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Zusammenfassung

Aus spektralphotometrischen und Elektrophorese-Untersuchungen
geht hervor, daß bei Brillantcresylblau im physiologischen pH-Bereich vor-
wiegend einwertige Kationen vorliegen. Nach eigenen Messungen beträgt
die Dissoziationskonstante von Brillantcresylblau zwischen einwertigem
Kation und Farbbasenmolekül K = 0,743-lO"11 (pKa = 11,13).

Die Abhängigkeit der Absorptionsmaxima wässeriger Farbstoff-
Lösungen konstanten pH-Wertes von der Farbstoffkonzentration deutet
darauf hin, daß der angewandte Farbstoff Assoziate bildet.

Aus dem Vergleich der in vivo gewonnenen Ergebnisse mit denen
in vitro erhaltenen wird geschlossen, daß sowohl die Färbung der typisch
leeren Zellsäfte als auch die der Zellwand auf einer Speicherung zunächst der
monomeren Brillantcresylblau-Kationen beruht. Durch eine Konzentra-
tionserhöhung beim Zellsaft auf Grund des Ionenfallenmechanismus und bei
der Zelllwand infolge der Elektroadsorption (maximal >1/1.000) kommt es
dann aber zu einer Assoziation der Farbkationen.

Die Speicherung der typisch vollen Zellsäfte beruht dagegen auf einer
salzartigen Komplexbildung zwischen Farbkationen und zelleigenen
Flavonolen. In den Zellsäften mit geringerem Flavonolgehalt liegen neben-
einander monomere, dimere Kationen und Moleküle des Brillantcresylblau-
Flavonol-Komplexes vor.

x) Prof. Dr. I. TSEKOS, Botanisches Institut der Universität Thessaloniki,
Griechenland.

©Verlag Ferdinand Berger & Söhne Ges.m.b.H., Horn, Austria, download unter www.biologiezentrum.at



234

s Summary

Microspectrophotometric Investigations of Cells from the Living Upper
Epidermis of the Bulb Scale of Allium cepa after Staining with Brilliant
Cresyl Blue.

Spectrophotometric and electrophoretic investigations show that in a
physiological range of pH brilliant cresyl blue predominantly exists as
univalent cations. According to measurements performed by the present
author the dissociation constant of the brilliant cresyl blue regarding the
equilibrium between the univalent cation and the dye base molecule is
K = 0/743-10-11 (pKa = 11,13).

Since maximum absorption of aqueous dye solutions with stable pH is
dependent upon the concentration of the dye, it is supposed that the used
dye builds associates.

A comparison of results obtained by in vivo investigations with those of
in vitro experiments suggests that the staining of typically "empty" cell
saps, as well as the staining of the cell wall, is initially caused by an accumu-
lation of monomeric brilliant cresyl blue cations. Because of an ion trap
mechanism, and as there is an electroadsorption in the cell wall, an increase
of concentration ensues (the maximum concentration being >1/1.000),
leading to an association of dye cations.

On the other hand, the accumulation of dye in typically "full" cell saps
is caused by the formation of salt-like complexes of the dye cation of
brilliant cresyl blue with flavonoles native to the cell. In cell saps of a lower
flavonole concentration molecules as well as monomeric and dimeric
cations of brilliant cresyl blue exist along with their flavonole complexes.

Einlei tung

Der kationische Farbstoff Brillantcresylblau ist vielfach für Vital-
färbungen benutzt worden (NIRENSTEIN 1920, IRWIN 1925/28, 1925/26,
1926a, b, 1927, DRAWERT 1940, HÖFLER & SCHINDLER 1953,1955, DRAWERT

& METZNER 1955, KIERMAYER 1961, DISKUS 1957, HÖFLER & DISKUS 1957,

KINZEL 1959, TORIYAMA 1960, BURIAN 1961, 1965, LUHAN 1963, TSEKOS

1965, 1968 u. a.). IRWIN (1925/28, 1925/26, 1926a, b, 1927) untersuchte
einerseits die Aufnahme und die Speicherung des genannten Farbstoffs durch
die Vakuolen von Nitella und andererseits die Verteilung zwischen lipophilen
und hydrophilen Phasen (vgl. auch DRAWERT 1940, 1968, BYRNE 1962).

Nach KINZEL (1958) und TSEKOS (1970 a) haben konzentrierte Brillant-
cresylblau-Lösungen infolge einer reversiblen Assoziation („Polymerisa-
tion") der Kationen eine gegenüber den verdünnten Lösungen veränderte
Lichtabsorption. Nach KINZEL (1958) zeigen konzentrierte Brillantcresyl-
blau-Lösungen eine Absorptionsbande, die sogenannte D(=Dimeren)-
Bande, bei ~ 585 nm, in stark verdünnten Lösungen tritt eine Absorptions-
bande der monomeren Kationen, die sogenannte M-Bande, bei ~ 625 nm auf
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(RABINOWTTCH & EPSTEIN 1941, KINZEL 1959, STADELMANN & KINZEL
1972). In spektroskopischen Untersuchungen von KINZEL (1959) tritt in
vollen Zellsäften nach Vitalfärbung mit Brillantcresylblau eine Bande bei
640 nm auf, die der Autor als „Verbindungs-Bande" (V-Bande) bezeichnet
(vgl. auch HÄRTEL & THALER 1966). Mit Brillantcresylblau vital-gefärbte
leere Zellsäfte weisen bei ~585 nm die Absorptionsbande der assoziierten
Farbkationen auf (KINZEL 1959).

Nach HÖFLER & SCHINDLER (1955) und HÖFLER & DISKUS (1957) be-
sitzen die leeren Zellsäfte nach Brillantcresylblau-Färbung einen violetten
Farbton; die Speicherung erfolgt nach dem Ionenfallenprinzip (trap
mechanism, BROOKS & BROOKS 1941, Ionenfalle, HÖFLER 1947). Die vollen
Zellsäfte zeigen nach Vitalfärbung mit Brillantcresylblau einen blauen bis
grünblauen Farbton.

Unter bestimmten Umständen besitzen die Schuppenblattober-
epidermen der Zwiebel von Allium cepa alle Übergänge von leeren zu vollen
Zellsäften; dann weisen die Epidermen nach Vitalfärbung mit kationischen
Farbstoffen eine „Mosaikfärbung" (DRAWERT 1937, 1938, 1968, BANCHER &
HÖLZL 1960, DRAWERT & RÜFFER-BOCK 1965, TSEKOS 1970a, b, c) auf.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, mikrospektralphotometrisch zu
klären, in welchem Zustand und in welcher Konzentration Brillantcresylblau
nach Vitalfärbung im Zellsaft und der Zellwand der Allium-Zelle vorliegt.

Methodik

Zur Erzielung von Oberepidermen mit Zellsäften von unterschiedlichem
Flavonolgehalt wurden die Schuppenblätter der Zwiebeln einige Tage in den
Luftraum eines abgeschlossenen Gefäßes gebracht, dessen Boden mit
Wasser bedeckt war, um eine hohe Luftfeuchtigkeit zu erhalten (BOCK 1964).
Die Zellen wurden mit Brillantcresylblau 1/10.000 in Phosphatpuffer
(STRTTGGER 1949) entweder bei pH ~9,9 (Zellsaftfärbung) oder bei pH ~4,0
(Zeilwandfärbung) angefärbt. Die Aufnahme der Absorptionsspektren von
lebenden Zellen wurde in dem entsprechenden farblosen Lösungsmittel mit
dem UMSP I (C. Zeiss, Oberkochen) durchgeführt. Die Vitalität der Zellen
wurde durch Beobachtung der Plasmaströmung während der Messungen
kontrolliert.

Die Absorption des untersuchten Farbstoffs im Wasser und deren Be-
einflussung durch die Farbstoffkonzentration, den pH-Wert und Rutin-
zusatz wurde mit dem Spektralphotometer PMQ II (C. Zeiss) gemessen.
Näheres über die Methodik siehe TSEKOS (1969a, b, 1970a, b, c).

Ergebnisse und Diskussion

Dünnschichtchromatographisch läßt das benutzte Brillantcresylblau
(Merck) neben der blauen Hauptkomponente noch sechs weitere Verun-
reinigungen in Spuren erkennen (Tabelle 1). Da sich die in geringerer Menge
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vorhandenen Verunreinigungen nicht störend bemerkbar machten, unter-
blieb eine Reinigung des Farbstoffs.

Tabelle 1

hRf-Werte von Brillantcresylblau mit Chloroform-Methanol (80+20) auf
Kieselgel G-Schichten

hRf

(87)i

(84)
(80)
(51)
(44)
(33)
24

Farbton

violett
blau
blauviolett
himmelblau
himmelblau
himmelblau
blau

. 1 Die hRf-Werte der Nebenkomponenten sind in () angegeben.

Übereinstimmend mit den Literaturangaben (DRAWERT 1940, 1968,
HARMS 1965) erweist sich Brillantcresylblau als kationischer Farbstoff; aus
dem Elektrophorese versuch (Tabelle 2) und der Lichtabsorption (Abb. 2)
kann geschlossen werden, daß Brillantcresylblau unterhalb von 8,5 voll-
ständig dissoziiert ist.

Tabelle 2

Papierelektrophorese von Brillantcresylblau

pH

1,9
3,9
5,7
7,2
8,4

11,2
12,3

cm in Richtung
Kathode

0,7
0,7
1,2
1,3
1,3
1,0
0,0

Mikrospektralphotometrische Messungen in lebenden Zellen setzen eine
genaue Kenntnis der Absorptionseigenschaften des verwendeten Farbstoffs
in Abhängigkeit von Konzentration und pH-Wert voraus.

Es wurden die Absorptionskurven für verschiedene Farbstoffkonzen-
trationen bei konstantem pH-Wert aufgenommen. Aus Abb. 1 geht hervor,
daß die Absorptionsspektren der wässerigen Lösungen von den Konzen-
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tration abhängig sind. Mit steigender Konzentration tritt das in 1/500.000
ausgeprägte Absorptionsmaximum bei 635 nm (M-Bande) immer weiter
zurück, es entsteht bei kürzeren Wellenlängen ein neues Maximum, das in
1/1.000 bei 578 nm (D-Bande) liegt. Die Absorptionsverlagerung geht so
weit, daß in 1/1.000 das langwellige Maximum völlig verschwunden ist.
Diese Erscheinung spricht für eine Assoziation der Farbkationen (vgl.
KORTÜM 1962, KINZEL 1958, DBAWERT 1968 und die dort angegebene
Literatur, TSEKOS 1969b, 1970a, b, c, 1972, 1973). Das Beersche Gesetz
trifft also für Brillantcresylblau bis zu einer Konzentration von 1/500.000
nicht zu.

UJ

1/500.000
1/100.000
1/50000
1/10.000
1/5.000
1/1.000

700 680 660 640 620 600 580 560 540 520 500 480 460
A[nnij

Abb. 1. Absorptionskurven von Brillantcresylblau für verschiedene Konzen-
trationen bei pH 6,6

Abb. 2 läßt die Abhängigkeit des spektralen Absorptions verlauf es vom
pH-Wert der Lösung bei einer Konzentration von 1/200.000 erkennen (vgl.
auch LXLLIE 1969). Für Brillantcresylblau treten von pH 2,0 bis 12,5 zwei
Absorptionsmaxima bei 635 nm und 540 nm auf. Die Tatsache, daß alle
Absorptionskurven einen gemeinsamen Schnittpunkt (isosbestischer Punkt,
KORTÜM 1962) bei 553 nm besitzen (Abb. 2), deutet daraufhin, daß hier ein
Gleichgewicht zwischen dem einwertigen Kation und dem Farbbasenmolekül
vorliegt, wie ein Vergleich der Tabelle 2 und Abb. 2 ergibt. Der Umschlag-
bereich von Violettrot nach Blau (Basenmolekül ^ Kation +) konnte in
Anlehnung an ZANKER (1952) für Brillantcresylblau mit der Dissoziations-
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konstante K = 0,743 -lO"11 (pKa = 11,13) festgestellt werden (vgl. IRWIN
1926a, COHEN & PREISLER 1930, KINZEL 1955).

Um Rückschlüsse auf die Zustandsform des Farbstoffs im Zellsaft
ziehen zu können, wurde der Einfluß des Flavonols Rutin (Na-Salz des
Rutin-Schwefelsäure-Esters, Merck) auf die Absorptionsspektren der
Brillantcresylblau-Lösungen in Phosphatpuffer (2/375 Mol/l KH2PO4+

0,9

0ß

07

Oß

^ 0,4

Oß\

0.1-

700 680 660 640 620 600 580 560 540 520 500 480 460

X[nmJ

Abb. 2. Absorptionskurven von 1/200.000 Brillantcresylblau bei verschiedenen
pH-Werten.

1/750 Mol/l Na2HPO4) untersucht (Abb. 3). Zusatz kleiner Rutin-Mengen
hat das Auftreten einer Schulter bei ~650 nm und die Verschiebung der
D-Bande nach dem langwelligen Spektralbereich zur Folge. Mit zunehmen-
der Rutinkonzentration tritt ein neues Maximum bei 655 nm (V-Bande) auf,
während die D-Bande sich weiter zum langwelligen Bereich verschiebt. Bei
hohen Rutinkonzentrationen ist die kurzwellige Bande nur als Schulter
angedeutet. Das Maximum bei 665 nm (V-Bande) weist auf eine Brillant-
cresylblau-Rutin-Verbindung hin.

Nach Vitalfärbung mit Brillantcresylblau zeigten die Zellsäfte der Ober-
epidermiszellen von Allium cepa, die wie verwiesen vorbereitet worden waren,
im Lichtmikroskop Mischtöne zwischen violett und blaugrün (Mosaik-
färbung). Absorptionskurven solcher Epidermen sind in Abb. 4 wieder-
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Abb. 4. Absorptionskurven verschiedener Zellsäfte aus Oberepidermen der
Schuppenblätter von Allitim cepa, die nach Vitalfärbung mit Brillantcresylblau

eine Mosaikfärbung aufweisen

©Verlag Ferdinand Berger & Söhne Ges.m.b.H., Horn, Austria, download unter www.biologiezentrum.at



241

gegeben. Kurve I mit einem Maximum bei ~540 nm bezieht sich auf einen
leeren — also vorwiegend flavonolfreien — Zellsaft. Die starke Abweichung
vom Maximum der Monomeren, das bei 635 nm (Abb. 2) liegt, nach dem
kurzwelligen Spektralbereich, ist wohl dadurch zu erklären, daß auf Grund
der hohen Farbstoffkonzentration im Zellsaft eine Assoziation der Mono-
meren zu Dimeren stattfindet (vgl. auch KINZEL 1959, TSEKOS 1969 b,
1970a, b, c, 1972, 1973). Aus dem Vergleich von Abb. 4 mit Abb. 1 wird ge-

12

ME

Ofi-

0,4

Q2
ME*

10-5 /0-< /0-3
Rutinkonzentration (mol/lit.)

70"

Abb. 5. Die Metachromasiegrade von 1/5.000 Brillantcresylblau in verschiedenen
konzentrierten Rutinlösungen. Negative Metachromasie = ME~ = E665/E635

- A - A - ; positive Metachromasie = ME+ = E580/E635 — • — • — .

schlössen, daß Brillantcresylblau bis zu einer Konzentration von maximal
>l/1.000 im Zellsaft angereichert wird. Der leere Zellsaft (Kurve I, Abb. 4)
zeigt keine Absorption im Bereich unterhalb von 440 nm, was mit den An-
gaben von BANOHER & HÖLZL (1960), DRAWERT & RÜFFER-BOCK (1965)
sowie TSEKOS (1970a, b, c) übereinstimmt. Eine schwache Erhöhung der
Absorption im langwelligen UV-Bereich hat eine Verschiebung der D-Bande
nach dem langwelligen Spektralbereich (Abb. 4) zur Folge. Mit steigender
Absorption unterhalb von 400 nm, d. h. mit zunehmendem Flavonolgehalt
des Zellsaftes, tritt eine Schuker bei ~655 nm auf (Abb. 4). Aus einem
Vergleich der Abb. 1, 2, 3 und 4 ergibt sich, daß die Zellsäfte, von denen die
Absorptionskurven II, III und IV der Abb. 4 aufgenommen worden sind,
monomere und dimere Ionen und Moleküle des Brillantcresylblau-Flavonol-
Komplexes nebeneinander enthalten. Beim höchsten Flavonolgehalt der
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Abb. 6. Absorptionskurven der mit Brillantcresylblau gefärbten Zeil wand von
Oberepidermis der Schuppenblätter von Allium cepa nach Plasmolyse mit

0,8 Mol/l Rohrzucker
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Zellsäfte ist die kurzwellige Bande nicht oder nur als Schulter angedeutet
(Kurven IV und V der Abb. 4). Das Maximum bei 666 nm (Abb. 4, V-Bande)
weist auf die Brillantcresylblau-Flavonol-Verbindung hin.

Daraus geht hervor, daß die in vivo erhaltenen Ergebnisse (Abb. 4) in
bester Übereinstimmung mit den in vitro gewonnenen (Abb. 2 und 3) stehen.

Aus Abb. 3 und 4 ist zu entnehmen, daß die absolute Brillantcresylblau-
Konzentration in flavonolhaltigen Zellsäften nicht bestimmt werden kann.
Man kann aber etwas über das quantitative Verhältnis der Farbstoffe zu den
Flavonolen aussagen.

In Abb. 5 sind die Grade der positiven und negativen Metachromasie
(WIAME 1947) eingetragen. Die ME+-Kurven zeigen etwa einen umge-
kehrten Verlauf wie die ME~-Kurven.

Zur Aufnahme der Absorptionsspektren von Zellwänden werden die
Oberepidermen nach einer Brillantcresylblau-Färbung 1/10.000 in Phosphat-
puffer (pH ~4,0) mit 0,8 Mol/l Rohrzucker in dest. Wasser plasmolysiert.
Die Absorptionsspektren der beiden periklinen Wände des Plasmolysevor-
raumes sind aufgenommen worden (siehe DRAWERT und R.ÜFFER-BOCK

1965, Abb. 3, TSEKOS 1970 a, b, c). Wie aus der Abb. 6 zu entnehmen ist,

bringt eine Erhöhung der Absorption eine starke Verschiebung der D-Bande
nach dem kurzwelligen Spektralbereich mit sich. Aus einem Vergleich der
Abb. 1, 2 und 6 wird geschlossen, daß bei der Zellwandfärbung weder eine
Anlagerung der Farbbase noch ein „alkalischer Membran- oder Poren-
effekt" im Sinne von CZAJA (1934, 1935, 1936) stattfindet, sondern eine
Elektroadsorption der Farbkationen. Bei der Adsorption der Farbkationen
an die negativ geladenen sauren Kohlenhydrate der Zellwände (vgl. ARNOLD
1966) tritt eine so starke lokale Konzentrationserhöhung des Farbstoffs ein,
daß eine Assoziation der Kationen erfolgt (vgl. ZANKER 1952, BARTELS 1954,
KINZEL 1955b, 1959, TSEKOS 1970 a, b, c, STADELMANN & KINZEL 1972).
Aus der Lage der Absorptionsmaxima ist zu schließen, daß die Konzen-
tration von Brillantcresylblau innerhalb der ZeDwand maximal > 1/1.000
beträgt.
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