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Abstract: Theactual knowledgeabout macrochemical colour reactionsis in contradiction
with their potential significance. This can only be overcome by an extended systematic research
and by a reproducible description of the resulting colours using a colour atlas (Kippers,
DIN). To reduce the expense 14 appropriate reagents were selected which are sensitive for a
multitude of natural occuring substances. After 10 min. reaction time only the colour changes
in the fleshy parts should be estimated.

Zusammenfassung: Der Widerspruch zwischen dem gegenwirtigen Kenntnisstand und
dem potentiellen Wert makrochemischer Farbreaktionen kann nur durch umfassende systema-
tische Untersuchungen bei Beschrinkung auf sinnvolle Reagenzien und einheitlicher, repro-
duzierbarer Beschreibung der sich ergebenden Verfirbungen gelost werden. Zu diesem Zweck
werden 14 aussagekriftige Chemikalien ausgewihlt, die ein breites Spektrum moglicher Reak-
tionen abdecken. Es wird vorgeschlagen, bevorzugt Stiel- oder Hutfleisch zu untersuchen und
die Ergebnisse nach in der Regel 10 min. durch Vergleich mit einem gingigen Farbtafelwerk
(Kippers , DIN)zu beschreiben.

Gegen bestehende Vorurteile beziiglich der Anwendung makrochemischer Farbreaktio-
nen wurde schon hiufig und von berufener Seite argumentiert (Watling 1971, Singer
1975, Bresinsky 1977), wobei die wesentlichen unterstiitzenden Fakten angefihrt
sind. Grundtenor aller Auferungen zu diesem Thema ist der Verweis auf die (noch) sehr
schmale Basis experimenteller Befunde. Befirworter der Heranziehung chemischer Merk-
male bedauern dies und fordern Mykologen und Chemiker auf, gemeinsam ausreichend Er-
gebnisse fiir eine wissenschaftlich fundierte Diskussion und Interpretation zu erbringen
(Watling 1971, Bresinsky 1977). Bisher wurde nach Kenntnisstand des Autors kein
Versuch unternommen, Durchfiihrung und Bewertung makrochemischer Farbreaktionen
zu vereinheitlichen, was aber unbedingt notwendig ist, um gefundene Merkmale auf ihre
Verallgemeinerungswiirdigkeit priifen zu konnen.

Bevor in nachfolgenden Publikationen erste Ergebnisse einer systematischen Untersuchung
aufgelistet und diskutiert werden, sollen hier die zugrunde liegenden Voraussetzungen
vorgestellt werden.

Beschrinkung auf einige Pilzteile

Systematische Untersuchungen des anzustrebenden Umfanges (nach Kreisel 1983 gibt
es in Europa ca. 5300 Arten Grofpilze) erfordern hinsichtlich Experimentund Auswertung
zwangsldufig eine Optimierung zwischen Aufwand und zu erwartendem Ergebnis; deshalb
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die Beschrinkung auf die Untersuchung weniger, aber aussagekriftiger Pilzteile. Voraus-
setzung ist, daft die Chemikalie in das jeweilige Pilzgewebe eindringen kann. Ablaufende
Farbreaktionen lassen sich aber nur schwer erkennen und beurteilen, wenn das Pilzgewebe
sich durch Einwirkung der Luft farblich stark veridndert oder wenn es eine * intensive
Eigenfirbung aufweist. Da oft die dufleren Schichten besonders pigmentreich und schwerer
,;aufzuschliefen* sind, wurden Hut- und Stielhaut nicht in die systematischen Untersu-
chungen einbezogen, sondern meist Hut- oder Stielfleisch gepriift. Bei sehr diinnfleischi-
gen Arten wurde alternativ das Hymenophor untersucht (sinngemaf bei den Nicht-Hut-
pilzen).

Farbreaktionen sollten unbedingt am Frischpilz gepriift und angewendet werden, weil
beim gegenwirtig geringen Kenntnisstand mogliche lagerzeitabhingige Verdnderungen
des chemischen Verhaltens nur verwirren und bekanntermafien viele wertvolle Farbreak-
tionen auf dem Vorhandensein zersetz- und abbaubarer Enzyme beruhen ( Ly r 1961,
Marr 1979).

Zur Auswahl der chemischen Reagenzien

Auch hier gilt die Regel: So wenig wie moglich, aber so viel wie notig. Bisher wurde meist
nur jeweils ein Reagens auf viele Arten einer oder mehrerer Gattungen angewendet (z.
B. Iod durch Henry 1954, Benzidin durch Micka & Klan 1980, der Amanitintest
durch Seeger 1984). Ansonsten sind bisher publizierte Auflistungen chemischer Farb-
reaktionen (z. B. Bataille 1948, Meixner 1975) als taxonomische Hilfstafeln
nicht ausreichend ( J a hn 1975), da Art und Anzahl der verwendeten Chemikalien von
Taxon zu Taxon je nach Bearbeiter und zugemessener Wichtigkeit sehr stark streut. Da-
mit ist im Zweifelsfall eine eindeutige Unterscheidung von Arten oft nicht moglich, weil
der komplementire Befund fehlt. (Immerhin sind derartige Auflistungen niitzlich hin-
sichtlich der Uberpriifung der Konstanz der Merkmale und fiir Negativ-Bestimmungen:
z. B. kann ein mit Benzidin im Hutfleisch blau werdender Tdubling nicht Russula fellea
Fr. sein.) Erste Ansitze fiir eine zielgerichtet multidimensionale Anwendung chemischer
Farbreaktionen bringt Marr (1979).

Unter chemischen Gesichtspunkten lassen sich folgende grofien Gruppen der Reaktionen
unterscheiden und einige der sie hervorrufenden Chemikalien zuordnen.

1. Enzymatische Reaktionen, Nachweis von Oxidasen
— Phenol, Guajak, Guajakol, 1-Naphthol, p-Kresol, Benzidin, dazu kommen noch viele
andere phenolische Korper

2. Komplexierungsreaktionen
— Eisen-, Kupfer-, Thallium- und Quecksilbersalze

3. Umwandlung von Pilzfarbstoffen durch pH-Anderung (oft umkehrbar)
— alle Laugen (KOH, NaOH, Ammoniak, Soda, auch Anilin reagiert basisch), alle Sau-
ren (H,SO,, HCI, HNO3, Milchsiure)

4. Stoffgruppenspezifische Nachweisreaktionen
— Ninhydrin auf Aminosiuren, Lugolsche Losung und Melzers Reagens auf Polysac-
charide, Eisensalze auf Phenole, Benzidin auf Aldehyde, Kalilauge auf Chinone, Test
auf Amanitine, Test auf Blausdure

Bei der Auswahl eines geeigneten Satzes an Chemikalien gelten folgende Beschriankungen:

1. Die Chemikalien miissen moglichst kriftige Reaktionen mit differierenden Ergebnissen
bringen.
2. Die Substanzen miissen sicher und moglichst leicht handhabbar und sollten nicht to-
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xisch sein. (Im Falle des Benzidins sei auf C1é men gon (1969) verwiesen. Da aber
die verwendeten Mengen sehr klein sind und schon viel Beobachtungsmaterial fiir die-
ses Reagens vorliegt, wird in der weiteren Arbeit an Benzidin festgehalten.)

3. Die Chemikalien sollen moglichst wenig Redundanz in die auszuwertenden Daten brin-
gen, da einerseits der Aufwand (auch der experimentelle) enorm grof} wiirde, anderer-
seits auch eine zu starke Betonung eines identischen Merkmals erfolgen konnte.

4. Die gebrauchsfertigen Losungen sollen moglichst lange haltbar sein.

Eine sehr umfangreiche Auflistung bisher verwendeter Chemikalien gibt Watling (1971).
Angaben zur Herstellung und Haltbarkeit der Losungen finden sich bei Matheis
(1972)und Meixner (1975).

Zielstellung dieser Arbeit war, nicht durch Benutzung spezieller, fiir andere Mykologen
nicht beschaffbarer Chemikalien Artdifferenzierung zu erzwingen, sondern sich als giinstig
erweisende Reagenzien systematisch anzuwenden. Bei Beriicksichtigung dieser Uberle-
gungen wurde folgender Satz an Chemikalien zusammengestellt:

Kalilauge 5%ig in Wasser

Schwefelsdure 60%ig in Wasser

Eisen (II)-sulfat 10%ig in Wasser

Silbernitrat 2%ig in Wasser

Phenol 2%ig in Wasser

1-Naphthol 1,5%ig in 60%igem Ethanol

Benzidin 1%ig in Ethanol

Guajak 5%ig in Ethanol

Guajakol 5%ig in Ethanol

Ninhydrin 1%ig in Wasser

Formalin 5%ig in Wasser

Anilin reine Fliissigkeit

Lugolsche Losung 2 g lod + 4 g Kaliumiodid in 300 ml Wasser
Sulfovanillin einige Kristalle Vanillin + 1 Tropfen Schwefelsiure auf zu

untersuchendes Teil

Lugolsche Losung wurde aus Griinden der besseren Haltbarkeit dem Reagens nach Melzer
vorgezogen; bei vergleichenden Untersuchungen ergaben sich keine unterschiedlichen Reak-
tionen. Die Verwendung der oxydationsanfilligen Eisen (II)-Losungen wurde beibehalten,
weil bei sauberem Arbeiten (dunkle Flasche, moglichst lange verschlossen halten, keine
Verunreinigungen eintragen) die mit wenigen Tropfen Schwefelsdure stabilisierte Losung
eine Saison iibersteht und durch Luftoxydation bei der Tiipfelreaktion sich die unter Um-
stinden notwendigen Eisen (III)-Ionen ohnehin bilden (Blaufirbung bei Lyophyllum
connatum (Schum. ex Fr.) Sing. nach Fugmann und Steglich, 1984). Aus der
Vielzahl phenolischer Korper erfolgte die Beschrinkung auf Phenol, Guajak, Guajakol
und 1-Naphthol, weil fir diese Chemikalien bereits ein umfangreiches Beobachtungs-
material existiert und weitere dhnliche Substanzen (z. B. Resorcin, Pyrogallol, Brenz-
katechin) redundant sind. Zur triibungsfreien Losung von 1-Naphthol wurde ein etwas
hoherer Ethanolgehalt von 60 % als giinstiger gefunden, 5%ige Guajakharzextrakte haben
keine so intensiv braune Eigenfirbung bei gleicher Wirksamkeit und eine 5%ige Guajakol-
16sung bringt die gleichen Effekte wie die bei Matheis (1972) entsprechend dazu an-
gegebenen Konzentrationen. Formalin und Anilin wurden aus ,historischen* Griinden
aufgenommen, obwohl sich abzeichnet, daf} interessante Reaktionen bei diesen Chemi-
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kalien fehlen oder selten sind (z. B. Reaktionen mit Formalin bei Leccinum S. F. Gray
und Russula Pers. ex S. F. Gray). Endgiiltige Aussagen sind erst nach Auswertung eines
umfangreichen Datenmaterials maéglich. =

Reaktionszeit

Die Geschwindigkeit chemischer Reaktionen und die nach einer bestimmten Zeit erreich-
te Farbung ist abhingig von der Art der chemischen Umsetzung und der Konzentration
der Reaktionspartner. Viele Reaktionen verlaufen sehr rasch (z. B. die Blaufirbung von
Stirke mit iodhaltigen Chemikalien), andere dagegen nur zégernd (z. B. mit Ninhydrin).
Bei manchen Reaktionen entstehen fliichtig Zwischenprodukte (z.B.mit Sulfovanillin),
wihrend bei enzymatischen Reaktionen oft eine sehr rasch bis sofort eintretende Verfir-
bung zu beobachten ist, die iiber mehrere Stufen (mehr oder weniger kontinuierlich in der
Zeit) bis hin zu Schwarz filhren kann (z. B. mit Benzidin und Guajak). Bei anderen Reak-
tionen hingegen sind nach gewisser Zeit stabile Farbungen erreicht, weil im Gegensatz zu
den enzymatischen Umsetzungen der Reaktionspartner im Pilz verbraucht ist (z. B. mit
Metallsalzen).

Diesen sehr unterschiedlichen Abldufen Rechnung tragend wurde folgendermafien ver-
fahren:

Alle Reaktionen wurden nach 10 min. beurteilt, bei Ninhydrin nach 20 min. Bei sehr
rasch ablaufenden Reaktionen wurde die erste deutliche, intensive Farbe herangezogen,
da nach 10 min. oftmals dunkelbraune oder schwarze ,,Einheitsfarben‘ vorliegen, nach
1 min. (oder weniger) aber wohl zwischen Blau, Blaugriin und Griin unterschieden werden
kann. Eine weitere Ausdehnung der Beobachtungszeit erwies sich als meist nicht sinnvoll,
da viele der schwachen Reaktionen geringe Aussagekraft haben oder die Verfirbungen auf
oxydative Veridnderung der Chemikalien durch den Luftsauerstoff zuriickzufiihren sind
(z. B. wird Guajak nach ca. 30 min. auch allein schmutzig braungriin).

Anforderungen an die Farbbezeichnung

Bei der noch hiufig anzutreffenden Bewertungeiner Reaktion mit lapidarem ,,positiv‘ kann
ein Grofteil der moglichen Information verlorengehen oder es wird Kenntnis des Reaktions-
weges und der -partner suggeriert (Sin ger, 1975). Akzeptabel ist diese Verfahrens-
weise in Fillen wie bei M arr (1979), wo auf das Vorhandensein bestimmter Inhalts-
stoffe (in diesem Fall Phenoloxidasen) gepriift werden soll und es nur ein eindeutiges
Reaktionsergebnis gibt. Da bei vielen Reagenzien mit mehreren unterschiedlichen Verfir-
bungen in Abhingigkeit von den Inhaltsstoffen zu rechnen ist (z. B. sind mit Benzidin
gelbe, orange, rote oder blaue Verfirbungen méglich nach Micka und Klan, 1980),
liegt der Ausweg nur in der verbalen und/oder zahlenmifigen Farbbeschreibung.

Die Farben miissen hinreichend prizise (also unterscheidbar von anderen Nuancen), ein-
deutig und auch fiir andere nachvollziehbar bezeichnet werden, aber auch so ,,grofziigig*,
da kleine Schwankungen in der Farbe nicht iiberbewertet werden konnen, sondern Aus-
druck der Variabilitdt der Objekte und der Beobachter bleiben. Im Unterschied z. B. zur
Sporenfarbe (P fa ff 1983) missen Farben bei chemischen Reaktionen oft moglichst
rasch beurteilt werden, da nur so ein Pilz mit vielen Chemikalien parallel gepriift werden
kann. Auflerdem laufen manche Farbreaktionen so schnell ab, da® das mithsame Heraus-
suchen aus 1000 oder noch mehr Nuancen auf keinen Fall zu einer genaueren Beurtei-
lung fiihrt als das zielsichere, schnellere Zuordnen in eine Basis von ca. 100 bis 150 opti-
mal ausgewihlten Farben. Deshalb wurde eine Farbtafel mit 114 Abstufungen zusammen-
gestellt, die auf einen Blick eine rasche und sichere Bewertung einer Farbe ermoglicht.
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Um die unter praktischen Gesichtspunkten ausgewihlten Farben eindeutig und reprodu-
zierbar zu benennen, wurde durch visuellen Vergleich eine Zuordnung der entsprechen-
den Zahlenwerte des Farbsystems von Kiip pers (1984) und der DIN-Farbenkarte
(1984) vorgenommen. Aus Griinden der besseren Anschaulichkeit und der einfacheren
Verarbeitung wurden bei K iippers ausschlieBlich die Tafeln in Teil 4 (Dreifarbenauf-
bau) verwendet. Diese beiden farbmetrischen Systeme haben den Vorteil, day Zwischen-
farben relativ leicht einen eindeutigen Wert zugeordnet bekommen konnen (Pfaff 1983).
Die Transformation der Farben in Zahlenwerte ermoglicht dariiber hinaus eine leichtere
Verarbeitung der Daten mit Computern. (Auf diese Probleme soll detailliert an anderer
Stelle eingegangen werden.)

Es wurden grundsitzlich die tatsdchlich vorliegenden Farben beurteilt, ohne in irgendeiner
Weise die Ausgangsfarbe der Pilzteile, die mogliche oxydative Verdnderung durch den
Luftsauerstoff oder die Eigenfirbung des Reagenses (z. B. braune Farben bei Guajak und
Lugolscher Losung) zu beriicksichtigen. Erginzend wurde die Farbe des Pilzteiles vor der
Reaktion und die allein durch Lufteinwirkung entstandene Fiarbung notiert.

Nachsatz

Wenn die vorgeschlagenen 14 Chemikalien jeweils 3 verschiedene Verfarbungen (einschlief’-
lich des Negativbefundes) geben konnen, wiirde dies theoretisch immerhin 3'* = 4783020
wohlunterscheidbare Variationen bedeuten. Ob alle Variationen iiberhaupt moglich sind
oder ob nicht viele Pilze identische Reaktionsmuster zeigen, kann erst auf der Grundlage
von vielfaltigen Beobachtungen diskutiert werden.

Auf jeden Fall ist Wa tling (1971)uneingeschrinkt zuzustimmen, wenn er schreibt:
,»At the moment the majority of agaricologists need to treat the subject of chemical rea-
gents less flippantly and assist in the accumulation of a less chaotic set of data than pre-
sent available.
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