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V. Ein verbessertes Reagenz für die Kreuzungsreaktion nach Sc h äffe r 
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Frank, Harald M. (1988) - Macrochemical colour reactions of macromycetes V. An improved 
reagent for the cross reaction according to Sc h äffe r. Z. Mykol. 54 (1): 103-108. 
K e y W o r d s : cross reaction, Agaricus, diazonium compounds, distribution pattern. 
A b s t r a c t : In 193 3 Julius S c h ä f f e r found a colour reaction characterized by the 
simultaneous application of aniline and nitric acid on the pileus surface of species of Agaricus 
L.: Fr. lt became clear that the presence of some metabolites of the nitrogen dissimilation 
namely the presence of diazonium compounds causes the positive reaction in case of some 
yellowing species. A new reagent (aniline and glacial acid are mixed 1: 1 per volume 11s a stock 
solution) is proposed. lt allows more precise examinations of the distribution of this 
constituents in the carpophore. 
Z u s a mm e n fass u n g : Die 1933 durch Zufall von Julius Sc h äffe r bei gleichzeitiger 
Anwendung von Anilin und Salpetersäure auf der Huthaut gilbender Arten der Gattung Agari
cus L. : Fr. gefundene Farbreaktion konnte chemisch aufgeklärt werden. Bei den reagierenden 
Inhaltsstoffen handelt es sich um Metaboliten des Stickstoff-Stoffwechsels, namentlich um 
Diazonium-Verbindungen. Es wird ein neues, haltbares 1 :1-Mischreagenz aus Anilin und konz. 
Essigsäure vorgeschlagen. Damit sind präzisere Untersuchungen zur Verteilung dieser Substan
zen im Fruchtkörper möglich. 

1. Einleitung 
Sieht man von den makrochemisch schon ziemlich intensiv untersuchten Russula Pers. 
ex S. F. Gray ab, gibt es wohl kaum eine andere Gattung, in der eine einzelne Farbreak
tion mit solch weitreichender Konsequenz herangezogen wird zur Aufspaltung in Sek
tionen wie die Kreuzungsreaktion nach Sc h äffe r (~FF) bei Agaricus L.: Fr. In vielen 
Schlüsseln wird die Alternative „SFF-positiv" gegen „SFF-negativ" gleich zu Beginn des 
Bestimmungsganges abgefordert, z. B. bei K r e i s e 1 (1981) und M e u s e r s (1986). 
In der neuesten Monographie von Ca p p e 11 i (1984) gar findet überhaupt kein ande
res Reagenz Erwähnung (und ein Schlüssel ist bedauerlicherweise nicht enthalten). 
Trotz dieser allgemeinen Wertschätzung und Inanspruchnahme eines makrochemischen 
Tests war in der einschlägigen mykologischen und chemischen Literatur kein Hinweis 
darauf zu finden , konkrete Inhaltsstoffe der Champignons mit der Farbreaktion an der 
Kreuzungsstelle in Verbindung zu bringen . Der häufig erhobene Vorwurf, makrochemi
sche Tests seien ein „Strapazieren der Pilze mit willkürlich ausgewählten Chemikalien in 
einer Art Black-box-Versuch" kann gerade in diesem Fall nicht von der Hand gewiesen 
werden, wie ein Blick in die Geschichte zeigt. 

2. Historischer Überblick 

Sucht man nach der Erstbeschreibung dieses chemischen Tests, wird man sowohl bei 
Cappelli (1984)alsauchbei Singer (1986)aufeineArbeitvon Schäffer & 
M ö 1 1 e r (1938) und dann dort auf einen Beitrag von Sc h ä ff e r (1933) verwiesen. 
Dieser berichtet, daß ihm einige schwer bestimmbare Champignons vorgelegt wurden, 
während er gerade am Abschluß der Russula-Monographie arbeitete und zufällig einige 
Reagenzien auf dem Tisch stehen hatte. 



104 Z. MYKOL. 54 (1) , 1988 

,,Warum sollen die Champignons nicht auch einmal einer Probe unterzogen werden?" 
{ebenda) 
Die nachfolgenden Sätze sind ein schönes Beispiel für des Naturforschers Neugier, die, 
gepaart mit einer scharfen Beobachtungsgabe, Neues auffinden läßt. 
,,Einen frischen silvicola-Hut bekritzele ich mit Salpetersäure und mit Anilin, ohne Erfolg; am ande
ren Morgen finde ich den Hut auf meinem Schreibtisch mit leuchtend-feuerroten Striemen bedeckt, 
am feurigsten immer da, wo zwei Striche sich berührt oder gekreuzt hatten, von der Kreuzungsstelle 
aus nach beiden Seiten abklingend. Ich kreuze absichtlich Salpetersäure und Anilinöl: wahrhaftig, an 
der Kreuzungsstelle entsteht nach kurzer Zeit eine chromgelbe, dann orangefarbene, schließlich 
mennigrote Spur: die Kreuzungsreaktion." (ebenda) 

Die von Sc h ä ff e r verwendete Salpetersäure war konzentriert. 
Nun hat leider in den über 50 Jahren seit der Bekanntgabe diese Reaktion nicht mehr die 
Neugier der Chemiker und Mykologen erweckt, so daß bis jetzt nur festzustellen ist: 
1. die positive Kreuzungsreaktion geht parallel zum Gi!ben der Fruchtkörper, ist aber viel empfind

licher und im Zweifelsfalle meist eindeutig 
2. die ebenfalls gilbenden Arten der Sektion Xanthodermatei Sing. verfärben sich an der Kreuzungs

stelle nicht 
3. offensichtlich ist die richtige Reihenfolge der Chemikalien maßgebend für reproduzierbare Ergeb

nisse. M e u s er s (1986) verlangt, die Linie aus Anilin anschließend mit einer Linie aus Salpeter-
säure zu kreuzen, ebenfalls so S i n g e r (1986) auf S. 486, während er auf S. 100 schreibt ,, .. . 
a transversal streak with HNO3 is made, and then crosswise, another streak with aniline oil ... ", 
wie es eigentlich der ursprünglichen Version entspricht. 

3. Zur Chemie der Kreuzungsreaktion 
Da ein positives Ergebnis nur bei den ± gilbenden Arten der Sektionen Arvenses Konrad 
& Maublanc und Minores Fr. zu beobachten ist , vermuteten bereits Sc h ä ff e r & 
M ö 11 e r {1938), daß für beide Verfärbungen die gleichen Inhaltsstoffe verantwortlich 
sind. In den letzten Jahren konnten aus Arten der Arvenses, Bitorques (K. & R. ex Hein) 
Bon & Cappelli und Xanthodermatei eine ganze Reihe von Inhaltsstoffen isoliert und 
strukturell als Arylhydrazin-Derivate aufgeklärt werden . 
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H i 1 b i g et al. (1985) erkannten die Verbindungen Leucoagaricon 1 und Xanthodermin 
3 als Chromogene in A. xanthoderma Genevier. Aus 1 entsteht durch Lufteinwirkung 
(Oxidation) Agaricon 2, aus 3 durch Natronlauge die Arylazoverbindung 5. Übrigens 
beruht auch die orange Verfärbung der Huthaut mit Anilin allein auf dieser letztgenann
ten Reaktion . Hier wie in anderen Fällen (z . B. bei Hapalopilus rutilans (Pers. ex Fr.) 
Karst .) wirkt Anilin als organische Base . Bereits L e v e n b e r g {1961) wies in A. 
bisporus (Lange) Imbach Agaritin 4 nach, welches durch die nur geringfügig andere Sub
stitution strukturell und vom Reaktionsvermögen her dem Xanthodermin 3 sehr ähnlich 
ist und mit Laugen 6 bilden sollte . 

o=Q=N=N R-D-N N 

7 _§_, R= OH 

4-Diazo-2,5-cyclohexadien-1-on 7 wurde von Hi 1 b i g et al. (1985) aus A. xanthoderma, 
das sich durch Protonierung und Umlagerung von 7 ergebende 4-Hydroxybenzendia
zonium-Kation 8 von Dorn b e r g e r et al. (1986) aus der gleichen Art isoliert. Das 
4-(hydroxymethyl)benzendiazonium-Kation 9 wurde von L e v e n b e r g {1962) in 
A. bisporus nachgewiesen . Offensichtlich enthalten diese Arten Enzyme , die die Arylhy
drazin-Derivate zu den korrespondierenden Aryldiazonium-Verbindungen oxydieren 
( L e v e n b er g 1962, Dornberg er et al . 1986). Es ist also ein sicherlich zuläs
siger Analogieschluß, anzunehmen, daß in allen gilbenden Agaricus-Arten diese oder ähn
liche Aryldiazonium-Verbindungen als Stoffwechselprodukte erscheinen . 
Makrochemisch lassen sich solche Metaboliten leicht nachweisen , indem mit geeigneten 
Kupplungsreagenzien Azofarbstoffe gebildet werden . Auf diesem Prinzip beruhten die 
Nachweise von 9 im Basalgewebe von A. bisporus durch Kupplung mit Naphthylethylen
diamin in 0,05 N HCl bzw. mit Dimethylanilin (in der Fußnote sicher infolge Druck
fehlers als Dimethylalanin bezeichnet) in Acetatpuffer bei pH 7 ( L e v e n b e r g 1962) 
und von 8 im Gesamtextrakt von A . xanthoderma durch Kupplung mit Resorcin in 1 N 
NaOH bzw. mit 2-Naphthol (Hi 1 b i g et al. 1985). Da Anilin als primäres , aromatisches 
Amin prinzipiell zur Azokupplung befähigt ist, galt es zu untersuchen , ob und unter wel
chen Bedingungen die auf der Verwendung von Anilin beruhende Kreuzungsreaktion 
letztlich eine Spezifität gegenüber Diazonium-Verbindungen aufweist. 

4. Vorschlag für ein neues Tüpfelreagenz 
Es ist aus der organischen Chemie bekannt, daß die Azokupplung mit Arylaminen von 
deren Basizität abhängt und somit über den pH-Wert des Reaktionsmediums beeinflußt 
werden kann ( H a u p t m a n n et al. 1976). So kuppelt Anilin glatt im schwach sau-

10 

ren Milieu mit einem Diazonium-Kation wie z. B. 8 oder 9 zu einem Diazoaminobenzen , 
welches bei niedrigem pH-Wert durch Diazoamino-Aminoazo-Umlagerung in den Azo
farbstoff 10 übergeht, wobei die Art der zugegebenen Säure von untergeordneter Bedeu
tung ist. Mykologisch bedeutet dies, daß die Kreuzungsreaktion nicht notwendigerweise 
an die Verwendung von Salpetersäure gebunden sein sollte. 
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In vielfältigen Versuchen an A. essettei Bon zeigte sich tatsächlich , daß auch mit ande
ren Säuren (Schwefelsäure 60%ig, Salzsäure 20%ig, Essigsäure konzentriert "' Eisessig) 
prinzipiell gleichartige Verfärbungen erzielt werden . Allerdings ist Schwefelsäure un
günstig, weil durch die Salzbildung die Azokupplung unterdrückt wird bzw. schwer zu 
erkennen ist. Eiseissig hingegen erwies sich als optimal und erbrachte in allen Tests gleiche 
Ergebnisse wie Salpetersäure, z. T. allerdings etwas schwächer im Farbton. Dabei ist so
gar die Reihenfolge der Chemikalienanwendung unwichtig, also ob Anilin mit Eisessig ge
kreuzt wird oder umgekehrt. 
Damit scheint auch klar zu sein , warum M e u s e r s (I 985) so auf die Reihenfolge 
Anilin, dann Salpetersäure , drängt. Anilin kann bereits in die Huthaut eindringen , und es 
wird eine gewisse Sättigung des Gewebes erreicht. Die anschließend aufgetragene starke 
Salpetersäure mischt sich mit dem oberflächlich haftenden Anilin und dringt langsam in 
die Huthaut ein , wodurch die für die Azokupplung optimalen pH-Werte aufgebaut bzw. 
über einen längeren, zur Erzielung satter Verfärbungen notwendigen , Zeitraum aufrecht
erhalten bleiben. Dies wäre nicht gegeben, wenn im l. Schritt durch Auftragen von reich
lich Salpetersäure die Huthaut zu stark versauert würde . Die Kupplungsreaktion könnte 
dann nur noch in weniger stark beeinflußten Randbereichen ablaufen , nicht mehr aber 
dominierend an der entscheidenden Kreuzungsstelle. 
Nachteilig bei der „klassischen" Durchführung der Kreuzungsreaktion sind: 
l. die unbequeme Handhabung und z. T. komplizierte Aufbewahrung der aggressiven Salpetersäure. 
2. die Gefahr der wechselseitigen Verschmutzung der Chemikalien. 
3. die Notwendigkeit, relativ große Teile des Pilzes zum „Kreuzen" vorliegen zu haben und opfern 

zu müssen. 

Da Eiseissig als relativ schwache Säure mit Anilin keine Salze bildet, können nun vorteil
hafterweise diese beiden Chemikalien vorab zu einer gebrauchsfertigen Lösung gemischt 
werden. Als günstige Zusammensetzung erwies sich ein 1: !-Gemisch (Volumen), welches 
in allen Fällen (meist wiederum getestet bei A. essettei, deren reichhaltiges Vorkommen 
im heimischen Sammelgebiet im Herbst 1987 die Untersuchungen ermöglichte) identische 
Ergebnisse zur Kreuzungsreaktion , sowohl klassisch mit Salpetersäure als auch mit Eises
sig, lieferte. Bevor jedoch die bisherige Verfahrensweise durch das neue Mischreagenz 
abgelöst werden kann, muß die völlige Kongruenz der Ergebnisse bewiesen oder zumin
dest glaubhaft gemacht werden. Neben den theoretischen Ausführungen zum Reaktions
mechanismus sollen dies die nachfolgenden Beispiele mit dem Mischreagenz tun. Die 
Notation der Farben erfolgt wie bereits vorgestellt ( F ran k 1986, F ran k 1987). 

nach Ca p p e 11 i (1984) SFF-negative Arten 
A. silvaticus Schaeff. : Fr. 
A. xanthoderma Genevicr 
A. placomyces Peck 
A . cf. fusco -fibrillosus (Möller) Pilat 
A. campestris L.: Fr. 

- negativ 
- negativ bis (selten) kartonbräunlich 30.20.20 
- negativ bis ganz schwach gelblich-orange 20.05 .00 
- negativ 
- negativ 

nach Cappelli (1984) SFF-positive Arten 
A. augustus Fr. - rasch knallig rot 50.85.05 

A . essettei Bon - orange 65 .50.00, ± rötlich orange 70.60.00, z. T. mit 
bräunlichem Stich 70.50.20 

A. arvensis Schacff.: Fr. - orange 65.55.00, ± rötlich orange 60 .70 .00 , einmal auch 
dunkel purpurrot 50.99.40 

A . semotus Fr. - Randbereich des Tropfe ns orange bis ± rötlich orange 
65 .65 .00, sonst ± undeutlich 

Die z. T. vorhandenen Unterschiede in der Verfärbung an der Tüpfelstelle können even
tuell erklärt werden durch zur Zeit noch nicht identifizierte , anders substituierte Derivate 
der Aryldiazonium-Verbindungen 8 und 9 . Der Grundfarbton bei positiver Reaktion bleibt 
jedoch immer im Rahmen orange bis satt rot . Allein bei trockenem Material , auch bei 
Exsikkaten, kann die Verfärbung dunkel rotbraun werden. In diesen Fällen ist es besser , 
entweder das Pilzteil vor der Reaktion mit Wasser zu befeuchten oder ein Reagenz folgen
der Zusammensetzung zu verwenden: 
1 Teil Anilin+ 1 Teil Eisessig+ 2 Teile Wasser (Volumen) 
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5. Schlußfolgerung 
Durch Analogieschlüsse und Experimente konnte nachgewiesen werden , daß die die 
positive Kreuzungsreaktion mit Anilin und Salpetersäure hervorrufenden Pilzinhaltsstoffe 
als Diazonium-Verbindungen anzusprechen sind . Diese 1933 gefundene Reaktion ist 
somit ein Verfahren zum selektiven Nachweis derartiger Substanzen und ein frühes 
Pendant zum Diazotierungsreagenz auf Arylamine nach M i c k a (1954). Die klassische 
Durchführung auf der Huthaut ist aber auch ein erster Schritt zur Untersuchung der Ver
teilung solcher Stoffwechselprodukte im Fruchtkörper. Trotz gleicher „gilbender Prinzi
pien" in Vertretern der Arvenses, Minores und Xanthodermatei fallen die Ergebnisse auf 
der Huthaut unterschiedlich aus. Nach Hi 1 b i g et al. (1985) ist die reaktionsfähige 
Diazonium-Verbindung 7 bei A. xanthoderma in den Lamellen konzentriert. Damit wird 
plausibel, daß gilbende Arten mit dem Potential , Diazonium-Verbindungen zu bilden, 
genau dann eine negative „klassische" Sc h ä ff e r - Reaktion geben können, wenn diese 
Substanzen zumindest in der Huthaut nicht enthalten sind . 
Das vorgestellte Mischreagenz aus Anilin und Eisessig ist wesentlich leichter anwendbar 
und ermöglicht auch die Untersuchung einzelner Pilzteile (Fleisch, Huthaut , Stielhaut, 
Lamellen) und damit des Verteilungsmusters dieser Inhaltsstoffe mit größerer Präzision 
durch einfaches Tüpfeln . 
Nicht vergessen werden soll, daß gerade einiger dieser Hydrazin-Derivate, namentlich 9, in den Ver
dacht der Cancerogenität geraten sind (Br es ins k y & Be s 1 1985 und dort auf S. 182 zitierte 
Literatur). Nach den hier vorgestellten Ergebnissen bedeutet dies, daß nicht nur A. bisporus ver
dächtig ist, sondern alle gilbenden Arten der Champignons und insbesondere die SFF-positiven 
kritischer als bisher zu betrachten sind. Auch wenn B r e s i n s k y & B e s 1 (1985) schreiben: 
„Es konnte bis jetzt nicht festgestellt werden, daß für den Menschen hieraus eine Gefahr abgeleitet 
werden kann" , muß man berücksichtigen, daß gerade cancerogene Effekte auf den Menschen nicht 
experimentell untersuchbar sind, sondern immensen epidemiologischen Aufwand erfordern. Deshalb 
sollten die Ergebnisse der Tierversuche (wie auch z. B. die Analyse der Inhaltsstoffe des Weißen 
Raslings, Fug man n & Ste g 1 ich 1984) zumindest ein Signal sein nachzudenken, ob nicht 
allzu leichtfertig Arten als „eßbar" eingestuft werden, wenn nur kein Vergiftungsfall bekannt ist. 
Bei vielen anthropogenen Schadstoffen entzündet sich eine heiße Diskussion, obwohl oft auch nicht 
mehr als chemische Analogieschlüsse und Tierversuche Aussagen zur Gefährdung des Menschen erlau
ben. Diazonium-Verbindungen im beliebten Champignon sind nicht automatisch harmloser als z. B. 
der als Verschönerungsmittel tierischer Fette verwendete, inzwischen aber längst verbotene Azofarb
stoff „Buttergelb". 
Diese persönliche Meinung soll die Eignung der Pilze für die menschliche Ernährung nicht ir. Frage 
stellen, nur ist eben jeder Fruchtkörper eine kleine „chemische Fabrik" mit häufig noch unbekannten 
„Produktionsprozessen" und nur sporadisch aufgeklärter „Produktpalette", von „Entsorgung" ganz 
zu schweigen. 

Auch unter dem Gesichtspunkt von Screening-Tests scheint das neue Reagenz bestens ge
eignet zu sein . Die Haltbarkeit des gebrauchsfertigen Reagenzes ist nicht schlechter als die 
der Einzelchemikalien ; es ist also wirksam , solange die Lösung noch von heller bis gelb
licher Farbe ist. 

Danken möchte ich all jenen Pilzfreunden, die durch Untersuchung ihrer Funde mit bemüht waren, 
die anfänglichen Vermutungen auf das hier präsentierte Fundament zu stellen. 

Nachtrag 
Nach Abschluß des Manuskriptes erhielt ich die Literaturrecherche von C I e m e n ~ o n (1987) zum 
Thema Agaritin. Die Übersicht von 20 wesentlichen Artikeln seit 1977, davon 9 zur Toxikologie, 
unterstreicht nachdrücklich das Bemühen der Forscher, die für den Menschen vermutete Gefährdung 
abzuklären. - Interessant ist, daß nach bisherigem Wissensstand das Agaritin eine auf Agaricus be
schränkte Substanz ist. 
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