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I. Das V e r h a l t e n  yon F a r b s t o f f l 6 s u n g e n .  

Dutch die yon S ieden topf  und Sz igmondy  erfundene 
Beleuchtungseinrichtung, ffir die sich im Zusammenhange mit 
dem dazu gehSrigen Mikroskop der Name U l t r a m i k r o s k o p  
einzubiirgern anf~ngt, ist der Nikroskopie eine neue Methode 
ersehlossen worden, um Teilchen sichtbar zu machen, deren 
Gr56e welt unter derjenigen liegt, welehe Abb6 und Helm-  
ho!tz aus optisehen Grfinden ffir die unterste Grenze der mikro- 
skopisch zur Abbildung zu bringenden Teilchen hielten. Und 
in der Tat handelt es sich ja beim Ultramikroskop auch nicht 
um die Abbildung tier Teilchen, sondern nur um die Erzeugung 
eines seinem Wesen naeh stets gleichen und yon tier wahren 
Form der ultramikroskopisehen Teilchen unabh~ngigen Licht- 
eindrucks. Deshalb kann auch das eigentliehe Feld der Ultra- 
mikroskopie nicht alas Studium der gewShnlichen histologischen 
Objekte sein, sondern zunachst die Suspension kleinster Teil- 
ehen in einem homogenen Medium. So war aueh das erste 
Objekt, mit dem die Erfinder des Apparates arbeiteten, alas 
Goldrubing]as, bei welehem das homogene Medium durch das 
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Glas, die feinsten Teilehen dureh Partikelehen yon metallisehem 
Gold reprftsentiert werden. Es liegt nun ~-on ~,orneherein sehr 
nahe, die Nethode zum Studium der kolloidalen LiSsungen an- 
zuwendem da man allen Grund hat. diese als Suspension fein- 
ster Teilehen in einem homogenen Medium zu betraehten; und 
in der Tat haben S ieden topf  und Sz igmondy  ihre Unter- 
suehungen aueh auf solehe kolloidalen L~sungen erstreekt und 
zwar zun~ehst auf die kolloidale L6sung des Goldes in Wasser. 
Aueh hierin konnten sie feinste Goldteilehen erkennen, welehe 
mit dem gewShnliehen Mikroskop nieht zu beobaehten sind. 

Damit man kleinste Teilehen in dem homogenen Medimn 
mit dem Ultramikroskop zur Erseheinung bringen kann, ist es 
notwendig, da6 die Teilehen'irgend eine optisehe Differenz 
gegen dieses Medium besitzen; sei es im Breehungsexponenten, 
sei es in der Farbe. Die gr56t;n Farbendifferenzen zeigen nun 
die Farbstoffe selbst, deren wasserige L6snngen zu einem grogen 
Teil eher den kolloidalen, als den eehten L6sungen 5hneln. 
Von besonderem Int~eresse ersehienen deshalb S ieden topf  und 
S zi gm o n dy die fluoreszierenden Farbstoffe, well bei ihnen die 
Eigensehaft der Liehtzerstreuung in einem ganz besonders hohen 
Mage ausgebildet ist, denn die Erseheinung der Fluoreszenz 
beruht darauf, da6 die LSsung soleher Farbstoffe Lieht yon 
einer ftir jeden Farbstoff eharakteristisehen WellenlSonge zer- 
streut. Ebenso wie ein Kegel yon Sonnenlieht in einer Eiwei]- 
liSsung hell anfleuehtet, so rut er es aueh in der LSsung eines 
fluoreszierenden Farbstoffes, nur da] bei letzterem die Farbe 
des zerstreuten Liehtes stets die gleiehe ist, w~hrend sie bei 
der Eiwei615sung einfaeh yon der Natur des einfallenden Liehtes 
abh~tngt. Es liegt demnaeh die Vermutung nahe, dab ebenso 
wie beim Goldrubinglas aueh beim Fluoresze~n und beim EiweiB 
die liehtzerstreuende Eigensehaft auf dem Vorhandensein klein- 
ster Partikelehen beruht. Ein Untersehied des Liehtkegels bei 
dem fluoreszierenden KSrper und dem Eiweil~kSrper besteht nur 
darin, dal3 der letztere polarisiertes Lieht aussendet, der erstere 
nieht. 

Nimmt man daher als erstes Objekt der Untersuehung die 
L6sung eines fluoreszierenden Farbstoffes, z. B. des Fluoreszein, 
zur Betraehtung mit dem Ultramikroskop, was S ieden topf  und 



197 

Sz igmondy  sehon getan haben, so beobaehtet man folgendes: 
Bei LOsungen mittlerer Konzentration, also z. B. 1 : 10000, sieht 
man einen praehtvoll hellgran aufleuehtenden Liehtkegel, ohne 
da6 man eine Inhomogenit~it in ibm entdeeken kOnnte. Die 
Ursache davon ist offenbar die, dag die einzelnen Teilehen, an 
denen das Lieht zerstreut wird, bei dieser Konzentration noeh 
so dieht beieinander liegen, dab das 5Iikroskop sie nieht auf- 
10st, entspreehend dem Abb6-Helmhol tzsehen Gesetz. 3{an 
mug demnaeh annehmen, da6 man dureh weiteres Verdfinnen 
der LOsung sehliel31ieh zu einem Punkte kommt, wo die Teil- 
ehen so weit auseinander liegen, dag man sie einzeln erkennen 
kann. Wenn man nun Fluoreszein immer mehr verdt~nnt, so 
sieht man, wie sehon S ieden topf  und Sz igmondy  gefunden 
haben selbst bei einer Verdaunung yon 1:100000000 noeh 
ein leiehtes Aufleuehten des Liehtkegels, ohne dal~ man im- 
stande w~re, eine Inhomogenit~t zu entdeeken. Verdt~nnt man 
noeh weiter, so sieht man sehlieglieh gar niehts mehr. Der 
erwartete Punkt also, den wir zu erreiehen hofften, wo die 
diffuse Fluoreszenz sieh kOrnig auflOsen wtirde, ist nieht ein- 
getreten. Wahrseheinlieh sind die lfehtzerstreuenden Fluoreszein- 
teilehen so klein und daher das yon jedem einzelnen Teilehen 
zerstreute Lieht ist so sehwaeh, dal3 man bei der riehtigen 
Verdfinnung vpn den einzelnen Teilehen t~berhaupt niehts mehr 
sieht und man erst dann einen Liehteindruek erhalt, wenn die 
Teilehen in so grogen ?vlengen beisammen sind, dal~ dann das 
Mikroskop sie nieht mehr aufl0sen kann. Wir bedt~rften also 
einer Liehtquelle yon viel grOOerer spezifiseher Liehtintensit~t 
als die Sonne oder gar die elektrisehe Bogenlampe , um das 
Fluoreszein bei tier entspreehenden VerdOnnung als kOrnig zu 
erkennen. 

Diese Beobaehtungen waren nun der Ausgangspunkt far 
eine systematisehe Untersuehung der FarbstofflOsungen tiber- 
liaupt. Es zeigte sieh, dal~ durehaus nieht alle Farbstoffe sieh 
so verhalten wie Fluoreszein. Ieh mOehte die Farbstoffe naeh 
ihrem optisehen Verhalten in drei Gruppen einteilen, aus deren 
ieh jeder nur einzelne Typen besehreiben will. 1)  

1) Anmerkung bei der Korrektur: R a e h l m a n n  (Physikal. Ztsehr., IV, 
14" 
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Besser aber als die Farbstoffe in jene drei Klassen einzu- 
teilen, ist es~ die FarbstofflSsungen einzuteilen, da~ wie wir 
sehen werden, ein und derselbe Farbstoff je nach dem LSsungs- 
mittel oder den sonstigen n~iheren Nebenumstanden zu jedem 
der drei Typen geh6ren kann. 

Zum ersten Typus gehOren die L6sungen~ wie ich sie eben 
an dem Beispiel der w~sserigen Fluoreszeinl6sung beschrieben 
babe. Ultramikroskopisch sind mit unseren bisherigen Beleuch- 
tungsmitteln auf keiner Weise Inhomogenit~iten zu erkennen, 
und wenn der Farbstoff fluoresziert~ so ist auch diese Fluor- 
eszenz nicht auflSsbar. Hierhin gehSren die wasserigenLSsungen 
des Eosin, Methylenblau, Toluidinblau, Thionin, Kresylviolett~ 
Nilblau, Magdalarot~ Pyronin. Es zeigt sieh nun, dal~ einige 
yon diesen Farbstoffen~ deren w~sserige LSsung bisher noch 
nicht als fluoreszierend bekannt ist~ bei genfigender Verdfinnung 
bei der intensiven Beleuchtung im Strahlenkegel der Bogen- 
lampe sowohl ffir das blol~e Auge wie mit dem Ultramikroskop 
intensiv fluoreszieren; Methylenblau~ Thionin, Toluidinblau, bIil- 
blau, deren LSsungen s~mtlich als nicht fluoreszierend gelten , 
fluoreszieren auf diese Weise in den verdfinnten L6sungen mit 
einem prachtvollen Bordeauxrot. 

Das entgegengesetzte Verhalten zeigt eine an@re Gruppe 
yon Farbl6sungen, welche sich im Ultramikroskop so verhalten~ 
wie eine kolloidale GoldlSsung~ indem sie noch in den unglaub- 
lichsten Verd~nnungen ultramikroskopisch in zahllose Teilchen 
auflSsbar sind. Ich mSchte zun~ichst einige yon den Farbstoffen 
nennen, deren einfach wasserige LSsung dieses Verhalten zeigt, 
und beschr~nke reich dabei auf die Aufz~hlung einiger Farb- 
stoffe: das wasserlSsliche I n d u l i n ,  das V i o l e t t s c h w a r z ,  das 
wasserlSsliche A n i l i n b l a u  und das ibm sehr nahe stehende 
B a y r i s c h b l a u  (alles sehr hochmolekulare Sulfos~iuren). 

In der Mitte zwischen diesen beiden Extremen steht nun 
eine grol]e Anzahl yon FarblSsungen~ bei denen man ultra- 

Nr. 30, p. 884--890) hat auf Grund seiner Untersuchungen eiue 
~thnliehe Einteilung (in 4 Gruppen) schon vor mir auigestellt. Seine 
in einer fiir Mediziner etwas ~ernliegenden Zeitschrift ersehienene 
Arbeit wurde mir erst nach Absendung dieses lganuskriptes bekaan~. 
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mikroskopisch zwar eine Inhomogenitftt in Form yon kleinen 
Partikeln erkennen kann~ bei denen jedoch die Partikel ihrer 
Masse nach nicht ausreichen~ um den gesamten Farbstoffgehalt 
der LSsung zu erkl~ren. Diese FarblSsungen enthalten also 
den Farbstoff in zwei ,Phasen". Ein Teil des Farbstoffes be- 
findet sich in optisch nieht auflSsbarer homogener Form~ ein 
anderer in Form der Suspension anfiSsbarer Teilchen. Einige 
yon diesen Farbstoffen zeigen schon in hohen Verdfinnungen 
eine betr~chtliche Anzahl ~on KSrnchen, an@re erst bei st~r- 
keren Konzentrationen. Hierzu gehSren Fuchsin~ Methylviolett~ 
Neutralrot, Capriblau~ Pikrins~ture. Anf~nglich glaubte ich, dal3 
die in den dtinnen LSsungen dieser Farbstoffe im Verhfdtnis 
zu den Erscheinungen der Farbstoffe der vorhin beschriebenen 
Farbenklasse nut sp~rlich sichtbaren KSrnchen eine Verun- 
reinigung darstellten, denn es ist schwer zu vermeiden~ irgend 
eine noeh so klare Flfissigkeit herzuste]len~ bei der nieht ge- 
legentlich das Ultramikroskop einmal ein leuchtendes Teilehen 
erkennen liel~e, und yon dessen Natur wit natfirlich nichts aus- 
sagen kSnnen~ ebenso wie ein gewShnliches mikroskopisches 
Pr~parat bier nnd da einmal eir~ undefinierbares Staubteilehen 
zeigen kann. Aber bei dieseu FarblSsungen finden sich die 
Teilchen doch stets hierftir zu reichlieh und zu regelm~ig, so 
dal~ sie zweifellos einen integrierenden Bestandteil der Farb- 
16sung darstellen. Eine FuchsinlSsung 1 : 10 000, welche sehon 
sehr intensiv rot gef~rbt ist, zeigt nut sp~rliche KSrnchen; erst 
bei 1:1000 sind sie ziemlich zahlreich. 

Die total aufi6sbaren und die partiell aufiSsbaren Farb- 
15sungen sind nattirlich dutch alle Uberg~nge verbunden, und 
es kann die Entseheidung~ zu welcher der beiden Klassen eine 
L6sung gehSrt, mitunter sehwierig sein. DaB ]iegt in der Natur 
der Saehe. 

Betrachten wit nun die f~rberisehen Eigenschaften dieser 
drei FarblSsungen und versuchen diese in Zusammenhang mit 
ihrem optisehen Verhalten zu bringen (ich bezeichne also im 
folgenden die vSllig homogenen FarblSsungen als die der ersten 
Klasse. die teilweise auf].Ssbaren als die der zweiten und die 
vSllig auflSsbaren als die der dritten Klasse): so ffillt uns auf, 
dal~ die Farbstoffe der dritten Klasse in hohem Mal~e die 
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Eigent~mliehkeit zeigen, diffus zu f~rben; w~hrend im all- 
gemeinen die sauren Farbstoffe eine auff~llig geringe Affinit~tt 
zu den Zellkernen haben, namentlieh im hitzefixierten Troeken- 
pr~tparat, sind es gerade die Farbstoffe der dritten Klasse, 
welche davon eine Ausnatm~e maehen. Sie f~rben vSllig diffus, 
selbst im Troekenpr~parat, gesehweige denn im Paraffinsehnitt 
aueh die Zellkerne mit, so dal~ sehon E h r l i e h  eine Kombi- 
nation dreier saurer Farbstoffe herstellte, bei de nen das Indulin 
die Rolle des Kernfarbstoffes spielt. Die Farbstoffe der ersten 
Klasse hingegen sind diejenigen, welehe im Sinne ihrer ehemi- 
sehen Konstitution am distinktesten f~trben. Die sauren unter 
ihnen haben eine ausgesproehen geringe Affinit~tt zu den Kernen 
(Eosin), die basisehen unter ihnen sind in genfigend verdfinnter 
L6sung die reinsten Kernfarbstoffe, wenn aueh graduell ver- 
sehieden, aber jedenfalls alle reinere Kernfarbstoffe als die nun- 
mehr folgenden Farbstoffe, deren w~tsserige Ix6sungen der zweiten 
Klasse angeh~ren. Sie haben sehon wieder eine ausgesproehene 
Neigung znr Diffusit~it (Fuehsin nnd Nethylviolett). Man denke 
z. B. an Abstriehpr~parate irgend weleher eiweighaltigen K6rper- 
fli~ssigkeit, Sputum, Exsudate* nsw., und vergleiehe das sanbere 
Bild der Thionin- oder Methylenblauf~trbungen mit dem diffusen 
Bilde einer Fuehsin- oder Methylviolettf~rbung. Ieh m6ehte 
jedoeh diese Regel nieht als strenges Gesetz aufstellen, da es 
aueh Ansnahmen gibt; z. B. die reeht distinkt f~trbende Pikrin- 
s~ture ist, wenigstens in h6heren Konzentrationen, partiell op- 
tiseh aufl~sbar. Trotzdem bleibt als Regel bestehen, da6 die- 
jenigen Farbstoffe, welehe an sieh Neigung haben, in ktirniger 
Form aufzutreten, gerade diejenigen sind, welehe am leiehtesten 
und in am wenigsten spezifiseher Weise yon allen m6gliehen 
organisehen Substraten adsorbiert werden. 

Bisher spraeh ieh nur yon den rein w~sserigen L6snngen 
der Farbstoffe, hatte aber sehon bemerkt, dag Bin und derselbe 
Farbstoff je naeh der Verdiinnung und dem L6sungsmittel bald 
tier einen, bald der anderen Gruppe angehtiren kann. Ieh 
miSehte hierft~r einige Beispiele geben. Das Fuehsin geh6rt in 
einfaeh W~sseriger L6sung der zweiten Gruppe an. Nun hat 
bekanntlieh E h r l i e h  gefunden, dag die Farbkr~ftigkeit nnd 
damit Hand in Hand gehend die Diffnsit~tt der F~trbnng beim 
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Fuchsin durch einen Zusatz yon Anilin und dergleichen Stoffen 
erhSht wird, so daft man zur Farbung sehwer farbbarer Objekte 
wie der Tuberkelbazillen nur solche mit Anilin usw. versetzten 
FarbstofflSsungen der zweiten Klasse verwendet. Wenn es nun 
wahr ist, dal~ der Grad der optisehen Aufl6sbarkeit des Farb- 
stoffes mit der Diffusit~t seiner Farbung in einem Zusammen- 
hang steht, so mfi6te man annehmen, dag der Anilinzusatz 
mSglieherweise einen Einflu6 auf die optische Aufl6sbarkeit hat. 
Diese Vermutung fand ieh nun vollauf bestgtigt. W~thrend 
ngmlieh, wie gesagt, eine einfach wasserige, stark ver@nnte 
FuchsinlSsung nur relativ wenige KSrnchen ultramikroskopiseh 
zeigt, ist eine ebenso stark verdt~nnte Fuchsinl6sung in Anilin- 
wasser optisch vollkommen aufl6sbar und bietet genau den- 
selben Anbliek dar wie etwa ein grSberes Goldrubinglas. Die 
Bezeiehnung ,,Sehwebefgllung" (Unna)  far derartige LSsungen 
erweist sich also mit der neuen m!kroskopischen Methodik als 
durehaus begrfindet. 

Aueh auf eine andere Weise kann man eine Fuehsin- 
15sung aus der zweiten optisehen Form in die dritte tiber- 
ftihren, ngmlieh durch Zusatz einer sehr geringen ~enge yon 
Alkali. Besonders interessant ist abet auch wegen seines 
makroskopischen Verhaltens der Zusatz yon Koehsalz unter 
gewissen Bedingungen. Ieh sehieke voraus, da6 Fuehsin in 
w~sseriger Lt}sung dutch Sgttigung mit Koehsalz vollkommen 
ausgesalzen wird, dal~ sieh aber in der Hitze das Fuehsin in 
der Koehsalzlt}sung wieder it}st, um beim Erkalten wieder aus- 
zufallen. Wenn man nun eine diinne Fuehsinlt}sung unter 
Sieden mit Koehsalz s~tttigt und dann im Wasserstrahl abktihlt, 
so fftllt das Fuehsin nieht aus, sondern zeigt ein merkwt/rdiges, 
so viel mir bekannt, bisher noeh nieht besehriebenes Verhalten. 
Die LOsung wird n~imlieh im dnrehfallenden Lieht je naeh den 
Umst~tnden rotviolett bis intensiv blau-violett oder fast eyan- 
blau, wahrend sie im auffallenden Lieht die Fuehsinfiirbung 
behNt. Diese Erseheinung erinnert augerordentlieh an die der 
gef~trbten Goldsole, und in der Tat gleieht aueh das ultra- 
mikroskopisehe Bild vt}llig einer solehen. Das Fuehsin ist in 
Form unendlieh zahlreieher, optiseh auflt}sbarer, ultramikrosko- 
piseher KOrnohen in dieser Lt}sung enthalten. Eine derartige 
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FuchsinlSsung lli6t gewOhnlich nach 24 Stunden den gesamten 
Farbstoff schliel~lich doch noch flockig ausfallen. 

S e h a r l a e h  R (s. dieses Archly 164) ist in Wasser unl6slich, 
10st sieh aber in Alkoho]. Eine alkoholische LSsung dieses 
Farbstoffes zeigt nun keinerlei Inhomogeniti~t, sondern nur eine 
ganz geringe rote diffuse Liehtzerstreuung, welche man aber 
unter die Fluoreszenzerseheinungen reehnen mug. Wenn man 
nun eine solche sehr dfinne alkoholische SeharlachlSsung mit 
etwa ftinf Teilen Wasser verdfinnt, so f~tllt der Farbstoff nieht 
aus, es ~ndert sieh nur die Nuance insofern, als die LiSsung 
im Yergleieh zu der alk0holisehen etwas sehmutziger rot er 
seheint. Im Ultramikroskop zeigt diese LSsung nun wiedermn 
vollkommene AuflSsbarkeit in feinste Teilehen genau wie das 
Goldrubinglas. 

Die w~isserige L6sung des Nilblau geh6rt, wie sehon er- 
w~ihnt, zur ersten optisehen Klasse. Dutch Zusatz yon Natron- 
lauge wird aus einer konzentrierten Nilblaul6sung die freie 
Farbbase als toter Niedersehlag ausgesehieden. In einer sehr 
verdfinnten NilblaulSsung dagegen tritt nut der Farbumsehlag 
naeh Rot ohne Niedersehlagsbildung ein. Diese rote Flt~ssigkeit 
zeigt nun ultramikroskopiseh vollkommene AuflSsbarkeit. Man 
kSnnte nun meinen, dug der Farbumsehlag des Nilblau allein 
dieser optisehen s seines Zustandes zuzusehreiben sei. 
Das ist aber nieht tier Fall. Denn die gelbrot e (in verdiinnter 
LiSsung mehr gelbe) LSsung der Nilblaubase in Xylol zeigt 
ultramikroskopiseh niehts welter Ms eine nieht auflSsbare gelbe 
Fluoreszenz; der Farbenumsehlag allein bedingt also noeh nieht 
die optisehe AuflSsbarkeit. 

II. Das  V e r h a l t e n  der  F a r b s t o f f e  in gef i i rb ten  
Z e l l p r a p a r a t e n .  

Schon aus den Untersuchungen yon S i e d e n t o p I  und 
S z i g m o n d y  sowie yon R a e h l m a n n  geht hervor, dal~ das 
Ultramikroskop nicht ohne weiteres zm" Betrachtung grOberer 
histologischer Objekte geeignet ist. Das liegt daran, da6 iiberall 
statt schaffer Konturen mehrere Beugungsringe zu sehen sind 
nnd daher immer dann, wenn mehrere Konturen dicht beiein- 
ander liegen~ die verschiedenen Beugungsringe sich fiberdecken 
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und ein unentwirrbares Netzwerk statt einfaeher Linien geben. 
Ein sehr einfaches und demonstratives Beispiel f~r die Wirkung 
des Ultramikroskopes ist die Betraehtung eines roten Blutk6rper- 
ehens. Man sieht um ein dunkles Zentrum einen ganzen Kranz 
konzentriseher Ringe. u kompliziertere Gebilde gibt sehon 
z.B. ein gef~rbter neutrophiler oder eosinophiler Leukocyt im 
gef~trbten Pr~parat. Das hierbei entstehende Bild kann man 
sich Mcht vergegenw~rtigen, wenn man sieh statt eines jeden 
Granulum eine Reihe konzentriseher Ringe um seinen eigent- 
lichen Ort denkt. Die sich ~berkreuzenden Liehtringe geben 
ein vSllig unentwirrbares flimmerndes Netzwerk yon Lieht und 
es bedaff schon einiger Er~ahrung, um rfiekw~rts aus diesem 
Liehtbild auf das Vorhandensein von Granulis in der Zelle zu 
sehliel]en, und auch dann wird man tiber ihre eigentliehe Form 
niehts aussagen kSnnen. Jedoch gibt es einzelne histologische 
Objekte, bei denen das Ultramikroskop aueh gute Dienste leistet. 
Das sind solehe Objekte, die sieh in ihrem Wesen mehr den 
im ersten Teile betrachteten Suspensionen feinster K0rnchen 
in einem homogenen ~'[edium n~hern. Als hervorragend seh6nes 
Objekt f~ir diesen Zweek land ich die basophilen Granulationen 
der roten Blutk6rpereheu, welche bei verschiedenen An~mien 
auftreten. Es fanden sieh hier in einem homogenen Medium 
des so gef~rbten Protoplasma des roten Blutk6rperehens ein- 
zelne Inhomogenit~tten, eben jene KOrnchen, welehe meist ge- 
niigend weir auseinander Iiegen, daft die Beuguugsringe, die 
um jedes einzelne herum entstehen, sieh nieht allzu sehr iiber- 
decken. W~hrend nun bekanntlieh diese KOrnehen der roten 
BlutkSrperchen selbst im gefa,rbten Pr~tparat zu denjenigen Ob- 
jekten gehOren, welehe mit guten Objektiven manchmal eben 
gerade nur noeh aufltisbar erscheinen (wenn es aueh grSbere 
gibt), so bilden mit dem Ultramikroskop diese KSrnehen ge- 
radezu Riesenobjekte dadurch, dal] man nieht sie selbst sieht, 
sondern konzentlisehe Lichtringe um diejenige Stelle, an der 
sie eigentlich liegen. Ja, es gelingt sogar den Pr~paraten, in 
denen die KOrnchen einigermaften zahlreich sind, sie mitunter 
in solehen Blutk0rperchen nachzuweisen, bei denen man sie 
mit dem gew/Shnliehen Mikroskop gar nieht oder nut mit einiger 
Einbildung erkennen kann. 



III. Einige or ien t ie rende  Bemerkungen  i~ber die Be- 
einf lussung tier Eigenfarbe dutch das Ult ramikroskop.  

Unter vielen Bedingungen erscheinen gef~rbte Objekte im 
Ultramikroskop nicht in der l~uance, in der wir sie makro- 
skopisch oder im gew6hnlichen 3[ikroskop zu sehen gewohnt 
sind. Die allgemeinen Gesetze, nach denen die Farben durch 
das Ultramikroskop ver/~ndert werden, bediirfen wohl noeh 
einer speziellen physikalischen Untersuehung. Nut zur vor- 
l~ufigen Orientierung mSgen die folgenden Bemerkungen dienen. 

Farbstoffe, welche in w~sseriger L6sung fluoreszieren, 
scheinen immer in der Farbe der Fluoreszenz aufzutreten. Eosin 
ist immer gelbgrtin, Methylenblau je nach der Intensit~t der 
F~trbung gelbrot bis kupferrot. Nicht fiuoreszierende Farbstoffe, 
wie das Fuehsin, zeigen ein wechselndes Verhalten. Bei An- 
wendung der Abb6sehen Zentra]blende mit axialer Beleueh- 
tung erseheint das Fuehsin gelbgrfin bis grt~n, also in der- 
selben Farbe, wie sie als Oberfl/iehenfarbe bei den troekenen 
Kristallen des Farbstoffs auftritt. Bei gr6beren Objekten, z. B. 
groBen Bakterienhaufen~ ist gew~hnlieh die Mitte rot, und 
naeh dem Rande zu wird die Farbe allmAhlieh griinlieh-gelb. 
Dagegen erseheinen bei der senkreehten Beleuehtung und An- 
wendung der Siedentopfsehen Cuvette die Te~lchen einer 
FuehsinlSsung oder mit Fuchsin gef~trbte EiweiBk6rnchen rot. 
Jedoeh ist zu bedenken, daBdie yon den Teilehen ausgesandten 
Liehtstrahlen bei der Anwendung der Cuvette immer noeh eine 
Sehieht der Farbl~sung zu durchlaufen haben, bevor sie ins 
Mikroskop gelangen, wodureh die F~rbung eine Modifikation 
erleiden kann. Hierbei erscheinen dann aueh mit Methylenblau 
gef~trbte Eiweil]teilehen blau. Manehe~ wie es seheint, die 
violetten Farbstoffe, zeigen in der Cuvette nieht eine einheit- 
lithe Farbe, sondern KSrnchen yon versehiedener Farbung (vgl. 
Indulin in der Tafel VI). Beim Indulin sieht man rote und lila- 
farbene Teilehen. Zu einem Teilerkl/~rt sieh alas daraus, dab 
die Farbe je naeh der Einstellung der Ebene etwas variiert, 
zum anderen Teil haben aber die K6rnehen aueh unter Be- 
r[~cksichtigung dieser Tatsache wirklich versehiedene Farben. 
Ob bier nun versehiedene ehemische Indi~dduen vorliegen~ oder 
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ob es sich um eine rein optische Erscheinung handelt~ vermag 
ich noch nieht zu entscheiden. Diese vorl/~ufigen Bemerkungen 
m6gen zun/ichst gen~igen~ um auf die Schwierigkeit der Beur- 
teilung der Eigenfarbe im Ultramikroskop aufmerksam zu 
m 3~ch eli .  

IV. Uber  das Verhal t 'en yon Eiweil~16sungen im Ul t ra -  
mikrosl~op. 

Die oben mehrfach zitierten Autoren haben aus nahe- 
liegenden Grgnden ihre Aufmerksamkeit sogleich den EiweiB- 
15sungen verschiedener Art zugewendet. Ich mSchte nun meine 
Erfahrungen fiber EiweiB15sungen mitteilen, welche sieh mit 
denen yon R a e h l m a n n  nur in einigen Punkten, mit denen 
yon RSmer.  Much und S ieber t  1) nur wenig decken. Ieh 
beschreibe zunltchst die Tatsachen. Betrachtet man unver- 
dfinntes Blntserum im Ultramikroskop. so sieht man einen hell 
aufleuchtenden Liehtkegel, in dem man ngheres nicht differen- 
zieren kann. Bei einer Verdgnnung yon 1:10~ besser noch 
1:100 mit physiologischer KochsalzlSsung nimmt die ttellig- 
keit, mit der diese Liehtkegel aufleuchten, ein wenig ab, daffir 
sieht man aber auf einem hellen Untergrund ziemlich zahl- 
reiche, noch heller leuchtende K6rnchen in regelmaBiger Ver- 
teilung sich abheben. Bei einer noeh st~trkeren Verdfinnung 
yon 1 : 1000 nimmt der diffus leuchtende Untergrund an HeUig- 
keit immer mehr ab, wahrend die einzeln sichtbaren K6rnchen 
immer deutlicher hervortreten. Hierbei ist jedoch zu bemerken, 
dal] die Anzahl der K6rnchen bei 1000facher Verdtinnung 
keineswegs" zehnmal g'r61]er als bei 10000father Verdgnnung, 
sondern dab die Anzahl der sichtbaren K6rnchen durchaus nicht 
proportional der Verdtinnung abnimmt. Auch ist keineswegs 
daran zu denken, dab die bei der Verdfinnung siehtbar werden- 
den KOrnchen allein die optische Aufl6sung des vorher diffusen 
Lichtkegels darstellen, denn zun/~chst bleibt neben den KSrn- 
then der diffus leuchtende Untergrund noeh bestehen. 

Verd~innt man das Serum nicht mit physiologischer Koeh- 
salzlSsung, sondern mit destilliertem Wasser, so ist fiber den 
diffusen Untergrund zun~tchst dasselbe zu sagen, daneben aber 

1) Zeitschr. f. physik.-diat. Ther. 1904, Mai- und Juniheft. 
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treten die auflfsbaren KSrnehen in viel st~irkerem Ma$e hervor 
als bei der Ver@nnung mit physiologiseher KoehsalzlSsung. 
Bei weiterer Verd~innung werden sie nieht etwa weniger, son- 
dern im Gegenteil zun~ehst bedeutend zahlreieher. So ist z. B. 
das Bild, welches eine 100faehe Serumverdfinnung mit phy- 
siologischer Kochsalzl6sung bietet, an K6rnchenreichtum nicht 
im entferntesten zu vergleiehen mit dem Bilde, alas eine gleiehe 
Verdilnnung mit destilliertem Wasser bietet. 

Eine dutch HaIbs~ittigung mit Ammonsulfat dargestellte 
Albuminl6sung aus Blutserum zeigt verhNtnism~tNg reeht wenig 
KSrnehen, w~hrend eine kfinstlieh dargestellte GlobulinlSsung, 
die an sich sehon immer etwas opaleszent ist, ultramikroskopiseh 
zahlreiche K6rnehen yon verschiedenster t t e l l i g k e i t  (d. h. also, 
da der Breehungsexponent der versehiedenen EiweiBteilehen als 
gleieh angenommen werden kann, Grf$e)  erkennen l~l~t. 

E ine  ~u6erst verdiinnte Albuminl6sung, welehe nur noeh 
sehr wenig KSrnehen zeigt, bietet, wie i~brigens sehon Raeh l -  
m a n n  beobaehtet hat, nach dem Kochen ein ganz anderes 
Bild dar, indem sie yon feinsten Kfrnehen wimmelt. 

Wit kommen nunmehr zu der Deutung dieses Befundes 
und legen uns die Frage vor, zu weleher der drei eben an- 
gefi~hrten Klassen eine EiweiglSsung gehSrt. Naeh dem er- 
w~thnten Befunde ist es klar, dal~ wir sie nut der zweiten Klasse 
einreihen kSnnen, d .h .  also den optiseh partieU aufl6sbaren 
LSsungen. Das Eiweig ist zun~ehst einmal in kOrniger Form 
vorhanden, daneben abet in einer Form, welehe zwar bei 
hSherer Eiwei6konzentration dureh Bin diffuses Aufleuehten des 
:Liehtkegels eine Inhomogenit~tt erkennen l~l~t, bei der aber 
selbst das Ultramikroskop in der heutigen Form eine optisehe 
AuflOsung nieht zustande bringt. Diese Art der Inhomogenit~tt 
~thnelt also der Fluoreszenz nur mit dem Untersehiede, dug 
eine Fluoreszenz bei hoher u erst reeht deutlieh wird, 
w~hrend die Liehtzerstreuung der Eiweigltisung erst bei hOheren 
Konzentrationen deutlieh wird. Jedoeh ist dieses abweiehende 
Verhalten beider L6sungen far uns ffir die vorliegende Frage 
nieht yon so gro6er Bedeutung und h~ngt offenbar nut" mit 
der Tatsaehe zusammen, dag die fluoreszierenden Farbstoffe 
ein sehr viel h6heres LiehtzerstreuungsvermSgen haben als eine 
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Eiweil~lSsung; das Wesen eines iluoreszierenden Stoffes ist es 
gerade, an seinen kleinsten Teilchen einen gro~en Teil des auf 
ihn fallenden Lichtes in einer - -  ich mSchte sagen - -  spe- 
zifisehen Weise zu zerstreuen, w~thrend die Eiwei~16sung keinen 
spezifisehen Einflu~ auf das Lieht hat, sondern wohl nut in- 
folge ihrer feinkSrnigen, wenn auch selbst ultramikroskopiseh 
nieht aufl6sbaren Struktur aus allgemeiu optisehen Grfinden 
dieses LiehtzerstreuungsvermSgen zukommt. In stark verdfinnten 
EiweiB15sungen wird diese Liehtzerstreuung so gering, dal~ man 
yon ihr wenig oder nichts mehr sieht. 

In jeder Eiwei~lSsung ist also das Eiweil] in zwei ver- 
schiedenen Zustandsphasen enthalten, erstens in auflSsbarer 
Form, zweitens als unaufl6sbare Tr~bung. Ob es zu einem 
dritten Teil nicht in noeh feinerer Form enthalten ist, derart, 
dal~ etwa zwisehen den hypothetischen feinsten KSrnchen, aus 
welehen sieh die unaufl6sbare Trfibung zusammensetzen mu6, 
noch feinere Teilchen enthalten sind, welche gar keine optische 
Erseheinung machen, wie etwa die Molekfile irgend eines Salzes 
in w~sseriger L6sung, yon denen das Ultramikroskop gar niehts 
zeigt, ist zurzeit noeh nieht zu entscheiden. MSglich ist es, 
dal] die hypothetischen K6rnchen der nicht auflSsbaren Trfibung 
schon die Eiweil~molek~le selbst sind, aber sieher ist, da6 die 
optiseh auflSsbaren KSrnchen nicht die Molekfile sind, sondern 
nichts we~ter darstellen als den ersten Anfang e~ner Aus- 
floekungserseheinung. Alles, was eine Ausflockung im Serum 
hervorruft, wie destilliertes Wasser oder Koehen, vermehrt die 
optiseh auflSsbaren KSrnehen der Eiweil315sung, nnr da6 man 
natflrlich ultramikroskopiseh die Vermehrung schon frfiher naeh- 
weisen kann, als man makroskopiseh Floeken erkennen kann. 
Es sei noeh darauf hingewiesen, dal~ eine w~sserige LSsung 
yon Fuehsin in ihrem optischen Verhalten eine gro6e s 
keit mit einer Eiwei615sung zeigt, nut dal~ yore Eiweil~ Bin 
relativ grSl3erer Anteil in Form yon KSrnchen vorhanden zu 
sein pflegt als vom Fdehsin in einfaeh wasseriger LSsung.Ich 
mSehte auch daran erinnern, dal~ auf ganz anderem Wege 
S ieden topf  und Sz igmondy  zu der Anschauung gelangten~ 
dal~ die optiseh auflSsbaren Goldteilchen des Goldrubinglases 
nieht die Gesamtmasse des in dem Glase enthaltenen Goldes 
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darstellen kann, sondern dal3 ein Teil des Goldes in einer tiber- 
haupt nieht siehtbaren Form in dem Glase enthalten ist. 

Aus den soeben entwickelten Ansehauungen fiber die Natur 
einer Eiweiglfsung folgt ohne weiteres, dal~ die yon RSmer, 
Much und Siebert  besehriebene Methode der quantitativen 
Eiwei$bestimmung auf ultramikroskopisehem Wege in ihrer 
Allgemeinheit nicht zu halten ist. Sie berechnen fiir verschie- 
dene Eiweil~lSsungen gewisse Zahlen, welehe angeben, bei wie- 
vielfaeher Verdtinnung im Gesiehtsfeld nur noeh drei his vier 
Eiweigteilchen vorhanden sind. Nun lagt ja abet eine Eiweil3- 
15sung yon genau der gleiehen Konzentration, je naehdem sie z.B. 
in physiologiseher Koehsalzl6sung oder in destilliertem Wasser 
gel6st ist, ganz enorme Untersehiede der KSrnehenzahl erkennen. 
Die Autoren gehen so welt, zu behaupten, dal~ das Ultramikro- 
skop ftir die Eiweigbestimmung ebenso wertvoll sei wie der 
Polarisationsapparat f~ir die Zuekerbestimmung. Davon ist 
nattirlieh gar keine Rede. Es soll nieht geleugnet werden, dal3 
far manehe praktisehen Fglle, z. B. fii~" die Eiweil~bestimmung 
des Harns, wo wir annghernd immer eine gleiehe Salzkonzen- 

tration haben und immer mit physiologiseher Koehsalzl6sung 
verdtinnen kSnnen, praktiseh ganz gut vergleiehbare Resultate 
erzielt werden kSnnen, jedoch seheint mir diese Methode 
keine erhebliehe Bereieherung der quantitativen Eiweil~analyse 
zu sein, da sie yon so vielen Bedingungen abhangig ist. 

Erk lgrung  der Abbildungen auf Tar. VI. 
Fig. 1. a Wgsserige LSsung yon Fuehsin 1:1000, b oben: wgsserige 

LSsung yon Fuchsin 1:10000, unten: dasselbe in Anilinwasser 
start destillierten Wassers. e oben: wgsserige MethylenblaulSsung 
1 : 10000, unten: wgsserige IndulinlSsnng 1 : 10000, d klare Aseites- 
fliissigkeit, 200faeh verdtinnt, und zwar oben: mit 0,85 ~ C1Na- 
LSsung verdtinnt, unten: mit destilliertem Wasser verdtinnt. 

Fig. 1 sgmtliehe Bilder mit Cuvette und senkrechter Beleueh- 
tung. Spaltbreite in allen 0,1 ram, nur bei der MethylenblaulSsung 
Spaltbreite 0,3 mm, um die Farbkrgftigkeit zu erhShen. 

Fig. 2. a Mikroskopisches Bild. b Ultramikroskopisehes Bild desselben 
Objektes bei derselben VergrSgerung (Zeil~ Ap ochr. 2 ram, mit A b b 6 - 
seher Zentralblende, Kompensationsoktflar 18). Methylenblaa-Eosin. 

Drei rote BlutkSrperehen, 1 Lymphoeyt, 1 eosinophiler Leuko- 
eyt, 2 punktierte rote BlutkSrperehen yon perniziSser Angmie. 
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