rascher oder lang-
samer eine prachtvolle Indigblaufdrbung auf, welche fiir das
freie Auge die Blaufarbung des Ausgangsmateriales an Intensi-
tdt bei weitem Ubertrifft. Nach langem Kochen mit konzentrierter
Salzsdure verschwindet diese Farbung und es entsteht ein
melaninartiger Niederschiag. Diese Reaktion im Verein mit der
Spaltung des Chromoproteids durch Pepsinsalzsdure schien
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geeignet, Aufschliisse iiber die Art des farbgebenden (prostheti-
schen) Komplexes im Crenilabrus-Blau zu geben und wurde
daher eingehender studiert, worliber weiter unten berichtet
werden soll.

Durch Laugenwirkung, auch durch Ammoniak, wenngleich
langsamer, farbt sich das Cremilabrus-blau heligriin, etwa
chromgriin; die Farbe ist nicht bestdndig, sondern blafit im
Laufe einiger Tage bis auf einen hellgelben Ton ab. Wird nach
kurzer Laugenwirkung neutralisiert, so erfolgt eine partielle
Restitution des Farbstoffes, aber er fdllt in Flocken aus. Die in
meiner ersten Mitteilung durch Laugen. direkt entstandenen
Niederschldge haben sich als ancrganische Verunreinigungen
der Losungen erwiesen. :

Als weitere charakteristische Reaktionen sind die Ein-
wirkungen von Oxydatiohsmitteln hervorzuheben.

Es wurde schon erwihnt, daB Salpetersidure einen ver-
gédnglichen, schon rotvioletten Farbenton bewirkt, welcher iiber
Feuerfarb in einen orangeroten Ton libergeht, beim Kochen
gelb wird.

Beim Erwirmen des Crewmilabrus-Blay mit chlorhaltiger
Salzsdure (Salzsdure und etwas Kaliumchlorat) tritt anfangs
eine intensive Purpurfarbe auf, spater entfdrbt sich die Losung.
Nach dem Abdampfen bleibt ein farbloser Riickstand, welcher
sich mit Ammoniak rauchbraun, mit Lauge orange firbt.

Eine ganz verdiinnte, mit Essigsdure neutralisierte Losung
von unterchlorigsaurem Natrium gibt eine hellviolette Farbung,
mit einem recht scharfen Absor;ptionsstreifen bei etwa
up 510—480, durch eine groflere Menge Hypochlorit wird die
Farbe rasch hellrot, dann tritt Entfirbung ein.. Analog wirkt
Chlorwasser.

Zersetzung von Crenilabrus-Blau durch Salzsiure.

Dafl die Griinfirbung von Crenilabrus-Blau durch Sduren
nicht etwa nur auf die Reaktion der Losung, sondern auf Zer-
setzung des Farbstoffes zuriickzufiihren ist, ergibt sich daraus,
dafi durch eine folgende Neutralisation selbst nach kurzdauern-
der Sdureeinwirkung die urspriingliche Farbe nur in geringem
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Mafle wieder hergestellt wird. Es erschien dies nicht sonderbar
mit Bezug auf das analoge Verhalten von Himoglobin.

Die erhaltene Losung zeigt vor dem Spektroskop keinen
deutlichen Streifen im Roten, aber eine starke Lichtausléschung
im Roten.

Spektrophotometrisch gaben zwei Losungen von gleicher
Konzentration (007 %/,), die zu verschiedenen Zeiten dargestelit
waren, bei einem Salzsduregehalt von a) 59, &) 29/, folgende
Werte:

Wellenldnge i
Losung a) Losung b)

710 — 0-748
700 0-853 0-860
690 0-970 0-891
680 1-011 0-903
670 0-962 0-864
660 0-745 0-748
640 0:618 0-602
620 0-454 0406
600 0-279 0-262
590 0-231 0-244
580 0-188 0-190
570 0-138 0-128
560 0-100 0-113
550 0-088 0-093
540 0-068 0-078
530 0-055 —

510 0-039 —

Werden diese Losungen erwérmt, so verbreitert sich zuerst
die Lichtausiéschung im Roten und wandert allméhlich, im
Spektroskop als geringer, breiter Schatten zu sehen, gegen das
Gelb des Spektrum. Gleichzeitig tritt eine Verdunklung {iber
das ganze sichtbare Spektrum auf, die bei Losungen obiger
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Konzentration Lichtextinktionen von e = 0:5—0-7 in den ver-
schiedenen Spektralgegenden entspricht.

Nach etwa einstiindigem Erwiarmen mit zwei- bis finf-
prozentiger Salzsaure tritt ein stabiler Zustand ein, welchem
ungefdhr die folgende Lichtausléschung fir eine 0-079/, des
urspriinglichen Farbstoffes enthaltende Losung entspricht, da
die einzelnen Proben kleine Differenzen in der Lichtausloschung
im Roten gaben.

Wellenlinge 3 Wellenldnge B
700 0-357 580 0-975
680 0-375 570 0+936
660 0509 560 0-802
648 0-707 550 0+615
640 0-887 540 0-514
620 0-979 530 0-383
600 1-063 520 0-288
590 1:029 510 0258

Diese Flissigkeit zeigt eine schone Indigblaufdarbung,
welche, wie schon erwihnt, dem freien Auge intensiver er-
scheint als die Farbung der urspriinglichen Losung. Die Licht-
absorption ist aber nicht ebenso auffallend erhdht, wie man er-
warten mochte.

Im Ultravioletten nimmt die Lichtausléschung nach der
Wirkung kalter Sdure gegen das sichtbare Blau hin zu, noch mehr
nach dem Kochen mit Sdure. Der Unterschied gegeniiber dem
urspriinglichen Farbstoffe betrdgt im letzteren Fall etwa 20 pp.

Die Dauer des Erwirmens, welche notwendig war, um
diesen schdénen Farbenton zu erreichen, war bei einzelnen
Proben etwas verschieden. Kleine Proben zeigten dfters schon
in einer halben Stunde die beschriebene Farbendnderung;
meist wurde eine Stunde, selten dariiber hinaus erwdrmt. Aus
der ziemlichen Gleichheit der Lichtabsorption darf geschlossen
werden, dafl die Reaktion in allen Fallen konform vor sich
gegangen ist, die Zeitdifferenzen auf Unterschiede in der Kon-
zentration oder in der Reaktionstemperatur zuriickzufiihren sind.
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Die indigblaue Ldsung zeigte ein unerwartetes Verhalten
gegen Neutralsalze. Durch Eintragen von Chlornatrium, ferner
schon vor der Halbséttigung mit schwefelsaurem Ammonium
fallt der Farbstoff aus, der Niederschlag ist leicht filtrierbar.
Das farblose Filtrat gibt eine positive Biuretprobe wie Millon’s
Probe positiv.

Weingeist fillt den gebildeten Farbstoff nicht, nach einiger
Zeit blafit die Farbe ab. Aceton féllt den Farbstoff unverandert.

Die Farbstoffniederschldge, welche durch Neutralsalze er-
halten und durch Umféallung gereinigt worden waren, verhalten
sich gegen Reagentien im Ubrigen wie das Crenilabrus-Blau
selbst, d. h. sie geben die beschriebenen FFarbenreaktionen der
Eiweifikorper, auch die Molisch’sche Probe, die Fillungen durch
die sogenannten Alkaloidreagentien, den Farbenumschlag mit
konzentrierter Schwefelsdure und Salpetersdure, mit Chlor-
wasser; mit Alkalien etc, nur die Schwefelbleireaktion ist
geringer als die des Ausgangsmateriales.

Hier ist demnach die interessante Erscheinung zu beob-
achten, dafl die prosthetische, chromophore Gruppe
beim Abbau des Eiweikomplexes vorerst nicht als
solche losgeldst wird, sondern noch in Verbindung
mit einem Teile des Eiweifimolekiils bleibt.

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

Die Untersuchungen van Klaveren’s ! haben aber zuerst,
betreffend ein Kathdmoglobin genanntes Abbauprodukt des
Oxyhdmoglobins, gezeigt, dal diese Ansicht nicht unter allen
Umstdnden zutrifft. Verfasser hat die gleiche Vermutung in
einer Studie {iber Himatin? ausgesprochen und seitdem mehr-
fach gestiitzt,

1 van Klaveren, Zeitschr. f. physiol. Chem., 33, 293.
2 Zeynek, Zeitschr. f. physiol. Chem., 49, 473, Salzburger Natur-
forscherversammlung, 1909, Verh, IL; p. 83.
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[mmerhin ist die Empfindlichkeit des Himoglobinmolekiils
gegen Sduren eine grofle, wiahrend das beschriebene Abbau-
produkt des Cremilabrus-Blaufarbstoffes mit der verdiinnten
Salzsdure stundenlang erhitzt werden kann, ohne weiter ge-
spalten zu werden. Ein wesentlicher Unterschied zwischen den
beiden Chromoproteiden ist also vorhanden.

Es ist noch zu bemerken, dafl das in der Hitze koagulierte
Crenilabrus-Blau beim nachfolgenden Zerkochen mit zwei- bis
funfprozentiger Salzsdure keine schone Blaufdrbung mehr gibt,
sondern nur einen schmutziggriinen Farbenton in der Losung
und einen reichlichen schwarzgriinen Niederschlag. Dagegen
gibt die Weingeistfallung des Cremilabrus-Blaus, auch wenn
der Niederschlag mit Weingeist aufgekocht worden war und
griin gefdrbt ist, nach Entfernung des Weingeistes und Kochen
mit der verdiinnten Salzsdure eine schOne Indigblaufirbung.

Es muB also beim Kochen mit Wasser die chromophore
Gruppe alteriert worden sein. Auch Prdparate, welche lange
Zeit getrocknet aufbewahrt waren und ihre Wasserloslichkeit
eingebiifit hatten, gaben mit Salzsdure gekocht, keine schone
Féarbung mehr.

Die durch Laugeneinwirkung entfarbten Proben des Creni-
labrus-Blaufarbstoffes gaben beim Kochen mit Salzsdure nur
einen hellroten Farbenton.

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

Wird Crenilabrus-Blau mit konzentrierter Salzsdure oder
zirka 50prozentiger Schwefelsdure linger erwidrmt, so bildet
sich reichlich griinschwarzes oder blauschwarzes »Melanin,
welches mit kalter Salpetersdure eine prachtig rotviolette, bald
abblassende Farbe gibt, beim Erwdrmen entsteht eine gelbe
Losung, die durch Ammoniak dunkler wird, durch Laugen sich
orange farbt. Durch Laugen wird das »Melanin« mit gelbgriiner
Farbe gelost.

Versuche, durch Pepsinverdauung die prosthetische Gruppe
zZu isolieren, gaben kein Resultat. Die Fliissigkeit, welche im
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Anfang des Verdauungsversuches gelbgriin ist, wird spéter
blaugriin, bei der spektrophotometrischen Untersuchung ver-
schiedener solcher Proben wurden differente Werte erhalten.
Meist wurden zwei geringe Maxima der Lichtausldéschung ge-
funden, das eine zwischen 680 und 660 pp, das andere bei
zirka 600 pp, wihrend das Ubrige Spektrum ziemlich gleich-
méBig verdunkelt ist. Nach ein- bis zweitdgiger Pepsinwirkung
gab die Flilssigkeit beim Kochen mit verdiinnter Salzsdure die
typische Blaufarbung, spéter entstanden nur schwarzgriine
Farbentone. Der durch Kochen mit verdiinnter Salzsaure ent-
standene Korper ist gegen Pepsinwirkung sehr resistent.

Dies deutet nach den Erfahrungen iber Hemi- und Anti-
gruppen ! wohl darauf hin, daf Tryptophan in diesem Komplexe
nicht enthalten sei.

Zur Priifung auf Tryptophan wurde eine Probe Creni-
labrus-Blau einerseits, andrerseits der durch Salzsédure ent-
standene Blaufarbstoff mit rauchender Salzsdure und Glyoxyl-
sdure behandelt, unter Beachtung der Erfahrungen F. Bar-
dachzi’s? Es ergab sich, dafi selbst ein wiederholter Glyoxyl-
sdurezusatz den blauen Farbenton der Losungen nicht dnderte.
Beim Verdiinnen mit Wasser blieb der blaue Farbenton be-
stehen, das flr Tryptophan charakteristische Maximum der
Lichtausldschung bei etwa 580 pp war nicht vorhanden.

Wenn es dadurch auch nicht ausgeschlossen ist, daf
Tryptophan zu der Farbung des Crenilabrus-Blau in Beziehung
steht, so darf behauptet werden, da nur solche Umwandlungs-
produkte des Tryptophans, welche die bekannten Tryptophan-
reaktionen nicht mehr geben, vorhanden sein kdnnen.

Die grofie Menge von »Melaninsubstanzen« bei der Ein-
wirkung konzentrierter Sduren hat den Gedanken nahegelegt,
dal ein Kohlehydrat die Farbbildung bewirke. Diesbezligliche
Versuche fielen negativ aus. Ebensowenig konnte Guanin oder
ein anderer Purinkorper isoliert werden.

Die Gegenwart von Indigfarbstoffen war schon durch die
oben mitgeteilten Proben, die Entfirbung durch Laugen und

1 Vgl. die Zusammenstellung in Cohnheim, Eiweiikérper. 3. Aufl,, p. 75.
2 F. Bardachzi, Zeitschr. f. physiol. Chem., 48, p. 145.



Farbstoff von Crenilabrus pavo. 351

die Unmoglichkeit, aus entfarbten Loésungen den urspriinglichen
Farbenton wieder zu erhalten, unwahrscheinlich geworden. Die
bei kurzem Erwdrmen mit 809, Schwefelsdure erhaltene
violettblaue Losung gibt ein Spektrum, welches einen Ab-
sorptionsstreifen im Gelb zeigt, der einige Ahnlichkeit mit dem
der Indigosulfonsdure aufweist. Dic spektrophotometrische
Aufnahme einer zirka O-0bprozentigen Losung ergab folgende
Werte:

Wellenldnge 3 Wellenldnge e
680 0-075 570 0-421
660 0-1186 560 0-373
640 0-254 550 0-351
620 0427 540 0-304
600 0-447 530 0-244
590 0-451 520 0-192
580 0-427 510 0-174

Die Ausléschung ist der durch kochende verdiinnte Salz-
siure dhnlich, nur im Roten schwicher. Bei mannigfach vari-
ierten Proben ist es mir nicht gelungen, einen chloroform-
16slichen Farbstoff zu erhalten. Die Destillation des blau-
schwarzen »Melanins« im Vakuum ergab weder Indigo noch
Anilin,

Einige Wahrscheinlichkeit héatte die Annahme, dafi das
blaue Sdurekochungsprodukt vom Crenilabrus-Blau verwandt
sei mit den Farbstoffen, welche Abderhalden?® und Guggen-
heim aus tyrosinhaltigen Polypeptiden erhalten haben. Zu
einer experimentellen Priiffung dieser Annahme reichte das mir
zur Verfligung stehende Material nicht aus.

1 Abderhalden und Guggenheim, Zeitschr. f. physiol. Chem., 54,
p. 331, insbes. 347.




