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Yorwort.

Das Biichlein entstand als Beitrag (Allgemeine und spezielle Methodik der
Histochemie) zur ,,Methodik der wissenschaftlichen Biologie‘, die eben im gleichen
Verlag erschien. Inzwischen hat die Nachfrage nach einer handlichen Anleitung
zum Nachweis der Stoffe im Organismus zugenommen. Denn die Histochemie
bietet heute nicht nur die Moglichkeit, den chemischen Aufbau der Zelle (Membran,
Inhaltsstoffe) zu priifen und aus der groBen Zahl der in der Zelle vorhandenen
gelésten Stoffe schon recht viele, in Schnitt und Droge in kleinster Menge nachzu-
weisen; sie hat sich vielfach schon als die Methode erwiesen, Entstehung, Wandel
und Verteilung eines Stoffes im Organismus und wihrend der Vegetationsperiode
leicht, schnell, einfach und billigst zu verfolgen. Sie ist damit zu einer spezifischen
Methode der Physiologie, speziell der physiologischen Chemie, geworden.

Im besonderen aber hat es sich als ein Bediirfnis erwiesen, dem Studenten
der Botanik und Pharmakognosie bei den praktischen Ubungen im mikrochemischen
Nachweis der Stoffe in der Pflanze eine Anleitung und einen Wegweiser in die
Hand zu geben.

Aus diesen Griinden beschlof} ich mit dem Herrn Verleger, eine kleine Auflage
dieses Beitrages, vermehrt um das inzwischen Hinzugekommene, selbsténdig heraus-
zugeben.

Bei der Abfassung war der Gesichtspunkt mafigebend, die allgemeine Methodik
der Histochemie und jeweils die beste Methode des speziellen Nachweises der ein-
zelnen Stoffe mit allen wichtigen Fingerzeigen (Zusammensetzung der Reagenzien,
beste Versuchsobjekte usw.) in maglichst pragnanter Weise zu bieten.

Moge das Biichlein in dieser Form dem Studenten und allen an der Histochemie
Interessierten recht gute Dienste leisten und der Arbeitsrichtung neue Anhinger
werben.

Wien, im November 1928.
G. KLEIN.
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I. Grundlagen und Methoden.

a) Bedeutung der Histochemie.

Wie der Anatom und Histologe die Erkenntnis der morphologischen Beschaffen-
heit ind Bauform von Zelle, Gewebe und Organen brachte, so gebiihirt der Histo-
chemie das Verdienst, der Biologie das Baumaterial, die chemischen Grundlagen
der mikroskopisch kleinen Zelle, seiner Bestandteile und Inhaltskérper aufgeklart
zu haben. Nur die mikrochemische Untersuchung gibt vielfach iiberhaupt die
Méglichkeit, Entstehung, Umwandlung und Wanderung der Stoffe, ihre Lagerung,
Verteilung und Wandel in der Zelle und durch den ganzen vielzelligen Organismus
zu verfolgen und dadurch der Erkenntnis ihrer Genese und ihrer Funktion naher-
zukommen; sie zeigt der Physiologie die feinsten und verborgensten Details des
Zellgetriebes, sie bietet unter Ausnutzung der allgemeinen chemischen Methodik
der Chemie wieder wichtige Fingerzeige zur Auffindung, Darstellung und Identi-
fizierung der riesigen Zahl von Naturkorpern. Sie bietet allein die Moglichkeit
zur Untersuchung mikroskopischer Organismen, kleinster vorhandener Stiicke oder
Pulver einer Pflanze usw. Die eminenten Vorteile der Zeit- und Materialokonomie,
die Einfachheit der Methodik lernt man erst bei eingehender Arbeit schitzen.

b) Aufgabe.

Die Aufgabe ist also im allgemeinen die, die chemische Beschaffenheit von Zell-
elementen aufzukldren oder im Schnitt, Pulver usw. einen Stoff eindeutig nachzu-
weisen und damit sein Vorkommen und seine Verteilung im Organismus zu priifen.

c) Moglichkeiten und Grenzen.

Da es sich um den Nachweis von Stoffen in mikroskopisch kleinen Zellen oder
Gewebestiickchen handelt, sind die dabei in Betracht kommenden Stoffmengen
natiirlich unfaBbar klein, sie bewegen sich den Maflen der Zelle (0,001 mm = 1 mi
= 1 u) entsprechend in Tausendstel Milligramm (1 mig=1y).

Hierzu ein Beispiel:

Die im Chlorophyllkorn einer Zelle entstehende autochthone Stirke ist mit
mittleren VergréBerungen eben noch gut zu sehen und mit Jodlésung nachzuweisen.
Es sind winzige Kérnchen und Stébchen in einem Bestandteil einer mikroskopisch
kleinen Zelle. Der Kubikinhalt eines solchen Kérnchens ist ca. 2 u3, was einem
Gewicht von 0,0000034 y = 3,4 X 10-% 4 entspricht.

Die kleinste absolute Menge eines Stoffes, die durch irgendeine Reaktion oder
Methode noch nachweisbar ist, bezeichnet man als Erfassungsgrenze. Sie ist natiir-
lich maximal bei fester Substanz (s. S. 2).

Die Leistungsféhigkeit der Mikrochemie sei an einigen Erfassungsgrenzen fiir
anorganische Stoffe, wo jene besonders hoch ist, illustriert:

Magnesium als Ammonmagnesiumphosphat . . 0,0012 y
Phosphor als Ammonmagnesiumphosphat . . . 0,008 y
Chlor als Silberchlorid. . . . . . . .. ... 0,04 y
Calcium als Sulfat . . . . . . .. .. ... 0,04 y

Jod als Jodstarke. . . . . . . .. ... .. 017 y



2 Grundlagen und Methoden.

Da aber die Stoffe im Organismus meist gelost vorkommen, ist als zweites Ma§
die Empfindlichkeitsgrenze von Bedeutung, die besagt, in wieviel Teilen Wasser
1 Teil der Substanz eben noch nachweisbar ist (1:10000, 1:100000 usw.).

So ist Aluminium mit der Césiumalaunreaktion in einem Mikrotropfen Wasser
= 1 mm? noch in einer Menge von 0,35 y erfaflbar. Gewifl eine minimale Menge,
in bezug auf die Losungsmenge aber = 999,6 y nur eine Verdinnung von 1 : 2858
= ca. 0,3 %, also eine betrdchtliche Konzentration. Durch eine lineare mikrosko-
pische VergréBerung von 70 wird aber eine 5000mal kleinere Quantitét noch sicht-
bar, als mit freiem Auge. Die Darstellung der grofen charakteristischen Kristalle
der Cisiumverbindung, das Eintrocknenlassen des Tropfens oder Schnittes usw.
steigert die Empfindlichkeit = ErfaBlbarkeit bei einem maximalen Verdinnungs-
verhiltnis bis zur maximalen Erfassungsgrenze.

Dazu kommt noch der Umstand, daB die Stoffe in der Zelle mit ihrem kompli-
zierten Bau (Membran, Plasmagrenzschichten) und ihrer noch komplexeren chemi-
schen Zusammensetzung (kompliziertes kolloidales System, worin hunderte Sub-
stanzen verteilt sind) nachzuweisen sind.

Das hat zur Folge, daB viele Reagenzien in die Zelle nicht eindringen konnen,
viele Reaktionen durch andere Substanzen gestort, gehemmt oder verhindert werden.

Nun sind die mikrochemischen Reaktionsmethoden ja der Makrochemie ent-
nommen und fir histochemische Zwecke gedndert und angepalt.

Von den zahlreichen makrochemischen Methoden und Reaktionen fallen viele
schon wegen ihrer Kompliziertheit, der nétigen Apparate usw. weg. Manche andere,
die mit reinen Substanzen wohl gelingen, versagen wegen der komplexen Zusammen-
setzung der Zelle.

Das fillt in der anorganischen Chemie nicht so sehr ins Gewicht, da geniigend
sehr gute Reaktionen in der Makrochemie zur Auswahl vorhanden sind und an-
organische Reaktionen durch das Zellmilieu wenig gehindert werden, so dafl fast
fiir alle im Organismus vorkommenden An- und Kationen eine brauchbare emp-
findliche und eindeutige Reaktion vorliegt.

Bei den organischen Stoffen liegen die Dinge ganz anders.

Makrochemisch sind ja alle organischen Stoffe irgendwie (wenn auch nach
langwierigen Prozessen) wenigstens in reiner Form eindeutig nachweisbar.

Aber das spezifische Prinzip des Aufbaues der organischen Materie schon (homo-
loge Reihen, die nur durch eine CH,-Gruppe voneinander verschieden, Korper-
klassen — Alkohole, Aldehyde, Ketone, Sduren, Amine, Aminosduren usw. —, die
im Aufbau grundverschieden, nur durch ein gemeinsames Radikal primér gleich
reagieren) macht es fast unmoglich, jeden von diesen Kérpern durch eine einfache
qualitative Reaktion eindeutig zu bestimmen. Da iiberdies noch viele einfache
Reaktionen, die mit reinen Substanzen gut gelingen, in der Zelle versagen oder durch
das Mitreagieren vieler anderer Stoffe vieldeutig werden, ist fiir viele organische
Stoffe im Organismus der Nachweis noch nicht méglich oder gibt es doch nur
Gruppenreaktionen. Das ist die eine Grenze der Mikrochemie.

Die andere prinzipielle liegt in der schon erdrterten Erfassungs- und Empfind-
lichkeitsgrenze.

Denn in der Zelle oder im Schnitt sind nach dem oben Gesagten wenn
auch absolut minimale, doch relativ nur betridchtliche Mengen greifbar. De facto
sind nur die Zellstoffe greifbar, die in fester Form eingebaut (Membranstoffe), als
Reservestoffe gespeichert (Stirke, Inulin, Zucker, Fette, EiweiB), als Endprodukte
abgelagert (itherische Ole, Alkaloide) oder auf einem Nebengeleise des Stoffwechsels
gebildet wurden (Phenole, Glykoside, Gerbstoffe, Harze, Bliitenfarbstoffe) oder doch
im Stoffwechsel voriibergehend angereichert, gestaut werden (Amine, Amide wie
Harnstoff, Asparagin und Glutamin usw.).



Lokalisation. 3

Aber gerade die im Stoffwechsel tétigen, aktiven, wandelbaren Stoffe sind
jeweils in so geringen Mengen vorhanden, daf sie im Schnitt nicht greifbar sind
(s. KLEIN [2, 6]). Das gilt fir alle Zwischenprodukte bei den Stoffwechsel-
prozessen, aber auch fiir anorganische Stoffe, die nur in geringsten Mengen
aufgenommen werden. Fir beide gelten Mengen von 0,01 bis 0,000001 y, nach-
weisbar sind aber nur Mengen zwischen 10 bis 0,01 y. Z. B.: Der Nachweis des
Chlor als AgCl ist nach Erfassungs- und Empfindlichkeitswert eine der besten mikro-
chemischen Reaktionen. Seine theoretische Erfassungsgrenze liegt bei 1,56-10—6y,
die praktische freilich bei 5-10=2y, also auf Grund der Empfindlichkeitsgrenze um
4 Zehnerpotenzen niedriger. Soll unter dieser Voraussetzung Chlor in der Zelle
nachweisbar sein, so miilte der Gehalt der Zelle an Chlor z. B. als KCl mehrere
Prozente betragen. Der Nachweis in der Zelle gelingt also nicht, wohl aber mit der
Menge aus vielen Zellen, z. B. einem Gewebeschnitt. Das oligodynamisch wirkende
Silber (das biologisch nachweisbar ist), das oberflichenkatalytisch wirkende Eisen
(WARBURG) ist nach dem Gesagten histochemisch unméglich greifbar. Denn in der
Literatur wird als Empfindlichkeitsgrenze 0,002y Fe angegeben. Angenommen den
einfachsten Fall, eine wiirfelf6rmige Zelle von 30 u Kantenlinge habe aufgerundet
einen Kubikinhalt von 30000 p3. Das spezifische Gewicht der Zelle samt Inhalt als 1
angenommen, wiirde ein Gewicht von 0,03 y ergeben. Diese Zelle miiite also, um
das Eisen noch nachweisen zu kénnen, mindestens 0,002 y Eisen, also rund 10
enthalten, oder aber es miiten entsprechend grofle Zellkomplexe zur Untersuchung
herangezogen werden, um die Schwelle der Empfindlichkeit zu erreichen.

Es wurde vielfach angenommen, der Zellkern enthalte lokalisiert Jod. Der Nach-
weis wurde mit wechselndem Resultat versucht. Eine einfache Rechnung zeigt,
daB der Nachweis des Jod im Kern unmdglich ist. Angenommen, der Zellkern
héatte einen Durchmesser von 5y, also einen Rauminhalt von 65,45 u3, so wird,
auf 100 u3 aufgerundet und das spezifische Gewicht als 1 angenommen, das Gewicht
dieser Kugel 10~y betragen. Dieselbe Kugel aus reinem Jodkalium (spezifisches
Gewicht = 31) hitte ein Gewicht von 3 - 10—* y und einen Jodgehalt von 2,3 - 10—+ y
Jod. Die praktische Empfindlichkeit der mikrochemischen Jodfillung betragt nach
BenRrENS als Silberjodid 1,7 -10-2y = 0,17y Jod, als Quecksilberjodid 2-10=1y
=02y Jod. Mit diesen Empfindlichkeiten ist es daher ausgeschlossen, im Zell-
kern das Jod unter den oben angedeuteten Voraussetzungen nachzuweisen, selbst
wenn derselbe aus reinem Jodkali bestehen wiirde.

In allen diesen Féllen ist nur ein Nachweis an groferen Komplexen (Schnitten,
Gewebestiicken) mdglich, freilich mufl dann die Lokalisation indirekt ermittelt werden.

Der Nachweis der Stoffwechselprodukte ist nur nach Anreicherung (Abfangung)
durch léngere Zeit und aus groferen Zellmassen méglich (s. S.4 unten und
Krrx [6]).

d) Lokalisation.

Die letzte, immer wieder erhobene Forderung der Histochemie ist die nach
Lokalisation. Die Forderung, daff das Reagens am Ort der natiirlichen Lagerung
eines Stoffes diesen auch durch die an Ort und Stelle im Organ, Gewebe, ja in der
Zelle eintretende Reaktion lokalisiert anzeigt und durch die Ortsbestimmung evtl.
Fingerzeige fiir die Physiologie bietet. Es muf gleich betont werden, dal dieser
Forderungnur in sehr beschrinktem Umfange Geniige geleistet werden kann.

Eine eindeutig lokalisierte Reaktion ist nur an festen Bestandteilen der Zelle
moglich, an denen das Reagens adsorbiert wird und durch Férbung (physikalische
Reaktion) den Stoff anzeigt (Jodstérkereaktion, Chitosanjodreaktion, Fett-, Kuti-
kular- und Korkfarbung, Harzfirbungen, Jodflavonreaktion usw.) oder wo es nach
Adsorption reagiert (Chlorzinkjodreaktion auf Zellulose, Holzreaktionen, Gerbstofi-
inklusen, Reaktion an organisierten Eiweillkérpern oder -kristallen) Reaktionen an
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Kristallen, z. B. Gipsreaktion an Calciumoxalat; sie gelingt ferner noch an Zellen,
die schon morphologisch oder doch chemisch und physiologisch vom umgebenden
Gewebe verschieden sind (Idioblasten), so die Inklusenreaktion, die Gerbstoffreak-
tionen z. B. die Eisenfirbung der Gerbstoffidioblasten, die Eiweireaktionen der
Myrosinzellen usw.

Schon bei der Jodschwefelsdurereaktion auf Zellulose wird diese zuerst hydro-
lysiert und gel6st und erst dann tritt die diffuse Blaufarbung auf. Bei allen gelésten
oder bei der Reaktion sich l6senden Stoffen ist Lokalisation am Zellorte unméglich.
Denn erstens wirken alle unsere Reagenzien auf die Zelle totend, schiadigend oder
doch die normale Konstitution und Reaktionsweise der Plasmagrenzschichten zer-
stérend oder verandernd. Dadurch ist der Nachweis einer Lokalisation in der Zelle
durch Stoffverschiebungen, Fillungen usw. schon in Frage gestellt. Durch die
Schidigung aber diffundieren die urspriinglich irgendwo gelagerten Stoffe an andere
Orte, in andere Zellen und geben dort sekundér Reaktionen.

Drittens dringt das Reagens nie gleichzeitig und in gleicher Konzentration in
alle Zellen; die Reaktion tritt zuerst und am stérksten dort auf, wo das Reagens
primér wirkt ; es entsteht ein Konzentrationsgefille nach dem Reaktionsort und damit,
abgesehen von sekunddrer Adsorption durch Eiweififallungen usw., eine falsche
Lokalisation! Das gilt fiir die Zelle und noch mehr fiir die Gewebe. Viertens kann
das Reagens am Rande des Schnittes schon verbraucht werden und daher im Innern
gar nicht mehr reagieren.

Finftens dringen viele Reagenzien iiberhaupt nicht in die Zelle ein und reagieren
die herausdiffundierenden Stoffe iberhaupt auBlerhalb des Gewebes (Phosphor-
molybdénreaktion).

Der lokalisierte Nachweis in der Zelle ist aber auch theoretisch unméglich.
Wenn wir mit Recht isolierte Lokalisation der Stoffe in kleinsten Vakuolen des
komplizierten kolloidalen Systems annehmen, ist deren Menge mikrochemisch nicht
faBbar und die urspriingliche Lagerung durch das eindringende Reagens sicher
zerstort. Nach dem oben Gesagten (s. S.3) ist aber die Menge des in einer Zelle
gelosten Stoffes meist iiberhaupt nicht nachweisbar.

Die Lokalisation in der Zelle ist aber mit Ausschluf} der organisierten und iber-
haupt der festen Inhaltskérper auch meist nicht notig.

Fiir physiologische und speziell biochemische Fragen gentigt der Nachweis des
betreffenden Korpers in dem Gewebe, in welchem er entsteht, denn die Zellen einer
Gewebeeinheit sind ja physiologisch gleichwertig. Die Menge eines Schnittes oder
gréfleren Gewebestiickes aber reicht meist fiir den positiven Ausfall einer Reaktion
hin, und Isolierung einer Gewebsart (durch richtig orientierte Schnitte usw.) ist
ja groBtenteils leicht durchfithrbar.

In vielen Fillen geniigt auch die Isolierung des Stoffes aus dem betreffenden
Organ, wenn man seine Genese und Zusammensetzung kennt und es nur auf sein
Vorhandensein oder Nichtvorhandensein ankommt (z. B. Nachweis von Harnstoff,
Santonin, organischen Séuren, Flavonen usw.). Dadurch erscheint die Frage der
Lokalisation ins richtigere Licht und das Arbeitsgebiet der Histochemie auf eine
viel breitere Basis gestellt.

Die Fragen der subtilsten Funktionen eines Stoffes im Getriebe der Zelle, z. B.
die Rolle der Mineralsalze, bleiben freilich vorldufig noch unlésbar (s. Kuein [6]).

e) Material.

Das brauchbarste, eindeutigste Untersuchungsmaterial ist frisches, selbst gesam-
meltes, noch besser selbst gezogenes. Nur im frischen Objekt kann man die natiirlich
vorkommenden Stoffe in ihrer natiirlichen Menge und Verteilung finden und erwarten.
Denn beim Trocknen (langsames Trocknen noch stérender als rasches) ebenso bei
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jeder anderen Art des Konservierens werden ja die Zellen getétet, die Struktur
zerstért und damit die rdumliche Trennung der Stoffe in der intakten Zelle auf-
gehoben. Es tritt Autolyse ein; bisher getrennte Stoffe treffen aufeinander und
reagieren (es entstehen neue Substanzen), die Enzyme treffen auf ihr Substrat,
die meisten Glykoside werden so gespalten (Freiwerden der Blausiure, von Vanillin,
Indigo, Anthrachinonen usw.), andere werden oxydiert (Kumarin), bisher geloste
Stoffe fallen aus (Hesperidin beim Téten, Inulin, Zucker beim Eintrocknen) usw.
Bei getrockneten Objekten (Herbarmaterial, Drogen, Pulver) mufl man mit diesen
autolytischen, postmortalen Verinderungen rechnen. Dabei muf3 dann noch be-
sonders die Art der Vorbehandlung besonders beriicksichtigt werden. Es soll nie
im direkten Licht getrocknet werden, da hierbei erfahrungsgemifl noch viele Ver-
dnderungen vor sich gehen, Substanzen zerstort werden usw. Ebenso muB darauf
geachtet werden, daf3 die Pflanzen beim Trocknen oder Versand nicht feucht werden,
da die sehr rasch auftretenden Schimmelpilze das Material durchsetzen, verindern
und unbrauchbar machen.

Immer ist groBes Gewicht zu legen auf genaue Speziesbestimmung (viele Stoffe
finden sich nur in gewissen Arten, z.B. Saponarin und viele andere Glykoside,
Alkaloide usw., Hesperidin sogar nur in gewissen Subspezies, in den nichstver-
wandten nicht, s. Knein [1]), genaue Angaben von Klima und Standort, Jahres-
und Tageszeit, Alter und Aussehen der Pflanze, da von den genannten Momenten
Qualitit, Quantitit und Verteilung mancher Stoffe, ja auch Vorhandensein oder
Nichtvorhandensein relativ stark abhéingt. Daher der groBe Vorteil von selbst-
gezogenen und gesammelten Pflanzen speziell fiir vergleichende Untersuchungen.

Bei tropischen Pflanzen (in Glashdusern usw.) wird man oft recht abweichende
Resultate gegeniiber Trockenproben aus ihrer Heimat erhalten. Bei Herbarmaterial,
Sammlungsobjekten usw. ist vieles von den geforderten Angaben nicht zu erbringen.
Daher die widersprechenden mikrochemischen Befunde. In diesen Fillen kann man
der Exaktheit nur durch genaue Angabe des Herbars, der Sammlung usw. gerecht
werden. Bei Drogen usw. ist meist auch das nicht méglich.

Am wenigsten verwendbar ist (in Alkohol, Formol usw.) konserviertes Material,
da viele Stoffe herausgelost sind usw. Fiir eine Untersuchung von Verteilung und
Lokalisation eines Stoffes kommt fast nur frisches oder richtig getrocknetes Material
in Frage.

Speziell bei Priifung auf mineralische Bestandteile ist jede Verunreinigung durch
Erde, Metalle usw. zu vermeiden und sind die Objekte vor der Untersuchung oder
Trocknung mit destilliertem Wasser griindlich an der Oberfliche abzuspiilen.

Versandt wird frisches Material in schwach angefeuchtetem Moos (am besten
Sphagnum), trockenes in viel Zeitungspapier gewickelt und in Papier oder Sige-
spanen verpackt.

f) Reagenzien, Instrumente und Utensilien.

Allein der Gedanke, wie minimale Mengen nachgewiesen werden kénnen und
sollen, fordert fiir jede mikrochemische Handhabung peinlichste Reinlichkeit.

Mannehme zu Reagenzien reinste Praparate (MErRCK, KAHLBAUM oder SCHUCHARDT
purissimum pro analysi). Fir Losungs- und Waschzwecke darf natiirlich nur reines
destilliertes Wasser verwendet werden.

Die Reagenzien miissen vor dem Gebrauch immer durch Eintrocknenlassen
eines Tropfens auf dem Objekttriger auf das absolute Fehlen des Stoffes, der nach-
gewiesen werden soll, gepriift werden.

Beim Entnehmen des Reagens muB peinlich das Hineinfallen von Staub usw.,
das Beriihren des Praparates, das gepriift werden soll, vermieden werden. Ebenso
sind die Reagenzgliser und Utensilien sauber zu halten.
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Wie sehr diese Winke Beachtung verdienen, zeigen manche Reagenzien augen-
fallig. Das Diphenylamin-H,80,-Reagens zeigt das Hineinfallen von Staub,
organischen Partikelchen durch Gelb- oder Braunfarbung, jede Salpeterverunreini-
gung schon durch Griin- oder Blaufirbung an. Viele Reagenzien sind nicht dauernd
haltbar und missen daher nach langerer Aufbewahrung vor der Verwendung mit
reiner Substanz auf ihre Verwendbarkeit gepriift werden.

Das Reagens wird meist in fliissiger Form (in der optimalen, angegebenen Kon-
zentration) oder gasformig (Salzsdureddmpfe zum Flavonnachweis [S. 511}, Ammo-
niakeinwirkung [S. 55]), oder fest (Harnstoffnachweis mit festem Xanthydrol
[S.42]), wobei im entstehenden Konzentrationsgefélle Kristallisationsherde erzeugt
werden, angewendet.

Der Einfachheit halber sind die Reagenzien in ihrer bewéhrten Zusammensetzung
bei jedem Stoff, zu dessen Nachweis sie verwendet werden, gesondert angegeben.

Mikroskop. Das wichtigste Instrument des Mikrochemikers ist das Mikroskop.
Am besten bewahrt sich ein einfaches Schillermikroskop mit Revolver und Irisblende,
zwei bis drei Objektiven (50- bis 400fache Vergrofierung), ein oder zwei Okularen,
womoglich mit Okular- und Objektmikrometer (zum Messen von Zell- und Kristall-
groBen). Alles Nahere siehe in den Abschnitten: Allg. mikr. Optik (A. KOHLER),
Polarisationsmikroskopie (W. J. ScemipT) und Ultramikroskopie (H. ZocHER) in
»Methodik der wissenschaftlichen Biologie‘, Bd. I.

Die bewahrten Firmen (Lerrz, ReicHERT, ZEISS) liefern die richtigen Zusammen-
stellungen. Man achte besonders darauf, daf die Frontlinse durch Reagenzien
(speziell Sduren und Alkalien) nicht benetzt werde.

Kleine Tropfen nehmen, nicht schwimmen lassen!

Eine Lupe (ca. 10fache VergroBerung) leistet fiir Ubersichtsbilder usw. manch-
mal gute Dienste.

Alle Reaktionen werden am Objekttrager (am besten 76 - 26 mm) durchgefiihrt
und unter Deckglas (18 -18-1,5 oder 20 - 30 - 0,2 mm) beobachtet.

Ofter braucht man auch hohl-
geschliffene Objekttrager mit Ver-
tiefung fiirr groBere Flissigkeits-
tropfen.

Zum Einlegen von Schnitten
in Flissigkeiten (Waschen, Ab-
spillen) bendtigt man oft Glas-
dosen mit Deckel, ebenso Uhr-
gléser.

Alle Schnitte werden aus
freier Hand mit Rasiermesser
(am besten unten mit flacher,
oben mit hohler Klinge) durch-
gefithrt, wobei man die Objekte
je nach GroBe und Festigkeit
entweder frei hélt oder zwischen

AbbL.1a—ec. Stiftflischchen. %/, der natiirlichen GroBe, Kork (kleine harte Objekte, wie
a mit solidem Glasstift. b ebenso mit Glaskappe. S 1t-
¢ mit Glasrohr und Kautschukkappe. Samen) oder entzw elgeSChnlt

) tenem Holundermark schneidet.

Bei einiger Ubung kann man mit Rasiermesser, Pinzette, Skalpellen, Pripariernadeln
aus Metall und selbstgezogenen Glasnadeln alle Hantierungen durchfiihren und fast aus
jedem Organ Priparate der einzelnen Gewebe (fiir Lokalisationsnachweis) herstellen.
Fiir die Reagenzien nimmt man Stiftflischchen (s. Abb.1a, 30 cm3), bei rauchen-
den und fliichtigen Flissigkeiten mit aufgesetzter Glaskappe (s. Abb.1c) oder T'ropf-
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fliischchen (s. Abb.1b) mit hohlem, ausgezogenem Glasstopfen, der oben mit
Kautschukkappe verschlossen ist (besonders fiir destilliertes Wasser, Alkohol usw.).
Stift und Tropfflischchen ermoglichen ein sauberes Arbeiten und richtige Dosierung
der Tropfen, auf das nicht genug Wert gelegt werden kann. Die Glaschen stehen
am besten auf Glasplatte oder Tonschale mit Glassturz zugedeckt. (Die Préparate
diirfen nie frei an der Luft liegen.) Zum Ubertragen von Tropfchen, Absaugen,
AbflieBenlassen am Objekttriger bendtigt man immer Glasstibe, Glasréhren und
besonders ausgezogene (tunlichst graduierte) Kapillarpipetten, die man am besten
in einem Glas mit destilliertem Wasser vorritig halt.

Zum Absaugen, Trocknen usw. verwendet man Fillerpapierstreifen.

Zum Erwirmen am geeignetsten sind Bunsenbrenner mit Mikroflamme oder
elektrische Heizplatten, im Notfalle auch ein Spirituslimpchen.

Spritzflasche, Drahtnetze mit Asbesteinsatz, Glithdreieck mit Porzellantiegeln,
Platinblech, Pinsel usw. erginzen die Einrichtung. )

g) Winke fiir die Reaktionen.

Bei jeder Reaktion soll man folgende Versuche durchfiihren. Man 148t das Reagens
ebenso wie den nachzuweisenden Stoff, soweit sie im natiirlichen Zustand fest sind,
fiir sich am Objekttriger verdampfen und studiert die Kristallformen. Man erspart
dadurch viele Tduschung und Unsicherheit. Dann bt man die Reaktion mit reiner
Substanz und beobachtet Formen, Farben, Zeit der Reaktion, Notwendigkeit des
Austrocknens oder Feuchthaltens usw. Dann beachte man, daBl ein Reagenz-
tropfen, am Rande des Deckglases zugesetzt, lange braucht, bis er durchs ganze
Priiparat diffundiert bzw. in den Schnitt eindringt. Durch Heben und Senken
des Deckglases oder Ansaugen auf der gegeniiberliegenden Seite des Deckglases
wird das Eindringen stark beschleunigt.

SchlieBlich versuche man das kristallisierte Reaktionsprodukt in den angegebenen
Losungsmitteln (wenn nichts Besonderes betont, aus Wasser) durch Zufiigen eines
Tropfens und Abdunstenlassen mit und ohne Deckglas umzukristallisieren.

Dann erst fiihrt man die Reaktion mit einem bewdhrten Versuchsobjekt durch.
Die besten Objekte sind im folgenden bei jedem Stoff angegeben.

Bei den chemischen Reaktionen sind folgende Prinzipien maBgebend:

1. Farbenreaktionen. Man erzeugt entweder physikalisch (Farbstoffspeicherung
in Fetten, Jodspeicherung in Stérke) oder chemisch (Holz-, Zellulosereaktionen
usw.) intensive Farben, die auch bei geringsten Mengen noch sichtbar sind (Nitrat-
probe mit Diphenylamin-H,S0,). Von den Farbenreaktionen sind nur die wertvoll,
welche spezifisch sind und bei denen die Farbe am oder vom Stoff festgehalten und da-
durch nicht nur gespeichert und verstiarkt, sondern auch lokalisiert wird (0l-, Kork-,
Kutikula-, Eisen-, Stirke-, Zellulose-, Gerbstoff-, Chitin- und Holzreaktionen) oder
schon diffus, aber eindeutig und empfindlich sind (Diphenylaminreaktion auf Nitrat).
Alle anderen (so konzentrierte Sauren und Alkalien auf Glykoside, Alkaloide usw.)
sind nur vieldeutige Notbehelfe. Alle Farbenreaktionen treten meist sofort ein.

2. Kristallreaktionen. Oder man stellt Kristallverbindungen her, die moglichst
nur fiir den einen Stoff spezifisch und sehr empfindlich sind. Die Steigerung der
Erfassungsgrenze wird erreicht durch grofies Molekularvolumen (Phosphormolyb-
dat), hohe Unléslichkeit (Silberchlorid, Nitronnitrat, Dixanthylharnstoff usw.) und
Einengung der Flissigkeit oder Antrocknen des Schnittes (Sulfatnachweis als Gips).

Die Kristallreaktionen werden, da sie vielfach erst nach lingerer Zeit ein-
treten, je nach der Reaktion verschieden aufgestellt. Entweder sie miissen durch
langsames Eintrocknen oder durch Aufbewahren im feuchten Raum oder in ver-
schiedenen Gasen (Ammoniakkammer) ausgelost werden. Zu diesem Zwecke
hebt man die Objekttrager (es empfiehlt sich immer, die Priparate, auch wenn die
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Kristallisation bald eingetreten ist, linger aufzubewahren, da spéater hdufig Ver-
anderungen, Umlagerungen usw. auftreten) auf Objekttrigerstativen (aus Glas
oder verzinktem bzw. vernickeltem Blech) iibereinandergeschichtet und mit Fett-
stift bezeichnet auf. Sollen sie trocken sein, so wird das Stativ nur auf eine Glas-
platte gestellt und mit Glassturz oder Becherglas zugedeckt; sollen sie feucht auf-
bewahrt werden, kommen die Stative in eine Glas- oder Porzellanschale unter Sturz
und werden mit Wasser abgeschlossen (feuchte Kammer); sollen sie gleichzeitig
begast werden, so stellt man in die feuchte Kammer ein Schélchen mit der betreffen-
den Flissigkeit (z. B. Ammoniak fiir Chlor-, Magnesium- und Phosphornachweis,
Alkohol oder Chloroform fiir Indigo usw.); ist LuftabschluB8 erwiinscht oder soll
Verdunstung verhindert werden, ohne dall Verdiinnung des Reagens wie in der
feuchten Kammer eintritt, so umrandet man das Deckglas mit einem Tropfen
Paraffinol (Par. liquid.) aus einer Kapillarpipette.

3. Charakterisierung der Kristallprodukte. Jedes Kristallprodukt, das man auf
irgendeinem Wege (s. S. 11) im Schnitte, auBlerhalb des Schnittes unterm Deck-
glas oder auf irgendeine Art isoliert erhalten hat, ist nun durch alle jeweils méog-
lichen Merkmale usw. zu charakterisieren.

1. Vor allem auffallig und charakteristisch ist haufig die Farbe des Kristall-
produktes, die gelben Ammon- (s. S.19) und Kaliumchloroplatinate (S.17), das
gelbe Phosphormolybdat (S.26), das schwarze Kaliumtripelsalz, das violette
Saponarinjod (8. 52), die braungriinen Santoninjodprodukte (S. 37), das rot bzw.
griin gefirbte Scutellarin (S. 51) und viele andere.

2. Ebenso wichtig, besonders fiir alle anorganischen Verbindungen ist die
Kristallform. Bei organischen Stoffen erhdlt man vielfach Nadeln, Sphérite,
Drusen, die nicht charakteristisch sind, aber manchmal durch Umkristallisieren
aus einem optimalen Losungsmittel die typische Form geben (s. DENIGES).
Neben der eigentlichen Form der wohlausgebildeten Kristalle treten héufig auch
recht charakteristische Zerrformen (Ammonmagnesiumphosphat, S. 22) regel-
méBig auf. Freilich ist die kristallographische Bestimmung meist erst mittels des
Polarisationsmikroskops zu geben. Man verwendet hierzu ein eigenes, mineralo-
gisches Polarisationsmikroskop oder zwei fiir das gewohnliche Mikroskop adaptierte
Nicolsche Prismen, von denen das eine statt der Zylinderblende im Mantel dieser,
das andere im Okular eingebaut ist, wobei der Mikroskopkondensor fallweise aus-
geschaltet werden mufl. Vgl. Abschnitt Polarisationsmikroskopie in der Methodik
der wissenschaftlichen Biologie, Bd. I, S. 386.

Man kann damit

1. die Doppelbrechung bestimmen. Manche Kristalle (regulires System, Wiirfel,
Oktaeder usw.) erscheinen im polarisierten Licht bei allen Stellungen der gekreuzten
Nicols dunkel (einfach brechend).

2. Die meisten Kristalle erscheinen aber bei Drehung des Nicols um 360° vier-
mal hell und dunkel. Die vier Dunkelstellungen nennt man Ausl6schungsstellen
und die Richtung im Kristall Ausldschungsrichtung. Je nachdem die Ausléschungs-
richtung parallel zu einer Kristallkante oder schrig dazu verlauft, spricht man
von gerader oder schiefer Ausloschung. Danach ist die Zugehorigkeit groferer
Kristalle zu den einzelnen Kristallsystemen bestimmbar.

Die Bestimmung des Kristallsystems gestaltet sich dann kurz so:

1. Alle Kristalle bleiben bei gekreuzten Nicols in jeder Lage dunkel; sie sind
einfach brechend, reguldr (Césiumalaun).

2. Die meisten Kristalle werden zwischen gekreuzten Nicols hell (oft nur grau)
und farbig und besitzen gerade Ausloschung, einzelne bleiben in allen Lagen dunkel;
sie sind doppelbrechend und optisch einachsig. Man hat weiter den Umrif} der dunkel-
bleibenden Kristalle zu beachten:
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a) Der Umrif der dunkelbleibenden Kristalle ist vierseitig (oder achtseitig),
quadratisch, die Kristalle sind quadratisch (tetragonal) (Calciumoxalat);

b) der UmriB ist sechsseitig, die Kristalle sind hexagonal (Kieselfluornatrium);

c¢) der UmriB der dunkelbleibenden Kristalle ist dreiseitig, die Kristalle sind
rhomboedrisch (Natronsalpeter).

3. Alle Kristalle werden zwischen gekreuzten Nicols hell (oft nur grau) und farbig,
sie sind optisch zweiachsig:

a) alle besitzen gerade Ausldschung, sie sind rhombisch (Bleichlorid);

b) die meisten besitzen schiefe, einige gerade Ausloschung, sie sind monoklin
(Gips);

c) alle Kristalle zeigen schiefe Ausléschung, sie sind triklin (Kupfervitriol).

Auf die Verwendung der Gipsplittchen braucht hier nicht eingegangen zu
werden. Im allgemeinen ist es vorzuziehen, sich die Bestimmung, wenn sie iiber-
haupt nétig ist, vom geiibten Mineralogen durchfiihren
zu lassen. Gewohnlich geniigt die duBere Form, die ja iiber-
all angegeben ist (siche auch Abbildungen) zur Diagnose.

Wertvoll ist das Polarisationsmikroskop fiir folgende
Fille: Viele Kristalle in der Zelle, auch winzige, die man
sonst tbersieht, leuchten bei gekreuzten Nicols auf und
geben sich dadurch zu erkennen. Auch Stérke, Zellulose,

Membranen usw. zeigen so Doppelbrechung und damit

ihre Kristallstruktur (Abb. 2). Die Bestimmung der

Zugehorigkeit von histochemisch vorliegenden Kristallen

ist vielfach schwierig (oft, wo keine wohlausgebildeten .1 o wartoselstirke im

Kristalle vorliegen, unmdoglich). Links larisierten Licht.
. . . . . inks ein einfaches, rechts ein

Dagegen kann man mit einem Nicol den fiir viele zusammengesetates Starkekorn.,

Kristalle charakteristischen Pleochroismus feststellen.
Manche Kristalle zeigen sich ndmlich auf Grund ihrer verschiedenen Lagerung
oder bei Drehung des Nicols — verwendet wird nur e Nicol, am besten der
Polarisator — abwechselnd heller und dunkler (Karotin) oder wechseln auch die
Farbe.

Will man nur Winkel, meist den einen charakteristischen messen, so geniigt
ein Fadenkreuzokular und ein drehbarer mit Gradeinteilung versehener Objekt-
tisch. Es miissen stets mehrere Kristalle bei kleiner Blende und Planspiegel ge-
messen werden.

Auffallend ist fir manche Kristallprodukte ihr Leichtbrechungsvermogen. Alle
Kristalle, deren starkes Lichtbrechungsvermdgen von dem der Umgebung (Luft
oder Reagenslosung) abweicht, heben sich durch ihren Glanz, dunkle Kontur
usw. gut ab.

Zur Charakterisierung eines Kristallproduktes gehort schliefilich die wichtige
physikalische Eigenschaft der spezifischen Loslichkeit in verschiedenen Lésungs-
mitteln (Wasser, Saure, Alkali und organische Solvenzien, Alkohol, Ather, Chloro-
form usw.). Sie sind bei jedem Produkt angegeben und missen jeweils an reiner
Substanz und erhaltenem Produkt verglichen werden. Auch zum Reinigen und
Umkristallisieren ist die Wahl des Losungsmittels wesentlich.

Gewaschen wird mit dem Losungsmittel, in dem der ausgefallene Uberschuf
des Reagens leicht, das Reaktionsprodukt nicht 16slich ist (Hssigsdure beim Harn-
stoffnachweis, S. 42); umkristallisiert aus einem Solvens, in dem das Produkt bei
leichter Flichtigkeit des Solvens sehr leicht I6slich ist (organische Solvenzien) oder
in dem das Produkt schwerer loslich, durch Erwarmen grofitenteils gelost und beim
Erkalten in charakteristischer Form wieder abgeschieden wird. Zum Auswaschen
eines Kristallproduktes (Herauslosen des iiberschiissigen Reagens, von Verunreini-
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gungen oder leichter loslicher stérender Verbindungen mit dem Reagens) hat sich
uns folgende Anordnung (s. TAUBOCK) besonders bewihrt (Abb. 3).

Aus einem etwas erh6ht stehenden kleinen Gefal von
etwa 3cm? Volumen wird mittels eines Kapillarhebers
die Waschflissigkeit in den Hohlschliff eines Objekt-
tragers geleitet, den man entweder zum GroBteil mit
einem runden Deckglas bedeckt oder mit einem Vaselin-
ring umgibt. Der Heber ist so dimensioniert, dag
er in das Gefal einhdngt, den Objekttrager gerade
berithrt. Er saugt in die Flussigkeit getaucht, diese
immer wieder selbst kapillar an. Ein zweiter Kapillar-
heber, der in derselben Zeit mindestens ein gleiches
Quantum, ohne Schaden aber etwas mehr der Wasch-
flussigkeit fordern muf}, leitet diese vom Objekttrager
in ein in eine Spitze ausgezogenes Réhrchen. Dem Ob-
jekttrager gibt man durch ein untergelegtes Streichholz
eine kleine Neigung, bedeckt den Hohlschliff zu drei

A omowaghyoriehtee  Viertel mit einem runden Deckglas und setzt die Heber

in den gegeniiberliegenden Spitzen des mondférmigen

Spaltes an. In dieser Anordnung kann ein mikroskopischer Niederschlag vorsichtig

und sehr grundlich gewaschen werden. Durch den Heber 2 ins Spitzrohrchen

vielleicht mitgerissene Kristalle kann man nach evtl. Zentrifugieren in der Spitze
wieder auffinden und untersuchen.

4. Herstellung der Priparate. Fiir alle Reaktionen ist zu beachten: Die Objekt-
trager und Deckgléser sollen absolut rein und fettfrei sein. Dazu werden sie zuerst
in 109 Salzséure gekocht, mit Wasser und dann mit Alkohol gewaschen, mit destil-
liertem Wasser nachgespilt, mit reinem, faserfreiem Linnen getrocknet und in
Deckeldosen aufbewahrt. Die Schnitte (nicht zu diinn) werden auf den Objekttrager
gelegt, noch frisch oder nach Antrocknen mit dem Reagenztropfchen tberdeckt
und offen oder mit Deckglas stehengelassen. Die Fliissigkeit darf nur den Raum
zwischen Objekttrager und Deckglas ausfilllen, nicht dariiber hinausflieBen. Das
Deckglas lait man entweder auffallen oder legt es von einer Seite her vorsichtig
auf, um Luftblasen zu vermeiden; werden zwei oder mehrere Reagenzien benétigt,
so trigt man die Trépfchen nebeneinander auf, legt den Schnitt in ein Tropfchen
und vereinigt die Flissigkeit durch Auflegen des Deckglases. Dabei entsteht meist

ein Konzentrationsgefille, das der Entstehung
und Ausbildung der Kristalle meist férderlich
ist. Wird neuerlich ein Reagens zum fertigen
Praparat zugefugt, so setzt man es an einem
Deckglasrand zu und saugt am gegeniiberliegen-
den Rand mit Filterstreifen an.
Dauerpriparate. Will man die Praparate auf-
heben (es empfiehlt sich sehr, eine Sammlung von
Kristallpraparaten und Farbstoffspeicherungen an-
zulegen), so fertigt man Dauerpraparate an. Die
_Abb. 4. Oben: Fertiges Daverpriparat  Kristallpriparate werden meist trocken, aber auch
mit luftdichtem Binschlug ung) Biikettierune: im Reagens oder in Glyzerin (jedenfalls so, daB sie
unléslich bleiben), die Farbenreaktionen (nur so-
weit sie gespeichert und lokalisiert sind) im Reagens mit venezianischem Terpentin
eingeschlossen.

Dazu wird kéuflicher, dickflissiger venezianischer Terpentin auf dem Sandbad

in einer Porzellanschale so lange (ca. 3 Tage) eingedickt, bis man bei gewdhnlicher
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Temperatur mit dem Finger nicht mehr eindriicken kann. Zum Einschlul eines
Priparates wird nun dieses um das Deckglas sorgfiltig mit Filterstreifen getrocknet,
da sonst der heil} aufgetragene Lack spritzt und nicht dichtet; dann wird das Ein-
schluBdreieck (Abb. 4 unten) in der Flamme erhitzt, in den festen Terpentin, der
sich verfliissigt, eingetaucht und nun die am Dreieck klebende, fliissige Masse um
die vier Kanten des Deckglases gleichmaBig aufgetragen. Hierauf wird das Dreieck
nochmals trocken erhitzt, auf je eine Deckglasseite aufgesetzt, der erstarrte Ter-
pentin nochmals verfliissigt und in einem Zug {iiber die Deckglaskante gezogen.
Bei einiger Ubung und fettfreien Objekttrigern erhilt man leicht luftdichte,
gefillig wirkende Praparate. Diese werden dann zu beiden Seiten etikettiert
und alles Wesentliche vermerkt (Abb. 4 oben).

h) Histochemische Methoden.

Der Nachweis der Stoffe im Gewebe oder aus dem Gewebe basiert auf folgenden
Prinzipien:

I. 1. Entweder es gelingt, den Stoff in oder auler dem Gewebe durch Losungs-
mittel, in denen er unléslich ist, unverdndert kristallinisch oder kristallisiert aus-
zufillen (z. B. Mannit, Hesperidin usw.).

2. Oder man trachtet den Stoff durch ein zugefiigtes Losungsmittel aus dem
Gewebe herauszulGsen und beim Abdunsten desselben unterm Deckglas (meist am
Rande) auBlerhalb des Gewebes unverindert zu
kristallisieren (z. B. Alkaloide und Glykoside).

In beiden Fillen kann man dann die Sub-

stanzen durch duBlere Merkmale (Form, Farbe,
Lagerung), Loslichkeitsverhaltnisse, Schmelz-
punktsbestimmung (s. S. 13), Sublimierbarkeit
(s. S. 12) und chemische Umsetzungen (Kristall-
produkte oder Farbenreaktionen) niaher charak-
terisieren.

II. 1. Gelingt eine Abscheidung nicht, dann
gelingt evtl. die chemische Reaktion direkt im
Gewebe,

2. oder man mubl die Substanzen zum wei-
teren Nachweis aus dem Gewebe isolieren;
entweder durch differenziertes Herauslosen
(moglichst ohne andere stérende Substanzen),
durch Herausdestillieren oder Heraussubli-
mieren.

Das Herauslosen einer Substanz aus dem
Gewebe, Schnitt usw. mit einem bestimmten
Losungsmittel kann am Objekttriger unter
Deckglas, im hohlen Objekttriger (s. S. 6) oder
in einem eigenen Mikroextraktionsapparat in der
Wérme (was die quantitative Losung sehr be- - .
schleunigt) erfolggl. Am besten ha% sich uns nach Koem . Tlggggﬁra}]/?ﬁlsm?/%gagat. Gr.
folgender Apparat, der noch vielfache Anwen-
dung finden wird, bewdhrt (Abb. 5). Er besteht aus einer Kupferplatte mit
aufgeloteter Hiilse, in der das Extraktionsréhrchen sitzt. Diesem ist ein Mikro-
kithler mit Wasserzu- und -abflufl, um das Verdunsten der Extraktionsfliissigkeit
zu verhindern, aufgesetzt. Die Schnitte oder Organstiicke kommen mit 1 cm3
oder Bruchteilen hiervon in das Rohrchen, der Kiihler wird aufgesetzt, das
Kiihlwasser eingeschaltet und der Apparat auf einer elektrischen Heizplatte, im

Klein, Praktikum der Histochemie. 2
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Wasserbad, auf einer mit der Gasflamme geheizten Asbestplatte usw. angeheizt. Ein
Tropfchen des Extraktes wird dann zur Reaktion mit Kapillarpipette entnommen.
Gaskammer. Zum Herausdestillieren (Blausiure, Ammoniak), -sublimieren aus
dem Gewebe, ebenso zur Behandlung von Schnitten mit Gasen (Flavonnachweis mit
Salzsduredampf) leistet die einfache Gaskammer hervorragende Dienste (Abb. 6).
Auf einem Objekttriger wird ein Glas-

T ring (1,5 cm breit, ca. 0,7 cm hoch) auf-
7 R q 7 gesetzt oder aufgekittet (mit Wasserglas),
; = / ein Deckglas aufgesetzt und das Ganze

auf die betreffende Heizvorrichtung ge-
. . - setzt. Das Praparat liegt im Ring, der
A b o ot onekammer Reagenztropfenpauf dergUnterseit% des
Deckglases (Destillation, S. 19,49, 54,
43), oder das Reagens ist im Ring (Nachweis von Flavonen, atherischen Olen, S. 51
u. 38), oder das Deckglas dient nur als Rezipient fiir Sublimate (S. 36 usw.).
Far die moglichst quantitative Destillation von flich-
tigen Korpern (Aminen, Nikotin, Koniin) hat sich uns die
Apparatur von GAWALOWSKI, bei der das Abtropfrohr weg-
gelassen, das AbfluBrohr zwecks Kiihlung viel verldngert
und zur Vermeidung von Gasverlusten in ein Kolbchen
mit Schliff angesetzt wurde, sehr bewédhrt (Abb. 7).
Sublimation : Einfachere Methoden zum Sublimieren sind :
1. Das Sublimieren auf einem Uhrglas (ca. 8 bis 9 cm
Durchmesser), das mit einer runden Glasplatte, auf die
evtl. zur Kithlung Wasser getropft wird, bedeckt ist. Das
Uhrglas wird auf eine Asbestplatte gelegt, die von unten
mit Mikrobrenner geheizt wird (Abstand der Flamme
ca. 7om); fir leicht sublimierende Kérper. Durch Nahern
oder Entfernen der Flamme kann die Sublimationstempe-
ratur, die fiir die verschiedenen Stoffe jeweils nachgesehen
(s. ROSENTHALER, S.71) und erprobt werden mufl, geregelt
werden.
2. Oder von einem Objekttrager, der auf der geheizten
Abb. 7. Mikrodestillations-  Agbestplatte liegt, auf einen zweiten, der der Lange nach
apparat, modifiziert nach .. . .
GAWALOWSEL 1/, der nat. Gr. Uber den ersten so gelegt wird, daB er an einem Ende auf-
Das AbfluGrons *Js der nat.  Jiegt, am anderen durch einen 3 bis 5 mm hohen Gegen-
stand (Steinchen) gestiitzt und so ein verschieden hoher
Sublimationsraum geschaffen wird. Die aufsteigenden Sublimationsdémpfe schlagen
sich dann an einer Zone des oberen Objekttriagers nieder (Abb.8).
Oder man sublimiert in der Gas-
kammer (Abb. 6), was sich am besten

i

. = bewihrte.
Abb. 8. Mikrosublimationsapparat auf der Asbest- Sehr viele quStanzen’ die sublimie-
platte nach TUNMANN. ren, zersetzen sich aber vorher an der

Luft oder schlagen sich an dem allméh-
lich heill werdenden Rezipienten nicht nieder. Fiir diese und alle anderen sub-
limationsfahigen Korper eignet sich am besten der geschlossene Apparat von
KLEIN-WERNER, in dem unter vermindertem Druck (zur Forderung der Sub-
limation) und Kiihlung der Vorlage bei gleichzeitig abzulesender Temperatur
sublimiert wird (Abb. 9).

Der Sublimationsapparat aus Jenaer Glas besteht aus einem Mantel M und
dem Kiihler K, der in den konischen Hals des Mantels vakuumdicht eingeschliffen
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i) Spezielle Methoden.

Aschenbild : Die meisten Pflanzen enthalten in den Zellen Kristalle von Calcium-
oxalat in charakteristischer Form und Anordnung, daneben aber auch gelegentlich

Abb. 11 a—d. Aschenbilder (nach MoLIscH).

a aus dem Blatt von Strobilanthes isophylla (Cystolithen). Vergr. 60.

b aus dem Blatt von Cannabis sativa (Kalkablagerungen mit Cystolithenhaaren, Oxalatdrusen). Vergr. 60
¢ aus dem Blatt von Ampelopsis quinquefolia (Raphidenbiindel und Oxalatdrusen). Vergr. 60.

d aus dem Stamm von Opuntia (Kalkoxalatdrusen). Vergr. 185.

Abb. 12a—e.

aus dem Stengel von Equisetum pratense (Verkieselung, bes. der Spaltéffnungen). Vergr. 285.

aus dem Blatt von Bambusa (Epidermis vollstindig verkieselt, mit Kieselkurzzellen). Vergr. 400.

aus dem Blatt von Carex silvatica (verkieselte Spaltéffnungen und Reihen von Kegelzellen). Vergr. 285.
aus dem Blatt von Boehmeria utilis, nach HCl-Behandlung (Kieselhaare und Cystolithen). Vergr. 80.

aus dem Blatt von Deutzia scabra nach HCIl-Behandlung (verkieselte Haare und Membranstiicke). Vergr. 40.

oRoT

andere feste Calciumverbindungen, Kieselkorper usw. Uberdies sind aber haufig
alle Membranen oder doch die bestimmter Zellen und Gewebe (Haare usw.) mit
Kalkkarbonat oder Kieselsdure inkrustiert.
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Verascht man solche Gewebe im Porzellantiegel, so bleiben die Kristalle erhalten,
aber auch alle inkrustierten Membranen; man erhalt von stark inkrustierten Ge-
weben gut erhaltene Aschenbilder, die in Anilin oder Phenol vorsichtig tibertragen,
klare und gute Ubersichtsbilder iiber Kristallverteilung, Inkrustierung, Membran-
struktur usw. geben (s. Abb. 11 u. 12).

Bei Pflanzen, die Kalk- und Kieselsdure enthalten, kann man das Aschenskelett
erst mit 5 bis 10°o Salzsiure behandeln, wobei alles Kalkkarbonat usw. heraus-
geldst wird und nur Verkieselungen zuriickbleiben. Parallele Vergleichsbilder zeigen
dann den Anteil von Calcium bzw. Silizium am Aschenbild.

Bei Pflanzen mit charakteristischen Xalk- (Cystolithen) oder Kiesel-
konkrementen (Gramineen, Cyperaceen, Orchideen, Palmen) kann man aus
dem Aschenbild eines Gewebes seine Zugehorigkeit zu einer bestimmten Familie,
Gattung, ja selbst Art erkennen. Mit Vergleichspraparaten 1a6t sich viel
diagnostisch verwerten (s. Abb. 11 u. 12). (Uber diagnostische Verwertung des
Aschenbildes siehe OHARA.)

Fadenreaktionen: Zu den empfindlichsten Reaktionen, die speziell in der quali-
tativen anorganischen Chemie eine grofere Rolle spielen, gehort die, Reaktionen
auf kleinste Mengen nicht mit Losungen durchzufiihren, sondern das Reagens,
das eine scharfe Farbenreaktion gibt, in Seidenfaden aufzusaugen, dann zu trocknen
und nun diese Reagenzfiden zu benutzen. Das Prinzip ist dasselbe wie das physi-
kalische Anfirben von festen Zellbestandteilen (Membranfirbungen) mit spezi-
fischen gelosten Reagenzien. So gibt der Sulfidfaden (mit Schwefelwasserstoffwasser
getrinkt) bei Gegenwart von Arsen noch mit 0,01 y deutliche Gelbfarbung (besonders
unter dem Mikroskop sichtbar).

Zu den wichtigsten Erkenntnissen der letzten Jahre gehort die primére Wich-
tigkeit der Reaktion der Zelle (des pg).

Waihrend bereits glinzende Methoden existieren, um das pg von Flissigkeiten
(Nahrlgsungen, Sera usw.) genau und leicht zu bestimmen, ist dies im intakten
Gewebe noch nicht méglich.

Fiir die kolorimetrische Methode (Umférbung besonders charakteristischer Farb-
tone bestimmter kiinstlicher Farbstoffe bei einem bestimmten pg) sind wohl Ansétze
vorhanden (s. PFEIFFER).

Z. B. gibt Anthocyanlosung schone Farbumschlige (sauer-rot, neutral-violett,
basisch-blau). Anthocyangefirbte Zellen zeigen demnach schon durch ihre Farbung
die Reaktion des Zellsaftes an. Die Reaktion von Plasma und Kern solcher Zellen,
die ja lebend nie Anthocyan aufnehmen, kann man durch Abtoten (Erhitzen auf
60°, Druck, Chloroform), worauf dann der Farbstoff gespeichert wird, leicht er-
kennen. Sie firben fast immer blau, reagieren also alkalisch.

Farblose Zellen kann man nach Abtéten durch Anthocyanlésung (durch Extra-
hieren von Rotkraut mit wenig Wasser von ca. 609 anfirben.

Fortschritte in dieser Richtung scheitern noch immer an der Undurchlissigkeit
der Zelle fiir die in Betracht kommenden kolloidalen Farbstoffe und die Stérungen
durch das kolloidale Zellmilieu.

Bei Losungstropfen aber (Guttations-, Nektar-, PreBsafttropfchen) hat sich die
Anfarbung auf préparierte Seide nach EmicH (1u.2) sehr bewéhrt. Der empfindliche
Farbenumschlag von Lackmus wird fir mikroskopische Zwecke (in Lésung Farbe
unter dem Mikroskop kaum sichtbar) durch Niederschlagen des Farbstoffes auf
einem Seidenfaden und Reaktion am Faden sichtbar gemacht.

Rohseide wird mit Seifenlésung gekocht und ausgewaschen.

Um den Lackmusfarbstoff in eine fiir die mikrochemische Analyse geeignete
Form zu bringen, kocht man kauflichen Lackmus mit etwa dem doppelten Gewichte
Wasser, filtriert, iiberséttigt das Filtrat siedend mit Schwefelsiure, bringt gereinigte
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Seide etwa 30 Minuten lang in das heifle Bad und wischt sie schlieflich in flieSen-
dem Wasser, wo die rein rote Farbe bald einen Stich ins Violette erhilt. Nach
dem Trocknen wird das Priparat, die ,rote Lackmusseide, im Dunklen auf-
bewahrt.

Behufs Herstellung der ,,blauen Lackmusseide® iibergiet man die rote mit
wenig Wasser, setzt vorsichtig stark verdiinnte Lauge zu, spiilt rasch einmal mit
destilliertem Wasser ab, prefit zwischen Papier und trocknet. Da die so gewonnene
blaue Seide ihren Farbstoff beim Auswissern nach und nach verliert, darf sie nur in
solchen Fallen benutzt werden, wo sehr kleine Fliissigkeitstrépfchen zur Anwendung
gelangen. Fir weniger schwierige Fille dient eine blaue Seide, welche aus der roten
durch Einlegen in Bleiessig und nachheriges Waschen gewonnen worden ist.

Nachweis von Metallen und Metalloider in organischer Bindung. Seit langem
ist das Bestreben der Mikrochemie darauf gerichtet, Metalle und Metalloide nicht
nur, solange sie in anorganischer Form im Organismus vorliegen, nachzuweisen,
sondern auch dann und dort, wo sie bereits assimiliert in ein organisches Molekiil
eingebaut, nicht mehr als Ionen reagieren, ,maskiert” sind. Das gilt besonders
fir den assimilierten Phosphor und Schwefel, das Magnesium und Eisen. Fir die
drei erstgenannten ist der Nachweis ja gelungen (s. 8. 26, 25, 22), fir das Eisen
waren die Fehlerquellen noch nicht ganz zu iiberwinden (s. S. 65).

Fluoreszenz. In manchen Fallen hilft eine nicht sehr haufige Eigenschaft von
Substanzen in Losung zur raschen Diagnose, ndmlich die Fluoreszenz (Chlorophyll,
Phykocyan und -erythrin, Askulin, Fraxin, Hesperidin usw.).

Die einfachste Bestimmung ist die:

Auf eine schwarze Glasplatte wird ein Sandkorn und ein Tropfen der zu unter-
suchenden Losung gebracht und beides mit einem Deckglas bedeckt. Auf diese
Weise bildet sich ein Fliissigkeitskeil von verschiedener Dicke. Arbeitet man mit
einer Chlorophyllésung, so erscheint sie in direktem Sonnenlichte in den dickeren
Schichten fiir das freie Auge blutrot, desgleichen auch unter dem Mikroskop. Mit
Hilfe dieses Verfahrens 148t sich die Fluoreszenz des Askulins mit einem einzigen
mikroskopischen Schnitt durch die Rinde von Aesculus Hippocastanum demon-
strieren. Besonders scharf gestaltet sich der Nachweis, wenn man auf die Fliissig-
keit in direktem Sonnenlicht oder aus starker Lichtquelle mittels Lupenlinse
einen Lichtkegel wirft. Viel schoner 148t sich Fluoreszenz im Tropfen und Schnitt
mittels des Fluoreszenzmikroskopes prifen und verfolgen. Freilich ist die
Apparatur kostspielig und gerade nur hier verwendbar.

Biologische Reaktionen. In manchen Fillen, wo chemische Reagenzien ver-
sagen oder fiir vitale Prozesse infolge ihrer Giftigkeit nicht anwendbar sind, haben
sich biologische Methoden infolge ihrer Empfindlichkeit sehr bewdhrt, z. B. beim
Nachweis von Spuren von Sauerstoff aus einer oder wenigen Zellen.

So beruht die ExgrrLmannsche Bakterienmethode auf der auBerordentlichen
Sauverstoffempfindlichkeit gewisser Bakterien. Es ist bereits lange bekannt, daB
viele Bakterien ein lebhaftes Bediirfnis nach Sauerstoff haben, bei Sauerstoffmangel
unbeweglich, bei Sauerstoffzuflul beweglich werden, sich unterm Deckglas um
Luftblasen ansammeln oder dem sauerstoffreichen Deckglasrande zustreben.

Bringt man nun in einen an bewegungsfahigen Bakterien reichen Tropfen einige
griine Zellen, z. B. Euglena, Stiickchen von Fadenalgen oder einige braune Diato-
meen (z. B. Navicula), bedeckt mit dem Deckglas und stellt eine oder mehrere
dieser Zellen im erleuchteten Gesichtsfeld des Mikroskops bei etwa 200- bis 300 maliger
Vergroflerung ein, so sieht man, wie sich in kurzer Zeit lebhaft schwirmende Bak-
terien um diese Zellen anhiufen!

Verdunkelt man nun plotzlich das Gesichtsfeld so weit, da die schwirmenden
Bakterien noch deutlich sichtbar sind (oft reicht viel geringere Verdunklung aus),



Anorganischer Teil. — Kationen. 17

30 stellen letztere alsbald ihre Bewegung ein und bleiben entweder still am Ort liegen
oder zerstreuen sich allméhlich passiv bewegt in der umgebenden Flissigkeit.

Die minimalen Mengen Sauerstoff, die bei der Assimilation weniger griiner
Zellen entstehen, werden durch das ,lebende Reagens® angezeigt.

Die Empfindlichkeit dieser biologischen Reaktion ist eine geradezu verbliffende.
Sehr sensible Bakterien, namentlich gewisse Spirillen, zeigen noch den trillionsten
Teil eines Milligramms Sauerstoff an. Nach C. MAXWELLs Berechnung betrigt der
wahrscheinliche Wert des Gewichtes eines Sauerstoffmolekiils etwa ein Dreizehn-
trillionstel Milligramm, mit anderen Worten, die Bakterienprobe vermag (theoretisch)
sicher noch ein Molekiil Sauerstoff anzuzeigen.

Nétig hierzu sind nur empfindliche Bakterien. Zu diesem Zwecke lege man sich
verschiedene Kulturen von Bakterien in Glisern an. Einige Einsiedegliser werden
mit gewohnlichem Leitungs- oder Brunnenwasser beschickt und dann entweder
mit einigen faulen Erbsen, mit etwas Fleischextrakt, mit Pferde- oder Kuhmist,
mit Heu oder einem toten Regenwurm versehen. Bewegliche Stébchen oder Spirillen
treten oft dominierend auf und kénnen dann ohne weiteres verwendet werden.
Noch besser ist es, sich von sauerstoffempfindlichen beweglichen Bakterien Rein-
kulturen zu verschaffen, weil dann die ganze Versuchsanstellung sauber ausfillt.
Der Bakterientropfen wird auf den Objekttrager gebracht, mit den zu untersuchen-
den kohlenséureassimilierenden Zellen versehen, mit dem Deckglas bedeckt und
der Rand rasch mit Vaselin, Wachs oder Paraffin verschlossen, um die Verdunstung
der Flussigkeit und ein Zustrémen des Sauerstoffes zu verhindern. Im Anfang
erscheinen die Bakterien gleichméBig verteilt, aber alsbald dndert sich, falls im
Licht beobachtet wird, das Bild: die Bakterien sammeln sich in unmittelbarer Niahe
oder auf eine geringe Distanz um assimilierende, d. h. Sauerstoff abgebende Zellen
an. Bei Verdunklung zerstreuen sie sich, werden unbeweglich, um bei erneuter
Beleuchtung wieder zu den grinen Zellen zu schwimmen.*

Die Priifung in Licht und Dunkel ist notig, um Irrtiimer durch evtl. gleichzeitig
auftretende chemotaktische Bewegungen zu vermeiden.

Man ist vielfach geneigt, anzunehmen, daf mikrochemisch nur einfachste
Reaktionen durchfithrbar sind. Dall aber auch am Objekttriger kompliziertere
Laboratoriumsreaktionen ausfithrbar sind, zeigen der Mangannachweis (S. 23),
die Darstellung von Kobaltsulfid zum Kalinachweis (S. 18), der Tryptophan-
nachweis (S. 41), besonders aber die Methoden WisseELiNgHEs zum Chitosan-
nachweis (Azetylierung, Methylierung am Objekttrager, S.71) oder der Nachweis
von Spaltprodukten (Hydrastinin, Opianséure, S. 46, Tropaalkaloide S. 47).

II. Anorganischer Teil.

A. Kationen.
a) Kalium.

Nachweis.

1. Reaktion mit Platinehlorid. Mit einer 10proz. Lésung von Platinchlorid
geben Kaliumverbindungen sofort und nach etwas Eindunsten lebhaft gelbgefirbten
kristallinischen Niederschlag. Es sind gelbe, stark lichtbrechende Kristalle von
tesseralem Kaliumchloroplatinat (K,PtCl;), meist Oktaeder, Hexaeder oder kom-
pliziertere Formen (s. Abb. 13). E. G.=0,3 y.

Da das kdufliche Platinchlorid haufig kalihaltig ist, ist unbedingt vor der Reaktion
ein Tropfen des Reagens durch Eintrocknenlassen auf Kalium zu prifen.
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Im Schnitt verfahrt man am besten so, dal man das Praparat etwas an-
trocknen 1a8t und mit einem Tropfen 10proz. alkoholischen Platinchlorid iiberdeckt.
Die alkoholische Lésung dringt sofort ins Gewebe ein, die
| "y Kristalle entstehen an Ort und Stelle, wenn auch kleiner und
‘ AN § sind in Alkohol absolut unléslich.
p =D 2. Kalium neben Ammonium. Dieselbe Reaktion wie Kalium
R gibt allerdings auch Ammonium. Eine positive Reaktion sagt
Abb.13. Eristale 250 noch nicht, ob K oder Ammon oder beides vorliegt. Vom
von Kalium- bzw.  Ammonnachweis wird spater zu sprechen sein. Man kann aber
o5, die Priifung auf K trotzdem eindeutig gestalten, wenn man so
verfahrt. Man macht mit einem Schnitt die Reaktion. Einen
gleichen Schnitt verascht man (dabei verflichtigt sich das Ammon) und priift
die mit 1proz. Salzsdure versetzte Asche wieder.
Die Probe zeigt nur K und ein Vergleich des intakten und veraschten Préparates
die K- bzw. aus der Differenz die Ammonmenge.
2. Ein sehr guter Nachweis auf Kalium ist der als Kalium-Kupfer- Blei-Nitrit.
E.G.=0,15y (Abb. 14).
Als Reagens dient eine Losung von 20 g Natriumnitrit, 9,1 g Kupferazetat,
16,2 g Bleiazetat und 2 cm?® Essigsdure in 150 cm® Wasser, die in gutschlieenden
kleinen Flaschen aufbewahrt werden mufl. Auch dann hilt sie
‘ %, sich nur ca. 2 Wochen. Auf Zusatz der griinen Fliissigkeit
. ‘ erscheinen am Rande des Tropfens und dann-auch im Schnitt
B schwarze Wiirfel, die sich speziell auch im griinen Gewebe sehr
= g scharf abheben. Ganz diinne Kristalle erscheinen gelbbraun bis
* ‘ dunkelrot. Ammonium stért nicht, evtl. aber organische Basen.
3. Speziell zum lokalisierten Nachweis kleinster Mengen in

Pot)

Abb. 14. Kristalle

von Kalium- der Zelle eignet sich die Reaktion mit Natriumkobaltnitrit. Die
Kupler Bleka " Substanz wird in so viel 10proz. Essigsiure eingetragen, bis sie

sich eben noch 16st. Es entstehen im K-haltigen Schnitt oder
Losungstropfen sofort orangerote Kristalle der K-verbindung. Den Uberschufl
des Reagens entfernt man durch Waschen mit 10proz. Essigsdure. Will man
die kleinen Kristdllchen besonders sichtbar machen, so legt man die Schnitte
fir mehrere Stunden in destilliertes Wasser und versetzt dann mit 1 Tropfen
Glyzerinammonsulfid, bereitet aus gleichen Teilen Glyzerin und Ammonsulfid (Ein-
leiten von Schwefelwasserstoff in Ammoniak vom spezifischen Gewicht 0,96). Die
gelben Kobaltkristalle fairben sich durch Umwandlung in Kobaltsulfid schwarz.

Das Reagens wurde viel gelobt. Der Histochemiker wird es jedoch ungern
anwenden. Die Herstellung der Reagenzien ist langwierig und im biologischen
Laboratorium unangenehm, das Kobaltreagens nur einen Tag haltbar, eine Unter-
scheidung von Kalium und Ammonium nicht mdéglich.

Zum Einiiben auf die Kaliumreaktion verwendet man am besten Schnitte von
Kartoffel oder einer Riibe.

Vorkommen. Das Kalium ist in jeder Pflanze vorhanden und nachweisbar.

Besonders reich an Kali sind alle jungen, alle lebenstétigen Gewebe und die Reserveorgane.
Deshalb ist es besonders gehduft in den Vegetationspunkten, dem lebenstitigen Parenchym
(Blatter, lebendes Holz und Rinde), in Knollen (Kartoffel) und Rhizomen (Riibe) und im Samen.
Die Samen enthalten meist iiber 20°/, Kali in der Asche, manche Hélzer noch mehr (Tanne

bis 40°/,). Manche Pflanzen sind iiberhaupt besonders reich an Kali (z. B. Kartoffel, Zucker-
ritbe, Tabak, Hopfen, Wermut).

In der Zelle ist das Kali besonders im Zellsaft und in der Membran konzentriert. Nach den
bisherigen Ergebnissen diirfte es nur in anorganischer Form in der Pflanze vorliegen, organisch
gebunden wurde es noch nicht gefunden.
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b) Natrium.

Nachweis. Zum Nachweis verwendet man am besten Uranylazetat (4g in
100 cm3 Wasser | 4 Tropfen Essigsdure), das mit Natriumverbindungen die charak-
teristischen Kristalle von Natriumuranylazetat bildet. Das Reaktionsprodukt zeigt
schon ausgebildete Tetraeder und dreistrahlige Kristallskelette (s. Abb. 15), deren
grofere lichtgelb erscheinen und dunkle Flecken zeigen. Wo viel Magnesium zu-
gegen ist — und das ist relativ hdufig — bilden sich ,
die rhomboedrischen Kristalle des Tripelsalzes Natrium- : /
Magnesium-Uranylazetat. g ey & ‘

Die Natriumuranylverbindungen haben den Nach- ‘  /
teil, daB sie relativ leicht wasserloslich sind, also nur :
aus konzentrierten Losungen ausfallen. E.G.ca.05y. .\ o poucne von Natrium-

Man mufBl daher den Lésungstropfen oder Schnitt uranylazetat. Vergr. 189.
moglichst antrocknen und dann mit dem Reagens ohne
Deckglas in der Gaskammer abdunsten lassen. Die Kristalle bilden sich immer
aullerhalb des Schnittes am Rande des Tropfens. Ist sehr wenig Natrium vor-
handen, so daB neben dem beim Eindunsten kristallisierenden Uranylazetat nur
wenig Reaktionsprodukt ausfillt, das schwer zu erkennen ist, so verascht man,
nimmt die Asche in wenig Essigsdure auf und prift. Man vergesse nie das
Reagens durch Eindunstenlassen auf Na-Verunreinigungen zu priifen (auch aus dem
Aufbewahrungsgefal wird mit der Zeit Na herausgel6st).

Noch besser (E. G. = 0,1 y), besonders bei geringen Na-Mengen, wirkt Uranyl-
ammoniumazetat, von dem eine Spur des Pulvers direkt an den Rand des ein-
geengten Tropfens gebracht wird. Es entstehen fast sofort die Tetraeder.

Versuchsobjekt: Blatter von Kohl oder Spinat oder Kartoffelknollen.

Vorkommen. Das Natrium ist im Pflanzenreich recht weit verbreitet. Am meisten ent-
halten immer die Pflanzen, die im natriumhaltigen Wasser oder Boden stehen, Meeres- (Algen)
und Strandpflanzen (Salicornia, Salsola, Halophyten), aber auch die Pflanzen, welche von
Strandpflanzen stammen oder mit ihnen verwandt sind (Riibe, Spinat, Kohl). Bei den Land-
pflanzen hingt, abgesehen von ihrer Verwandtschaft und erblichen Féhigkeit, Natrium aufzu-
nehmen und zu speichern, der Natriumgehalt sehr von der Beschaffenheit des Bodens und
seinem Natriumgehalt ab. Beziiglich der Verteilung im Organismus zeigen die Blatter und
auch Samen (2°/,) den hochsten Gehalt.

< |

¢) Ammonium.

Nachweis. Der eindeutige Nachweis ist der, dafl man aus den Ammonsalzen
des Préparates durch Alkali das Ammoniak in Freiheit setzt und dieses nun mit
Platinchlorid als Ammonchloroplatinat nachweist (s. S.18). Der NH,-Nachweis
ist in der Gaskammer (S. 12) elegant zu fithren. Auf den Objekttrigerboden der
Kammer kommt das Objekt und auf dieses ein Tropfen 5proz. Natronlauge (nicht
Kalilauge, da leicht durch Verunreinigung des Deckglases hiermit das Kalium mit
Platinchlorid reagiert und die Ammonreaktion vortduscht), worauf der Glasring
der Kammer sofort mit einem Deckglaschen, auf dessen Unterseite ein Tropfen
10proz. waBriger Platinchloridlosung angebracht wurde, zugedeckt wird. Bei Gegen-
wart von Ammonverbindungen wird aus diesen durch die Lauge Ammoniak in
Freiheit gesetzt, das als Gas aufsteigt, mit dem Platinchlorid reagiert und so
in reiner Form die gelben Oktaeder usw. (zwar nicht zu unterscheiden von der
Kaliverbindung, aber hier nicht gestoért durch Kaliverbindungen) von Ammon-
chloroplatinat gibt.

Bester und empfindlichster Nachweis s. Amine, 8. 43.

Versuchsobjekt: Kiichenzwiebel.

Vorkommen. Das Ammonium findet sich unter natiirlichen Verhiltnissen nur in relativ
geringen Mengen, da es schnell weiterverarbeitet wird. Nur in etiolierten Pflanzen, in den
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Waurzelknéllchen (von Leguminosen und anderen) und bei Bakterien und Pilzen tritt es in
grofleren Mengen (auch als freies Ammoniak) auf.

Im Organismus findet es sich am stérksten in der Wurzel (den Aufnahmeorganen aus dem
Boden) und nimmt im Stengel gegen die Blitter und Sprofispitzen mit zunehmendem Ver-
brauch rasch ab.

d) Calcium.

Nachweis. 1. Der Nachweis aller in der Zelle gelosten und ungelosten Ca-
Verbindungen wird am einfachsten mit Schwefelsiure durch Uberfiihren in Gips
gefiihrt.

Bedeckt man einen Tropfen kalkhaltiges Leitungswasser oder einen Gewebe-
schnitt mit einem Tropfen 2proz. Schwefelsdure und 1a8t ohne Deckglas eindunsten,

so bilden sich bald (bei wenig Kalk) die charakteristischen
Einzeltafeln oder Karlsbader Zwillinge, (bei viel Kalk) Nadel-

biischel von Gips; noch in einem Tropfen Wiener Leitungs-

% wasser (Abb. 16).
Die Reaktion gelingt auch noch mit den Kkleinsten

Mengen (0,04 y) und 1aBt sich auch zum lokalen Nachweis
(in der Mittellamelle der Zelle bilden sich direkt kleinste
Gipsbiischel) gut verwenden. Bei der angegebenen Kon-
zentration der Schwefelsdure lagern sich z. B. Oxalatdrusen
unterm Zusehen an Ort und Stelle in Gipsbiischel um,
ein Teil des Reaktionsproduktes bildet sich allerdings

Abb. 16. Kristalle immer infolge Herausdiffundieren des gelosten Ca auBen
von Calciumsulfat (Gips). .
Vergr. 285. am Praparat.

Bei sehr verdiinnten Losungen oder geringem Ca-Gehalt
verwendet man 2proz. alkoholische Losung, in der der Gips wegen seiner
Schwerl6slichkeit sofort und quantitativ ausfallt.

2. Ebenso auf geloste und ungeloste Kalkverbindungen reagiert eine Mischung
von gleichen Teilen einer halbgesittigten Losung von Kalilauge und einer geséttigten
von Kalikarbonat (Pottasche).

Es entstehen unter Deckglas sechsseitige Pliattchen und aus solchen zusammen-
gesetzte Rosetten von einem Ca-K-Doppelsalz. Man 1afit die Priaparate (um das
Ausfallen der Lauge zu vermeiden) nicht eintrocknen, beobachtet sofort oder stellt

sie fiir einige Zeit in die feuchte Kammer oder umrandet
@ {:’5 das Deckglas sofort mit Paraffindl. (Abb. 17.)

3. AusschlieBlich geldstes Ca kann man mit 5proz. Oxal-
O siure, der etwas Essigsdure zugesetzt ist, nachweisen. Es
bildet sich ein feiner unldslicher Niederschlag von kleinen

Calciumoxalatkristallchen. E. G.=0,06y (s. Abb. 33a).
4. 10proz. walrige Losung von Seignettesalz (mit etwas
Abb.17. Ealknachweis 1uSsigsdure) gibt mit geldsten Ca-Verbindungen nach einigem
als Kali-Kalk-Doppelsalz  Stehen ohne Deckglas groBe rhombische Prismen von Cal-

e N asom- ciumtartrat. E.G.= 0,03y (s. Abb. 32).

Zur Diagnose der einzelnen Ca-Verbindungen sei noch die
Loslichkeit bemerkt: Oxalat ist in Wasser und Essigsiure unléslich, in Salz-
sdure (3 bis 5%) glatt loslich (in Schwefelsiure l6slich unter Umwandlung in
Gips), Karbonat 16st sich schon in Essigsiure unter Aufbrausen (Entweichen
der Kohlensdure), Sulfat in Wasser, in FEssigsiure nicht (beim Glithen un-
verdndert) und Phosphat schon in Wasser und Essigsiure langsam, in verdiinnter
Salz- und Schwefelsdure (Gips) schnell.

Zur Ubersicht iiber die Kalkabscheidungen in einem Gewebe legt man Schnitte
in Chloralhydrat (5 T. Chloralhydrat in 2 T. Wasser). Das Gewebe wird dabei so
durchsichtig, daB man einen wunderbaren Uberblick iiber die Kalkablagerungen
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erhilt. Da Form, Lagerung und Verteilung fast fiir jede Pflanze spezifisch sind, erhilt

das Verfahren diagnostischen Wert zur Beurteilung der Herkunft von Pflanzenteilen.
Dasselbe gilt von Aschenpriparaten. Da die festen Kalkverbindungen beim

Glithen unveridndert bleiben — Kalkoxalat wandelt sich in Kalkkarbonat, bei

langerem Glithen in Kalkoxyd um, ohne seine Form zu

andern — und da auch die Membranen fast durchweg mit : 5

Kalk (s. S.14) oder Kieselsiure inkrustiert sind, bleibt [ o L 7

At § ,"\-, L J
beim Veraschen der Gewebezusammenhang erhalten und UTY bt L8
gibt ein veraschtes Gewebestiick, in Anilin oder Kanada- ¢ ." V) &5 ".\’
balsam eingelegt, einen guten Uberblick iiber Lagerung und 1y ® g
Verteilung der Kalkabscheidung in der Pflanze (s. S.15). i a

Vorkommen. Nach dem Gesagten ist klar, daBl das Calcium
das Element ist, dem man immer in irgendeiner auffillicen Form Abb.18. Asche von der Rinde
und auch in den relativ groBten Mengen in der Pflanze begegnet. Psgéogg;gﬁﬁeiagguna%;lk-
Es findet sich gelost, soweit es aus dem Boden aufgenommen karbonat nach Kalkoxalat mit
ist -und in der Pflanze (als Nitrat, Sulfat, Phosphat, Chlorid, Kohleteilchen. Vergr. 180.
Oxalat, Malat, Tartrat usw.) tétig kreist, aber auch vielfach an-
gehauft, zu unléslichen Verbindungen umgewandelt, als Calciumoxalat, -karbonat, -phosphat,
-sulfat und -tartrat, daneben auch in organische Molekiile eingebaut (z. B. die Globoide im
Aleuron der Samen als Ca-Mg-Inosit-Phosphorsiure aufbauend und als Ca-Verbindung der
Pektinsubstanzen die die Zelle zusammenkittenden Mittellamellen bildend).

Calciumoxalat. Mit Ausnahme der Diatomeen (Kieselpanzeralgen, s.
S. 28), der Cyanophyceen (Blaualgen, s. unten) und Equiseten (s. S. 28)
ist diese Verbindung fast bei allen Pflanzen im festen Zustande zu finden,
und zwar in einer Form und Verteilung durch die Pflanze, die fast fiir jede
Art oder Gattung charakteristisch ist (s. S. 30).

Die Form ist sehr mannigfaltigz. Es liegt entweder in Form von Einzel-
kristallen des monoklinen (Quillajarinde, Abb. 18 und 19) oder tetragonalen

Abb. 19. Einzel- Abb. 20.
kristalle von Kalk- Raphiden-
oxalat in einer Kri- biindelin einer
stallreihe aus einer Zelle von
Deckschuppe Amaryllis. Abb. 21. Querschnitt durch den Stamm  Abb.22. XKristallsandzelle
von Fagus silvatica. Vergr. 180. von Opuntia mit Drusen von Calcium- ausder Rinde von Sambucus
Vergr. 285, oxalat. Vergr. 325. niger. Vergr. 180.

Systems (Begonia) oder in Form von Raphiden (Biindeln von nadelférmigen, schmalen
Blattchen, die parallel geordnet wie Pakete liegen, Abb. 20) bei Liliazeen und Orchideen
oder von Drusen (Opuntia und andere Kakteen, Abb.21) oder endlich als feiner Kristall-
sand ganze Zellen erfiillend (Tabak, Atropa Belladonna, Abb. 22) vor. Das Oxalat liegt
meist im Zellinnern, selten in der Membran (Dammara, Thuya, Dracaena).
Calciumkarbonat. Gelost und in fester Form vorkommend. Als solches der Membran auBen
aufgelagert: bei Kalkalgen in solchen Mengen, daB sie gesteinsbildend wirken (Lithothamnien-
kalk), bei Blaualgen, bei Wasserpflanzen (Chara) und Wiistenpflanzen (Tamarix); in die Membran
eingelagert: in den Haaren der Borragineen usw., in den Zystolithen (in die Zelle ragenden
Membranlamellen, die dicht mit Kalkkarbonat inkrustiert sind, Ficus, Urtica, Abb. 11a), in



29 Anorganischer Teil.

der Fruchtschale von Celtis und Lithospermum) und in den Zellen (die Holzelemente vieler
Holzer — Celtis, Ulmus, Fagus usw. — wie ein AusguB erfiillend).
Calciumsulfat. Als Gips selten. Bisher gefunden in den ,,Endblidschen® der Zieralgen (Desmi-
diaceen) als kleine tanzende Kristallchen und im Parenchym von Tamaricaceen.
Calctumphosphat. Haufig gelost und beim Liegen der Objekte in Alkohol in Form von Sphéro-
kristallen (kugeligen Drusen, aus feinen radial angeordneten Nadeln zusammengesetzt), z. B. in
den Knollen von Dahlien neben Inulin, in Agave und manchen Euphorbien.

e) Magnesium.

Nachweis. Der Nachweis wird mit hochster Empfindlichkeit (0,012 ) durch
Bildung von Ammonmagnesiumphosphat gefithrt.

Die Schnitte kommen in ein Trépfchen 0,1 proz. Natriumammonphosphatlosung
(NaHNH,PO, -+ 12H,0) und werden unbedeckt in die feuchte Kammer, in der
ein Schilchen mit konzentriertem Ammoniak (zur Erzeugung einer Ammoniak-
atmosphére) steht, gebracht. Oder man bringt das Préparat iiber den Hals einer
Ammoniakflasche. In wenigen Minuten entstehen die charakteristischen Schnee-
flockenkristalle, Kreuze und Einzelkristalle in Dachform (Abb. 23).

Zum Nachweis auch des organisch gebun-
denen Mg in griinen Organen (Chlorophyll)
und Samen (Globoide) kann man die Schnitte
veraschen, die Asche mit 10proz. Salzsiure
aufnehmen und den Losungstropfen wie oben
behandeln.

Viel eleganter gelang der Nachweis im in-
takten Gewebe (KLrIN [3]) so:

Der Objekttrager wird mit dem Schnitt
oder Tropfen unterm Abzug auf den gereinigten

Abb. 23. Kristalle und Zerrformen von Hals einer Bromflasche verkehrt aufgelegt (1 bis

Magnesiumammoniumphosphat. Vergr. 285. 2 Stunden), dann mit etwas verdiinntem Ammo-

niak versetzt (zur Entfirbung des Schnittes

durch Bindung des Broms als Ammoniumbromid). Durch diese Behandlung wurde

das Magnesium fast quantitativ aus seinen organischen Bindungen abgespalten

und gibt nun mit Natriumammonphosphat die prichtigen Fiedern von Ammon-
magnesiumphosphat. Gelingt mit jedem chlorophyllhaltigen Schnitt.

Mit Hilfe dieser Methode 148t sich auch das anorganische neben dem organisch
gebundenen Mg schén nachweisen.

Einige Schnitte werden der Probe unterworfen. Amnorganisches My.

Parallelschnitte werden in siedendem Wasser getotet, so lange in wiederholt
gewechseltem destillierten Wasser (24 Stunden) belassen, bis sie keine Mg-Reaktion
mehr geben, dann der Brombehandlung unterworfen und wieder auf Mg gepriift.
Organisches Mg.

Ubungsobjekt: Milchsaft, griine Blitter.

Vorkommen. Das Magnesium liegt in anorganischer, geloster Form und organisch gebunden
(maskiert) in den Globoiden (s. S.61), sonst in EiweiBkérpern und speziell im Chlorophyll-
molekiil vor.

Besonders die jugendlichen Gewebe sind reich an Magnesium. Im Holz ist der Gehalt hoch
(5—10°%/,, Birke und Eiche bis 25°/, der Asche), die Rinde enthilt weniger, manche Blitter

wenig, andere viel (Kartoffel 28°/,) anorganisches Magnesium, sehr viel enthilt der Milchsaft
von Ficus.

f) Mangan.

Nachweis. Mangan wird analog dem Magnesium als Ammoniummangan-
phosphat gefallt. Schnitte oder mit Salzsdure aufgenommene Asche wird mit einem
Tropfchen 0,5proz. Natriumammonphosphatlésung versetzt und in die Ammoniak-
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kammer iibertragen. Es bilden sich die entsprechenden Verbindungen von Mg,
Mn und auch Fe.

Die Manganverbindungen unterscheiden sich von den anderen durch zwei
Merkmale. Einmal bleiben seine Kristalle beim Abwaschen im Gegensatz zu den
anderen am Deckglas (dieses mull durch Waschen mit Alkohol, Salzsiure und
Woasser fettfrei sein) haften und dann geben nur sie mit n/10-Kaliumpermanganat-
lésung tiefbraune Féarbung, die sehr auffillig ist, wenn man den Permanganat-
tropfen mit Wasser wegwischt.

Um auch schwerer losliche Mn-Verbindungen im Schnitt nachzuweisen, legt
man diesen vor der Behandlung auf kiirzere Zeit in 0,1° Salzséure.

Vorkommen. Mangan findet man fast iiberall, bei manchen Pflanzen in riesigen Mengen,
so bei Koniferen (Tannenholz 28°/,, -rinde 40°/, der Asche). Auch Wasserpflanzen und Eisen-
bakterien (in den Scheiden) speichern Mangan in grofen Mengen.

g) Eisen.

Nachweis. Ferriverbindungen werden durch die iiberaus empfindliche Berliner-
blauprobe mittels gelbem Blattlaugensalz nachgewiesen. E.G.=0,07y. Das
gebildete Berlinerblau bleibt an Ort und Stelle eingelagert und zeigt so die Lokali-
sation des Eisens in der Zelle. Zarte Objekte und Schnitte kommen in einen Tropfen
2proz. gelbes Blutlaugensalz, dem man nach einiger Zeit einen Tropfen 5proz.
Salzsdure zufiigt. Die Farbung tritt sofort ein. GréBere Objekte legt man nach dem
Quellen in Wasser (24 Stunden) in Schéilchen auf mehrere Stunden ins Blutlaugen-
salz und dann kurz in Salzsdure. Um sie durchsichtiger und die Eisenverteilung
ibersichtlicher zu machen, iibertragt man nach der Behandlung in Chloralhydrat.

Ferroverbindungen weist man analog mit rotem Blutlaugensalz als Turnbulls-
blau nach.

Starke Séuren scheiden aus gelbem Blutlaugensalz allein schon Berlinerblau ab!

Legt man je eine Probe in gelbes und rotes Blutlaugensalz, so erhélt man ein
Bild, ob anorganisches Eisen und in welcher Form es vorhanden.

Durch Veraschung und nachtrégliche Reaktion mit gelbem Blutlaugensalz
erhdlt man vergleichsweise die Menge des organisch gebundenen Eisens.

Beim Nachweis des Fe ist sehr rein zu arbeiten (Verunreinigungen durch das
iberall gegenwartige Eisen!); es diirfen nur blanke Rasiermesser, besser Messer
aus Messing usw. und nur Glasnadeln zum Hantieren mit den Praparaten verwendet
werden.

Vorkommen. Das Eisen ist wohl in kleinsten Mengen in jeder Zelle enthalten. Nur ein Teil
des Eisens liegt in anorganischer Form vor, der andere ist organisch gebunden, entzieht sich dem
Nachweis mit den anorganischen Reagentien und kann erst nach Veraschung (Zerstérung der
organischen Bindung) nachgewiesen werden.

Sebr gute Objekte zum Eisennachweis sind Eisenbakterien, Algen (besonders die Zieralgen
[H6FLER], Closterium usw.) und viele Samen, z. B. der weille Senf.

Das anorganische Fe liegt entweder in der zweiwertigen Ferro- oder der dreiwertigen
Ferriform vor.

h) Aluminium.

Nachweis. Aluminium 148t sich sehr gut und empfindlich (0,08 y) als Casium-
alaun nachweisen. Versetzt man eine Aluminiumlésung oder einen Schnitt mit
einem Tropfen eines Gemisches von gleichen Teilen einer 33proz. Liésung von
Casiumchlorid und einer 39 proz. Schwefelsidure, so bilden sich in wenigen Minuten
farblose, lichtbrechende Oktaeder der genannten Verbindung. Gilt auch fiir den
Nachweis in Alaunpapier.

Versuchsobjekte: Sporenstinde von Equisetum.

Vorkommen. Manche Pflanzen speichern groBle Mengen, so die meisten der nicht auf Biumen
lebenden Angehdorigen der Lycopodiaceen bis 40°/,.
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i) Kupfer.

Nachweis. Kupfer laft sich auch in Spuren (0,03 y) als Verun-
reinigung nachweisen durch Darstellung von Kaliumkupferbleinitrit (s. S. 18).
Man 148t Tropfen oder Prédparat eintrocknen, figt ein Tropfchen verdinnter
Essigsdure zu, dann ein Kérnchen Bleiazetat, je einen Tropfen konzentriertes
Kaliumnitrit und konzentriertes Ammonazetat. Sehr bald entstehen braune
bis schwarze Wiirfel der Kupferverbindung. Zum Bleinachweis 1aBt sich die
Reaktion umkehren. '

Vorkommen. Da Kupfer relativ hiufig in Boden vorkommt, ist es relativ oft in Pflanzen
(z. B. Strychnos) gefunden worden. Dazu kommt noch Verunreinigung durch Spritzen der
Kulturpflanzen mit Kupferkalkbrithe, Aufbewahren in KupfergefaBlen, durch Imitieren der
naturgriinen Farbe von eingelegtem Gemiise mit Kupfersalzen usw.

B. Anionen.

a) Chlor.

Nachweis. Am besten ist der Nachweis des Chlor als Silberchlorid. Man ver-
wendet eine 1proz. Losung von Silbernitrat in einer 10proz. Ammoniaklésung.
Silbernitrat allein gibt einen weilen, amorphen Niederschlag, der nichts sagt;

das Ammoniak verzogert die Ausfallung und gibt im offenen

R B a o Tropfen schone, stark lichtbrechende Oktaeder und Hexaeder

\/- - von Silberchlorid in wenigen Minuten (Abb. 24). Sie werden

’ v) ad an der Luft bald blauviolett und schlieflich schwarz. Um

o ja nicht irre zu gehen, kann man dem Reagens Methylen-

(3 - \ blau (1:5000) zusetzen, das die Kristalle von Silberchlorid

Ao, 24 Keistall und unter diesen Bedingungen nur diese lichtblau gefirbt
Silberchlorid.  Vergr. 400. entstehen 1aBt. E. G. = 0,05 y.

Versuchsobjekt: Primula obconica, Brennessel oder eine

Meeresalge, die man vorher in destilliertem Wasser abgespiilt hat, um das an-

haftende Meerwasser mit den Salzen zu entfernen.

Vorkommen. Chlor ist so ziemlich allgemein im Pflanzenreich vorhanden, nur in ganz ver-
schiedener Menge. Die am Meeresstrand wachsenden Pflanzen und auch die mit ihnen ver-
wandten Inlandspflanzen fithren Chlor in groen Mengen. So sind Statice und Tamarix von
Chloriden so tiberschwemmt, da8 diese an der Blattoberfliche in Krusten ausgeschieden werden.
Auch Schachtelhalme, Hanf, Brennessel, Wolfsmilch, Umbelliferen und Lilien fithren gréBere
Mengen; Siiwasseralgen, Flechten, Moose und Nadelholzer wenig.

In der Pflanze steigt der Chlorgehalt von der Wurzel zur Spitze, die Blitter sind besonders
im Parenchym reich an Chlor. (Anh#dufung als Ballaststoff im Gegensatz zu Néihrelementen,
die in der Pflanze von unten nach oben abnehmen.)

b) Jod und Brom.

Nachweis. Legt man ein Stiickchen oder einen Schnitt einer Laminaria auf
den Objekttriger in einen Wassertropfen, dem etwas Weizen- oder Kartoffelstirke
zugesetzt wurde, fiigt einen Tropfen verdiinnte Salpetersiure zu und bedeckt mit
Deckglas, so sieht man die Stérke blau werden. Die Blaufarbung ist die bekannte
Jodstérkereaktion, die durch das in Freiheit gesetzte Jod an der Stirke auftritt
(siche §.33). Brom gibt dabei eine orangegelbe bis braune Firbung.

Vorkommen. Das Vorkommen dieser beiden Elemente ist nur auf Meeresalgen und unter
diesen fast ausschlieBlich auf Braunalgen beschriinkt, aus denen es ja auch im GroBen gewonnen
wird (in Laminaria ca. 12 mg Jod auf 100 g frische Algen). AuBerdem kommt Jod auch in Siif3-
wasser- und Landpflanzen in Spuren vor, ebenso wie iiberall im Wasser, Erde und Tieren.

Es ist zum Teil in anorganischer Form, zum Teil aber organisch gebunden. Aus dieser
Bindung kann es vorldufig nur durch Veraschung befreit und nachgewiesen werden.
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¢) Nitrat.

Nachweis. 1. Am einfachsten ist der Nitratnachweis mit Diphenylamin, das
auch mit geringsten Nitratmengen eine tiefblaue Farbung gibt. Verwendet wird
am besten eine Ldsung von 0,05 g Diphenylamin in 10 cm? reiner konzentrierter
Schwefelsdure. Man vermeide jede Verunreinigung des Reagens, da es sonst durch
Verkohlung der hineingefallenen Partikel braun wird.

LaBt man Schnitte etwas eintrocknen und tberdeckt mit einem Tropfen des
Reagens, so tritt sofort Blaufarbung an den nitrathaltigen Stellen auf. Die Farbung
wird aber bald diffus und verschwindet nach einiger Zeit. Die Reaktion hat nur
einen groBen Nachteil, daBl sie an Holzschnitten nicht oder schlecht gelingt, da
die Holzsubstanzen durch die Schwefelsdure rasch verkohlen und dadurch die
Reaktion verhindern oder stéren.

2. Deshalb wird vielfach eine Kristallreaktion mit ,,Nitron“ durchgefithrt. Ver-
wendet wird eine Losung (10%) von Nitron in 5% Essigséure.

Das Reagens gibt in kurzer Zeit Kristallnadeln der unldslichen Nitratnitron-
verbindung. Allerdings gibt auch die in der Pflanze so verbreitete Oxalsdure eine
schwerlosliche Verbindung, in geringen Mengen nur eine flockige Fallung. Ubrigens
unterscheiden sich die Kristalle des Nitrats (stumpfe Kristallenden, im polarisierten
Licht Interferenzfarben) von denen des Oxalats (spitze Enden, keine Interferenz).

Vorkommen. Das Nitrat ist in der Pflanze allgemein zu finden, meist in geringen, oft nur
minimalen Mengen, da es rasch verbraucht wird. Aber gewisse Pflanzen, die sich nur auf sehr
stickstoffreichen Boden ansiedeln (Ruderalflora) oder nur dort gut wachsen, die Nitratpflanzen,
speichern Nitrat iiber ihren Bedarf (Génseful, Brennessel, Kartoffel, Sonnenblume, Bohne,
Mais). Im Gegensatz zu krautigen Gewichsen zeigen Holzpflanzen allgemein keine oder nur
schwache Nitratreaktionen. Auch das Nitrat nimmt wie das Ammoniak mit fortschreitendem

Verbrauch in der Pflanze von der Wurzel (sehr starke Reaktion) bis zur Sprofspitze (minimale
Reaktion) ab.

d) Schwefel.

Nachweis. Sulfat weist man nach meinen Erfahrungen am besten als Gips
nach. Die Schnitte werden etwas antrocknen gelassen, dann mit einem Tropfen
einer lproz. Calciumchloridlésung iiberdeckt und ohne Deckglas eindunsten ge-
lassen. In 12 bis 24 Stunden zeigen sich am Rande des Tropfens die charakteristi-
schen Kristalle von Calciumsulfat. E. G. =2y (Abb. 16).

Von den vielen guten Reaktionen auf reines Sulfat hat sich im Gewebe sonst
keine bewihrt.

Versuchsobjekt: Keimlinge von Bohne, Kiirbis usw.

Elementaren Schwefel weise ich am besten so nach (KLEIN u. LIMBERGER):
Die Probe kommt auf eine Stunde auf dem Objekttriger tiber den Hals einer
Bromflasche. Dabei wird der S zu Sulfat oxydiert und dieses gibt dann mit einem
Tropfchen 1proz. Calciumchlorid dichte Fillung der Nadelbiischel von Gips. (Siehe
auch Nachweis von S in Kautschuk, S. 39, und Senfélen, S. 55.)

Auch der organisch gebundene Schwefel 148t sich nachweisen. Entweder man
verascht und nimmt die Asche in 1proz. CaCl, auf (Gipskristalle).

Oder man hingt den Schnitt 1 bis 2 Stunden iber eine Bromflasche (unterm
Abzug), versetzt den vom Brom braunen Schnitt mit etwas Ammoniak (zur Ent-
farbung durch Bindung des Br als Ammonbromid) und setzt dann nach offenem
Abdunsten des Reagenztropfens einen Tropfen 1proz. Calciumchloridlésung zu.
Durch das Brom wurde der organisch gebundene Schwefel abgespalten, zu Sulfat
oxydiert und gibt dann eine schéne Gipsfallung (KLEIN [3]).

Der Nachweis des anorganischen Sulfats neben organisch gebundenem S 148t
sich ebenso wie beim Magnesium (s. S. 22) in Parallelpriparaten fithren.

Versuchsobjekt: Keimlinge oder Blitter.
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Daneben lassen sich die éligen Schwefeltropfen der Schwefelbakterien noch auf

zweifache Weise charakterisieren: Man 148t die Faden in einem Schilchen oder im

hohlen Objekttrager antrocknen, nimmt mit einem Tropfen

- ) Schwefelkohlenstoff auf und 148t diesen zugedeckt langsam

( ) abdunsten. Es bilden sich schéne rhombische Kristalle von

o ( Schwefel.

| - Oder man behandelt die Algenfiden 1 Minute mit kon-

' o zentrierter wiliriger Losung von Pikrinsdure, wischt aus

und hebt das Priparat in Glyzerin auf. Nach 24 Stunden

Abb. 2 et gind die S-Kiigelchen in den Fiden verschwunden, dafiir
Links Fadenstiick von  liegen an den Faden auBlen Schwefelkristalle (Abb. 25).

Begglatia mirabilis. Intakt lassen sich die Kugeln in den Zellen nur durch
Rechts toter Faden von

Begg. alba nach lingerem  Aufbewahren in konzentrierter Zuckerlosung unter Abschlufl

i in Glyzerin, . .. .
e e . Mit venetianischem Terpentin erhalten.

Vergr. 285. Vorkommen. Anorganischer Schwefel findet sich in der hoheren
Pflanze nur als Sulfat, freilich immer in geringer Menge.

Daneben ist Schwefel in jeder Zelle in organischer Bindung im EiweiB, in die das Sulfat
bei der Assimilation iibergeht, aber auch in anderen Formen, z. B. als Senf- und Knoblauchél,
wovon spiter zu sprechen sein wird (S. 55).

Niedere Organismen bilden auch elementaren Schwefel, entweder in der Zelle (weiBe und
rote Schwefelbakterien) oder auBerhalb der Zelle abgelagert (Thiobakterien). Diese Organismen
leben in Schwefelwasserstoff enthaltenden Wassern und oxydieren diesen zu Schwefel, der in
halbfliissigen, stark lichtbrechenden, schwarzgerinderten Tropfen in den Zellen der fidigen
Schwefelbakterien und auflerhalb der Zelle der Thiobakterien in Tropfchen oder als Kristalle
(auf Agar) abgelagert wird. Durch weitere Oxydation zu Sulfat verschwindet der Schwefel
immer wieder. Ubertrigt man die Bakterien in H,S-freies Wasser, so verschwindet der
Schwefel schnell ganz.

e) Phosphor.

Nachweis. Anorganische Phosphate lassen sich mit empfindlichen Reaktionen
nachweisen:

1. Man behandelt das Objekt mit einem Tropfen einer Lésung von Ammon-
molybdat (1 g Ammonmolybdat zerrieben und in 2 cm konzentrierter Salpeter-
sdure, sp. G. 1,18, gelost). Es bilden sich am Rande des Priparates bald gelbe,
stark lichtbrechende Ko&rnchen, die tesseralen Kristalle von Phosphormolybdat.
Die Reaktion ist sehr empfindlich. E. G. = 0,015y.

Die Reaktion ist nicht lokalisiert, da das kolloidale Molybdidnreagens in die
Zelle nicht eindringt, sondern erst mit dem aus den getoteten Zellen herausdiffun-
dierenden Phosphat auflerhalb des Préiparates reagiert.

2. Ebenso empfindlich und verlaBlich, vielfach auch an Ort und Stelle im Gewebe
auftretend, ist die Fallung als Magnesiumammoniumphosphat (iiber die Formen
s. 8. 22). In Umkehrung der Reaktion auf Mg verwendet man am besten eine
Lésung von 25 cm3 konzentriertem Magnesiumsulfat, 2 em3 konzentrierter Ammon-
chloridlésung und 15 cm® Wasser (Magnesiamixtur).

Den organischen Phosphor kann man entweder nur in der Asche mit den ge-
nannten Reagenzien nachweisen oder man verwendet im intakten Schnitt fol-
gendes Verfahren (Kreiv [5]):

Die Schnitte werden mit einer 5proz. Losung eines Eisensalzes, am besten
Ferronitrat, durchtrinkt, in ein Schilchen mit konzentriertem Wasserstoffsuper-
oxyd (Mercks Perhydrol) iibertragen, bis die stiirmische Bildung von Gasblasen
voriiber ist und kommen hierauf auf den Objekttriger wieder in einen Tropfen
Perhydrol. Darauf wird ein Kérnchen Zinkstaub zugesetzt, der das iiberschiissige
H,0,, das die folgende Phosphatreaktion stéren wiirde, in wenigen Minuten zersetzt.

Das Phosphat ist quantitativ abgespalten und laBt sich nun mit Ammon-
molybdat oder Magnesiamixtur durch dichte Fillung nachweisen.
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Der Nachweis von anorganischem und organisch gebundenem Phosphat lafit
sich wie beim Magnesium und Schwefel in Parallelpraparaten, von denen die einen
normal auf anorganischen, die anderen nach Téten, Waschen und Peroxydbehand-
lung auf organischen Phosphor gepriift werden, fithren.

Versuchsobjekt: Eben keimende Leguminosensamen.

Vorkommen. Phosphor ist in der Form des Phosphats in allen Pflanzen und in jeder Zelle
vorhanden. Besonders junge, wachsende Pflanzenteile zeigen Hiufung von Phosphat. Daneben
findet es sich auch immer assimiliert in organischer Bindung, in den Nukleoproteiden, — den
EiweiBkorpern, die den Kern aufbauen — und in den Globoiden (s. S. 61). Besonders reich
an organisch gebundenem Phosphor sind die Samen.

f) Kohlenstoff (Kohlenséure).

Nachweis. Ob ein Karbonat vorliegt, kann man leicht erweisen, indem man
die Kohlensidure durch eine stirkere Siure aus dem Molekiil verdringt und aus der
Losung austreibt. Man behandelt das Priparat mit konzentrierter Salzsiure oder
5- bis 10proz. Essigsdure und sieht alsbald unterm Mikroskop an den Stellen, wo
Karbonate lagen, die (asblasen von Kohlensdure entweichen; z. B. Cystolithen
(Ficus, Urtica, Strobilanthes, siche Abb. 11a)

Kohlenstoff. Daneben hat der Mikrochemiker 6fter mit reinem Kohlenstoff in
Form von Ruf} zu tun, der als Verunreinigung oder als alte Tinte auf alten Schriften,
Papyrus usw. zu agnoszieren ist.

Man verwendet zum Nachweis Chromschwefelsiure (1 Teil Kaliumbichromat,
1 Teil konzentrierte Schwefelsdure + 6 Teile Wasser — vorsichtig zufiigen!), in
der alle organischen Substanzen mit Ausnahme von Kohle in einiger Zeit geldst
werden. Von schwarzer Rufischrift bleiben schlieBlich nur die in der Flissigkeit
schwimmenden Schriftziige iibrig.

Dasselbe gilt fiir Kohle und Graphit, also Bleistiftschrift. Braunkohle wird nach
einiger Zeit geldst.

Uber kohlenartige Stoffe in Pflanzenmembranen (Phytomelane, s. S. 60).

Vorkommen. Wihrend der Kohlenstoff in organischer Form in iiberwiltigender Fiille und
Menge als Geriist aller organischen Verbindungen und damit aller Lebewesen beherrschend
auftritt, kommt er in anorganischer Form im Organismus selten greifbar vor, und zwar in Form
von Kohlensiure in den Karbonaten (Calciumkarbonat, s. S. 21).

g) Silizium, Kieselsdure.

Nachweis. Zum Nachweis des Siliziums eignet sich am besten FluBsiure.
Nur ist vorsichtiges Arbeiten nétig. Man tiberzieht die zu verwendenden Objekt-
triger, um sie vor der Verdtzung zu schiitzen, mit einer diinnen
Schicht Kanadabalsam und 148t antrocknen. Auf diese bringt
man das kieselhaltige Préparat, setzt ein Tropichen Natrium- g
chlorid (5%) zu und dann aus der FluBsiureflasche mit Kaut- ,

,
O

schukstédbchen einen Tropfen FluBsiure. Die Kieselsiure wird : | .
gelost und bald scheiden sich die rétlich leuchtenden hexa- / /"X
gonalen Kristalle (Sterne und Rosetten) von Natriumfluosilikat N

ab. E.G.=0,05y (Abb. 26). Abb. 26. Kristalle

Zur Ubersicht iiber Verkieselungen kann man auf ver- yon Natriumiluo-

. R silikat. Vergr. 285.
schiedene Weise verfahren.

1. Man stellt entweder Aschenbilder durch gewdhnliches Glithen in Porzellan-
schélchen her; feinere, wenig verkieselte Objekte sintern hierbei oft stark zusammen ;
die meisten Aschenbilder erscheinen iiberdies von nicht verbrannter Kohlensubstanz
(aus den Plasmamassen oder Membranen) bréunlich bis schwirzlich.

Beiden Ubelstariden kann man abhelfen, wenn man die Priparate erst mit
konzentrierter Schwefelsiure oder noch besser mit Salz- oder Salpetersiure oder

Klein, Praktikum der Histochemie. 3
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Schulzescher Mischung (1 Teil konzentrierte Salpetersiure |- 1 Teil konzentrierte
Kaliumchloratlésung) bis zur Entfirbung kocht und dann auswéscht und gliiht.

Alle Kieselskelette l6sen sich nach Vorbehandlung mit Salz- oder Salpetersdure
glatt in FluBsiure auf und geben die Fluosilikatkristalle.

2. GroBere Objekte legt man in Chromschwefelsdure (s. S.27), bis alles andere
zerstort ist, und wischt dann vorsichtig in Wasser aus. Man erhélt so schneeweifle
Skelette.

3. Eine bewihrte Methode zur Darstellung groBerer Mengen von Kieselsdure-
skeletten (Diatomeen usw.) ist die: Die Objekte werden im Becherglas mit konzen-

trierter Schwefelsdure gekocht,
dann langsam in der Warme
mit festem Kalisalpeter ver-
setzt (unterm Abzug). Dabei
entweichen nitrose Gase und
die Flussigkeit wird entfarbt.
Die Erwarmung wird noch eine
Weile fortgesetzt, dann ab-
sitzen lassen, dekantiert und
mit Wasser vorsichtig nach-
gewaschen. Man erhilt schnee-

Abb, 27. Deckzellen mit Kieselkorpern in den Bastbiindeln weiBle Skelette.

von Palmen. ) Durch Aufhellung kann man
Links: Langsschnitt durch den Blattstiel von Phoenix sp. Vergr. 400.

Rechts: Querschnitt durch das Endokarp von Attalea. Vergr. 285, im Schnitt sehr schnell Uber-

sichtsbilder erhalten, indem
man den Schnitt in einen Tropfen Phenol (Karbolsiure) einlegt. Dabei wird
das Gewebe licht, alle Konturen verschwinden, nur die verkieselten Stellen
leuchten in rotlichem Glanze. Auf diese Weise kann man leicht jedes verkieselte
Membranstiick finden (Abb. 27).

Vorkommen. Obwohl die Kieselsiure fiir die hoheren Pflanzen nicht notwendig ist, haben sich
doch diese, iiberwiegend auf kieselsaurehaltigem Boden wachsend,an die Aufnahme der Kieselsiure
gewohnt. Sie ist in den Pflanzen weit verbreitet und fehlt, wo sie im Boden vorkommt,
in keiner Zelle.

Man findet sie in der Pflanze nur fest abgeschieden. Und zwar entweder in den Zellmem-
branen, in den Zellen oder auBlerhalb der Zellen. Am hiufigsten in der Membran ab-
gelagert; bei vielen Pflanzen so dicht, daB alle Membranen damit inkrustiert sind und beim

Veraschen ein vollstindiges Kieselskelett hinter-
lassen. Besonders die Epidermis ist bis in die
feinsten Einzelheiten verkieselt und 1iB8t sich
diagnostisch zur sicheren Erkennung der ein-
zelnen Familien, Gattungen und oft Arten sehr
gut verwenden (s. S. 14).
Typisch verkieselt sind : Diatomeen (auf Grund
der feinen Membrandetails der Kieselschalen als
Testobjekt bei der Priifung der Mikroskoplinsen
verwendet), von Pilzen Claviceps purpurea, von
hoheren Pflanzen die Schachtelhalme, CGriser,
Abb. 28. Kieselkorper aus den Deckzellen Cyperaceen (Cyperus esculentus, im Darmmhalt
von Musa paradisiaca, verascht. Vergr, 285. 6000 Jahre alter dgyptischer Mumien agnoszier-
bar), Bananen, Koniferen und besonders Palmen.

Bei Urtica sind nur die Haare verkieselt, bei Deutzia, Rubia tinctorum Haare und Epidermis
usw. Auchdie Cystolithen fiihren neben den Kalk-noch Kieseleinlagerungen. Campanula persicifolia
und viele Bromeliaceen fiihren in der AuBenwand der Oberhautzellen je einen Kieselsiurepfropf.

Im Zellinnern finden sich Kieselkonkremente in Blatt und Rinde vieler Magnoliaceen und
Chrysobalaneen, in den Blattfiedern des Farnes Angiopteris, schén auch in Blattrand und -spitze
der Eichenmistel (Loranthus europaeus). Diagnostisch am wichtigsten sind die Kieselsaure-
einlagerungen in den sog. Deckzellen, Stegmata, der Palmen, Orchideen usw. Es sind dies Paren-
chymzellen, die ring- oder halbringférmig die Bastbiindel umgeben und von denen jede einen
fiir die betreffende Art charakteristischen Kieselkorper enthilt (s. Abb. 27 u. 28).
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Sehr auffallend sind auch die Kieselkérper im schwarzen Endokarp von der Steinnul (Phyte-
lephas). Hier ist jede Zelle der Palisadenschicht in ihrem trichterférmigen Lumen mit Kiesel-
sdure ausgegossen.

Nach aufen abgeschieden finden sich méchtige, weile Kieselsaureklumpen in den Diaphragmen
der hohlen Bambusstengel als sog. Tabaschir.

h) Arsen.

In manchen Fillen koénnte es sein, daB man sich qualitativ iiberzeugen will,
ob in oder an einem Objekt Arsen enthalten ist. Verunreinigungen mit Arsen-
arseniger Siure — (durch Spritzen mit Arsenverbindungen), durch Arsenaufnahme
der Pflanzen aus dem Boden (Meerespflanzen enthalten immer Spuren, in 100 g
zwischen 10 bis 70 y).

Es wird mit Salzsiure angeséuert und ein Sulfidfaden eingehalten oder ein-
getragen. Bei Arsengegenwart firbt sich der Faden (wenn andere Schwermetalle
nicht zugegen) eindeutig gelb. Andere Schwermetalle stéren die Reaktion.

Empfindlichkeit: 0,01 y.

ITI. Organischer Teil.
A. Aliphatische Verbindungen.

Es muf} gleich hier betont werden, da8 aus der sehr grolen Zahl von organischen
Verbindungen, die in der Pflanze vorkommen, erst eine geringe Anzahl histochemisch
nachweisbar ist. Abgesehen von der Fiille von Verbindungen, ist es besonders das
Phinomen der homologen Reihen und der Isomeren, die sich vielfach nicht oder
zu geringfiigig in ihren Reaktionen unterscheiden, daf fiir viele Verbindungen noch
keine eindeutige Reaktion existiert oder ganze Reihen von Stoffen, die nur eine
Atomgruppe (Aldehyde, Zucker) oder -gruppierung (Flavone, Alkaloide) gemeinsam
haben, gleich reagieren.

Aufgenommen sind hier nur die Stoffe, die halbwegs eindeutig charakterisier-
bar und fur den Nachweis irgendwie von Bedeutung sind.

1. Alkohole (Mannit, Dulcit, Sorbit). 6-wertige Alkohole, ziemlich verbreitet.

Mannit ist besonders fiir die Oleaceen und Umbelliferen charakteristisch, bildet das Manna
der Mannaasche, ist in Knospen und Blittern von Flieder, von Esche, Kokos, Apium, Skor-
zonera (auch in den Wurzeln), im Spargel, im SiiBholz, in den hoheren Pilzen (Champignon),
in den Kaffeebohnen, Oliven usw. in gréBeren Mengen zu finden.

Der Sorbit findet sich in den Friichten der Pomaceen
und Prunaceen (besonders in Sorbus aucuparia).

Dulcit kommt in zahlreichen Melampyrum- und Eu-
onymusarten vor.

Nachweis. Frische Gewebestiicke oder Schnitte
werden mit heiem Alkohol versetzt, mit Deckglas be-
deckt und langsam abdunsten gelassen (unter Glas-
glocke). War geniigend von der Substanz enthalten, so
findet man nach 24 Stunden, besonders am Deckglas-
rande farblose Nadeln und prismatische Sidulen, meist
zu Biischeln gruppiert. Sie sind in Wasser leicht, in
Alkohol und Glyzerin schwer Idslich (Abb. 29). Abb. 20, Dulditd L
Beim Erwirmen bis 190° gehen sie in eine braune parehct?;?m des. sct‘engﬁi'imé"iauﬁ';‘fﬁﬁ;
Masse iiber. Hierdurch und durch das Ausbleiben i#ponicus in Glyserin (hach Movrsom).
der Diphenylamin-H,S0,-Probe lassen sie sich von
gleichaussehenden, gelegentlich mitauftretenden Kristallen von Kaliumnitrat unter-
scheiden. Trockene Drogen zieht man in der Eprouvette durch Aufkochen mit
Alkohol aus und 148t dann den Extrakt unterm Deckglas verdunsten.

3%
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Mannit 148t sich aus trockenem Material auch sublimieren. Das Sublimat
besteht aus Platten oder biumchenférmigen Kristallaggregaten. Zum sicheren Nach-
weis von Mannit kann man auch die am Objekttriger gebildeten Kristalle nochmals
sublimieren. Sonst lassen sich die drei Korper nicht unterscheiden.

Versuchsobjekt: Fiur Mannit Handelsmanna oder Blitter vom Olbaum, fiir
Dulzit junge Triebe von Euonymus, fiir Sorbit rote Vogelbeeren.

2. Séiuren. Wihrend die Séuren der Grenzkohlenwasserstoffreihe (Ameisen-, Essig-, Propion-,
Buttersiure usw.) in der Pflanze selten vorkommen und noch nicht mikrochemisch greifbar
sind, gehéren Oxalsiure, Apfel-, Bernstein-, Wein- und Zitronensiure zu den héaufigst vor-
kommenden Substanzen.

Oxalsdure findet sich als Calciumoxalat (s. S.21), mit Ausnahme weniger Gruppen, iiberall

in den hoheren Pflanzen in charakteristischer
Form und Verteilung, daneben auch in Form
geloster Salze (Kalisalz bei Atropa Belladonna,
Natriumsalz bei Begonia-, Rumex- und Oxalis-
arten) und wohl auch als freie Oxalsdure.
Apfelsidure kommt speziell bei gewissen Pflanzen-
gruppen gehiuft vor, so Solanaceen (Nicotiana),
bei allen Sukkulenten (Kakteen) und bei den
Rosaceen (Brombeere, Himbeere, Apfel, Birne
. usw.), Bernsteinsiure wurde in der Himbeere
Abb. 30. Kristalle von Silberoxalat. und Rumex nachgewiesen, Weinsiure ist recht
%.ecl?t?’ i‘t‘..emer Ze“e..am“ Be{}"'ﬂ”" 40‘6“31'- 180.  haufig (z.B. Weinbeere, Paradiesapfel und Berbe-
inks: stirker vergrofiert. Vergr. 400. ritze), und Zitronensiure findet sich aufler
‘bei Zitronenarten auch bei Solanaceen (Atropa, Solanum)
und Rosaceen (Himbeere, Apfel, Mispel).
Meist kommen zwei oder mehrere Siuren gemeinsam vor.
Nachweis. Einzeln im Gewebe lassen sich
bisher nur Oxalsiure und Weinsdure nachweisen.
Losliche Oxalate (also mit Ausnahme von
Calciumoxalat) verwandelt man am besten in:
1. Silberoxalat. Man setzt zum Schnitt unter
Deckglas etwas Essigsdure und dann einen
Tropfen von 1proz. Silbernitrat. Es fallen sofort
in den Zellen kleine sechsseitige Pliattchen und
Stébchen von Silberoxalat (Blattstiel von Begonia)
(Abb. 30).
2. Oder man behandelt den Schnitt mit kon-
AbD. 31, Saltung der Oxalsiure s zentrierter alkoholischer Kali- oder Natronlauge. Es
von Begonia. Vergr. ca. 600, bilden sich schnell michtige Nadelbiischel oder
SpieBe von Kali- oder Natronoxalat (Abb. 31).
Die Priaparate sind mit Paraffinol abzuschlieBen, um
das rasche Verdunsten von Alkohol und Ausfallen der
tiberschiissigen Lauge zu verhindern.
Weinsdure oder ihre 16slichen Salze geben mit 20 proz.
Calciumazetat die unldslichen rhombischen Kristalle von
Calciumtartrat. Sechsseitige oder rautenférmige Téfelchen
und SpieBe, oft auch Zerrformen (Weinbeere) (Abb. 32).
In eleganter Weise lassen sich alle fiinf genannten
Sauren (frei und aus allen Salzen) aus dem Gewebe
Abb. 32, ristalle durch Sublimation isolieren, trennen und charakterisieren.
von Calclumtartfat. Vergr. 180, Der Gang ist kurz der: Das Gewebestiick resp. der
Schnitt werden in Kupferschilchen (s. Abb. 9) mit
einem Tropfen konzentrierter Phosphorsiure versetzt (um die Siuren aus ihrer
Salzbindung frei zu machen), mit Nadeln fein zerzupft und die Masse bei 60 bis
70° ca. 15 Minuten behandelt. Der Brei wird nun im Kupferschilchen im
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Sublimationsapparat nach KrEiN-WERNER unter Kihlung und vermindertem
Druck der fraktionierten Sublimation unterzogen. Der Apparat wird langsam bis
auf 110° erhitzt und bei dieser Temperatur ca. 10 Minuten erhalten. Hier-
auf wird das erste Deckglas abgehoben; das weille Sublimat (lange Stédbchen
und Prismen) ist die gesamte Oxalséiure. Darauf wird ein neues Deckglas angeklebt,
bis 130° erhitzt, wieder einige Zeit bei dieser Temperatur erhalten und das Sublimat
abgehoben (Bernsteinsdure in kleinen Kristéllchen), dann auf 1450 erhitzt (pulvriges
Sublimat, Anhydride der Apfelsdure), dann auf 170° (amorpher Beschlag, Anhydrid
der Zitronensdure) und schlieflich auf 190° (amorphes Sublimat, Anhydrid der
Weinséure).

Die einzelnen Sublimate werden dann noch néher speziell charakterisiert.

Das Sublimat der Oxalséure (die Prismen sind in kleine Kristéllchen zerfallen)
wird mit einem Trépfchen 1proz. Calciumnitrat versetzt, es bilden sich die kleinen
Kristallchen von Calciumozalaf, Abb. 33a (in Wasser und Essigsidure unloslich,
I6slich in Mineralsiduren).

Abb. 33a—e. Organische Sduren, nachgewiesen nach KLEIN- WERNER. Vergr. 285.

a Prismen von Calciumoxalat. b Rauten von Bleisukzinat, ¢ Rosetten von Silbermalat.
d Nadelbiischel von Silbercitrat. e Sublimat von Weinsiure. "

Das Sublimat der Bernsteinsdure wird mit einem Trépfchen
Bleiazetat (1%) in die Rauten von Bleisukzinat iberfiihrt (Abb. 33b).
Das Apfelsiuresublimat wird mit einem Tropfen 1proz. Silber-
nitrat versetzt, dann 15 Minuten im Wéirmeschrank, in dem ein
Schilchen mit 5proz. Ammoniak eingestellt wurde, bei 40° gehalten.
Man findet dann die Rosetten von Silbermalat (Abb. 33c).
Das Sublimat der Zitronenséure gibt, ebenso wie das Vorher-
gehende behandelt, dichte Nadelbiischel von Silbercitrat (Abb. 33d).
Das Sublimat der Weinsdure gibt schon beim Liegen an der
Luft die wetzsteinférmigen Kristillchen der Weinsiure (Abb. 33e) und auch
Zerrformen. Sie kénnen ebenso wie die vorherigen zuerst in Ammoniakatmo-
sphére behandelt werden und geben dann mit Silbernitrat und Essigsiure knie-
formige Zwillinge von Silbertartrat.
Natiirlich wird bei diesem Gang aus den verschiedenen Pflanzen die eine oder
andere Fraktion leer sein. Noch 5y einer Siure sind bei diesem Gang greifbar.
Will man die Siuren der unldslichen Salze besonders bestimmen (besonders
Kalksalze), so kann man das Pridparat zur Extraktion der freien Siuren und 16s-
lichen Salze vorerst im Schilchen in Wasser aufkochen und dann die unlésliche
Fraktion mit Phosphorsiure aufspalten und durch Sublimation gewinnen.
Versuchsobjekt: Paradiesapfel (Apfel-, Wein-, Zitronensidure) oder Weinbeere
(Oxal-, Bernstein- und Weinsdure).

3. Kohlehydrate. I. Zucker. Kohlehydrate sind in jeder Zelle anzutreffen, ihr Nachweis
ist demnach einer der haufigsten und wichtigsten. Chemisch sind sie mehrwertige Alkohole
mit einer reaktionsfihigen Aldehyd- oder Ketongruppe. Sie liegen entweder als Monosacharide
(einfache Zucker), und zwar als Pentosen (Arabinose, Rhamnose) oder Hexosen (Glukose und
Fruktose), als Di- und Trisacharide (Rohrzucker, Malzzucker) oder als Polysacharide (Stirke,
Glykogen, Inulin, Zellulose) vor.
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Starke, Glykogen und Inulin nur als Reservestoffe, Zellulose als Geriistsubstanz beim Auf-
bau der Zellmembranen, die Hemizellulosen als Geriist- und Reservestoffe (s. S. 58). Daneben
gibt es in der Pflanze eine Menge von Verbindungen von ein und mehreren Zuckermolekiilen
mit den verschiedensten organischen (besonders zyklischen) Substanzen, die sog. Glykoside,
von denen jedes fiir jede Pflanzenart und -gruppe charakteristisch ist.

Geriistsubstanzen (s. S. 58) und Glykoside (s. S.49) werden an anderer Stelle behandelt.
Hier soll nur von den Kohlenhydraten, soweit sie als Betriebs-, Bau- und Reservestoffe in Betracht
kommen, gesprochen werden.

Die zusammengesetzten Kohlenhydrate und Glykoside lassen sich durch Kochen mit Sauren
oder Fermente (Amylase, Invertase, Emulsin usw.) in die einfachen Zucker, aus denen sie be-
stehen, spalten,

Nachweis. 1. Allgemein zum Nachweis von Zucker in freiem oder gebundenem
Zustand 146t sich die Farbenreaktion mit ¢-Naphthol und Schwefelsdure verwenden.

Das Priparat wird mit einem Tropfen 15proz. alkoholischer x-Naphthollésung
und dann 2 Tropfen konzentrierter Schwefelséure iiberdeckt. Bei Gegenwart von
Zucker in irgendeiner Form zeigt sich in kurzer Zeit tiefviolette Farbung. Die
Reaktion hat orientierenden Charakter.

2. Einfache Zucker kann man orientierend auf Grund ihrer Féhigkeit, alkalische
Kupfersulfatlosung zu rotem Kupferoxydul zu reduzieren, nachweisen. Dazu
benotigt man Fehlingsche Losung. Sie besteht aus einer Losung von Kupfersulfat
(ca. 7 g auf 100 cm?® Wasser) I und einer Mischung von 17 g Seignettesalz in 40 cm3
Wasser und, 10 em? Natronlauge (50 g in 100 cm3 Wasser) II. Der Schnitt wird mit
einem Tropfen von I und dann von II bedeckt und erwarmt. Es zeigt sich im Moment
des Siedens eine gelbrote Fallung von reduziertem Kupfer in und auBerhalb des
Schnittes. Will man die Reaktion lokalisiert, so legt man die Schnitte erst in Schil-
chen in die Kupferlésung (I), spiilt in Wasser ab und tibertragt in die siedende
Losung (II).

Dies Reagens zeigt bei lingerer Einwirkung allerdings auch Glykosid- und
Hemizellulosezucker, der abgespalten wird, an.

3. Die eindeutigste und beste Methode (Kristallprodukt) ist die Phenylhydrazin-

robe.

1p Monosacharide geben mit essigsauren Hydrazinen gelbe kristallisierte Osazone.
Man legt die Schnitte in eine Loésung von 1 Tropfen Phenylhydrazinchlorhydrat
(in Glyzerin 1:10 gelgst) und 1 Tropfen
Natriumazetat (ebenfalls in Glyzerin 1 : 10).
LaBt man das Priparat einige Stunden bis
Tage liegen, so bilden sich meist an Ort
und Stelle prachtvolle Sphérite und Garben-
biindel des goldgelben Osazons (Abb. 34);
erhitzt man aber am Wasserbad, so treten
schon nach 1/, Stunde beim Abkiihlen die
Osazone von Glukose und Fruktose auf.
4. Man kann aber auch Trauben-,
Frucht- und Rohrzucker in mehreren

Schnitten nebeneinander nachweisen.
Einige Schnitte behandelt man genau
80, wie vorher angegeben, mit entsprechen-
Ay, Glicophonylowion in Paraehm dom Reagens von Methylphenylhydrazin-
chlorhydrat und Natriumazetat 10 Minuten
auf dem Wasserbad. Ks reagiert nur Fruktose in Form von gelben bis braunroten,
flachen Einzelnadeln, Garben und Sphéariten. Ein zweiter Schnitt wird mit Phenyl-
hydrazin 10 Minuten erhitzt. Es treten Osazone von Glukose und Fruktose auf.

Ein dritter Schnitt wird mit dem Phenylhydrazinreagens 1!/, Stunden erwirmt.
Dabei spaltet sich Rohrzucker in je ein Molekiil Glukose und Fruktose und zeigt
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durch Vermehrung des Niederschlages gegeniiber den vorhergehenden Proben seine

Anwesenheit. Aus dem Vergleich der drei Proben erhélt man also ein annédherndes

Bild vom Vorhandensein von Glukose, Fruktose und Rohrzucker nebeneinander.
Versuchobjekt: Feige, Zwiebel.

II. Inulin. Eine Gruppe von Polysachariden, die als Reservestoffe in den unterirdischen
Organen vieler Pflanzen, besonders der Kompositen, gelost gespeichert, durch Alkohol in Sphiro-
kristallen ausgefillt werden und bei der Spaltung nur Fruchtzucker geben.

Nachweis. Dickere Schnitte (z.B. der Dahlienknolle oder von Cichorium)
werden mit absolutem Alkohol iiberdeckt. Sofort entsteht im Gewebe eine Triibung,
aus der in 10 Minuten méchtige Sphérite in Form
von Kugeln oder Halbkugeln anwachsen (Abb. 35).

Im Alkohol eingelegte, inulinhaltige Organe zeigen
immer diese Sphirite in schéner Ausbildung. Sie sind
in Alkohol, Glyzerin usw. unlgslich, in heiBem Wasser
leicht loslich. Sie unterscheiden sich dadurch von
den héufig auch gleichzeitig vorhandenen Sphiriten
von Calciumphosphat.

Sie geben mit x-Naphthol und Schwefelsdure eine
tiefviolette Zuckerreaktion.

II1. Starke. Die Starke zdhlt zu den verbreitetsten Zell-
inhaltsstoffen und begegnet dem Histochemiker fast in jedem
Schnitt. Sie fehlt nur bei den Diatomeen, Cyanophyceen und
Braunalgen und ist das letzte, komplexeste Produkt, das sich
bei der Assimilation im Chlorophyllkorn findet. Abgesehen von
dieser autochthonen Stirke, findet man die Stirke in allen chlorophyllfreien Geweben,
besonders den Reservestoffbehiltern (Holz, Markstrahlen, Knollen, Zwiebeln und Samen),
voriibergehend als Kohlehydratreserve in fester Form deponiert. Die Stirke existiert nur
in fester, im Organismus
unléslicher Form.

Die autochthone Stirke
hat keine charakteristische
Form (kleine Stibchen und
Kornchen, Abb. 36a). Da-
gegen hat die typische Re-
servestoffstirke eine fiir
jede Art charakteristische
Gestalt und Gréfle (von
Bruchteilen von 1 u bis
100 4). Darauf beruht ja
die Diagnose der Starke.

Die Form kann kugelig,
polygonal (Mais), linsen-
formig (Roggen, Weizen,
Gerste), stab- oder knochen-
formig (Milchsaft der Eu-

Abb. 35. Inulinsphirite
in der Dahliaknolle. Vergr. 180.

Abb, 364, b.

phorbien) sein.
Die Korner zeigen viel-
fach Schichtung und kénnen

a Autochthone Stirkekdrnchen in den Chlorophyllkérnern einer Blattzelle von
Mnium, nach Behandlung mit Jodchloralhydrat. Vergr. 450.
b Reservestirke in einer Zelle der Kartoffelknolle. Vergr. 80 (nach MOLISCH).

einfach oder zusammengesetzt sein (Abb. 36b). Die Korner sind nicht amorph, sondern
Sphérokristalle, aus radiér angeordneten, trichitischen Kristéllchen bestehend. Im Polarisations-
mikroskop zeigen sie bei gekreuzten Nikols auf hellem Grund ein schwarzes Kreuz (Abb. 2).

Das Polysacharid Stirke gibt bei der Spaltung erst nur Maltose und dann Glukose. Beim
Erwirmen mit Wasser auf 80° verquellen die Stdarkekérner zu Kleister. Auch durch Alkalien
verquellen sie.

Die Starke besteht aus Amylose (gibt die bekannte Blaufirbung mit Jod) und Amylopektin
(bedingt die Verkleisterung).

Nachweis. Die Starke laBt sich eindeutig und empfindlich mit Jod nachweisen.
Da das Jod nur vom Stérkekorn mit blauer oder violetter Farbe aufgenommen
wird, ist der Nachweis streng lokalisiert.
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Die Schnitte werden in Jodwasser (Jod in Wasser bis zur Sattigung), Jod-
alkohol (Jod in Alkohol bis zur Braunfirbung) oder Jodjodkalilssung (1 g Jod in
100 cm? 3proz. Jodkalilosung) eingelegt.

Fiir geringe Stirkemengen (besonders im Chlorophyllkorn) nimmt man Jod-
chloralhydrat (5g Chloralhydrat + 2 cm3 Wasser + Jod bis zur Braunfirbung).
Das Chloralhydrat zerstort die organischen, besonders die stérenden, gefirbten
Substanzen, die blaue Jodfirbung tritt dann rein hervor.

Manche Stirkearten farben sich mit Jod nicht blau, sondern rot (Stirke von
Reis, Panicum, Sorghum, Iris u.a.). Ebenso farbt sich die Stérke der Rotalgen
nur rotbraun bis violett.

IV. Glykogen. Das Glykogen findet sich im Pflanzenreich nur bei vielen Pilzen, Bakterien
und den Blaualgen, hier als Reservekohlehydrat die Stirke vertretend. Hefe fithrt bis zu 319/,

der Trockensubstanz Glykogen, Steinpilz ca.20°/,. Bei der Spaltung liefert es erst Maltose
und dann Glukose.

Nachweis. Die Objekte werden in wafrige Jodlésung (0,1 g Jod ++ 0,3 g Jod-
kali in 45 cm® Wasser) eingetragen, wobei sich Glykogen rotbraun anfirbt. Werden
die Objekte auf 60° erwdrmt, so verschwindet die Farbe, um beim Erkalten wieder
aufzutreten. Das Plasma ist und bleibt dabei schwach gelb gefarbt. Bei nur schwacher
Farbung muB man in der Beurteilung vorsichtig sein.

Die Naphtholprobe gibt auch hier Violettfarbung.

4. Fette, Ole und Fettsiuren. Bekanntlich bildet Glyzerin mit geséittigten Fett-
siuren (Stearin- oder Palmitinsiure) und ungesattigten (Ol-, Eruka-, Linolsiure) Ester (Gly-
zeride), die im ersten Falle fest (Fette), im letzteren flissig (Ole) sind. In der Pflanze enthalten
die Glyzeride meist verschiedene Fettsiuren und sind verschiedene Glyzeride als Pflanzen-
fette gemischt.

Wohl jede Zelle enthiilt Fett, wenn auch in geringen Mengen, oft aber viel, fliissig oder
fest (amorph oder kristallisiert).

Die Fette sind, neben Zuckern und Stéirke, die wichtigsten Reservestoffe der Pflanze und
als solche besonders in den Reservestofforganen (Samen, Friichte, Knollen, Zwiebeln, Pollen,
Sporen) angereichert. Sie bilden sich aus Zucker (Stérke) und werden vor der Verwendung wieder
in diese zuriickverwandelt. Dabei entstehen in jedem Falle zuerst freie Fettsauren.

Nachweis. Die einzelnen Fette lassen sich als solche nicht unterschei@en;
es gibt nur allgemeine Gruppenreaktionen auf Fett. Von den #therischen Olen
(s. S. 38) unterscheiden sie sich dadurch, daB sie nicht fliichtig und in Alkohol
(mit Ausnabme von Ricinus6l) und Eisessig unloslich sind.

Fdarbungen. Fette absorbieren gewisse Farbstoffe und farben sich dadurch an.

Legt man fetthaltige Schnitte in eine Lésung von
Sudan 111 (0,01 g Sudan in 5 cm?® 96proz. Alkohol
und 5 cm?® Glyzerin) oder Scharlachrot (ebenso be-
reitet), so férben sich alle Fette, allerdings auch
Wachse und Harze intensiv rot.

Verseifung. Nur charakteristisch fiir Fette ist
ihre Verseifbarkeit als Glyzeride mit Alkalien. Da-
bei werden die Fettsiuren frei und kristallisieren
als Alkalisalze aus.

Abb. 37. Die Schnitte werden in das Verseifungsreagens

Links:  Fetttropfchen aus dem Endo- (1 Volumen konzentrierte walrige Kalilauge + 1 Vo-

Rechts: E‘;fgﬁ;pZ§,’:,zeﬁe§? Fetttrops- lumen konzentriertes Ammoniak) gelegt, mit Deck-

“hfgat’;lvﬁf)sgg‘c‘%: glas bedeckt und‘ nun 24 Stunden in der feuchten

. Kammer oder mit Paraffingl umrandet stehenge-

lassen. Die Oltropfen sind dann in aus Kristallnadeln bestehende Massen um-

gewandelt, die besonders durch ihre Brechung im Polarisationsmikroskop zu
erkennen sind (Abb. 37).

Fallen sowohl Verseifung wie Firbung positiv aus, so hat man sicher Fett vor sich.
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Es sei nur erwihnt, daBl man beim Verseifen gelegentlich (Paprikafruchtscheide-
winde, Kokosél usw.) statt der kristallinischen Kugeln gerade und gerollte Faden-
gebilde (fliisssige Kristalle) erhalt, die als Myelinformen bezeichnet werden (Le-
DITZNIG).

5. Wachse, Viele Pflanzenorgane, Blitter, Stengel und Friichte zeigen einen weiBlichen
Uberzug, der nicht benetzbar ist und sich abwischen 148t.

Diese Uberziige (Pflaume, Traube, Feige usw.) werden als Wachs bezeichnet, wiewohl viel-
fach nicht chemisch echte Wachse, sondern echte Fette oder ein Gemisch von Fetten mit freien
Fettsauren oder Wachsen vorliegen. ]

Sie sind entweder aus Kérnchen (Blitter von Tulpe, Kohl, Unterseite von Tannennadeln),
Stiabchen (Stengel von Zuckerrohr oder Schilf, Blatter von Musa) oder dickeren Krusten
zusammengesetzt (Blitter von Thujaarten, von Copernicia cerifera, 15 mm dick, Stamm der
Wachspalme, Ceroxylon, bis 5 cm dick).

Neben diesen Wachsauflagerungen kommt gelegentlich auch Wachs in der Zelle und ganzen
Geweben angehiuft vor. In den Friichten von Rhus- und Myristicaarten, im Stengel von Balano-
phoraarten in méchtigen Ablagerungen.

Nachweis. Sie lassen sich beim Erwirmen abschmelzen, auf warmes Glas
abdriicken (Abziige), vielfach als weiler Belag, aber héufig auch kristallisiert subli-
mieren und aus einem Trépfchen Ather vom Priparat (abgezogene Epidermis) in
Nadelbiischeln usw. umkristallisieren. (Uber Nachweis von Ol auf der Epidermis
siehe KNoLL.)

B. Zyklische Karper.

a) Phenole.

Allgemeine Reaktion auf die recht weit verbreiteten Phenole: Pyrogallol, Re-
sorzin, Phlorogluzin, Orzin, Eugenol, Thymol, Quajacol usw.

Man behandelt die Schnitte, die man vorher antrocknen lief3, mit einem Tropfen
frisch bereiteter (Haltbarkeit ca. 1 Woche) Vanillinsalzsidure (0,005 g Vanillin in
1 em3 Alkohol 4 1/, cm?® Wasser + 3 cm?® konzentrierte Salzsaure). E.G.=1y.

Phlorogluzin firbt hellrot, Orzin und Resorzin violettrot bis blauviolett usw.

Die Reaktion 1i6t nur auf Phenole im allgemeinen schlieBen.

1. Phlorogluzin. Phlorogluzin kommt frei wie andere Substanzen vor. Es fehlt bei Algen,
Pilzen und Flechten und tritt erst bei den Farnen auf. Reich an Phlorogluzin sind besonders
die Theaceen, Rosaceen und Leguminosen,

Nachweis. Phlorogluzin in freier und gebundener Form 148t sich folgender-
malen sehr empfindlich nachweisen. Schnitte werden mit einem Tropfen einer
Losung von 0,5 g p-Dimethylaminobenzaldehyd in 8,5 g konzentrierter Schwefel-
sdure und 8,5 g Wasser iiberschichtet. Phlorogluzin zeigt sich fast sofort durch eine
tiefrote Farbung an. Allerdings gibt auch Katechin eine &hnliche Reaktion.

2. Phloroglukotannoide. Verbindungen von Gerbstoffen mit Phlorogluzin. Sie
liegen als feste, braune Klumpen, als Inklusen, in den Zellen vieler Friichte vor
(Tamarinden, Ceratonia, Rhamnusarten, Phénix dactylifera, Mespilus usw.). Sie
werden mit Lauge griin, blau bis violett und mit dem Phlorogluzinreagens tiefrot.

3. Eugenol. In vielen #therischen Olen (Piment-, Qewirznelken-, Kalmus-,
Lorbeerblatter-, Basilikum- und Patschuliol).

Im Ol oder Schnitt (z. B. von Gewiirznelken) gibt konzentrierte Schwefelséiure
rote bis violette Firbung, mit konzentrierter Kalilauge wachsen aus jedem Ol-
tropfen zahlreiche, lange, sdulen- oder nadelformige Kristalle von Kaliumeugenolat.

4. Asaron. Im Rhizom von Asarumarten und im Kalmusdl. Der Querschnitt
durch das Rhizom von Asarum zeigt in zahlreichen Parenchymzellen 6lige Tropfen,
die mit konzentrierter Schwefelsidure gelb-orange-granatrot werden. (Nicht zu ver-
wechseln mit Sekretzellen, die schon in natura durch Anthocyan rot gefirbt
sind.)
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b) Aldehyde.

Aldehyde finden sich in der Kutikula der Oberhaut vieler Pflanzen eingelagert, in der
Holzsubstanz aller verholzten Membranen und in vielen therischen Olen. (Z. B. wurde im
Kampfer-, Anis-, Kiimmel-, Rosmarin-, Pfefferminz- und Schafgarben¢l Azetaldehyd, in Caje-
putél Butyr- und Valeraldehyd, im Zitronendl Oktyl-, in Rosen- und Zimt6l Nonylaldehyd,
aber auch Benz-, Anis-, Zimt-, Cumarin- und Salizylaldehyd gefunden.)

Zum Nachweis aller Aldehyde als Gruppenreagens ist das Schiffsche Reagens
sehr gut brauchbar. Es ist eine Losung von 0,025 g Fuchsin in 100 cm3® Wasser,
in die schweflige Siure (aus Natriumsulfit 4- H,80,) bis gerade zur Entfirbung
eingeleitet wird. Schnitte im verschlossenen Schélchen (damit das SO, nicht ent-
weicht) im Reagens gehalten, zeigen vielfach die Kutikula (z. B. Fuchsia), alle
verholzten Elemente (besonders den Holzteil im GeféBbiindel) und alle aldehyd-
haltigen Oltropfen leuchtend rot.

Um im Gewebe vorhandene aliphatische oder aromatische, fliichtige Aldehyde
und Ketone zu erfassen oder an der Hand von Vergleichspraparaten zu identifizieren,
ist folgende Methode oft brauchbar: Das frische oder wasserdurchfeuchtete Gewebe
oder ein Tropfen einer willirigen Losung kommt in die Mikrogaskammer (s. S.12),
dariiber ein dicht aufsitzendes Deckglas, an dessen Unterseite ein Tropfen von p-Nitro-
phenylhydrazinchlorhydrat (geséttigt in 15proz. Essigsiure) angebracht wurde. Der
fliichtige Korper kondensiert sich entweder sofort oder nach einigem Stehen bei
Zimmertemperatur, auf jeden Fall aber nach gelindem Erwirmen auf dem Wasser-
bade im Reagenstropfen und gibt eine mehr oder minder starke Fallung von Kristallen
der betreffenden Hydrazone, die sich an der Kristallform, Farbe und dem Mikro-
schmelzpunkt (mit Vergleichspraparaten von reinen Hydrazonen) identifizieren
lassen. Quantitativ ist der Versuch, wenn man im Mikrodestillationsapparat destil-
liert und hiervon einen Tropfen zur beschriebenen Reaktion nimmt, z. B. Azet-
aldehyd aus vielen Friichten, Aldehyde in #therischen Olen von Bliiten (GRIEBEL
u. WEIss). '

c¢) Sduren.

1. Benzoesiiure. Inder Frucht der PreiBlelbeere (in groBen Mengen), der Moosbeere, im Sekret
der insektenfressenden Pinquicula und Utricularia und in vielen Harzen (Benzoe-, Peru-, Tolu-
balsam) frei oder mit Alkoholen verestert. Leicht loslich in Alkohol, Ather, Benzol und Chloro-
form, aus diesen schon kristallisierend.

Nachweis. Benzoesiure 1d8t sich am besten durch Mikrosublimation in der
Mikrogaskammer nachweisen (Preillelbeere, Marmelade, Fett, Harzkliimpchen).
Es bilden sich am Deckglas leicht und schnell die charakteristisch in allen Farben

irisierenden Blattchen (Abb.38). F.P.121. Sie geben
mit ammoniakalischem Silbernitrat (1 g Silbernitrat

<=
> == in 100 em3 5proz. Ammoniakwasser) bald grasartige
Biischel von langen Blattchen des Silberbenzoats.
=, 2. Zimtsdure, Teils frei, teils mit Alkoholen verbun-
=

den, in Styrax, Tolubalsam, Perubalsam, Aloe-, Xan-

thorrhoeaharz, im Kassiaél, in Cinnamonumblittern.

LaBt sich aus Harzen leicht sublimieren, aber erst

pAbb. 38, Kristallsublimat von bei hoherer Temperatur als die Benzoesdure, die oft

Vergr. 120, * zusammen mit Zimtsiure vorkommt. Diese 16st sich

im Gegensatz zu Benzoesiure in Wasser, leuchtet im

polarisierten Licht in allen Farben, Benzoeséure erscheint grau. Benzoesdure ver-

fliichtigt sich vom Deckglas in wenigen Tagen, Zimtsiure nicht. Zimtsdurekristalle

werden in Silbernitrat nur braun, Benzoeséure gibt die vorgenannten schonen Kristalle.

LaBt man auf Sublimate Bromdampfe !/, Stunde einwirken und setzt dann

ein Trépfchen Schwefelkohlenstoff zu, -so bilden sich Nadelbiischel der Dibrom-
zimtséure, Benzoesdure 16st sich groBtenteils.
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8. Ferulasiiure. Ferulasiure (Kaffeesiuremonomethylester) wurde in Asa foetida, in dem
Oppoponax der Umbelliferen und im Uberwallungsharz von Pinus Laricio gefunden.

Sublimiert leicht, in Prismen und Nadelbiischeln erhilt-
lich (Abb. 39), die sich in Alkohol und Ather 16sen und
umkristallisieren lassen und gibt mit Phlorogluzin und
Salzsdure (s. S. 50 u. 59) tiefrote Féarbung.

4. Kumarin. Kumarin (Kumarinsiureanhydrid) ist aus Wald-
meister, Steinklee, dem Ruchgras, Herniaria glabra, Ageratum
mexicanum, der Tonkabohne (Dipterix odorata), der Rinde vom
Weichselrohr usw. bekannt, erst postmortal entstehend.

Kumarin 188t sich leicht (schon bei 75° C) in Aggre-
gaten von Prismen sublimieren. Das Sublimat gibt mit
Jodtinktur (s. S. 34) oder Chlorzinkjod (s. S. 58) braune
Tropfchen, aus denen sofort schmutzigviolette Nadel-
biischel einer Jodkumarinverbindung herauswachsen. Abb. 39. Sublimat von

5. Umbelliferon. Umbelliferon (Oxykumarin) ist in Harzen Ferulasiure aus Asa foetida.
(z-B. Galbanum), in der Rinde von Daphne mezereum, in Herniaria ~ Y°rer- 260 (zach MoOLISCH).
hirsuta gefunden.

Es sublimiert leicht in kurzen Nadeln und Stabchen, die sich aus heiBem Wasser,
Alkohol und Chloralhydrat umkristallisieren lassen. Diese Lésungen fluoreszieren
gegen eine dunkle Unterlage schon am Deckglas blau.

6. Methystizinsiure. In der Wurzel von Piper methysticum (Kawa-Kawa).

Ein Gewebestiick wird mit 50 proz. Kalilauge unter Deckglas aufgekocht und nach
Abdunsten eines Teiles der Fliissigkeit verdinnter Alkohol (1 Wasser, 1 Alkohol)
zugesetzt. Nach 24 Stunden wachsen aus den braun gewordenen Tropfen zarte,
gebogene Kristallnadeln heraus. Man wischt die mitkristallisierte Lauge mit
Wasser aus. Die Kristalle der Methystizinsiure bleiben allein zuriick.

7. Santonin. Das Lakton der Santoninssure fiir die Wurmsamen genannten Flores cinae,
die Blittenkopfchen von Artemisia Cina B., charakteristisch.

Man extrahiert 10 bis 20 Blitenk6pfchen mit Benzol am kleinen RiickfluBkiihler
(s. S.11) und 148t die Losung im Schilchen abdunsten. Der Riickstand wird im
Mikrosublimationsapparat (s. S. 13) bei ca. 145° sublimiert und das Sublimat
wieder mit Benzol umkristallisiert. Die gelblichen Prismen schmelzen bei 171°.
Setzt man zu dem Sublimat Jodwasserstoffsiure, so lagern sich die Kristalle
in griinliche oder griinlichbraune Platten um, die violett dichroitisch erscheinen

(HERNDLHOFER). .
d) Phytosterine.

Die Phytosterine sind hochmolekulare Alkohole, den Cholesterinen des Tierkérpers ent-
sprechend. Sie sind in geringer Menge in allen lebenden Zellen, in niederen (Mutterkorn)
und hoheren Pflanzen (Leguminosen), in gréBerer Menge die Fettansammlungen begleitend,
besonders reich auch im Milchsaft der Pflanzen vorhanden.

Sie lassen sich folgendermafen leicht und sicher nachweisen: Zum Schnitt oder
Milchsafttropfen fiigt man etwas Alkohol (96 %), 148t am Wasserbad auf die Halfte
abdampfen und setzt dann rasch einen Tropfen einer 1proz. Digitoninlosung in
96 proz. Alkohol zu. Dadurch werden die Phytosterine erst herausgelést und bilden
dann mit dem Reagens nach wenigen Minuten charakteristische, scheibenférmige
Nadelbiischel und Schollen. Nach einiger Zeit fallen auch haardiinne Nadelbiischel
von Digitonin, die aber mit heiBem Alkohol ausgewaschen werden kénnen, withrend
das Digitonid ungeldst bleibt.

Zum leichten Nachweis nimmt man Milchsaft oder fetthaltige Samen.

e) Chinone.

Juglon (Oxynaphthochinon) (gelb) und Hydrojuglon (farblos) ist in der Familie der Ju-
glandeen hiufig (Juglans regia und niger, Carya und Pteryocarya); im Bast, in den Blittern und
besonders in den griinen Fruchtschalen unreifer Friichte.
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LaBt man Schnitte eintrocknen oder versetzt sie besser mit Wasser, Glyzerin,
Alkohol oder Chloroform (in denen Juglon leicht loslich ist) unter Deckglas, so
zeigt sich nach dem Abdunsten eine Unzahl kleiner gelber Nédelchen.

1. Juglon 148t sich leicht sublimieren. Es bilden sich im Sublimat gelbe Tropf-
chen, aus denen lange gelbe Kristallnadeln kristallisieren.

2. Alle diese Kristallnadeln werden mit Ammoniakdémpfen (in der Gaskammer)
rotviolett. Schnitte mit wilBrigem Ammoniak behandelt, werden sofort purpurrot.

3. Eine 10proz. Losung von Kupferazetat erzeugt in kurzer Zeit fast schwarze
Kristallnadeln und Nadeldrusen von Juglonkupfer in und auf dem Schnitt. Brom-
wasser gibt kleine, gelbbraune Kristalle.

Das verwandte Lapachol im Lapachoholz von Tecoma speciosa und anderen
Bignoniaceenhélzern gibt ebenfalls im Sublimat hellgelbe Kristalle mit starkem
Pleochroismus, die sich mit wenig Ammoniak in kupferrote bis schwarze Nadeln
umwandeln.

Die iibrigen Chinone werden bei den Glykosiden behandelt.

f) Atherische Ole.

Vorkommen. In vielen Pflanzen (Koniferen, Rutaceen, Myrtaceen, Labiaten, Umbelli-
feren, Liliaceen usw.) finden sich in den Sekretbehiltern von Blittern, Blitten und Friichten
stark riechende olige Substanzen, die meist aus Mischungen von Terpenen und Alkoholen,
Aldehyden, Ketonen usw. derselben bestehen.

An Luft und Licht verharzen sie, es entstehen zum Teil feste Korper (Balsame, Harze),
wie es bei den Koniferen bekannt ist.

Neben den dtherischen Olen finden sich in den Sekretbehiltern aber auch viele andere Stoffe,
z. B. Fette (Salvia glutinosa), Gerbstoffe, Schleime, Phenole (Eugenol), Aldehyde usw.

Der Nachweis geht héchstens mit einiger Wahrscheinlichkeit auf ,,dtherische
Ole* im allgemeinen.

Sie 16sen sich wie Fette in Ather, Chloroform usw.; aber auch in Alkohol, Eis-
essig und Chloralhydrat (s. S. 20). Sie geben dieselben Anfirbungen wie Fette
usw. (s. S. 34).

Sie sind im Gegensatz zu den anderen Substanzen, mit denen sie verwechselt
werden kénnen (Fette, Harze), fliichtig. (Darstellung im groBen durch Destillation
mit Wasserdampf.) LaBt man Schnitte durch 1/, Stunde im Wirmeschrank (bei
1009) liegen oder durch einige Minuten in siedendem Wasser, so ist das &therische
Ol verschwunden.

Der eindeutigste Nachweis ist der: Man kittet zwei Glasringe, von denen der
eine kleiner und niedriger ist als der andere, ineinander auf den Objekttrager, gibt
in den Zwischenraum Salzsiure und legt auf den héheren ein Deckglas mit einem
héngenden Tropfen von kalt gesittigter Glyzerinzuckerlésung, in der die zu unter-
suchenden Schnitte liegen.

Fast sofort tritt das dtherische Ol unter der Wirkung der Salzsiuredimpfe aus
und erscheint im Hingetropfen in Form von kleinen tanzenden Trépfchen, die bald
verschwinden. Der Nachweis ist aber stark negativ und mit viel Kritik anzuwenden.

Dasselbe gilt auch von Kampfern (Alkohole oder Ketone von Hydroterpenen).
Der Laurineenkampfer von Cinnomomum Camphora und der Sumatrakampfer von
Dryobalanops aromatica im #therischen Ol gelost, im spiteren Alter auch fest aus-
geschieden in allen Pflanzenteilen.

Er 148t sich leicht sublimieren und schon am Geruch erkennen.

Betulin. In weiBlem Holz von Betula alba. Sublimiert spielend. Winzige Kork-
stliickchen zeigen beim Sublimieren zuerst glinzende Kristallchen an der Ober-
fliche, dann auf dem Deckglas einen dichten weiflen Belag. Sie 16sen sich nur in
Anilin leicht, nicht in Alkohol, Ather, Chloroform.

Konzentrierte Schwefelsdure 16st gelb.
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g) Harze.

Klebrige, im Wasser unlosliche, in Alkohol, Ather usw. meist losliche Gemische von
atherischen Olen, Harzalkoholen, -aldehyden, -siuren, den widerstandsfdhigen Resenen und
vielen beigemengten Stoffen (Benzoe-, Zimt-, Ferulasiure, Umbelliferon, Asaron, Eugenol),
Enzymen, anorganischen Stoffen usw.

Der Konsistenz nach unterscheidet man gewdhnlich Harze, Gummiharze und Balsame. Sie
finden sich in der Pflanze ebenso wie die atherischen Ole, immer in eigenen Sekret- (Harz-)
Behiltern. Eine chemische Charakteristik der einzelnen Harze gibt es nicht, ebensowenig eine
Abgrenzung von den Terpenen.

Die beste Charakteristik wire wohl der Nachweis einzelner Begleitstoffe, wie
der vorher angefiihrten. Vorldufig beschrinkt sich der makrochemische Nachweis
auf Loslichkeitsverhiltnisse und Farbenreaktionen.

Sie sind im Wasser unléslich, in Alkohol, Ather, Chloroform, Terpentinél usw.
loslich. Legt man Schnitte in geséttigte wifirige Losung von Kupferazetat, so
farben sich viele Harze nach einer Woche, freilich auch oft erst nach Monaten,
smaragdgriin. Oft leistet Aufkochen in der Losung gute Dienste. Das Eiweil3-
reagens, konzentrierte Zuckerlosung 4 konzentrierte Schwefelsdure (s. S.41), gibt
auch mit vielen Harzen rote Fiarbung. Die Reaktion eignet sich auch gut zum
Harznachweis in mit harzsaurer Tonerde geleimten Papieren.

h) Kautschuk.

Sehr verbreitet neben Harzen, Kohlenhydraten, Eiweil, Fetten usw. in Milchséften (Eu-
phorbiaceen, Apocynaceen, Asklepiadeen, Moraceen, Kompositen usw.) und im Fruchtfleisch
von Loranthusarten (Loranthus europaeus, Strutanthus und Phtirusa). Rohkautschuk ist der
erstarrte Milchsaft sehr kautschukreicher Pflanzen (Hevea, 33°/, im Milchsaft). Im frischen
Milchsaft erscheint der Kautschuk (neben Fett) in Form unzihliger Tropfchen und Kiigelchen,
die eben die milchige Triibung bedingen.

Die Kiigelchen losen sich in Ather, Benzol und Schwefelkohlenstoff und geben
vielfach die Raspailsche Reaktion (s. S.41). Zur Ubersicht hat sich mir folgende
Methode gut bewihrt:

Man setzt Schnitte oder Tropfen lingere Zeit Bromdémpfen aus und wéscht
mit Wasser nach. Dabei farben sich die Kautschukkiigelchen tief orangerot (Brom-
produkt von Kautschuk), alles andere bleibt nach Auswaschen nur gelblich.

Spuren von vulkanisiertem Kautschuk lassen sich eindeutig folgendermafen nach-
weisen: Man feuchtet das Praparat an und stiilpt es iiber den Hals einer Bromflasche,
hebt nach 5 Minuten ab und setzt einen Tropfen einer 1proz. Losung von Calcium-
chlorid zu. Alsbald bilden sich dichte Gipsbiischel von imprégniertem Schwefel,
der bei der Behandlung zu Sulfat oxydiert wurde (s. S. 25).

i) Gerbstoffe.

Vorkommen. Unter Gerbstoffen werden chemisch sehr verschiedene Pflanzenstoffe zu-
sammengefallt, die alle tierische Haut in Leder verwandeln, die mit Eisensalzen blaue und
griine Farbungen (geben auch viele andere Stoffe, z.B. Phenole), mit Eiwei (Leim) und
Alkaloiden Fillungen geben und im Wasser und Alkohol relativ leicht 16slich sind. Die che-
mische Erforschung der letzten Jahre hat tieferen Einblick in ihre Zusammensetzung gegeben.
Es sind durchwegs mehrwertige Phenolderivate mit einer gewissen Héufung von Hydroxylen
im Molekiil. Sie oxydieren sich beim Altern zu Gerbstoffroten (China-, Eichen-, Katechurot)
und Phlobaphenen (in vielen Rinden).

Hierher gehoren auch die Phlorogluzingerbstoffe, die mit Zucker glykosidisch verbunden,
mit den Flavonen und Anthozyanen (s. S.52) verwandt sind (Katechine), die Phlorogluko-
tannoide (s. S.35). Die Gerbstoffe sind weit verbreitet, von den Moosen bis zu den Bliitenpflanzen
(besonders gehiuft in den Farnen, Koniferen, Eichenarten usw.).

Nachweis. 1. 1 bis 5% Ferrisulfat in waBriger oder &therischer Losung gibt
mit Gerbstoffen im Schnitt violette bis blaue Farbung.

2. Osmiumséure 1% gibt braune, blduliche oder schwarze Fiallungen. (Aller-
dings auch Fette, dtherische Ole usw.)
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3. Eine konzentrierte Losung von Kaliumbichromat mit einigen Tropfen Essig-
sdure gibt voluminése, braune Fillungen in der Zelle.

4. 1- bis 5proz. Losungen von Kali- oder Natriumkarbonat geben grau erschei-
nende Niederschlige, ebenso

5. 1proz. Losungen von Koffein oder Antipyrin.

6. Schnitte werden in ein Gléschen mit Wasser, in das ein Jodsplitter eingetragen
wird, gelegt, bleiben dort 12 Stunden und kommen zur Entfernung des iiber-
schiissigen Jod in Alkohol. Die Gerbstoffe sind lokalisiert in unldslichen, braunen
Kliimpchen geféllt, die Stirke gleichzeitig blau geférbt.

Man wird zur Sicherheit immer mehrere Proben anstellen.

k) Flechtenséduren.

Zahlreiche Flechten bilden an den Pilzhyphen charakteristische Stoffe aus, die Flechten-
siduren, die sich in Form von Kérnchen oder Kristillchen ablagern. Sie kommen sonst nicht
im Pflanzenreich vor und sind nur der eigenartigen Symbiose von Pilz und Alge, die zur
Flechte vereinigt sind, eigentiimlich. Chemisch gehéren die Stoffe teilweise zu den alipha-
tischen, ein groBer Teil zu den aromatischen Koérpern (Orzin- und Anthrazenabkémmlinge).
Bisher sind ca. 140 Koérper niher charakterisiert.

Nachweis. 1. Olverfahren. Ein Stiickchen vom Rand einer Flechte wird auf
dem Objekttriger mit einem Skalpell in einem Tropfen Knochendl fein zerschnitten
und zerrieben, mit Deckglas bedeckt und iiber einer kleinen Flamme mehrmals
bis zum Auftreten von Blasen erhitzt, dann wird der Flechtenbrei auf eine Seite
des Deckglases geschoben, daB das Ol sich auf der anderen ansammelt, und das
Priaparat einen Tag unter Glassturz liegengelassen. Die meisten Flechtensduren
kristallisieren in dichten, charakteristisch gefirbten Kristallen.

2. Farbenreaktionen. Die meisten Flechtensduren geben mit konzentrierten
Alkalien (Kali-, Natronlauge, Soda, Ammoniak, Atzkalk, Atzbaryt usw.) an Ort
und Stelle charakteristische (gelbe, rote, violette, griine oder blaue) Farbungen.

C. Stickstoffhaltige Korper.

Hierher gehéren die im Organismus so wichtigen EiweiBkoérper, ihre Bausteine, die ali-
phatischen und zyklischen Aminoséiuren und ihre Abbauprodukte: Indolderivate, Purinkorper,
Alkaloide, Harnstoff usw. Sie sollen zusammenhingend behandelt werden.

a) Aminosiuren.

Die Aminoséuren, als die ersten Auf- und Abbaustufen des EiweiB, sind wohl in jeder leben-
den Zelle, wenn auch jeweils nur in kleinen Mengen, vorhanden. In grofieren Mengen in den
Keimlingen von eiweiBireichen Samen, wo Eiweilab- und -aufbau im groBen Stile vor sich
geht. Die wichtigsten unter ihnen (Alanin, Valin, Leuzin, Cystin, Asparagin und Glutamin-
sdure und ihre Amide, Asparagin und Glutamin, ebenso die zyklischen Phenylalanin, Tyrosin,
Tryptophan usw.) sind wohl in reiner Substanz mikrochemisch schon charakterisiert, aber ihr
einheitlicher histochemischer Nachweis steht noch aus.

Nachweis. Allgemein qualitativ lassen sie sich folgendermafBen nachweisen.

Werden Schnitte mit Ninhydrin (0,1 g in 30 cm?® Wasser) einige Stunden stehen-
gelassen oder erwirmt, so zeigen sich die Aminosiuren an einer blauen oder vio-
letten Farbung. Die Reaktion ist nicht fiir freie Aminoséuren spezifisch, sondern
ist auch mit Pepton, Eiweill usw. positiv, geht also héchstens auf Aminogruppen im
allgemeinen. (Zucker firben rétlich.)

Speziell nachweisbar sind vorldufig nur einige unter ihnen.

Asparagin. Dickere Schnitte werden mit Alkohol iiberdeckt und unterm Deck-
glas einige Stunden belassen. War geniigend Asparagin vorhanden, so ist es in
Form von breiten, farblosen Rauten am Schnitte und Deckglasrand zu finden

(Abb. 40).
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Sie geben mit Ninhydrin Blaufirbung, mit Phosphorwolframsaure (10°o in
10% H,S0,) farblose Tetraeder und mit dem Kupferreagens (0,5 g Kuprichlorid
in 20 cm3 Methylalkohol + 20 cm3 Glyzerin - so viel Ammoniak, dal eben noch
sichtbare Triibung der tiefblauen Fliissigkeit zu bemerken ist)
blaue Sternchen und Rosetten mitten im graublauen Nieder-
schlag von Kupferhydroxyd. (Zum Nachweis am besten dunkel-
gehaltene Lupinenkeimlinge.)

Leuzin. Keimlinge von Leguminosen, Kiirbis usw. geben bei
Sublimation unter Kiihlung (s. S. 12) einen weilen Beschlag,
der die Ninhydrinreaktion gibt, mit einem Trépfchen Wasser
umkristallisiert, farblose Sternchen und Platten und mit
dem Kupferreagens blaue Nadelkugeln liefert. . Abb. 40, Asparagin-

Tyrosin. Oxyphenylalanin 148t sich &hnlich wie Asparagin kristalle aus etiolierten
aus Schnitten mit Alkohol oder Azeton in Einzelnadeln oder T “Pfusreitiingen.
pinselférmigen Nadelbiischeln kristallisieren. Die Kristalle geben
mit Ninhydrin Blaufirbung, beim Erwéirmen mit Millons-Reagens (siehe unten)
die typische Tyrosinreaktion (Rotfirbung), mit Salpetersiure Gelbfirbung. (Zum
Nachweis Kartoffeltriebe oder Leguminosenkeimlinge.)

Tryptophan. Diese wichtige Aminoséure (Indolalanin) 148t sich eindeutig
folgendermaBen nachweisen: Schnitte kommen in ein Schélchen mit einer Losung
von Wasserglas und dann in ganz konzentrierte Salzsiure (um das ZerflieBen zu
verhindern). Ubertrigt man dann die Schnitte auf den Objekttriger in einen
Tropfen Salzsdure und fiigt eine Spur Formaldehyd und ein Tropfchen Natrium-
nitrit hinzu, so firben sich die tryptophanhaltigen Teile in der Zelle und in den Ge-
weben violett.

b) Eiweillstoffe.

Die EiweiBkorper sind hoch zusammengesetzte Korper, dadurch charakterisiert, daB8 sie
im Molekiil neben Kohlenstoff, Wasser- und Sauerstoff noch Stickstoff und Schwefel, héufig
auch Phosphor enthalten. Sie sind durchwegs kolloidal und lassen sich durch Hitze, Kilte,
organische Stoffe (Alkohol, Azeton, Gerbstoffe und Alkaloide) und Metallsalze fillen. Sie
bauen sich aus den schon genannten Aminosiuren (s. S.40) auf und lassen sich durch Siuren
und Fermente wieder in diese zerlegen.

Man teilt sie gewohnlich in einfache Proteine (Albumine, Globuline, Gliadine, dazu noch
die ersten Spaltprodukte Albumosen und Peptone) und zusammengesetzte Proteide (Nukleo-
proteide — P enthaltend — und die Kernsubstanz bildend, und Glykoproteide — Zucker ent-
haltend) ein.

Sie bilden einen wesentlichen Bestandteil von Plasma und Kern, kommen aber daneben
auch als Reservestoffe (besonders in eiweifireichen Samen — Leguminosen, Cucurbitaceen usw.)
und kristallisiert in der Zelle vor. So finden sich EiweiBlkristalle im Kern vieler Pflanzen, im
Milchsaft (z. B. Musa), in den Zellen von Epiphyllumarten, in den Proteinkérnern (Aleuron)
fettreicher Samen (z. B. Ricinus, Bertholletia, Vitis), in manchen Chromatophoren (s. S. 62),
schone Wiirfel unter der Korkschale der Kartoffelknolle usw.

Zum Nachweis liegen nur allgemeine Reaktionen (die auf spezielle Bestand-
teile im EiweiBmolekiil reagieren) vor. Deshalb empfiehlt es sich, zur Sicherheit
immer mehrere Reaktionen heranzuziehen.

1. Millons Reaktion. (1 cm?® Quecksilber wird in 9 em?® konzentrierter Salpeter-
séure gelost und 10 cm?® Wasser hinzugefiigt.) Legt man Schnitte in dieses Reagens
und erwirmt gelinde, so farbt sich Eiweill ziegelrot. Das Reagens zeigt Tyrosin,
aber auch Phenole (Eugenol, Vanillin usw.) an.

2. Xanthoproteinreaktion. Konzentrierte Salpetersdure farbt EiweiBkorper dunkel-
gelb; die Farbung geht mit Ammoniak in Orange {iber. Sie zeigt Tyrosin an, geht
aber auch mit Harzen, Alkaloiden usw.

3. Raspailsche Reaktion. EiweiB gibt mit konzentrierter Zuckerlésung und kon-
zentrierter Schwefelsdure tiefrote Farbung. Ist Eiweil und Zucker im Gewebe vor-
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handen (s. Samen), so gelingt die Reaktion schon mit Schwefelsdure allein.
Der Wert der Alkaloidreaktionen mit Schwefelsdure wird dadurch ganz fraglich
(s.8. 44).

4. Biuret-Reaktion. Durchtrinkt man Schnitte mit Kupfersulfat (10°/,) und
setzt dann Lauge zu, so firbt sich Eiweill tiefviolett. Gelingt nur bei groBeren
Eiweiimengen, ist aber eindeutig.

5. Legt man Schnitte in eine 1proz. Lésung von Vanillin oder Salizylaldehyd
und setzt dann halbverdiinnte Schwefelsdure (mit einigen Tropfen Ferrisulfat
gemischt) zu, so farben sich Eiweillstoffe sofort oder nach Stunden (Erwirmen
iiber Mikroflamme beschleunigt) rot, violett oder blau (Indolkomplex).

6. Versetzt man Schnitte mit frisch bereiteter Diazobenzolsulfosiure (2 g Sul-
fanilsdure wird in 3 cm3® H,0 4 2 cm3 konzentriertem HCl aufgeschwemmt, dann
tropfenweise 1 g Natriumnitrit in 2 cm3 Wasser zugefiigt, der Niederschlag ge-
sammelt und in konzentrierter Sodaldsung aufgenommen), so firbt sich Eiweifl
tiefrot. Die Reaktion zeigt Tyrosin und Histidin im Eiweifl an. Behandelt man die
Schnitte aber erst mit Salpetersiure (Xanthoproteinreaktion), setzt dann kon-
zentrierte Soda und schliefllich das Diazoreagens zu, so zeigt die Rotfirbung nur
Histidin im Eiweill an.

¢) EiweiBabbauprodukte.

1. Harnstoff. Im Tierorganismus als entgiftetes Ammoniak, allgemein Exkret,
wohl in &hnlicher Rolle auch im Pflanzenorganismus in letzter Zeit vielfach ge-
funden (bei sehr vielen Pilzen, manchen Keimlingen — Leguminosen — und aus-
gewachsenen Pflanzen).

Der Nachweis gelingt mit kleinsten Mengen auf folgende Weise: Extrahiert
man Stiickchen eines Pilz- oder Keimlingsgewebes im Mikroextraktionsapparat

(s. S. 11) mit Essigsiure (bei ca. 60°

10 Minuten) und setzt dann zu einem

Tropfen des Extraktes am Objekttriger

ein Kristallchen von Xanthydrol, so fal-

len in wenigen Minuten die Néadelchen

und Nadelbiischel von Dixanthylharn-

stoff. E.G.=0,1y (Abb. 41). (Die Kri-

stéllchen leuchten im polarisierten Licht

schon auf und erscheinen im durchfallen-

Abb. 41. Nac}}‘l:flifstzg'_l %::;:_tigofm Dixanthyl-  den Licht braun, im auffallenden weiB;

der UberschuB von Xanthydrol laBt sich

mit HEssigsdure leicht und vollstindig auswaschen. Das Produkt sublimiert

im Mikroschmelzpunktapparat um 230° in feinen Stibchen und schmilzt bei

etwa 270° unter Zersetzung. Das Xanthydrol sublimiert schon unter 100° weg
(TauB6ok, KLEIN u. TAUBGCK).

Die Loésung gibt auch mit dem Furfurolreagens (5 Teile Furfurol, 2 Azeton,
2 Wasser und 1 konzentrierte Salzsdure) purpurrote bis violette Farbung.

2. Allantoin. In jungen Sprossen und in den Rhizomen von Borragineen
(Borrago, Symphytum, Anchusa). Schnitte werden unter Deckglas mit Alkohol-
essigsiure versetzt (4 Teile Alkohol -- 1 Teil Eisessig) und unter ParaffinslabschluB
24 Stunden gehalten. Dann liegen am Rande des Schnittes Einzelkristalle und
Drusen von Allantoin, die mit einem Tropfen von Salzsiurefurfurol (5 Teile Fur-
furol ++ 1 Teil konzentriertes HCl 4 2 Teile Azeton) versetzt sich unter Gelb-, Rot-,
Violett-, Schwarzfarbung 16sen (wie Harnstoff). Am besten gelingt der Nachweis so
(KLEIN u. TAUBOCK): Das Gewebe wird mit heiBem Wasser (im Mikroextraktions-
apparat) ausgelaugt, eingeengt, mit dem doppelten Eisessig versetzt und ein Korn-
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chen Xanthydrol zugefiigt. Es fallen Nadelbiischel wie bei Harnstoff (Monoxanthyl-
allantoin), die mit Essigsiure nachgewaschen werden. Sie sublimieren nicht, schmel-
zen bei 214% In Knollen von Symphytum offic. und Acerblittern.

3. Amine. Methylamin, Dimethylamin, Trimethylamin, i-Butylamin und
i-Amylamin im Exhalat der Bliiten vieler Pflanzen und bei der bakteriellen Ei-
weilfaulnis; in wenigen Pflanzen auch in den vegetativen Organen (Chenopodium

= X

Abb. 42. Ammoniak- Abb. 43. Ammoniak-Dinitro-a-Naphtholat, Abb. 44. Trimethylamin-
Dinitro-z-Naphtholat. durch Erhitzen auf 160° umgelagert. Dinitro-a-Naphtholat.

vulvaria und Mercurialisarten). Eine Bliite oder ein Stiick des Bliitenbodens wird
in der Mikrogaskammer mit einem Tropfen 5 proz. Natriumkarbonat -+ 5proz. Koch-
salz iberdeckt. Auf die Unterseite des
Deckglases wird ein Mikrotropfen Wasser
gesetzt, in den einige Splitterchen Dinitro-
«-Naphthol eingetragen werden. Die auf-
steigenden Aminddmpfe kondensieren sich
im Wassertropfchen und setzen sich mit
dem festen Reagens zu den entsprechenden
Naphtholaten um. Es entstehen nur die
Naphtholate von Ammoniak und eventuell
von Aminen (Ammoniak tritt immer auf und
ist auf diesem Wege in kleinsten Mengen
noch greifbar [S. 19]). Sie sind durch
Kristallform und -farbe sowie Aussehen o .
der am Mikroschmelzpunktapparat (s. S.13) Abb. 45 Amylamin Dinitr °1;‘:,;§e?§;‘§};‘flat’
bei entsprechender Temperatur sich bilden-
den charakteristischen Umlagerungsprodukten eindeutig identifizierbar und unter-
scheidbar, ebenso durch ihren Mikroschmelzpunkt, E.G.= 1y (Abb. 42—45).
Als beste Objekte zum Einiiben der Reaktion seien empfohlen: Blitter und
Bliiten von Mercurialis geben Ammoniak und Methylamin, Blitter von Cheno-
podium vulvaria Ammoniak und Trimethylamin, Bliiten von Pirus und Crataegus
Ammoniak, Trimethylamin und i-Amylamin, Arumkeulen Ammoniak und i-Butyl-
amin, Bliiten von Sambucus nigra Ammoniak und i-Amylamin (KLEIN u. STEINER).
4. Indol. Im #therischen Ol der Bliiten von Jasminum-, Coffea- und beson-
ders Citrusarten, im Holz von Celtis reticulosa, in Kulturen von Cholera- und anderen
Vibrionen. Bringt man indolhaltige Bliiten, Holz oder -Bakterienkolonien unter
eine Glasglocke und hangt frei dariiber Papierstreifen, die mit: 1. konzentrierter
wiBriger Oxalsiurelosung, 2. einer 2proz. alkoholischen Lésung von p-Dimethyl-
aminobenzaldehyd (3 Teile der Losung + 1 Teil HCI), 3. einer 1proz. Lésung von
Vanillin in Alkohol getrinkt sind, so farben sich 2 und 3 bald, 1 nach 12 Stunden rot.
5. Skatel, das meist neben Indol vorkommt, gibt mit 1 #hnliche Reaktion,
farbt aber mit Reagens 2 violettrot und auf Zusatz eines Tropfens einer 1/, proz.
Natriumnitritlésung dunkelblau, wihrend Indol nur rot wird.
Klein, Praktikum der Histochemie. 4
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6. Purinkorper. Koffein (Trimethylxanthin) in Coffea (besonders im Samen),
Thea (besonders im Blatt), KolanuB, Kakao und Ilexarten (Paraguaytee).

Schnitte werden mit konzentrierter Salzsiure durchfeuchtet und hierauf mit
einem Tropfen 3proz. Goldchloridlssung versetzt. Am Rand des Préparates bilden
sich gelbliche, biischelférmig angeordnete, feinspitzige Nadeln.

Einige Schnitte oder Blattstiicke geben bei Sublimation lange, dichtverflochtene
Nadeln, die auch die vorerwihnte Reaktion mit Goldchlorid zeigen.

Theobromin und Theophyllin (Dimethylxanthin), Theobromin in Cola, Theo-
broma und Thea, das isomere Theophyllin nur in Theabldttern.

Gibt bei der Goldchloridreaktion gelbe Nadelbiischel und strauchartige
Aggregate, bei Sublimation (héhere Temperatur als Koffein) kurze dicke
Kristalle, die in Chloroform und Tetrochlorkohlenstoff (im Gegensatz zu Koffein)
unléslich sind.

7. Alkaloide. Spezifische Pflanzenbasen, die im Organismus immer an orga-
nische Siuren gebunden vorliegen. Sie finden sich im ganzen Pflanzenreich,
besonders bei den Dikotylen und hier wieder bei manchen Familien auffallend
zahlreich und reichlich, aber jedes Alkaloid oder eine Gruppe fiir eine bestimmte
Pflanze oder Pflanzengruppe charakteristisch und spezifisch. Sie kénnen in allen
Organen vorkommen (Samen, Friichten, Blattern, Wurzeln, Rinden, Milchsaft),
immer aber in stark lebenstétigen Geweben.

Sie sind meist fest, nur Koniin, Nikotin und Hygrin flissig und flichtig, in
Alkohol und Chloroform leicht loslich, ebenso in Sauren, mit welchen sie vielfach
gut kristallisierende Salze bilden. Diese geben mit Metallsalzen (Quecksilber,
Platin, Gold) schwerlsliche Doppelverbindungen.

Leider zeigen viele mikrochemische Reaktionen auf Alkaloide nur im allgemeinen
solche an und auch das nicht einwandfrei (da auch Eiweillkérper, Phenole, Gerb-
stoffe usw. reagieren). Dasselbe gilt noch viel mehr fiir die Farbenreaktionen (Oxy-
dationsreaktion mit Schwefelsdure usw.). Die Anwendung von Sublimation und
spezifischen Kristallreaktionen ist vielfach noch nicht durchgefiihrt. Deshalb
sollen nur die halbwegs verldfilichen Reaktionen herausgegriffen werden.

Als allgemeine Gruppenreaktion auf Alkaloide sind besonders empfohlen:

Brombromkalium (20 g Kaliumbromid in 100 cm?® Wasser, in das Brom bis zur
Sattigung eingeleitet wird) gibt gelbbraune Ballen, Sphérite oder Kristillchen.

Jodjodkalium (1 g Jod, 1 g Jodkalium auf 100 cm3 Wasser) liefert mit Alkaloiden
immer rotbraune, vielfach kristallinische Niederschlige.

Kaliumquecksilberjodid (1,3 g Merkurichlorid, 4,9 g Kaliumechlorid auf 100 cm?
Wasser) gibt weiBe oder gelbliche flockige Niederschlige, 109/, Platin- und Gold-
chlorid geben in schwach saurer Losung gelbliche, manchmal amorphe, meist aber
kristallinische Féallungen. Schwefel- und Salpetersiure geben mit Alkaloiden meist
gelbe, verschieden rote, blaue, violette oder griine Farbungen, vielfach auch nach-
einander verschiedene Farbentone (vieldeutig, da auch Phenole, EiweiBkorper, viele
Glykoside dhnliche Férbungen zeigen).

Spezieller Nachweis.

1. Colchicin. In allen Organen der Herbstzeitlose und verwandter Arten (auch
in Gloriosa superba), besonders reichlich im Samen.

Im Schnitt erhélt man mit Phosphormolybdansiure (10% + H,SO, 10%)
eine dichte, tiefgelbe, amorphe Fallung.

Am empfindlichsten und eindeutigsten wird der Nachweis so gefithrt: Das
Gewebe (0,1 g geniigen) wird mit Chloroform-Ammoniak (10 : 1) im Mikroextrak-
tionsapparat extrahiert, der Extrakt antrocknen gelassen, mit kochendem Wasser
aufgenommen und ein Tropfen davon mit 10proz. Platinrhodanid (10% Platin-
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chlorid 4 5% Natriumhodanid) versetzt. Beim Eintrocknen fallen die hellgelben,
lanzettlichen Kristalle von Colchicinplatinrhodanat, E.G. 0,5 .

2. Piperin. In den Friichten von Piper- und Cubebaarten.

Schnitte werden in Wasser verrieben oder im feuchten Raum stehengelassen.
Aus den gelben Oltropfen bilden sich die farblosen Kristallnddelchen von Piperin.
Sowohl die Kristalle wie die intakten Schnitte geben mit Schwefelsidure tiefrote Far-
bung. Auch mit Ammoniak und Essigester erhilt man am Schnitte schéne Kristalle.

Optimal kristallisiert das Piperin, wenn dem Schnitt oder Pulver von Pfeffer-
samen unter Deckglas zuerst 96proz. Alkohol zugesetzt wird, nach dessen teil-
weisen Abdunsten man etwas Wasser zuftigt. Die entstandene Triibung verschwindet
nach einer halben Stunde und es bilden sich am Deckglasrand die groen Prismen
von Piperin (Mikroschmelzpunkt 1290 C).

Setzt man statt Wasser Cadmiumchlorid (konzentrierte, stark salzsaure Losung)
zu, so schieflen am Rande intensiv gelbe Nadeln und Nadelbiischel von Piperinchlorid-
Cadmiumchlorid an, die sehr auffillig und charakteristisch sind.

Piperin 148t sich auch sehr schén aus dem Gewebe sublimieren. Das Gewebe-
stiick wird zerkleinert (es geniigen 0,001 g) und mit einem Tropfen Kalkmilch im
Mikrosublimationsapparat (s. S. 12) eine halbe Stunde bei 220° C gehalten. Das
feine weille Sublimat gibt den Mikroschmelzpunkt und die charakteristische Cad-
miumreaktion vom Piperinl.

3. Sabadillaalkaloide. Die Alkaloide von Sabadilla offic. (Cevadin und Veratridin)
lassen sich am besten durch ihre Spaltprodukte nachweisen. Samen von Sabadilla
werden mit Alkohol extrahiert, der Extrakt eindunsten gelassen. Eine Probe hiervon
wird mit einem Tropfchen Phosphorsiure sublimiert. Die prismatischen Kristillchen
sind abgespaltene Veratrumsiure, Mikroschmelzpunkt 1729 Eine andere Probe
wird am Objekttriger mit alkoholischer Lauge gekocht, beim Abkiihlen scheiden
sich Nadelbiischel von Cevinkalium ab. Eine dritte Probe wird mit alkoholischer
Kalilauge am MikroriickfluBkiihler !/, Stunde gekocht, dann mit Phosphorsiure
angesduert und im Mikrodestillationsapparat destilliert; das Destillat hat einen
charakteristischen Geruch und gibt mit Kupferreagens (S. 41) blaue Kristalldrusen
vom Kupfersalz der entstandenen, fliichtigen Angelika- und Tiglinsiure (KLEIN,
HERNDLHOFER u. TROTHANDL).

4. Ricinin, als einziges Alkaloid in Ricinusarten; sublimiert im Mikrosublima-
tionsapparat bei 1800 in schénen Kristallen. Am besten 148t es sich aus dem Gewebe
mit Chloroform-Ammoniak extrahieren und im Verdunstungsriickstand nachweisen.
Goldchlorid (5proz.) + Natriumbromid (5proz.) geben beim Eintrocknen haar-
formige, gelbe Kristallbiischel, E.G. 2,5 y (KLEIN u. BarTtoscH [2]).

5. Hydrastin. Im Rhizom der Gelbwurzel von Hydrastis canadensis neben
Berberin. Hydrastin wird am schnellsten und besten so charakterisiert, daB man
die Droge mit einer Mischung von Petrolither und Ather am Objekttriger durch-
feuchtet und sofort in die Ammoniakkammer stellt. Es bilden sich groBe, farblose,
stark lichtbrechende Prismen, seltener Oktaeder und Wiirfel. Der Nachweis gelingt
noch mit 0,001 g Drogenpulver, ebenso im Riickstand des Chloroformextraktes
hiervon. Mikroschmelzpunkt 132°. Den indirekten Nachweis kann man durch
oxydative Aufspaltung des Hydrastins zu Hydrastinin und Opiansiure erbringen.
Ein Gewebsstiick wird mit Chloroform durchtréinkt und mit Salpetersiure (spez.
Gewicht 1,53) unter gelindem Erwiirmen (nicht kochen!) abgedampft. Hierauf wird
ein Trépfchen 2proz. Ammoniak zugefiigt, antrocknen gelassen und mit einer 1proz.
Losung von Kaliumpermanganat versetzt. Das Reaktionsprodukt des Hydrastinins
besteht aus rotvioletten, charakteristischen Kristallen, die bald verblassen und zer-
fallen. Nach der Salpetersdurebehandlung kann man das Hydrastininchlorhydrat
1 Noch nicht versffentlicht.

4%
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auch im Mikrosublimationsapparat sublimieren und mit dem Sublimat die Perman-
ganatreaktion durchfiihren. Die Hydrastininsalze zeigen intensiv blaue Fluoreszenz,
die mit freiem Auge am Objekttrager noch bei einer Verdinnung von 1 : 100000,
im Fluoreszenzmikroskop (s. S.16) noch bei 1 : 30000000 sichtbar ist.

Das zweite Spaltungsprodukt, die Opiansdure, wird folgendermaBen nach-
gewiesen: Die mit HNO, aufgespaltene Masse wird im Sublimationsring mit einem
Tropfchen 5proz. Phosphorsiure versetzt und langsam auf dem Asbestnetz mit
kleiner Flamme erhitzt. Das Sublimat hat einen Mikroschmelzpunkt von 150° und
gibt ein charakteristisches Harnstoffprodukt. Kocht man némlich das Sublimat mit
einem Tropfen konz. Harnstofflssung +- einem Tropfen konz.Schwefelsiure wieder-
holt auf, so scheiden sich braune Nadelsphérite des Kopplungsproduktes ab.

Will man gleichzeitig an einem Schnitt Berberin neben Hydrastin nachweisen,
dann verfahrt man so: Nachdem die Hydrastinkristalle in der Ammoniakkammer
ausgefallen sind (s. oben), wird von einer Seite des Praparates eine Spur verdiinnte
Salzséure, hierauf ein Tropfchen Chloroform zugesetzt und diese Seite mit Deckglas
bedeckt. Bald liegen auf dieser Seite die gelben Nadeln des Berberins, auf der andern
die farblosen Prismen von Hydrastin.

Das Beispiel zeigt besonders klar, dafl auch im kleinsten mikrochemischen Pri-
parat komplizierte Reaktionen durchgefiihrt und verschiedene Stoffe und ihre Spalt-
produkte sicher nachgewiesen werden kénnen (KiLEIN u. ScHILHAB [1]).

6. Berberin. Findet sich in Vertretern mehrerer Familien unter anderen be-
sonders in Berberis-, Mahonia- und Hydrastisarten. Die Base wie ihre Salze
sind gelb. Berberis fithrt das Alkaloid nur in Wurzel und Stamm.

Fiigt man zu einem Wurzelschnitt von Berberis einen Tropfen 2proz. Salpeter-
sédure, so entstehen bald in und auBler dem Gewebe reichlich gelbe Nadeln und
Drusen von Berberinnitrat, E.G. 0,7 y.

Im alkoholischen Extrakt der Droge gibt Berberin mit Jodjodkali schwarz-
braune, zungenférmige Kristalle, E. G. 0,5y (KLgiN u. Barroscr [1)).

7. Papaveralkaloide. Milchséfte der Papaveraceen, ebenso wie
das eingetrocknete Opium sind besonders reich an Alkaloiden

| ¥ (ca. 21). Sie lassen sich nur in der Gesamtheit nachweisen. Am

: ‘ bekanntesten sind Morphin, Narkotin, Papaverin und Kodein.

s P . Papaver somniferum fiihrt fast in allen Organen Alkaloide,
T andere hauptsichlich im Milchsaft.

v Mit Jodjodkalium und Kaliumquecksilberjodid erhilt man von

r W Papaver, speziell in einem Tropfen Milchsaft, méchtige braune

Fillungen, mit konzentrierter Salz- oder Schwefelsiure dichte
Niederschlige von farblosen Einzelprismen und Nadelsternen.

) Auch das Schéllkraut (Chelidonium majus) enthilt in seinem

A% gelben Milchsaft eine Anzahl (ca. 6) Alkaloide, die zum Teil
gelb, bzw. orange, zum Teil farblos sind (Abb. 46).

Abb. 46.  Alkaloid- Ein Tropfen Milchsaft mit einem Tropfen konzentrierter

fillung mit 10°/, Salz- 3 i i i 3 i ;
T e Tt e, Salzsiure versetzt zeigt dichte Kristallfallungen, die teils orange

rohren derWurzel von  bis blutrot sind (Sanquinarin und Chelerythrin), teils farblos
Chelidont g™  sind und die verschiedenste Form der REinzel- und Misch-
kristalle aufweisen.

Der Milchsaft von Sanguinaria canadensis ist rot. Bei Behandlung mit Salz-
sdure erhilt man tiefrote (Sanquinarin) und eigelbe Kristalle (Chelerythrin).

8. Kokain (KLEIN u. SONNLEITENER[1]). In Erythroxylon cocaund Verwandten
neben anderen Nebenalkaloiden. Gibt die allgemeinen Gruppenreaktionen. Werden
Schnitte von Blatt und Rinde mit konzentrierter Schwefelsiure im Glasring er-

wirmt, so wird aus dem Kokain Benzoesiure abgespalten, die in der Gaskammer
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(s. 8. 12) aufs Deckglas sublimiert, mit Alkohol umkristallisiert die charakte-
ristischen Kristalle von Benzoesdure und mit ammoniakalischem Silbernitrat Silber-
benzoat gibt (s. S. 36).

Direkt im Gewebeschnitt 1Bt sich Kokain durch 10proz. AuCl; + KBr oder
AuCl; allein nachweisen. Es bilden sich mit AuCl; 4~ KBr kleine, rotbraune Drusen
und NadelspieBe, daneben auch kleinkérnige rotbraune Féllung; mit AuCl; allein
bekommt man nach einiger Zeit gelbe stachlige Drusen.

Nach Extraktion des Gewebes mit einem Gemisch von Chloroform und NH; in
der Kilte (Dauer 1 bis 2 Tage) erhilt man auf Zusatz von AuCly 4 KBr, besonders
schén nach einem Tag in durchgesittigtem Raum, die rotbraunen x-formigen Ko-
kainbromoauratkristalle, wie sie reines Kokain ergibt.

Durch direkte Sublimation erhdlt man Kokain im Sublimationsapparat nach
Klein-Werner aus dem Gewebe. Das allerdings amorphe Sublimat gibt sehr
schén ausgebildete Kristalle mit AuCl;  KBr, die ganz genau den Féllungen
dieser Reagentien mit reinem Kokain entsprechen.

Die optimale Sublimationstemperatur liegt bei 150 bis 160°, die Dauer der
Sublimation bei 11/, bis 2 Stunden. Diese Reaktion zeigt das Kokain am sichersten an.

9. Tropaalkaloide, Atropin, Hyoscyamin und Skopolamin in Atropa,
Hyoscyamus- und Skopoliaarten in verschiedener Verteilung, Verbreitung und Menge.

Sie lassen sich im Schnitt direkt mit Jodjodkali, Jodwasserstoff, Jodwasser oder
Chlorzinkjod als schwarzbraune bis violette Nadeln oder Sternchen sichtbar machen.
Die Kristalle fallen im feuchten Raum nach mehreren Stunden; eine Unterscheidung
der drei Alkaloide ist so nicht mdéglich. Eindeutig 148t sich jede der drei Basen,
auch neben den anderen, im Extrakt oder Sublimat nachweisen. Die Gewebsstiick-
chen werden entweder im Mikroextraktionsapparat mit Chloroform-Ammoniak
extrahiert oder im Mikrosublimationsapparat (S.12) sublimiert. Das Sublimat ist
nur tropfchenformig. Extrakt und Sublimat werden mit Jodwasserstoff auf Atropin
und Hyoscyamin, mit 5proz. Goldchlorid - 5proz. Kaliumbromid auf Skopolamin
gepriift. Atropin gibt dabei (in feuchter Kammer) rhombische oder sechsseitige, in
die Linge gestreckte Téfelchen (E.G. 0,3 y), Hyoscyamin Sanduhrformen oder mit
den Spitzen verwachsene Rhomben (E.G. 0,5 »), alle rotlich bis schwarz, Skopolamin
schwarze Haarbiischel (E.G. 10y). Goldbromid gibt mit Skopolamin rotbraune
Fiedern (E.G. 10y), die beiden anderen Alkaloide geben schwache Reaktion, die
Plattchen oder Tropfchen sind leicht zu unterscheiden. (Skopolamin iiberwiegend
z. B. in Datura arborea.) Alle Kristallprodukte sind einheitlich und eindeutig.

Tropinund Skopolin. Diegenannten Alkaloide spalten entweder natiirlich oder
durch Alkali in eine Restbase (Tropin aus Atropin und Hyoscyamin, Skopolin aus
Skopolamin) und Tropaséure auf. Wahrend die Tropaséure bis jetzt nicht greifbar
ist, lassen sich die Spaltbasen fiir sich und auch neben den Alkaloiden nachweisen.
Das Gewebsstiick wird im Kupferschilchen (S.13) mit einem Tropfchen 30proz.
Natronlauge versetzt, im Mikrosublimationsapparat langsam auf 280° erhitzt (am
Sandbad) und bei dieser Temperatur etwa 11/, Stunde gehalten. Das Sublimat der
Spaltbasen gibt mit Goldbromid rotbraune Kreuzformen; die beiden Basen lassen
sich dabei nicht unterscheiden, Tropin gibt fast allein mit Jodwasserstoff gelbe
Zerrformen.

Es ist also mdoglich, aus wenigen Gewebsstiickchen die drei Alkaloide und ihre
Spaltbasen eindeutig nebeneinander in geringsten Mengen nachzuweisen und zu
unterscheiden (KLEIN u. SONNLEITHNER [2]).

Als beste Versuchsobjekte sind zu empfehlen: Rhizom von Atropa Belladonna
liefert hauptsichlich Hyoscyamin, sehr wenig Atropin, Blitter nur Hyoscyamin,
Samen in anndhernd gleichen Mengen Atropin und Hyoscyamin und eventuell
Skopolamin, Bliite von Datura arborea nur Skopolamin.



48 Organischer Teil.

10. Strychnosalkaloide. In den Samen von Strychnos nux vomica und Str.
Ignatii, ebenso in der Rinde der ersteren liegen die beiden wichtigen Alkaloide
Strychnin und Bruzin.

Sowohl Strychnin wie Bruzin lassen sich direkt aus dem Gewebe sublimieren.
Sie sublimieren ungefihr gleichzeitig zwischen 2100 und 230°.

Sowohl mit dem Sublimat wie im ammoniakalischen Chloroformexirakt lassen
sich Strychnin und Bruzin nebeneinander eindeutig nachweisen.

Strychnin gibt mit einer 5proz. Losung von gelbem Blutlaugensalz und 5% HC!
sofort fiederférmige Kristalle (3hnlich dem Ammonmagnesiumphosphat), E.G. 5y.

Bruzin bildet mit einem Tropfen 10proz. waBrigen Platinchlorid (Empfindlich-
keit ungefihr gleich der Strychninreaktion) in schwach saurer Losung (um das
Mitreagieren von Strychnin zu verhindern) braungelbe Doppelbiischel, E. G. 20y. Beide
Produkte sind in Wasser unldslich. Die Reaktion auf Strychnin gelingt ebensogut
auch im Schnitt. Bruzin 148t sich im Schnitt mit Platinchlorid nicht nachweisen,
gibt aber mit Salpeterséure eine charakteristische blutrote Féarbung, die bruzin-
freie Samen z. B. von Strychnos potatorum nicht geben (KLEIN u. HERNDLHOFER [1]).

11. Chinaalkaloide. Die wichtigsten Alkaloide der Cinchonaarten, Chinin,
Chinidin, Cinchonin und Cinchonidin, lassen sich in kleinsten Teilen der Pflanze
und Droge folgendermaBen nachweisen: 0,1 g Rinde der verschiedenen Cinchona-
arten wird fein gepulvert, mit Ammoniak befeuchtet und mit 2 em3 Benzol im
Mikroextraktionsapparat (s. S.11) ausgezogen. Die abfiltrierte Losung wird mit
ungefahr 1 cm?® Wasser und wenig verdiinnter Schwefelsiure versetzt und erhitzt.
Nach Abdampfen des Benzols wird die vorliegende schwefelsaure Lésung der Alkaloide
mit einem Tropfen Ammoniak versetzt. Es fillt voriibergehend ein weiller Nieder-
schlag, der sich bald wieder 16st. Durch verdiinntes Ammoniak bzw. Schwefelsdure
wird nun méglichst genau neutralisiert, eine durch zu viel Alkali entstehende Tritbung
durch eine in verdiinnter Schwefelsiure getauchte Platinnadel -entfernt. Aus
dieser neutralisierten Losung fallt alsbald reichlich Chininsulfat in groBen, spitzen
Nadeln aus, E.G. 1,7y. Ein Tropfen des Filtrats wird nun mit einem Kérnchen
Seignettesalz versetzt. Es fallen die Mischkristalle von Chinin und Cinchonidin in
Nadelbiischeln aus. Nach vollendeter Fallung (etwa !/, Stunde) zieht man die
Mutterlauge, die Chinidin und Cinchonin enthilt, ab. Dies geschieht sehr vorteil-
haft mit einer kleinen Pipette, deren kapillares Ende man von riickwérts mit einem
kleinen Wattepfropfen verschlossen hat. Saugt man nun an, so wird die Flissig-
keit durch den Wattepfropfen durchfiltriert. Wenn man dann das spitze Ende
der Pipette gut abschwemmt, um etwa auflen anhaftende Kristalle zu entfernen,
80 kann man nachher durch Hineinblasen in die Pipette die Mutterlauge klar fil-
triert auf einen anderen Objekttrager bringen. Am besten ist es, die Fliissigkeit
gleich auf zwei Objekttriger aufzuteilen und getrennt Chinidin und Cinchonin
mittels Jodkali bzw. Natriumbikarbonat nachzuweisen. Chinidin gibt mit dem
Reagens nach ldngerer Zeit griinliche bis gelbliche knollige Kristallformen, E.G. 5 y,
wahrend Cinchonin bréunliche Tropfen bildet, die sich rasch in Sphiroide um-
wandeln, aus denen nach einiger Zeit auch die typischen kleinen Kristallprismen
hervorschieBen, E.G. 0,5y. Ist die Reaktion nicht zu sehr durch das Alkalisalz
gehemmt, so treten beim Erwirmen die einzelnen Kristallprismen am Rande des
Tropfens auf. Die zuriickgebliebenen Kristalle von Chinin und Cinchonidin werden
nun zuerst etwas durchgewaschen und dann mit dem Platindraht in zwei Hilften
geteilt. Die eine versetzt man mit kalt geséttigter Pikrinsdureldosung, worauf nach
kurzem Erwirmen aus den Kristallen des Tartrates die des Cinchonidinpikrates
in Form von &duBerst feinen Haarbiischeln entstehen, E. G. 10 y. Die andere Hilfte
kocht man mit einem Tropfen Wasser auf und setzt einige Kérnchen Kaliumchromat
zu. Die Umlagerung dauert hier etwas linger, doch sieht man nach !/, Stunde,
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wie die urspriinglichen Tartratkristalle zerfallen und aus ihnen die langen, gelben
Nadeln des Chininchromats entstehen, E.G. 2,5y. Eventuell treten auch sechs
eckige Plattchen von Cinchonidin auf (KLEIN u. ScHILHAB [2]).

Chinin und Chinidin fluoreszieren (optimal in schwefelsaurer Losung) mit intensiv
blauer Farbe noch bei stirksten Verdiinnungen (noch sehr deutlich bei 1 : 10000000).

12. Nikotin in Nikotianaarten. Der Nachweis 148t sich auch bei kleinsten Mengen
(0,2 y) mit Goldchlorid (10proz.) 4 10%, Natriumbromid folgendermafBen schon
und quantitativ fithren: Das Gewebe oder Organstiickchen (0,05 bis 0,1 g) kommt
in den Destillationsapparat (s. S.12), dann wird 1 cm® Kalkwasser zugesetzt und
am Wasserbad destilliert. Ein Tropfen des Destillates gibt mit einem Tropfen des
Reagens einzelne deltoidische Kristalle und Baumchen. Mit gemessenen Mengen
von reinem Nikotin kann man Vergleichspriparate anstellen und aus der Konzen-
tration, die annéhernd die gleiche Kristallmenge im Préparat zeigt, auf den Gehalt
der Probe zuriickrechnen. Jedes Blattstiick von Nikotiana, jede Zigaretten- oder
Zigarrenprobe gibt die Reaktion (KrLEIN u. HERNDLHOFER [2]).

13. Coniin 148t sich leicht und schon mit Chloranil (Tetrachlorchinon, ca. 5proz. in
Benzol gelost) nachweisen. Das Produkt sind dunkelgriine, wetzsteinférmige Kri-
stalle, die von allen anderen Chloranilprodukten leicht zu unterscheiden sind. Zum
Nachweis aus dem Gewebe geht man so vor: Man gibt die Gewebsschnitte in einen
Sublimationsring, setzt Natronlauge zu und féingt das aufsteigende Coniin am Deck-
glase in einem Tropfen Chloranil auf; man bekommt so direkt, ohne Erwérmen das
Coniin aus der Pflanze heraus und hat gleichzeitig ein fertiges Praparat am Deck-
glase. (Erfassungsgrenze 1y [KLEIN u. HERNDLHOFER (3)].)

14. Hygrin, das fliichtige Nebenalkaloid von Kokain in Erythroxylonarten, ein
Pyrrolidinderivat.

Zerkleinerte Blatt- oder Rindenstiicke (es geniigen 0,01 g) werden im Mikro-
destillationsapparat mit 1cm3 Wasser und 1 Tropfen Kalkwasser am Olbad
destilliert. 2 Tropfen des Destillats werden mit einem Kristillchen von Dinitro-
a-Naphthol oder einem Tropfen einer gesittigten alkoholischen Losung dieser
Substanz versetzt. Es bilden sich sehr rasch tief orangegelbe leuchtende Einzel-
kristalle, Rosetten oder Kristallficher des Hygrinproduktes, die sich von den
griinlichgelben Splittern des Reagens sicher unterscheiden lassen, E.G. 5y

Die Reaktion gelingt auch im Schnitt und im Extrakt.

Hygrin gibt auch, in Benzol geldst, mit Chloranil in 5proz. benzoliger Losung
ein Chloranilprodukt, tiefgriine Sechsecke und Rhomben, die mit dem Reagens
und mit dem Coniinprodukt (s. oben) nicht verwechselt werden kénnen. Die Re-
aktion ist aber, im Gegensatz zum Coniinprodukt, recht unempfindlich.

D. Glykoside.

Glykoside sind Pflanzenstoffe, die sich aus ein oder mehreren Zuckerarten und einem
zuckerfreien Korper (Aglykon) aufbauen. Sie sind in mannigfacher Form und Zusammensetzung
ungemein verbreitet. Das Aglykon gehort meist der Benzolreihe an, ist meist stickstofffrei,
in manchen Fillen stickstoffiihrend (Blausdure-, Indikanglykoside).

Die hydrolytische Spaltung kann durch Saure, Alkali oder Enzyme durchgefiihrt werden,
in der Natur nur durch Enzyme. Die beiden Kérper sind aber in der lebenden Zelle raumlich
getrennt; erst im Tode treffen sie — mit dem Strukturverlust der Zelle — zusammen, post-
mortal hiufig Spaltungen verursachend (Vanillin). Nachgewiesen wird, soweit es schon méglich
ist, das Aglykon. Auch hier herrschen noch allgemeine Farbenreaktionen, mit Schwefelsiure
oder Alkalien, die auf Glykosid und Aglykon meist gleich wirken, vor; Spezialreaktionen sind
erst teilweise vorhanden. Aus der groflen Zahl kénnen nur bekannteste und am besten nach-
weisbare gebracht werden.

1 Noch nicht verdffentlicht.
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1. Arbutin, Bei Ericaceen und Pirolaceen (Pirola-, Vaccininumarten, Calluna, Gaultheria,
Arctostaphylos glauca und in der Rinde des Birnbaumes). Spaltet in Glykose und Hydrochinon.
Pulvert man Pflanzenmaterial, versetzt mit einigen Tropfen 10proz. Salzsiure,
1Bt einige Minuten liegen und sublimiert, so erhilt man in wenigen Minuten ein
dichtes Sublimat aus kleinen Bléttchen und Kristallskeletten von Hydrochinon, die
sich aus Alkohol zu hexagonalen Prismen umkristallisieren. Sie geben mit Ammoniak
rotbraune Féarbungen, aus denen wieder farblose oder gelbe Prismen ausfallen.
2. Askulin. In der Rinde von Aesculus Hippocastanum, ein Methylderivat in der
Jalapaknolle von Exogonium purga. Werden Schnitte erst mit verdiinnter Schwefel-
sdure erwirmt, dann sublimiert, so erhilt man
im Sublimat kammférmige Sublimate, Kristalle
von Askuletin (Dioxycumarin) (Abb. 47). Diese
fluoreszieren in alkalischer Losung blau, viel
schéner noch Extrakte von Askulin aus den
kleinsten Gewebefragmenten (freilich zeigen Sko-
polin und Fraxin, Methylderivate von Askulin,
dieselbe Fluoreszenz). Auch Schnitte in Wasser

zeigen die Fluoreszenz.

Schnitte in eine Lésung von Brombrom-
kalium (100 Bromkali 4+ 10° Brom) eingelegt,
zeigen nach Stunden farblose Nidelchen von
Dibroméskulin.

3. Fraxin. Aus der Rinde von Fraxinusarten,
zeigt gleiche Fluoreszenz und bei Sublimaten nach
Saurespaltung dhnliche Kristalle von Fraxetin wie
das vorgenannte Askuletin.

. ) ) 4. Vanillin. In Bliten von Scorzonera, Spiraea
Abb. 47. Kristallsublimat von Askuletin. . . . . . . .
Vergr. 400, usw. und in vielen Harzen kristallisiert in seiden-
glinzenden Nadeln auf der Oberfliche der getrock-
neten Friichte von Vanilla planifolia. Die frische Frucht enthilt kein freies Vanillin.
Dieses entsteht erst postmortal durch das Ferment Emulsin aus dem Vanillinglykosid.
Trockene Objekte und frische nach Aufkochen mit verdiinnter Schwefelsiure
(kleinste Fragmente) geben bei gelinder Sublimation Tropfchen, aus denen sich
nach einer Stunde Kristalle bilden.
Die Kristalle geben ebenso wie Schnitte mit einem Tropfen 4 proz. alkoholischem
Phlorogluzin +- 1 Tropfen Salzsiure sofort Rotfirbung.
5. Hesperidin. FEin sehr weit verbreitetes
Glykosid. Gibt bei der Hydrolyse Glykose,
Rhamnose und Hesperetin (Phlorogluzinester der
Isoferulasaure). Wahrscheinlich ist ,,Hesperidin‘‘
kein einheitlicher Kérper, sondern eine Gruppe
verwandter Stoffe. Der Korper findet sich weit
verbreitet, aber nie bei allen Vertretern einer
Familie oder Gattung, sondern nur bei einzelnen
Arten. In vielen Citrus-, einigen Galium- und
Menthaarten, Hyssopus offic., Scrophularia
nodosa, Linaria genistifolia, in Conium, in den
Abb. 48. Auskristallisiertes Hesperidin  Staubfadenhaaren von Verbascumarten usw. In
in der Zitronenschale. Vergr. 180. der lebenden Zelle meist gel6st, aber so kon-
zentriert, daBl es schon beim Absterben oder
Abtdten (mit Alkohol, Azeton, Siuren usw.) auskristallisiert (in gelblichen Sphiro-
kristallen oder Nadelbiischeln, Abb. 48).
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In vielen getrockneten Objekten (Orangenschalen, Linariablittern, Verbascum-
bliiten usw.) schon kristallisiert vorliegend. Frische Schnitte legt man in Alkohol
und findet die Kristalle sehr schnell oder nach Abdunsten des Alkohols. Sie l6sen
sich in Alkalien mit gelber Farbe. Die gelbe Losung wird bei Zusatz von konzen-
triertem H,SO, violett.

6. Xanthon- und Flavonderivate. Leiten sich von einer einheitlichen Mutter-
substanz, vom Chromon, ab und kommen in der Pflanze fast immer als Glyko-
side vor. Die Xanthone (Gentisin und Datiscin) selten, die Flavone und ihre Deri-
vate sehr zahlreich und weitverbreitet.

Gentisin. In der Wurzel vom gelben Enzian, Gentiana lutea. LiaBt sich
leicht sublimieren; es entstehen schwachgelbe Prismen und Nadeln, die mit alko-
holischer Kali- oder Natronlauge gelbe Ldsungen ergeben, aus denen bei Zusatz
von Ather nach einiger Zeit gelbe Kristalle fallen. Versetzt man das Sublimat
mit einem Tropfen Schwefel- und Salpetersdure und erwdrmt unterm Deckglas,
so bilden sich blaugriine und gelbe Drusen der Nitroverbindung.

Die Flavone (Querzitrin und Querzetin, Rutin, Rhamnetin, Apiin und Apigenin,
Chrysin, Luteolin, Fisetin, Morin, Scutellarin, Saponarin usw.) sind vielfach in
Hélzern, Rinden, Bldttern und Bliten (als gelbe Beizenfarbstoffe bekannt) zu
finden.

Flavon. Der sog. Wachsiiberzug auf den Bléttern von Primula auricula, farinosa,
sinensis, Corthusa Matthioli usw. ist reines Flavon. Es ist im Ather 16slich, 1aBt
sich sublimieren, fluoresziert, in konzentrierter
Salzséure gel6st, blau und bildet aus der
heiflen Lésung Nadelbiischel. In einem Tropfen
alkoholischer Losung fallen mit Jodjodkali
blaue Nadelbiischel der Jodflavonverbindung.

Die Flavonderivate lassen sich reichlich und
lokalisiert mit folgender einfachen Methode
kristallisiert nachweisen. Auf einen hohlen
Objekttrager kommen einige Tropfen rauchen-
der Salzsdure, dariber ein Sublimations-
ring und auf diesen das Deckglas mit dem
Schnitt oder Gewebestiick. Die Objekttrager
kommen dann in den Wiarmeschrank und
werden bei hochstens 40° 1/, Stunde ge-

. . . . Abb. 49. Flavon nach der Salzsduremethode
halten. Im Praparat findet man die licht- kristallisiert; Bliite von Viola tricolor. Vergr. 285.

bis dunkelgelben Nadeln, Nadelbiischel und
Drusen des betreffenden Flavons (Abb. 49). Dunkle Priparate kann man mit
Chloralhydrat aufhellen. Zur Priifung gelbe Violabliten, Apfelrinde usw.

Mit Bromwasserstoffsdure erhélt man meist lichtgelbe, feine Nadelbiischel.

Sind die Objekte gleichzeitig karotinhaltig, so ist dieses blaugefirbt (Viola,
Ruta usw.).

Alle Kristalle 16sen sich in Alkali (1 proz. Lauge) mit tiefgelber bis oranger Farbe.

Einzelne Flavone lassen sich iiberdies noch speziell charakterisieren, so:

Scutellarin. In Scutellariaarten, Thymus usw. Die mit Salzsiuredampf
erhaltenen Kristalle werden mit Barytwasser rot und bei nachheriger Behandlung
mit einem Tropfen Chlor-, Brom- oder Jodwasser grin. (Auch an der Luft allein
tritt die Griinfarbung der roten Kristalle auf.)

Das Scutellarin kristallisiert auch nach Einlegen der Schnitte in 10proz. Salz-
sdure aus.

Saponarin. In zwei Moosen, in Saponaria offic., Gypsophilaarten, Gagea,
Ornithogalumarten, Hordeum, Cucurbita usw.
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Behandelt man Schnitte einer der genannten Pflanzen mit Jodessigsdure (Jod
in Essigsdure bis zur braunen Farbung), so farben sie sich violett bis blau und nach
einiger Zeit kristallisieren am Rande tiefviolette Nadelbiischel und dichte Filze
von spinnwebartigen Kristallnddelchen.

Chrysin. In Pappelknospen zusammen mit dem Pappelharz. Mit rauchender
Salpetersdure entstehen hellrote, aus Ammoniakalkohol (1 : 1) dunkelgelbe Spérite.
Eisensalze farben spezifisch braunviolett.

Apiinund sein Aglykon Apigenin geben beim Salzsiureverfahren nur farblose
Nadelbiischel, die sich mit konzentrierter Salpetersidure orangerot 16sen (in Anthemis,
Matricaria, Apium usw.).

Brasilin. Farbloser Stoff im Fernambuk- (Rot-) Holz geht durch Oxydation
in rotes Brasilein iber. Schnitte durch das Holz sind braungelb. Sie farben sich
mit Ammoniak, Lauge, Kalkwasser karminrot.

Héimatoxylin. Farbloser Stoff in Blauholz (Hamatoxylon Campechianum)
geht durch Sauerstoffaufnahme in das rote Hamatein iiber. Schnitte erscheinen
braunrot und werden mit Ammoniak oder Lauge blauviolett.

Curcumin. Im Wurzelstock verschiedener Curcumaarten in #therischem Ol
gelost; Schnitte durch das Rhizom geben mit konzentrierten Sduren und Alkalien
in den Oltropfen tiefrote Farbe. Die alkoholische Lésung fluoresziert griinlich.

Bixin. In den Samen von Bixa Orellana als der bekannte Orleansfarbstoff.
Schnitte durch die Samenschale werden mit konzentrierter Schwefelsdure blau.

Anthochlore. Gelbe wasserlosliche Farbstoffe im Zellsaft vieler Bliitten und Friichte,
den Flavonen verwandt.

Der lichtgelbe Farbstoff von Primulaarten, von Linaria und Anthirrhinum, von Dabhlia,
Verbascum, Papaver, in der Zitronenschale usw. gehort hierher. Die satt- und orangegelben
Bliiten enthalten meist Karotin (s. S. 58).

Sie werden mit Schwefelséure (auch Kalilauge) entweder rot (Dahlia, Primula,
Anthirrhinum, Citrus usw., Carotin wird blau) — mit naszierendem Wasserstoff
geben sie rotes Anthocyan — oder orangegelb (Papaver Kerneri) oder geben griine
(HC) bis braune (H,SO,), mit Kalilauge tiefgelbe Nadelbiischel (Verbascum). Auch
das gelbe Helichrysin, der Farbstoff der gelben Strohblumen, gehért hierher.
Er gibt mit Siuren und Alkalien purpurrote Farbung.

Crocin. Das gelbe Farbstoffglykosid der Blitennarben von Crocus sativus
(Safran) und der Gelbschalen von Gardeniaarten ist intensiv gelbfdrbend (schon

1 Teil in 200000 Teilen Wasser). KEs gibt mit konzentrierter
w’a - Schwefel- und Salpetersiure tiefblaue Farbe, die schlieBlich in

AR | braun tbergeht.

Anthocyane. Die roten, violetten oder blauen, wasserlgslichen
Farbstoffe in Bliiten, Friichten, Blittern usw.; im Pflanzenreich ungemein
verbreitete Glykoside, reduzierte Flavonabkommlinge.

Sie sind zum groBten Teil in neutraler Losung violett oder farblos,
geben mit Siuren rote und mit Alkali blaue Salze. Nur der Farbstoff
der roten Ritbe und von Amaranthusarten ist in saurer Losung violett,
in alkalischer rot.

Diese Farbstoffe von Rose, Kornblume, Lathyrus, Rittersporn, Mohn,

ﬁsb-di?ﬁ éﬁggﬁm‘é Pelargonie, Weintraube, Heidelbeere usw. fithren nahe verwandte Agly-
von Pelargonium kone (Pelargonidin, Cyanidin, Delphinidin usw.).

zonale, it Hssigsiure Nachweis. Anthocyangefirbte Gewebe werden mit ver-
Vergr. 180. diinnter Salz- oder Kssigsdure rot, mit Ammoniakddmpfen

violett, blau, schlieBlich griin.

Legt man Bliitenblatter von Rose, Dahlien oder Pelargonien in Essigsiure oder
Salzsdure, bedeckt mit Deckglas und 148t lingere Zeit unter einer Glasglocke
stehen, so bilden sich am Deckglasrand tiefrote Nadeln, Nadelbiischel oder Drusen
von Anthocyansalz (Abb. 50). Sie 16sen sich in verdiinntem Ammoniak blauviolett.
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In manchen Pflanzen findet man schon in der lebenden Zelle kristallisiertes
Anthocyan, so in der Oberhaut von Rotkrautblattern, in den Blitenblattern
von scharlachroten Pelargonien, in den blauen Bliten von Rittersporn usw.
(Abb. 51).

7. Saponinglykoside in vielen Caryophyllaceen (Saponaria) und Primulaceen usw.
Der Nachweis kann mikrochemisch oder biologisch gefiihrt werden.

Schnitte werden in gesittigtes Barytwasser (Bariumhydroxyd in Wasser, Losung

filtriert) eingelegt; es bildet sich in den Zellen ein Niederschlag von Saponinbaryt.
Hierauf wird mit Kalk-
wasser (analog dargestellt)
der UberschuB von Barium
ausgewaschen,dannlOyproz.
Bariumbichromat  zuge-
setzt. Es bilden sich aus
den Klumpen von Saponin-
baryt gelbe Kristalle von
Bariumchromat und zei-
gen dadurch indirekt das
Saponin lokalisiert an.

Der biologische Nach- ] . o .
weis griindet sich auf die 47 % AN s Verge. 100,
Hiamolyse (Auflésung von
roten Blutkérperchen)durch Saponine (KorLer). Eswird 1proz. Gelatine mit 0,9 proz.
Natriumchlorid hergestellt. Ein Tropfen dieser erwirmten Gelatine wird auf den
Objekttrager gebracht und bei etwa 40° (auf gelinde erwéirmtem Wasserbad) gehalten.
In den Tropfen kommt ein Schnitt von Saponariarhizom und auf diesen 1 Tropfen
lproz. defibriniertes Blut (frisches Blut bis zur vélligen Fibrinausflockung mit
Calciumchloridlésung versetzt), das mit etwas Natriumbikarbonatlésung (zur Ab-
stumpfung der Pflanzensduren) versetzt wurde, gegeben. Unter dem Mikroskop
kann man dann die Auflésung der roten Blutkérperchen iiber den Zellen oder Ge-
webspartien, die saponinhaltig sind, verfolgen, und an den recht scharf umschrie-
benen Partien die Lokalisation der Saponine im Gewebe indirekt verfolgen. Stérend
wirken die in manchen saponinhaltigen Geweben gleichzeitig vorhandenen groffen
Gerbstoffmengen, da diese mit dem Leim der Gelatine dichte Fallungen ergeben und
iiberdies die Blutkorperchen agglutinieren und die Hémo-
lyse teilweise hemmen.

8. Anthrachinonglykoside. Anthrazenderivate in Poly-
gonum-, Rubia-, Rhamnusarten und Leguminosen. Gelbe
bis rote Farbstoffe mit charakteristischen Eigenschaften.

Beim Trocknen werden die Glykoside durch Fermente
gespalten, in der Droge liegen zum Grofteil schon die
Aglykone vor, welche die Reaktion leichter und besser
geben, die im frischen Gewebe erst nach lingerem Liegen an
der Luft oder Behandlung mit starken Agenzien auftreten.

Frangulin. Wird bei Hydrolyse in Emodin und Glykose
gespalten. In der Rinde von Rhamnus frangula und cathartica, Abb. 52. Anthrachinonsubli-
in den Friichten von Rhamnus cathartica und japonica, im Samen mat aus der Rhabarberwurzel.
von Kassiaarten, in den Sennablittern, neben den verwandten Vergr. 60.
Korpern Rhéin und Chrysophan, im Rhizom von Rheumarten.

Die Stoffe sublimieren aus einer kleinen Menge Drogenpulver in gelben bis
rotlichen SpieBen oder Schollen (Abb. 52), die sich aus Alkohol, Ather usw. um-
kristallisieren lassen. Sie geben mit Ammoniak, konzentrierter Lauge und Schwefel-
sdure ebenso wie Gewebeschnitte selbst tiefrote Losungen.
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Aloin. In den verschiedenen Aloearten und Aloedrogen.

Frischer gelber Saft von Aloeblattern 148t unter Deckglas nach einigen Tagen
gelbe Nadelsphiroide ausfallen, die sich mit konzentrierter Salpetersdure oder
Bromdampf tiefrot 16sen bzw. firben.

Dieselben Farbungen treten mit frischen Safttropfen oder Blattschnitten auf.
Aus der Droge 1a8t sich Aloin mit Alkohol kristallisieren.

Ruberythrinsdure. Glykosidisch in den Wurzeln von Rubia finctorum und peregrina,
aber auch von Galium- und Asperulaarten. Gibt bei Saurespaltung, bzw. postmortal in der
Pflanze durch Fermente Zucker und Alizarin, den Krappfarbstoff.

Schnitte mit absolutem Alkohol versetzt, zeigen nach einiger Zeit auf und im
Gewebe orangerote Ballen und Nadelsterne, Schnitte mit Ammoniak und Lauge
befeuchtet fiarben sich krapprot.

Der Farbstoff 148t sich aus Schnitten auch gléinzend sublimieren (orangerote
Nadeln und SpieBe). Die Kristalle 16sen sich in Alkalien violett (z. B. Wurzeln
von Galium mollugo).

9. Blausiiureglykoside. Amygdalin (bei der Spaltung durch Siuren oder
das Ferment Emulsin — schon beim Abtéten — in Blauséure, Benzaldehyd und
Zucker gespalten) und verwandte Korper (die statt Benzaldehyd Azeton enthalten)
sind im Pflanzenreich viel verbreitet (besonders bei Rosaceen, Gramineen usw);
spezielles Vorkommen in Prunusarten (Prunus laurocerasus und Padus) und Legu-
minosen, Ribes-, Crataegus- und Arumarten, in Apfel, Quitte, Mispel, in Holunder,
Sorghum, Panicum, Lens usw.

Die besten Reaktionen auf Blausidure sind folgende: Schnitte oder Gewebestiicke
werden in der Gaskammer mit einem Trépfchen Chloroform versetzt, das Deckglas
mit einem Tropfchen 1proz. Silbernitrat, das mit Methylenblau angefarbt ist, ver-
setzt und aufgelegt. Die Zellen werden durch das Chloroform getétet, das Amygdalin
durch das in der lebenden Zelle rdumlich getrennte, beim Absterben frei werdende
Emulsin gespalten, die Blauséure destilliert (Siedepunkt 269 C) und bildet am Deck-
glas Nadeln und Drusen von Silbercyanid, die sich mit Methylenblau ,,echt* blau
anfirben. (Siehe S.24.)

Man 148t einige Stunden fermentieren, um alle Blauséure in Freiheit zu setzen.
Die Reaktion ist enorm empfindlich (0,06 y). In den geringsten Mengen Leuchtgas
und Tabakrauch 148t sich Blausdure so nachweisen.

10, Indoxylglykoside. Als Indikan und verwandte Glykoside in Isatis tinctoria und ver-
wandten Arten, Indigoferaarten, Phajusarten, Polygonum tinctorium und einigen anderen.

Das Glykosid wird durch Siure oder

ein hauptsichlich in den Chloro-

H A phyllkérnern sitzendes Ferment in
<o Q X Zucker und Indoxyl (Oxyindol) ge-
F/D% 0\\ \ \ spalten, das durch Luftsauerstoff zu
AN Indigotin (Indigoblau) oxydiert wird.

M ‘ Neben dem Indigoblau findet sich
in den meisten natiirlichen Handels-

Q Q @ sorten, wie auch im kiinstlichen In-
' ‘

0 X digo, das mit Indigoblau isomere In-
‘ digorot (Indirubin), je nach Sorte
( und Darstellungsart in wechselnder

Menge.

Abb, 53. Indigo. AusIndigoziegeln des Handels

Links: Sublimate vc{?e };c?ifgl?géc}ll%glstg ]:1 E};l)lflimate von Indigrot. gy blimiert n‘lan zuerst mit kleiner

Flamme, hitzt erst spiter stark

an und wechselt mehrmals die Deckglaser. Zuerst erscheint das Indirubin dann
immer dichter das Indigoblau in Nadeln und Prismen (Abb. 53).

Um in der Pflanze Indigo nachzuweisen, bzw. festzustellen, ob eine Pflanze

Indigo enthélt oder nicht, gibt man die Pflanzenteile in ein Gefa8 mit eingeriebenem



Chromatophorenfarbstoffe. 55

Stoépsel, in dem sich aus offener Schale Alkohol- oder Ammoniakdédmpfe entwickeln,
und belaBt darin 24 Stunden. Beim Abtéten hort die in der intakten Pflanze vor-
handene raumliche Trennung von Ferment und Glykosid auf, dieses wird gespalten
und man sieht schon mit freiem Auge die blaugriine Verfirbung durch den ent-
standenen Indigo. Nach Entfernung des Chlorophylls durch Einlegen in Alkohol oder
Chloralhydrat erscheinen die Pflanzenteile blau. Im Mikroskop sieht man in den
Zellen blaue Kristillchen und Tropfen von Indigo. (Z. B. Blatter von Phajus.)

Ebenso kann man aus zerriebenen, getrockneten Pflanzenstiickchen direkt
sublimieren und erhélt einen schwachen aber deutlichen Indigobelag. Indirubin
entsteht aus der Pflanze niemals.

Bei Wanderungen in den Tropen kann man sich vom Vorhandensein von Indoxyl-
glykosiden leicht tiberzeugen, wenn man nahe an die Unterseite des Blattes der
fraglichen Pflanze eine brennende Zigarette halt. Es bildet sich ein brauner Fleck,
der von einem blaugrimen Ring umsidumt erscheint (Indigofermentation).

11, Schwefelhaltige Glykoside. Senféle. In zahlreichen Cruciferen, Reseda-, Tro-
paeolum- und Capparisarten, in der Krennwurzel usw. finden sich reichlich Glykoside; Sinigrin
(speziell im Samen von Sinapis nigra und der Krennwurzel), Sinalbin im weien Senf usw.,
die durch das im Gewebe riumlich getrennte Ferment Myrosin gespalten werden. Z. B. Sinigrin
in Glukose, saures Kaliumsulfat und Allylsenfol, eine stark riechende, N- und S-haltige Ver-
bindung.

Lauchdole. Den Senfolen verwandt sind die Lauchole, die ebenfalls glykosidisch in vielen
Zwiebelarten (Kiichenzwiebel, Barenlauch, Knoblauch usw.) vorliegen.

Ein eindeutiger mikrochemischer Nachweis auf die beiden S-haltigen Ole liegt
nicht vor. Qualitativ. kann man sich vom Vorhandensein dieser organischen
Schwefelverbindungen iiberzeugen, wenn man Schnitte auf 2 Stunden tiber den
Hals einer Bromflasche legt, ein Trépfchen Ammoniak (zur Abséttigung von Brom)
und dann ein Trépfchen 1proz. Calciumchlorid zufigt; die dabei dicht ausfallen-
den Gipskristalle zeigen den abgespaltenen Schwefel an (s. S. 25).

E. Chromatophorenfarbstoffe.

Unter diesem Namen seien alle Farbstoffe zusammengefat, die sich in den im Plasma
eingebetteten Chromatophoren, selbstindigen teilungsfihigen Zellorganen, den griinen (Chloro-
plasten, Chlorophyllkérnern) und den gelben (Chromoplasten, Karotin-
kornern) finden oder in den farblosen Leukoplasten bilden kénnen.

Die griinen (Chlorophylle) und gelben (Karotin und Xanthophyll) !

Farbstoffe sind chemisch absolut nicht verwandt, kommen aber im Chloro- \ .
phyllkorn immer zusammen vor. A *

1. Chlorophyll. In allen Chloroplasten finden sich neben den gelben ' o
Farbstoffen (Xanthophyll und Karotin) zwei nahe verwandte EiweiBkorper ‘ o
Chlorophyll a und b, untereinander und mit den Karotinen in einem kon- :
stanten, fast iiberall gleichem Verhaltnis. Sie enthalten Stickstoff und Y
organisch gebundenes Magnesium; an ihnen vollzieht sich die Assimilation
der Kohlensiure in organische Substanzen, der Grundprozel des Lebens.

* Im lebenden Zustand griin, im toten infolge Zersetzung
durch organische Sduren haufig braun.
Nachweis. a) Lebende Schnitte werden etwas angetrocknet ¥
und dann mit wéfriger, konzentrierter Kalilauge versetzt Die
Chlorophyllkérner farben sich sofort braun und nach '/, Stunde

. . : . Abb. 54. Phiophy-
wieder grin. Der Vorgang beruht auf einer Umlagerung im tineeaktion fm Blat

Chlorophyllmolekiil. von Elodea mit ver-
b) Behandelt man Schnitte mit verdiinnter Salzsdure (1 :6), dumwlrt:rrgfallgts)?m‘

Schwefelsdure oder konzentrierter Oxalsidure, so tritt eine braun-

gelbe Verfirbung ein und nach einigen Stunden entwickeln sich in den
Chlorophyllkérnern braune Stdbchen, gebogene Nadeln und Fiden (Chloro-
phyllan-, Phiophytinreaktion, Abb. 54).
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c) Versetzt man Schnitte mit Alkohol und 148t unter Deckglas langsam abtrock-
nen, so bilden sich oft griine bis blauschwarze Kristallprodukte der Alkoholchloro-
phyllverbindung (Blitter von Pomaceen, Rumex,

Oxalis, Dahlia usw., Abb. 55).

d) Die sicherste Probe auf kleinste Chlorophyll-
mengen ist die Priiffung auf Fluoreszenz in Gewebe-
stiicken wie in Extrakten. Behandelt man die
Préparate unter Deckglas mit Alkohol, so geht das
Chlorophyll in Loésung und fluoresziert auch in
stark verdiinnten Losungen, speziell wenn man in
direktem Sonnenlicht mit der Lupe einen Licht-
kegel aufs Praparat wirft, blutrot (s. S. 16).

2. Karotinoide. Neben den griinen Farbstoffen im
Chlorophyllkorn und in den gelben Chromoplasten allein
liegen zwei gelbe bis rote Kohlenwasserstoffe, das rot
kristallisierende Karotin und sein Oxydationsprodukt, das
gelbe Xanthophyll, bzw. in den Chromoplasten noch ver-

Abb. 55. Methylchlorophyllid im Blatt Wwandte Karotinoide, z. B. Lycopin in Lycopersicum-, Rosa-
von Dahlia. Vergr. 285. und Arumfriichten, Rhodoxanthin in den rotlich verfarbten
Blattern von Reseda, Thuja und Potamogeton usw.

Sie liegen in den Chromoplasten meist, in den lebenden Chloroplasten immer gelést vor,
kristallisieren aber mit zunehmendem Alter in vielen gelben Bliiten (Tropaeolum, Kronensaum
der Narzissenbliite), Friichten (Rose, Paradiesapfel, Bocksdorn usw.), in Rhizomen (gelbe
Riibe) usw. aus (Abb. 56). Gelborange gefirbte Blatter (Reseda, Aloe), Wurzeln (Dracaena)
und viele gelbe bis feuerrote Bliiten (besonders Ranunculaceen und Kompositen) sind durch
Karotine gefarbt. Auch viele orange gefirbte Pilze (Peziza coccinea usw.) fithren Karotine.

Abb. 56. Zellen aus einem Bliitenblatt von Abb. 57. Karotinkristalle Abb. 58. Zellen aus Nitophyllum
Hemerocallis fulva mit Zellkernen, geschrumpiten imetiolierten Blatt vonVicia nach Absterben in Leitungswasser.
Chromoplasten und michtigen Karotinkristallen Faba nach Kalibehandlung. Die Chlorophyllkérner grau,
(nach KOHL). Vergr. zirka 400. Vergr, zirka 400. die Phycoerythrinkristalle schwarz.
Vergr. 350.

a) Die Karotine werden mit ganz konzentrierter Schwefelsiure tiefblau
gelost; Salzsdure, Bromdampfe und konzentrierte Salzsiure -~ Phenol fiarben
blau an.

b) Legt man Gewebe oder Schnitte in Laugealkohol (100 ecm?3 40proz. Alkohol
-+ 20 g Kalilauge) auf einige Tage in verschlossenen Glisern, so wird das ganze
Chlorophyll herausgelost. Wascht man die gelblichen Priparate mehrere Stunden
in destilliertem Wasser aus und untersucht dann in Glyzerin, so findet man die
frither Chlorophyll oder Karotin fithrenden Zellen mit gelborangen XKristallen
(Tafeln, Nadeln, Nadelbiischeln) iibersit (Abb. 57).
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Die Braunalgen, Diatomeen und die bekannte Orchidee Nestwurz (Neottia nidus avis)
fithren neben Karotinoiden statt griinem ein braunes Chlorophyll (Phaeophyll), das beim Ab-
sterben oder Abtdéten mit Alkohol, siedendem Wasser usw. in das griine iibergeht.

3. Phykoerythrin, Ein fiir die Rotalgen charakteristischer roter EiweiBkérper, neben
Chlorophyll und Karotin im Chloroplasten.

Wird ein Thallusstiick einer lebenden Rotalge in 10proz. Kochsalz- oder Magne-
siumsulfatlésung oder zuerst in destilliertes Wasser (zum raschen Abtéten) und
dann in die Losung gebracht, so farbt sich langsam der Zellsaft rot, die Chloro-
plasten werden griin. Nach einigen Stunden liegen in den Zellen prichtige, rote
Prismen von Phykoerythrin (Abb. 58). Sie losen sich im Wasser mit prachtvoller,
rotoranger Fluoreszenz und werden durch Kalilauge blau.

4. Phykoeyan. Die Blaualgen enthalten neben Chlorophyll und Karotinen den griinen,
blauen, braunen oder roten Eiweilstoff Phykocyan.

Legt man einen Algenrasen nach Abdunsten in einen Tropfen Eisessig unter
Deckglas oder in ein Schalchen, so werden die anderen Farbstoffe herausgelost,
die Faden erscheinen vom gefillten Phykocyan entweder blau oder violett. Beim
Abdampfen des Eisessigs kristallisiert dann am Rande oft Chlorophyllan oder
Karotin aus.

F. Enzyme.

Enzyme sind spezifische Substanzkomplexe des lebenden Organismus, die in kleinster
Menge katalytisch die einzelnen Prozesse beschleunigen. Sie sind chemisch nicht isoliert und
bekannt, nur in ihrer Wirkungsweise studiert. Sie sind die Regulatoren der meisten Prozesse
im Organismus, von denen jedes spezifisch nur einen einzigen Stoff oder Stoffgruppe in charak-
teristischer Weise zu verindern vermag und fithren auch in Rohextrakten viele Umsetzungen
in vitro durch. Sie sind an Eiwei gebunden und werden durch Hitze, Siuren, Alkali usw.
zerstort oder gehemmt. Nach ihrer Wirkungsweise unterscheidet man hydrolysierende und
desmolysierende (Kohlehydrate, Fette, Eiweifl, Glykoside spaltende), oxydierende (Oxydasen)
und reduzierende (Reduktasen) Enzyme.

Mikrochemisch sind manche durch ihre beobachtbare Wirksamkeit, durch ihre
Lokalisation in gewissen Elementen bzw. durch die sie begleitenden Eiweifistoffe
nachweisbar.

1. Diastasen (Amylase), die Stirke iiber Dextrine und Maltose zu Glykose
abbauen.

Vorhandensein und Wirksamkeit der Diastase 143t sich leicht an Starkekérnern
beobachten. Diese zeigen sich nach einiger Zeit der Einwirkung von Diastase
(auch kiinstlich nach Zusatz von Malzextrakt oder Speichel) von Poren und Kanélen
durchsetzt (korrodiert), zerbréckeln und verschwinden schlieBlich. In dem MaB
geht die Jodreaktion auf Stirke von Blau in Violettrot iiber (Dextrin) und tritt
schlieBlich tiberhaupt nicht mehr auf (siehe keimende Gerste).

2. Zytase spaltet die Hemizellulosen in den Membranen der Reservestoff-
behélter. Trigt man z.B. einen Tropfen einer Kirschgummildsung (enthilt viel
Zytase) auf einen Schnitt durch den Lupinensamen (am hohlen Objekttrager),
versetzt mit etwas Wasser und Thymol (zur Desinfektion) und hebt unter Deckglas
in der feuchten Kammer auf, so sicht man nach einigen Tagen die Verdickungs-
schichten zerfliefen und verschwinden.

3. Myrosin, Das senfélspaltende Ferment. Findet sich fast bei allen Cruciferen (s. S. 55)
in bestimmten Zellen, die stark EiweiBireaktionen geben (EiweiBschlduche, Myrosinzellen). Bei
den Resedaceen liegt es nur in den SchlieBzellen der Spaltéffnungen. Bei diesen Pflanzen liegen
Senfsl und Myrosin in getrennten Zellen. Manche enthalten aber nur Myrosin (z. B. Goldlack
in der Gefifbiindelscheide). Gibt man zu diesem Gewebe Senfél, so wird es gespalten.

Die Myrosinzellen geben sehr auffallend die EiweiBreaktionen (besonders die
Millonsche) und lassen sich dadurch im Gewebe sichtbar machen.

4. Emulsin in sehr vielen Pflanzen und Tieren, Glykoside (speziell die Blausiureglykoside
spaltend. Auch dieses Ferment im Gewebe riumlich lokalisiert und von Glykosid getrennt.
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Erst beim Anschneiden oder Toéten kommen die Stoffe zusammen und treten in Wirksamkeit.
Z. B. in bitteren Mandeln liegt das Emulsin im Embryo und den Gefiaflbiindeln des Kotyledo,
das Amygdalin im Parenchym der Kotyledonen. Das Emulsin ist aber auch bei siifen Mandeln,
wo kein Blausiureglykosid vorhanden ist, zugegen.

Zum Emulsinnachweis lassen sich die Blauséurereaktionen verwenden (s.S.54).
Das auf Emulsin zu priifende Gewebe usw. kommt in die Gaskammer und dazu
5proz. Amygdalinlésung und etwas Chloroform. War Emulsin vorhanden, so ist
die Blauséurereaktion am Deckglas bereits nach Stunden stark positiv.

5. Oxydasen. Allgemeinverbreitete Fermente, die oxydable Stoffe bei Sauerstoffgegen-
wart (frei oder aus Peroxyden) oxydieren (Verfarbung von angeschnittenen Apfeln, Kartoffeln,
von getoteten Pflanzen usw.). Eine Oxydase ist die Tyrosin zu Melaninen oxydierende Tyrosinase,
die aus dem Milchsaft von Rhus vernicifera schwarzen Lack bildende Laccase usw.

Nachweis. Legt man Schnitte auf einige Minuten in eine verdiinnte Losung
von Quajakharz in absoluten Alkohol und dann in Wasserstoffsuperoxyd, so firben
sie sich bei Oxydasegegenwart blau. Auch hier ist oft Lokalisation auf bestimmte
Gewebe festzustellen.

Zum Nachweis in ganzen Organen kann man gut das Wurstersche Tetrapapier
verwenden. Legt man zwischen die Halften einer aufgeschnittenen Kartoffelknolle
oder die Schnittflaichen vom Keimstengel von Helianthus und anderen Keimlingen
einen Streifen des Papiers, so zeichnen sich die Elemente, welche Oxydase enthalten,
am Papier mit blauem Abdruck ab.

G. Zellmembran.

Fast fiir jede Pflanzenzelle ist charakteristisch, daB sie von einer festen Geriistsubstanz,
der Zellhaut, umgeben, eingekapselt ist. Sie wird nicht aus einem chemischen Stoff aufgebaut,
sondern meist aus einem Komplex von verschiedenen organischen, vielfach durchsetzt mit
mineralischen Substanzen. Mit dem Reifen der Zelle und ihrer spezifischen Bestimmung
treten oft chemische Verinderungen oder Einlagerungen auf, die fiir das betreffende Ge.
webe spezifisch sind.

1. Zellulose. Die Membran der jungen Zellen, ebenso wie das Geriist der ausgewachsenen
Zellen aller hoheren Pflanzen und vieler niederer (fast aller Algen), besteht aus Zellulose. Diese
ist ein zusammengesetztes Kohlehydrat, ein Polysacharid, das bei der Saure- und Ferment-
spaltung nur Glykose liefert. Es dient nur als Geriiststoff.

Reine Zellulosemembranen (Baumwolle, Leinenfaser, Sonnenblumenmark, Par-
enchymzellen einjihriger Pflanzen und aller jugendlichen Organe usw.) geben
folgende Reaktionen:

a) Sie losen sich in konzentrierter Schwefelsdure unter Braunfirbung und
Hydrolyse.

b) Sie l6sen sich unter Aufquellung unveréndert in Kupferoxydammoniak (man
fallt aus Kupfervitriollssung mit verdiinnter Lauge Kupferoxydhydrat, filtriert,
wascht gut aus, preft ab und 16st in konzentriertem Ammoniak) und lassen aus
diesen mit Séure oder Alkohol die Zellulose amorph oder kristallisiert fallen.

c) Trigt man reine Zellulosemembranen in Jodjodkaliumlésung (100 cm3
Wasser + 0,3 g Jod + 1,3 g Jodkali) und versetzt dann mit einem Tropfen Schwefel-
sdure (2 Teile Schwefelsdure - 1 Teil Wasser), so farben sie sich unter méchtigem,
oft ziehharmonikaartigem Aufquellen tiefblau.

d) Sie farben sich mit Chlorzinkjod (30 g Zinkehlorid, 5 g Jodkali, 1 g Jod und
14 cm® Wasser) violett.

Sind die Membranen mit anderen organischen oder anorganischen Stoffen durch-
setzt, so kann man sie davon durch lingeres Liegen in Kalilauge oder Schulzeschem
Gemisch (1 Teil konzentrierte Salpetersiure 4+ 1 Teil konzentrierte Losung von
Kaliumchlorat) befreien. Sie geben dann eindeutig die Zellulosereaktionen.

2. Hemizellulosen. Enthalten neben Glykose noch andere Hexosen oder
Pentosen. Sie 16sen sich schon in kochenden, verdiinnten Siuren, geben bald die
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Farbenreaktionen auf Zellulose, bald nicht oder fiarben sich mit Jod allein schon
blau. Sie fungieren als Reservestoffe in Samen, Rinden usw. und werden beim
Keimen und Treiben durch Enzyme gelost.

(Dattelkern, Liliaceen-, Iridaceen-, Coffea-, Leguminosensamen.) Hierher gehort
auch das

3. Amyloid. Die Winde zahlreicher Samen enthalten in den verdickten Mem-
branen ein Polysacharid, das mit Jod wie Stirke (s. S. 33) blau wird. (Balsa-
minen-, Tropaeolumsamen, junge Sporen der Farne und Schachtelhalme.)

4. Verholzung. Bei der Ausgestaltung der Elemente des Holzteiles, vieler Bast-, Mark- und
Steinzellen, werden deren Membranen durch Einlagerung verschiedener organischer Substanzen
und deren Reaktion untereinander und mit der Zellulose ,,verholzt‘‘. Die Holzsubstanz (Lignin)
ist zwar nicht bekannt, enthélt aber im Molekiil Substanzen (Vanillin) oder fithrt Begleitstoffe
(Koniferin, Aldehyde), die immer im Holz vorhanden sind und folgende Reaktionen geben.

Verholzte Membranen werden mit

1. einer Losung von Anilinsulfat (0,1 g Anilinsulfat -\~ 10 cm3 Wasser -+ 1 Trop-
fen Schwefelsdure) dottergelb.

2. Werden Schnitte in 5o alkoholische Phlorogluzinlésung gelegt und dann mit
1 Tropfen konzentrierter Salzsdure iiberdeckt, so fiarben sie sich kirschrot. Diese
Reaktion beruht auf dem im Ligninmolekiil vorgebildeten Vanillin (8. 50). Ver-
holzte Gewebe geben bei Sublimation am Ring (s. S.12) reichlich Vanillin.

Auch viele andere Stoffe geben mit Holzsubstanz Farbenreaktionen. Interessant
ist, daB das Holz vieler Pomaceen, Prunusarten usw. schon mit Salzsiure allein
rote Férbung gibt, da hier im Holzgewebe schon Phlorogluzin (s. S. 35) frei vor-
handen ist.

5. Kutikularisierung und Verkorkung. Die Kutikula, das diinne Hautchen auf der Ober-
haut aller krautigen Organe, ist aus einem Stoffgemisch von Fetten, Fettsiuren usw. (Kutin)
gebildet. Auch die obersten Schichten der oberen Epidermiswand kénnen damit durchtrinkt
sein. Sie bilden einen Fettmantel um die ganze Pflanze.

Ahnliche Stoffgemische sind in die Membranen der Korkgewebe, die oft in dichten Lagen,
die Kutikula vertretend, alle mehrjéihrigen Organe umkleiden, eingelagert.

Die Korkzellen und die Kutikula geben folgende
Reaktionen:

a) Sie l6sen sich in konzentrierter Chromséiure-
16sung im Gegensatz zu Zellulose und Holzmembranen
nicht oder nur sehr langsam.

b) Sie farben sich mit den Fettfarbstoffen,
Sudan III oder Scharlachrot (s. S. 34). schén rot an.

¢) Korkmembranen zeigen Verseifung. Bringt
man Korkgewebe in konzentrierte Kalilauge, so
farben sie sich gelb. Erwirmt man das Priparat
langsam bis zum Kochen, so wird es erst dunkel-
gelb und man findet dann in und an den Membranen gekérnelte, gelbe Ballen
der Verseifungsprodukte (s. S.34 und Abb. 59) der eingelagerten Fette und Fett-
ssuren. (Flaschenkork.)

d) Die Kutikula gibt mit dem Aldehydreagens hiufig schéne rote Firbungen
(s. S. 36).

6. Gummi und Schleime. Manche Membranen bestehen aus Gummi oder Schleim (Algen,
Lein- und Flohsame usw.) oder bilden nachtriglich diese Substanzen (Amygdaleen, Mimosaceen,
Astragalus), die wahrscheinlich den Hemizellulosen nahestehen und dadurch charakterisiert
sind, da sie im Wasser verquellen. Bei manchen Pflanzen liegt der Gummi in der Zelle (Schleim-
behilter der Orchideenknollen, Salep-, Malvaceenschleim usw.).

Spezifische Reaktionen fiir diese verschieden zusammengesetzten Stoffe so ver-
schiedenen Ursprungs gibt es nicht. Sie werden nur durch gewisse Firbungen im
allgemeinen angezeigt.

Klein, Praktikum der Histochemie. 5

Abb. 59. Korkreaktion mit Katilauge;
im Kork von Pelargonium. Vergr. 180.
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Nachweis. Viele Schleimbehélter farben sich mit Korallinsoda (1°o Korallin
in konzentrierter SodalSsung) schén rot, mit alkoholischer Methylenblaulésung
(1 :5000) himmelblau (Malven-, Tilia-, Rosaceenschleim). Legt man schleimhaltige
Schnitte in 10proz. Kupfersulfatlésung und dann in 10proz. Kalilauge, so farben
sie sich blau (Malva).

Wundgummi. Unterschieden von diesen ist das durch Verquellen der Holz-
membranen verwundeter Gewebe entstehende Wundgummi bei krautigen Pflanzen
und Béumen (z. B. Kirschgummi). Dieses verquillt im Wasser nicht und gibt die
Holzstoffreaktionen (S. 59).

7. Pektinstoffe. Die Mittellamellen aller Zellen, die Kittsubstanz der Zellen zum Gewebe,
die Interzellularsubstanz vieler Friichte (Apfel, Quitte — Quittenschleim —), die organische
Membransubstanz der Kieselschalen der Diatomeen bestehen aus diesen Stoffen.

Sie farben sich mit sehr vielen Farbstoffen. Halbwegs sicher sind nur folgende
Reaktionen:

Rutheniumrot (Farbstoff 1:5000 im Wasser, mit einem Trépfchen Ammoniak
versetzt) farbt fast nur Pektinstoffe rot.

Safranin farbt orangegelb (Holz rot), Methylenblau blauviolett (alles andere
rein blau). Beim Auswaschen mit verdiinnter Essigsdure werden die Pektinstoffe
entfarbt. Alles andere bleibt geférbt.

8. Phytomelane. Im Hill- und Spreublatt, in der Fruchtwand vieler Kompositen
findet sich eine braune bis schwarze Schicht (entstanden aus der Mittellamelle einer ver-

dickten Zellschicht), die als Netzwerk die
ganze Wand durchzieht und kohleartige
Beschaffenheit hat.

Wenn man Kompositenfriichte und
Hiillblatter in Chromschwefelsdure legt,
bleiben nur diese Phytomelanschichten
als zierliche Netze tbrig (Abb. 60),
s. Kohle (s. S.27).

Beim Veraschen verschwinden sie.

(Versuchsobjekte: Samen von Heli-
anthus, Frichte von Xanthium, Ta-

Abb. 60a, b. Phytomelanschichten. getes’ Carthamus‘)
a Querschnitt durch das Pericarp von Bidens pilosa. oo
b Flichenansicht aus dem Pericarp von Xanthium 9. Chitin. Im Gegensatz zu allen anderen
spinosum. Vergr. 180. Membranen besteht die der Pilzhyphen aus

dem im Tierreich hiufigen (Crustaceen, In-
sekten) Chitin. Bei der Spaltung mit Alkali liefert Chitin Chitosan und dieses mit Sauren
Essigstiure und Glykosamin (stickstoffhaltige Glykose).

Nachweis. Die Pilzprobe wird mit konzentrierter Kalilauge am Olbad (zu-
gedeckt, um das zu starke Abdunsten des Wassers zu verhindern) auf 120° erhitzt
(ca. 1/, Stunde), dann mit Alkohol gewaschen und mit Jodjodkaliumlésung (0,2 g
Jod +- 2 g Jodkalium in 100 cm? Wasser) und Schwefelséure (5%/,) versetzt. Das in
den Membranen gebildete Chitosan farbt sich violett.

H. Besondere Zellinhaltskorper.

Recht hiufig findet der Biologe neben den bekannten morphologischen Ge-
bilden der Zelle (Kern, Chromatophoren, Stirkekérner, Oxalatkristalle usw.) Ein-
schliisse amorpher oder kristallinischer Beschaffenheit, die nicht leicht, haufig
itberhaupt nicht zu identifizieren sind. Auf die Morphologie und Zytologie dieser
Korper kann hier nicht eingegangen werden. Soweit sie aber schon irgendwie
mikrochemisch zu charakterisieren sind, sollen sie als Anhang zusammenfassend
behandelt werden.
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a) EiweiBkorper und EiweiBkristalle.

1. Im Plasma oder Zellsaft. Aleuron. In allen reifen Samen, besonders in fett-
haltigen, liegen eiweiBreiche Korner, die Protein- oder Aleuronkérner. Sie sind
am besten sichtbar zu machen durch Einlegen der Schnitte in Ol oder Glyzerin,
da in Wasser das vorhandene Fett storende Emulsionen bildet.

In der Eiweilgrundmasse,
die von einer diinnen Mem-
bran umgrenzt wird, koénnen
noch verschiedene Inhalts-
kérper liegen: Eiweilkristal-
loide, Globoide und Xalk-
oxalatkristalle (Abb. 61).

Die Membran besteht auch
aus Eiweifl und 148t sich durch ADb. 61a—c. Aleuronkirner

ganz verdiinnte Lauge: Salz- 5 aus dem Endosperm von Rizinus, mit Globoiden, in Olivensl.
oder Essigsdure und Kalk- Vergr. 250.

A b nach Behandlung mit Pikrinsiure-Eosin treten die EiweiBkristalle

wasser sichtbar machen. deutlich hervor, die %loboidlg sind Eer%chzveunden. fugergr. 35%
. . . . ¢ aus dem Samen von Vitis. Das groBe Proteinkorn fiithrt eine Druse
Die Eiweifligrundmasse 16st von Kalkoxalat. Vergr. 250. (Nach MOLISCH.)

sich in verdiinnter Kalilauge,

Ammoniak und konzentrierter Natriumphosphatlosung und gibt sehr deutliche
Eiweilreaktionen. Die Proteinkorper in den Kotyledonen der Leguminosen und
in der Membranschicht der Gramineenfriichte enthalten nur diese Grundmasse.

Héufig aber fithrt das Aleuron auch Eiweikristalloide. Sie sind im optisch homo-
genen Medium oft nicht sichtbar, treten aber in konzentrierter Natriumphosphat-
I6sung, die alles andere weglost, deutlich hervor.

Noch klarer werden die Bilder, wenn man die Schnitte mit Pikrinsdure (in
absolutem Alkohol gelést) fixiert, mit absolutem Alkohol wischt, mit alkoholischer
Eosinlésung farbt (wenige Minuten) und mit absolutem Alkohol differenziert. Die
Schnitte kommen durch Nelkenél in Kanadabalsam. Die Eiweilmasse ist dunkel-
rot, das Kristalloid gelb, die Globoide sind verschwunden (Samen von Linum,
Rizinus und Bertholletia).

Die Globoide (MgCa-Salz einer Inositphosphorsiure = Phytin) l6sen sich in
verdiinnter Essig-, Pikrin- und Salzsdure.

Kalkoxalat, relativ selten in Einzelkristallen oder Drusen (Vitissamen), leuchtet
im polarisierten Licht auf.

Eiweifikorper finden sich ferner (von Membranen umgeben) im Milchsaft
mancher Moreen (Cecropia peltata). Sie sind von ungleicher Form, geben die EKi-
weilreaktionen, l6sen sich in Alkali, farben sich mit Jodjodkali gelb, mit Anilin-
violett violett.

Eiweifkristalloide finden sich unter den Krypto- und Phanerogamen recht
héufig. Charakteristisch sind die Eiweiwiirfel unter dem Kork der Kartoffelknolle,
plattenformige Kristalle im Milchsaft von Musa- und Amorphophallusarten; mond-,
faden- und peitschenférmige in Epiphyllumarten, in der Oberhaut von Drosera
und Dionaea usw.

2. Im Kern. In den Zellen der Characeen findet man kugelige, dicht bestachelte
Korperchen (Stachelkugeln), die mit Jodjodkali braun werden und die EiweiS-
reaktion geben. Auch die Kerne hoéherer Pflanzen fithren EiweiBkristalle, z. B.
von Lathraea squamaria, von Pinquicula, Utricula:ia, Liliaceen, Campanulaceen usw.

Die EiweiBireaktionen sind in den genannten Fillen deutlich sichtbar, miissen
aber in vielen anderen Fallen erst durch zytologische Farbungen (Himatoxylin
mit Saurefuchsin) sichtbar gemacht werden.

5%
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3. In Chromatophoren. Die griinen (Chloroplasten), gelben (Chromoplasten) und
farblosen (Leukoplasten) Chromatophoren kénnen neben ihrer EiweiBlgrundmasse
und den spezifischen Farbstoffen noch andere Inhaltskérper fithren: Eiweil3-
kristalloide, Leukosomen und Pyrenoide. Vom Olvorkommen wird spéter gehandelt,
itber Stirke s. S. 33.

EiweiBkristalloide finden sich besonders bei Orchideen, Canna usw. Die
Leukoplasten. in der Epidermis mancher Tradescantiaarten (z. B. Tr. discolor)
fihren  Proteinkorper
(Leukosomen), die die

Eiweillreaktionen

.7 )% geben und mit Jodjod-

° o kali gelbbraun werden.

a Bei vielen Algen (Dia-

Jd '8 tomeen, Chlorophyceen,

Abb. 63 Stilok einor Zell Florideen) wund dem
. . UCK einer Zeile .
von Spirogyra mit Chloro- Moose Anthoceros fin-

Abb. 62. Zellende von Closterium Ehrenbergi phyllband. i .
mit Chromatophor, Pyrenoiden und Endbléschen, Darin die Pyrenoide mit det man in d.en Cb‘loro
erfilllt von Gipskristillchen, Vergr. 700, Sthrkeherden. Vergr.285. plasten kugelige Korper

in der Ein- oder Mehr-
zahl eingebettet (Pyrenoide), die nur aus amorphem Eiweill bestehen oder auch
Eiweifkristalloide eingelagert zeigen und dadurch charakteristisch sind, dal an
ihnen Starkekérner direkt hilllenbildend anschieBen (Abb. 62 u. 63).

b) OL

Oltropfen. In und an den Chloroplasten vieler Pflanzen, z.B. Musa, Dra-
caena, Agave, Orchideen, Kakteen usw., findet man héufig stark lichtbrechende
Tropfchen, die weder zu den echten Fetten
noch den #therischen Olen gehéren, keine
Aldehyde (s. S. 36) enthalten, in Wasser
unléslich, in Alkohol, Ather, Petrolither,
Chloroform wusw. l6slich sind und sich mit
lproz. Osmiumsdure (s. S.39) braun firben
(Abb. 64).

Sie werden mit zunehmendem Alter mehr-
jahriger Blatter grofler und zahlreicher und
treten auch vor dem Blattfall reichlich auf;
bilden und reichern sich auch bei intensiver
und langdauernder Assimilation an. Vielleicht
stammen sie aus den Phosphatiden des Chloro-

Abb. 64.
Links: Olkﬁgel%xen im Blattmesophyll von pla’StenStromas (Mesophy llsekret)'
Musa. Vergr. 350. 3] Ing : o .
Rechts: Mesophyllsekret im Blatt von Taxus. Olkm'p er bei Blute’npf lanzen. In jungen

Vergr. 285. Blattern von Vanilla, Dracaena, Agave, Lilia-

ceen (Ornithogalum, Funkia) und Orchideen,

aber auch in Stengeln und Wurzeln, werden meist ein bis mehrere rundliche,

plasmatische Gebilde, die von Ol erfilllt sind (etwas groBer als der Zellkern,

ca. 8 bis 12 u) gefunden, die Elaeoplasten. Sie verschwinden mit zunehmendem
Alter des Organes.

Bei Behandlung mit Eisessig oder Pikrinsiure tritt die Olmasse aus; sie ist in

Alkohol und Lauge loslich, wird mit Alkannatinktur rot und mit Osmiumsiure

schwarz.
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Auch bei Lebermoosen finden sich olhaltige Ansammlungen (bis 20 u) in den
Zellen. Sie zeigen die Loslichkeits- und Farbungseigenschaften wie die Ole. Ob
echte Fette oder Ole vorliegen, ist nicht entschieden.

Bei Laubmoosen (Fontinalis) liegen in den Blattzellen zu Kndueln dicht ver-
schlungen Fiden, die bestindig ihre Lage und Form &ndern, durch Reagenzien
(Chinin, Alkohol usw.) zerfallen und nach Auswaschen dieser wieder zusammen-
treten. Sie bestehen zum grofiten Teil aus Fett.

c) Irisierende Platten.

Bei Meeresalgen, besonders Chylocladia- und Nitophyllumarten, die bei starker
Beleuchtung blau, weil oder rotlich irisieren, treten an den belichteten Thallus-
teilen in jeder Zelle parallel dem stirksten einfallenden Licht Platten oder Kugeln
auf, die stark lichtbrechend sind und kleine Kiigelchen enthalten. Sie werden
mit Jod braun, mit Osmiumsiure schwirzlich und unléslich; ob sie Eiweikorper
oder Elaeoplasten sind, ist noch ungeklért.

d) Der Augenfleck.

Bei vielen aktiv beweglichen Algen (Volvox) und den griinen Flagellaten
(Euglena), ebenso bei den Schwirmsporen vieler festsitzender Algen (Ulothrix
usw.) liegen im Plasma, oft bestimmt orientiert, ein oder mehrere rotliche Kor-
perchen — die Augenflecke genannt werden. Sie bestehen aus einer plasmatischen
Grundlage, die mit einem Karotinoid tingiert ist. Der Farbstoff zeigt alle Reaktionen
des Karotins (s. S. 56).

e) Volutin.

Bei Bakterien, den meisten Pilzen und vielen Algen (z.B. Spirillum, Hefe,
Diatomeen) findet man farblose, zihflissige, lichtbrechende Korperchen (0,2 bis 6 1),
die Volutinkérper. Sie losen sich in Wasser von 80 bis 100°, werden aber durch
Alkohol, Pikrinsdure und Formol schwarz oder unléslich.

Sie losen sich in Alkalien und konzentrierten Siduren und geben schéne Fir-
bungen. Trocknet man das Material am Deckglas an, zieht durch die Flamme,
farbt mit Methylenblau (1 Teil in 10 Teilen Wasser) und wischt (unterm Deckglas
durchziehen) mit 1proz. Schwefelsidure, so bleibt nur das Volutin dunkelblau gefarbt.

Der Korper wird fiir ein Nukleoproteid gehalten.

Was sonst an kleinsten Kornchen und Tropfchen von Eiweill, Lipoiden, Fetten,
atherischen Olen, Gerbstoffen usw. in der Zelle schwebt, entzieht sich der Diagnose.

f) Chromosomen.

Um das spezifische Chromatin des Zellkerns, besonders in den Chromosomen
von sich teilenden Zellen, sichtbar zu machen, war es bisher nétig, das Material zu
fixieren, einzubetten, zu schneiden, zu farben usw.; das Priparat bedurfte also einer
wochenlangen Arbeit. Nunmehr ist es mdglich, in 10 Minuten von generativen und
auch somatischen Kernteilungen ein Chromosomenpréparat herzustellen, aus dem die
genaue oder (bei hohen Zahlen) doch anniahernde Zahl der Chromosomen, Spaltungen,
Einschniirungen, Satelliten usw. leicht und eindeutig ermittelt werden kénnen.

Zupfmaterial oder Rasiermesserschnitte werden auf dem Objekttriger mit
Karminessigsdure (45proz. Essigssure kochend mit Karmin gesittigt und filtriert)
unter Deckglas wiederholt aufgekocht. Das durch die Behandlung mazerierte
Gewebe wird durch sanften Druck mit der Nadel senkrecht auf das Deckglas in
schnittdiinner Schicht ausgebreitet. Dann saugt man frische Karminessigsiure
durch und 148t abkiihlen. Untersucht wird wie iiblich mit Olimmersion und starkem
Okular moglichst auf Kreuztisch (wegen des leichteren Festhaltens von guten Bil-
dern). Die Chromosomen treten intensiv gefarbt im fast farblosen Plasma hervor.
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Die Priparate konnen unbeschadet eintrocknen und monatelang liegen; zum Ge-
brauch werden sie nur wieder frisch mit Karminsiure aufgekocht. Die Methode
bedeutet eine ungeheure Erleichterung bei Chromosomenstudien (HErTz).

IV. Tierische Histochemie.

(Vgl. auch die Abschnitte: Tierische Gewebe [Romris], Histochemische Reaktionen [RoMEIS],
Mikroskopischer Nachweis der Zellpigmente und Lipoide [ScemMipTMANN] und Mikrotechnik
der Wirbellosen [GELEI] in der ,,Methodik der wissenschaftlichen Biologie*, Bd. 1.)

Im Gegensatz zur pflanzlichen Histochemie ist die tierische noch nicht auf exakt
mikrochemischer Grundlage durchgearbeitet.

Die Schwierigkeiten der histochemischen Untersuchungen auf animalem Gebiete
sind durch die geringe Widerstandsfiahigkeit der Tierzelle (schon verdiinnte Siauren
und Alkalien zerstoren die Zelle vollstindig) noch erhht. Dann ist die Tierzelle
durch ihren hohen Gehalt an Eiweill charakterisiert, das in freiem Zustand jede
Reaktion verhindert und vorher irgendwie geféllt werden muf.

SchlieBlich ist nach allen Untersuchungen der Gehalt an Substanzen in der
Tierzelle recht einheitlich, einférmig, die Zahl der vorhandenen Substanzen iiber-
haupt gering.

Zwischen der Richtung der Histologie, die den streng lokalisierten Nachweis
im Gewebe und den Zellstrukturen mit morphologisch eindeutigen, empfindlichen
Farbungen, allerdings nach langwierigen verindernden Prozeduren versucht, und
der streng chemischen Richtung der physiologischen Chemie, die einzelnen Stoffe
zu isolieren und qualitativ und quantitativ eindeutig zu charakterisieren, ist eine
klaffende Liicke. Ein Ubergang, der unseren botanischen Methoden des chemisch
eindeutigen Nachweises eines Stoffes in oder aus einem Gewebestiickchen entspricht,
existiert in der animalen Mikrochemie noch kaum. Nun bin ich der Meinung, daf3
ein lokalisierter Stoffnachweis in der Zellstruktur aus vielen Griinden nicht beweis-
bar, ja direkt unmoglich ist, wenigstens fiir die tiblichen Methoden. Der mikro-
chemische Nachweis im Sinne der Pflanzenmikrochemie wire demnach die einzige
Moglichkeit, Vorkommen, Verteilung und Wandel von Stoffen in Geweben und
Organteilen, Korperfliissigkeiten usw. naher zu erfassen und damit physiologischer
Forschung zu dienen. Fiir die Erforschung des feineren Zellbaues nach der chemi-
schen Zusammensetzung scheint in den meisten Féllen noch keine sichere Moglich-
keit gegeben.

Deshalb seien im folgenden' nur mikrochemisch sichere Methoden angefiihrt.

Zum Nachweis von chemischen Stoffen im weichen tierischen Gewebe kommen
diese natiirlich nur in einem Zustand in Betracht, wo Verdnderungen in der che-
mischen Zusammensetzung und Verteilung der Korper woch nicht Platz gegriffen
haben. Also frische Zupfpriparate, nach vorhergehender Trocknung im Schwefel-
sdureexsikkator oder bei hoherer Temperatur, am besten Gefrierschnitte, die am
Gefrieraufsatz des Mikrotoms in wenigen Minuten ohne Verédnderung des Chemismus
(es wird nur Wasser entzogen und das Eiweil gefillt) hergestellt werden kénnen
und mikroskopisch die beste Ubersicht geben?.

Auf das Mikrotom wird der Gefrieraufsatz, der mittels Metallschlauch mit einer
Kohlenséureflasche verbunden ist, aufgesetzt. Das Objekt wird auf die Aufsatz-
fliche aufgedriickt oder mit Gummi oder Agar aufgeklebt, dann wird die Kohlen-
siiure stoBweise ausstrémen gelassen, durch die Verdampfungswirme der Kohlen-
sdure das Objekt hart gefroren und entwéssert und wie normal geschnitten.

1 Eine Bearbeitung der tierischen Histochemie auf dieser Grundlage mit den botanischen
Methoden plane ich selbst, nach Beendigung der schon langjihrigen Vorarbeiten, durch-
zufithren.
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Harte Objekte (Knochen, Zahne, Korallen usw.) kénnen geschliffen und in
Diinnschliffen untersucht werden. Fir die chemische Prifung geniigen auch ab-
gebrochene Fragmente.

a) Anorganische Stoffe.

1. Kalium. Gefrierschnitte frischer Organe, Blutzellen usw. kommen sofort
in eine konzentrierte Losung von Natriumkobaltnitrit in 10proz. Essigsdure. Nach
wenigen Minuten tibertrigt man zum Entfernen des Reagensiiberschusses fiir
1/, Stunde in 10proz. Essigsdure und dann auf mehrere Stunden in destilliertes
Wasser. Das Kalium ist in Form von kleinen, orangegelben Kristallen gefillt.
Um diese besser sichtbar zu machen, bringt man die Praparate in Glyzerinammo-
niumsulfid (Schwefelwasserstoff wird in Ammoniak — spezifisches Gewicht 0,96 —
bis zur Sittigung eingeleitet und diese Losung mit gleich viel Glyzerin gemischt);
durch Bildung von Kobaltsulfid firben sich die Kristdllchen schwarz. Freilich
geben Ammonium und Kreatin im Tierkérper die gleiche Reaktion. Zum Vergleich
ist es daher nétig, ein gleich grofles Quantum zu glithen, wobei nur Kalium iibrig-
bleibt, und mit diesem eine Vergleichsreaktion zu machen.

Auch mit Platinchlorid kann man so wie bei pflanzlichen Praparaten (s. S.17)
auf Kaliam priifen.

2. Der Nachweis von Ammonium 148t sich ebenso wie im Pflanzenksrper fithren
(s. S.19).

3. Ebenso der Nachweis auf anorganisches und organisches Magnesium (s. S. 22).

4. Caleium. Gelostes Ca gibt mit einer 5proz. Losung von Ammonoxalat
die unloslichen Kristélichen von Calciumoxalat (s. S.30) oder man behandelt
mit 1 Tropfen 2proz. alkoholischer (96proz.) Schwefelsdure (s.S.20). Die ent-
standenen Gipskristillchen lassen sich deutlicher sichtbar machen, wenn man mit

Alkohol nachwéscht, mit einem Tropfen 1—7:) Bleiazetatlosung versetzt, nach 30 Minuten

gut in Wasser wischt und dann in Glyzerinammonsulfid (s. oben) iibertrigt.
Das Calciumsulfat wurde dadurch in das unlésliche Bleisulfat und dieses in schwarzes
Bleisulfid umgewandelt, das sich vom Préparat gut abhebt.

Sehr kalkreiche Préparate wie Stiicke oder Schliffe von Zihnen, Knochen usw.
iiberdeckt man mit einem Tropfen 10- bis 20 proz. Schwefelsdure, worauf das ganze
Priparat in kiirzester Zeit mit Gipsbiischeln bedeckt ist (Unterscheidung von
vegetabilischem Elfenbein) und sich nach Abwaschen und neuerlichem Zusatz von
Reagens wieder bedeckt, da das vollstdindige Herauslosen des gesamten Calcium-
karbonates und -phosphates viele Stunden dauert.

5. Eisen. Das anorganische Eisen wird wie im Pflanzengewebe mit Ferro- und
Ferricyankalium als Berliner- und Turnbullsblau nachgewiesen (s. S. 23).

Die einzige absolut zuverléssige Methode zum Nachweis des anorganischen Eisens
ist folgende:

Die Gefrierschnitte werden in destilliertem Wasser abgespiilt und kommen auf
einige Stunden in konzentriertes, etwas gelb gefirbtes Schwefelammon; werden
dann in destilliertem Wasser sorgfiltig abgespiilt und in einer frischbereiteten
Mischung von 20proz. Ferricyankaliumlsung und 1proz. Salzsiure zu gleichen
Teilen fiir 15 Minuten eingelegt. Nach sorgfaltigem Abspiilen erscheint alles an-
organische Eisen als Turnbullblau leuchtend blau.

Der Nachweis des organisch gebundenen, also des gesamten Fe gelingt eindeutig
nur nach Veraschung. Die Behandlung ist wie beim Pflanzenschnitt. Eisenreiche
Gewebe geben gelbe bis dunkelrote Aschen.

Nur im Blut ist es uns gelungen, das im Hédmoglobin organisch gebundene Eisen
ohne Veraschung nachzuweisen. Salzsaures Himatin, Himoglobin und intaktes
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Blut geben bei vorsichtigem Hantieren direkt keine Berlinerblaureaktion. Legt
man aber eine Spur dieser Stoffe oder einen Blutausstrich auf dem Objekttriger
iber den Hals einer Bromflasche (etwa 1 Stunde) (s. S.22) und macht dann
die Reaktion, so tritt die Berlinerblaufirbung anndhernd so stark auf wie nach dem
Veraschen der gleichen Stoffmenge?.

6. Kupfer 1a8t sich wie Eisen (1.) mit Ferrocyankalium nachweisen und gibt
rotbraune Farbung.
7. Chlor wird entweder mit 1 proz. ammoniakalischem Silbernitrat wie im
Pflanzenschnitt kristallisiert dargestellt (s. S. 24) oder lokalisiert auf folgende Art:

frische Schnitte werden in —1%—
und nach Imprignierung dem Licht exponiert, wobei das entstandene Silberchlorid
reduziert und schwarz gefdrbt wird. Die Salpetersidure verhindert das Entstehen
anderer Silberverbindungen, die sich evtl. auch dunkel firben wiirden.

8. Die wechselnde Bildung von Salzsiure im normalen und pathologischen
Magen lieB sich durch die parallel verlaufende Speicherung und Ausscheidung von
injiziertem Neutralrot durch die Belegzellen verfolgen.

9. Jod laBt sich wie im Pflanzenschnitt mit Salpetersiure und Stirke durch
Blaufirbung nachweisen (groere Mengen in der Schilddriise) oder als rotes

Quecksilberjodid darstellen. Die Schnitte kommen wie beim Chlor (im Dun-
keln) in die Silbernitratlosung, werden hierauf mit destilliertem Wasser gewaschen
und kommen in eine 4 proz. Lésung von Sublimat, in der sich das vorher gebildete
Silberjodid in zinnoberrotes Quecksilberjodid verwandelt.

10. Die Kohlensiiure der Karbonate wird ebenso wie beim Pflanzengewebe
(s. 8. 1042) sichtbar gemacht.

11. Sulfate lassen sich am besten durch Eintragen der Schnitte in Bleiazetat-
lsung in 5proz. Salpetersiure als Bleisulfat fillen, das durch Glyzerinammonsulfid
in schwarzes, gut auffindbares Bleisulfid umgewandelt wird (s. S. 65).

Die organischen Bindungsformeln von Schwefel (z. B. das Cystin im Eiweil
und Keratin, Taurin in der Taurocholsiure der Galle, Atherschwefelsiuren im
Harn von Harnkranken) lassen sich nach Abspaltung durch Brom (s. S.25) als
Gips (und evtl. Uberfithrung in Bleisulfid (s. S. 65) schén nachweisen.

12. Phosphate werden durch salpetersaures Ammonmolybdat (s. S.26) gelost
und als gelbes Phosphormolybdat gefillt (besonderer Nachweis des Calcium-
phosphats im Knochen). Der Nachweis des organisch gebundenen Phosphors
gelingt sehr gut mit meiner Perhydrolmethode (s. S. 26), nur zeigt das Tiergewebe
meist groBere Mengen als das pflanzliche.

13. Zur Priifung der Mineralstoffe in Knochen, Zihnen usw. verfahrt man am besten
so: Der Knochenschliff und -splitter, ebenso Knochenasche wird am Objekttriger
oder bei groferen Stiicken im Reagenzrohrchen mit 50proz. Salzsiure iiberdeckt,
wobei sich die Salze l6sen, dann mit Ammoniak iibersittigt (weie Fallung) und
mit Essigsdure wieder gelost (nur Eisenphosphat bleibt in Flocken ungelést).

Mit je einem Trépfchen der Losung 1aBt sich dann Calcium, Magnesium und
Phosphor wie bei der Pflanze nachweisen.

Silbernitrat in 1,5proz. Salpetersdure iibertragen

b) Organische Stoffe.

1. Oxalséure gelost (im Harn) wird am einfachsten mit 1proz. Calciumnitrat,
-azetat oder -chloridlosung versetzt, worauf sofort ein weiBer Niederschlag von
Kérnchen und Kristillchen des Calciumoxalates fallt (s. S.30). Oder man ver-
setzt mit einem Tropfen 10proz. Essigséiure und einem Tropfen 1proz. Silbernitrat

1 Noch nicht verdffentlicht.
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und erhdlt die charakteristischen Kristallchen von Silberoxalat. Festes Calcium-
oxalat (Harnsteine) wird gepriift auf Loslichkeitsverhdltnisse nach S. 20 und nach
Salzsdurebehandlung wie oben. Auch die Sublimation ist so zu fithren wie in der
Pflanze (s. S. 30).

2. Fettsiuren und Fette, die Fettgewebe erfiillend, aber auch sonst in jeder
Zelle. Sie zeigen sich schon im intakten Gewebe durch starke Lichtbrechung an,
werden mit Ather, Benzol, Chloroform, Azeton herausgelost. Die ungesittigten
Fettsduren und Fette werden durch 1proz. Osmiumséurelésung und Fixiergemische,
die diese enthalten, schwarz geférbt.

3. Alle Neutralfette geben mit Sudan III oder Scharlachrot (heiff geséttigte
Losung in 70proz. Alkohol, nach dem Erkalten von dem ausgefallenen Farbstoff-
iiberschufl filtriert) prachtvoll rote, mit gesattigter Chlorophyllésung in 80proz.
Alkohol tiefgriine Farbung.

4. Freie Fettsiuren (besonders Olsiure) und deren K-, Na- und Ca-Salze
(Seifen), charakteristisch fiir nekrotisches Fett, lassen sich folgendermaBen nach-
weisen: Man behandelt Gefrierschnitte durch 2 Stunden mit einer konzentrierten
Losung von Kupferazetat bei 35°und wischt dann den Salziiberschufl mit destilliertem
Wasser aus. Sémtliche Fettsduren und ihre Salze findet man als blaugriine bis
blaBgriine Trépfchen oder Kristdllchen. Nachtrigliche Sudanfirbung zeigt neben
den griinen Fettsduren die Neutralfette rot.

5. Fettsiuren, Seifen und auch Phosphatide farben sich mit Neutralrot tiefrot, wih-
rend neutrale Fette ungefarbt bleiben. Mit dieser Methode lie8 sich die Verbreitung
der verschiedenen Fettsubstanzen unter normalen und pathologischen Verhéltnissen
verfolgen, ebenso die Bildung von Fett aus Glykogen in jungen Fettzellen feststellen.
Durch Sudanfiitterung lieB sich nach der Farbung die Ein- bzw. die Anlagerung
neuer Fettsubstanzen verfolgen, dhnlich wie mit eingefiihrtem Alizarin die neuen
gebildeten Knochenschichten durch chemische Bindung des Farbstoffes an dem
frisch abgelagerten Kalk. Auch die fettartigen Sekrete in der Milchdriise, der
Schilddriise, den Talgdriisen und der Harderschen Driise an manchem Siugetier-
auge zeigen die Fettreaktionen.

6. Werden Schnitte vorerst nach Ciaccio in Kaliumbichromat 5 proz.oder in Formol
40proz. fixiert und dann mit absolutem Alkohol (2 Stunden) behandelt, so gehen die
Fette in Losung, die Lezithine sind eine schwerldsliche Komplexverbindung ein-
gegangen und firben sich jetzt mit Sudan selektiv rot.

7. Die iiberall vorhandenen Cholesterine lassen sich wie die Phytosterine (s. S. 37)
mit Digitanin kristallisiert nachweisen. Gro8e Mengen erhilt man an den Haaren
und im Wollfett (Lanolin).

8. Die den Karotinen nahestehenden, gelben Lipochrome im Fett, in Epidermis
und Kutis der Haut geben mit konzentrierter Schwefelsiure voriibergehende tief-
blaue Farbung.

9. Glykogen, das tierische Reservekohlehydrat, in der intakten Zelle geldst
(z. B. Muskel- oder Leberzelle), wird am besten so nachgewiesen:

Frisches Gewebe oder Gefrierschnitte oder Schnitte, in absolutem Alkohol fixiert,
kommen auf 10 Minuten in Lugolsche Losung (2 g Kaliumjodid in 300 cm3 Wasser
+ 1g Jod) und dann in absoluten Alkohol, dem auf 4 Teile 1 Teil 10proz. Jod-
tinktur zugesetzt ist. Das Glykogen erscheint als braunrote Kérnchen (s. S. 34).
Vergleichsgewebe, das vor der Behandlung mit Speichel versetzt wurde (die Diastase
des Speichels spaltet Glykogen zu Zucker) zeigt keine Glykogenreaktion mehr.
Zur Uberpriifung der Reaktion sehr wichtig.

10. Das Tunizin, der Zellulosekérper aus dem Mantel der Seescheide, gibt mit
Jodjodkali + konzentrierter Schwefelsiure (s. Zellulosereaktion S.58) die typische
tiefblaue Farbung.
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c) Stickstoffhaltige Korper.

1. EiweiB, die qualitativ und quantitativ vorherrschendste Substanz der Tier-
zellen, gibt alle bei den Pflanzen angegebenen (s. S.41) Farbenreaktionen.

Speziell die Millonsche Reaktion auf Tyrosin und tyrosinhaltige Eiweilkorper
ist manchmal gut anwendbar. So enthalten die Hornsubstanzen in der Epidermis
der Haut sebr viel Tyrosin und geben auch noch im Leder tiefrote Farbung.

2. Himin. Zum mikrochemischen Nachweis kleinster Blutmengen, auch auf
Stoffgeweben, 148t sich die klassische Himinprobe sehr gut verwenden. Ein Blut-
tropfen wird eintrocknen gelassen, dann mit etwas Kochsalz verrieben, unter Deck-
glas mit Eisessig versetzt und der Objekttriger iiber einer Mikroflamme ganz
gelinde (hochstens bis zum ersten Aufwallen erwdrmt), nochmals zum heiBlen Pré-
parat Eisessig zuflieBen und abkiihlen gelassen. Nach einiger Zeit entstehen schwarz-
blau schimmernde, rhomboedrische Kristidllchen des salzsauren Hiamatin. Dasselbe
geht mit unverénderten Blutflecken auf Stoff.

3. Himoglobin erhélt man am leichtesten kristallisiert, wenn man zu Blut (am
besten Pferde- oder Rattenblut) ein gleiches Volumen destillierten Wassers mit
2 Tropfen Ather hinzusetzt und bis zur Himolyse tiichtig durchschiittelt. Ein
Tropfen hiervon kommt auf den Objekttriger unter Deckglas. Beim Eintrocknen
bilden sich am Rande die Kristalle von Himoglobin.

Das Hdmoglobin 1aBt sich im Gewebe folgendermaflen erhalten und sichtbar
machen: Das Gewebe wird in Formol nicht zu lange fixiert und Gefrierschnitte
angefertigt. Diese werden in Wasser gewaschen und in einer Losung von Benzidin
und Perhydrol (kleine Messerspitze Benzidin in 2 cm3 96 proz. Alkohol gel6st + Ge-
misch von 0,5 cm?® Perhydrol und 4,5 cm3 70proz. Alkohol) 3 Minuten gefarbt,
dann in 50proz. Alkohol und Wasser gewaschen. Erythrozyten und freies Hamo-
globin sind dunkelblau gefirbt.

4. Purinkorper, diese fiir den Tierkoérper so charakteristische Korperklasse,
Harnséure (besonders in Harn und Harnsteinen), Guanin, Xanthin, Hypoxanthin,
Kreatin, Kreatinin usw. — geben im allgemeinen folgende Reaktionen:

Man behandelt die Schnitte mit ammoniakalischer (20proz.) Silbernitratlésung
(1proz.), dabei werden die Purinkérper geféillt (Chloride und Phosphate sind in
Liosung), mit destilliertem Wasser ausgewaschen und mit einem Tropfen des photo-
graphischen Hydrochinonentwicklers reduziert und dadurch geschwirzt.

Die Reaktion ist freilich nicht eindeutig, da auch manche andere Kérper ge-
schwirzt werden.

Im Harn gelingt der Nachweis der Harnsdure meist durch Zusatz eines Tropf-

chens lnvO Salzsdure zu einem Tropfchen Harn. Nach 24 Stunden findet man meist

rhombische Kristdllchen von Harnséure.

In Epidermis und Kutis der Haut finden sich regelm&Big die Guanophoren
(Interferenzzellen usw.) mit kristallinischen Guanineinschliissen. Diese Guanin-
kristéllchen erscheinen im polarisierten Licht doppeltbrechend und werden durch
Séuren und Alkalien geldst.

5. Harnstoff (im Harn, Nieren, aber auch im Blut, der Haut usw.) wird am
einfachsten und empfindlichsten mit Xanthydrol (s. S.42) nachgewiesen. Der
Nachweis gelingt auch im Gewebe, wenn man diese in 6 proz. Lésung von Xanthydrol
in Eisessig durch 10 Stunden beld8t und mit Alkohol nachwischt. Die Kristall-
aggregate von Dixanthylharnstoff liegen im Schnitt.

d) Geriiststoffe.

1. Chitin, die Geriistsubstanz groBer Tierklassen (Crustaceen, Insekten), wird
so wie pflanzliches Chitin nachgewiesen (s. S. 60). Die in letzter Zeit geiibte
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Behandlung mit Diaphanol (Chlordioxydessigsdure) und Reaktion mit Chlorzinkjod
bedingt unvermeidliche Fehler!

2. Hornsubstanzen (Horn, Schildpatt, Nagel, Haare usw.) lassen sich in Fragmen-
ten, Pulver usw. an ihrem Schwefelgehalt (Keratin) erkennen. Man behandelt das
durchfeuchtete Préparat mit Bromdampf (s.S.25) und weist den zu Sulfat oxy-
dierten Schwefel als Gips nach. Die Probe ist sicher und gibt das Reaktionsprodukt
in groBeren Mengen nur bei Keratinsubstanzen. Man kann die Keratinsubstanzen
auch selektiv farben, indem man sie mit Gramscher Gentianaviolettlésung behandelt.
100 cm?® Wasser werden mit 5 cm?® Anilin geschiittelt und filtriert. Dazu kommen
11 cm?® konzentrierter alkoholischer Gentianaviolettlosung. In diese Losung kommen
Schnitte der Hornsubstanz auf 2 Minuten und werden dann in Salzsiurealkohol
(6:1000) kurz gewaschen. Nur die Hornsubstanz bleibt tiefblau gefarbt.

e) Fermente.

1. Oxydasen und damit ,,Sauerstofforte” werden folgendermalien nachgewiesen:

Gefrierschnitte von frischem Gewebe oder Blutabstriche (fiir Leukozyten-
farbung) in Formolalkohol (1 : 4) 2 Stunden fixiert, kommen in eine frische Mischung
von gleichen Teilen einer «-Naphthol- (1 g in 100 cm?® Wasser erhitzt und so viel
Natronlauge, bis alles gel6st) und einer Dimethyl-p-Phenylendiaminlésung (0,5 g
in 250 cm? destilliertem Wasser geschiittelt und 24 Stunden im Dunkeln oder in
brauner Flasche stehengelassen). Die beiden Lésungen werden nach dem Mischen
filtriert und die Schnitte 15 Minuten unter Umschiitteln drinnen gelassen. Dann
werden sie mit destilliertem Wasser abgespiilt und fiir 3 Minuten in verdiinnte
(1:2 destilliertes Wasser) Lugolsche Lésung (s. S.67) ibertragen.  SchlieBlich
kommen sie in destilliertes Wasser, dem einige Tropfen konzentrierte Lithium-
karbonatlosung zugesetzt wurden, fir 24 Stunden. Die Oxydasegranula sind stark
dunkelblau gefarbt (Naphtholblausynthese).

Zur Darstellung der Sauerstoff- und Reduktionsorte (oxydierende und redu-
zierende Eiweilkomplexe, weitere Schliisse sind nicht stichhaltig) dient am besten
die vereinfachte Unnasche Methode. Frische Gefrierschnitte kommen fiir 10 Minuten
in eine 0,5proz. wifrige Losung von ,,Neutralviolett extra‘‘, werden in Leitungs-
wasser abgespiilt, in 96 proz. Alkohol differenziert und iiber Bergamottél in Kanada-
balsam ibertragen. Blaue (reduzierende) und rote (oxydierende) Partien.

2. Dopareaktion beruht auf der Oxydation des 3,4 Dioxyphenylalanin (Dopa),
das die Muttersubstanz des Melanins der Haut sein soll, durch ein oxydatives Ferment,
die Dopaoxydase. Vor allem in frischen Schnitten der menschlichen Haut. Diese
kommen in lauwarme Agarlosung, die beim Erkalten erstarrt und werden dann am
Gefriermikrotom geschnitten. Moglichst diinne Schnitte kommen fiir 24 Stunden in
eine 2proz. wilirige Losung von Dioxyphenylalanin bei Zimmertemperatur oder
in dem Brutschrank. Dann wird in Wasser abgespiilt und iber steigenden Alkohol
und Xylol in Balsam eingebettet. Die Epidermiszellen sind gelbbraun oder schwarz
gefarbt. Tyrosinase in niederen Tieren und Pflanzen verhilt sich dhnlich.

Das im Tierkérper weitverbreitete, Glykoside spaltende Emulsin 148t sich mikro-
chemisch eindeutig durch Umkehrung der Blausiurereaktion (s. S. 54) nachweisen.
Z.B. im Maikéferdarm.

3. Chromatinfirbung (Nuklealreaktion). Frische Schnitte werden 4 Minuten
bei konstant 60° mit n-Salzsdure behandelt, abgespilt und in entfirbter
fuchsinschwefliger Siure (s. S.36) im geschlossenen GefaB eingetragen. Nun
die Chromatinsubstanz farbt sich rot. Die Farbung beruht auf der Reaktion
von Aldehydgruppen, die durch die Salzsdurebehandlung aus Kernbestandteilen
reaktionsfahig werden.
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4. Auch indirekt lassen sich Fermente durch Herauslosen fir sie spezifischer
Korper zum Nachweis dieser in Parallelpriparaten verwenden. Z. B. beim in-
direkten Glykogennachweis (s. S. 67).

Ebenso verwendbar ist die aus MilzpreBsaft mit Ammonsulfat gefillte und
dialysiert gewonnene Nuklease zum Nachweis von Nukleinsdureverbindungen. Sie
16st aus den Zellkernen, Spermatozoenkdpfen usw. alle Chromatinsubstanz bis
auf das Liningeriist weg, ebenso die Nifllschollen der Ganglienzellen. Verwendet
wird alkoholfixiertes Material, das durch 48 Stunden bei 37° zur Nukleasewirkung
angesetzt wird.

Auch Pepsin und Trypsinwirkung haben durch ibre spezifische, zum Teil antago-
nistische Wirkung aufkliarend gewirkt.

Verwendet wird eine 0,5proz. Losung von Pepsin und eine 0,3 proz. Salzsiure
zu gleichen Teilen gemischt und fiir Trypsin Pankreatinum sicc. dep. (MERCK),
von dem man in 100 cm? einer 0,3 proz. wilrigen Sodalésung 0,3 g 16st. Zur Ver-
hiitung der Faulnis setzt man 2 cm3 Toluol zu und schiittelt gut durch. Verdaut
wird durch 24 Stunden oder linger bei 37°. Das Pankreatin wirkt nur am vollig
entfetteten Priparat, weshalb die Objekte vorher in Ather entfettet werden. Vorher
priift man die Wirksamkeit des Pankreatin durch einen Probeversuch an Fibrin,
das in wenigen Stunden véllig gelost sein mul. Man muBl von Zeit zu Zeit Praparate
entnehmen und den Fortschritt der Verdauung verfolgen. Fiir die Verdauung am
Schnitte miissen diese am Objekttriger gut kleben, wozu die genaue Vorschrift
(in RomEls § 777) eingesehen werde. Pepsin wirkt nur vorverdauend, Muzin und
Fibrin werden von beiden, kollagene Fasern, die Nukleolen nur von Pepsin geldst,
die eigentlichen Eiweilkérper, Leim, elastisches Gewebe, Chromatin nur von
Trypsin. Kohlehydrate, Fette, Keratin, Chitin, kollagenes und retikulires Binde-
gewebe sind gegen Verdauung vollig resistent.

Besonders wertvoll ist, daB durch Verdauung mit Pepsinsalzsiure im Sarko-
plasma von Herz-, Skelett- und glatten Muskelfasern an Eiweill gekoppelte, nicht
greifbare Lipoide durch Fettfirbung nachweisbar werden.
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