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XVIL
Uber Fettfiirbung.

Farbchemischeund histologisch-technischeUntersuchungen.
(Aus dem k. k. Hygienisch-bakteriologischen Institut der Jag. Univ. Krakaun.)

Von
Dr. Philipp Eisenberg,

Assistenten am Institut.

In einer vorhergehenden Arbeit (Zentralbl. f. Bakt. Ia. Orig.
XLVIII B. H. 3. 1908), die sich mit der farberischen Darstellung
der Fetteinschliisse bei Bakterien befaBt, habe ich die Meinung
ausgesprochen, daB es sich wohl verlohnen wiirde, die dort mit-
geteilten neuen Fettreaktionen auch an anderem tierischen und
pflanzlichen fetthaltigen Material zu priifen. Vorliegende Mit-
teilung soll eben tiber die Untersuchungen berichten, die an mensch-
lichen und tierischen Geweben in dieser Richtung ausgefithrt
wurden, wihrend die an pflanzlichen Objekten gewonnenen Er-
fahrungen in einer noch folgenden Arbeit Platz finden werden, eine
Einteilung, die durch die groBe histochemische Verschiedenheit des
Materials wohl gerechtfertigt erscheint.

Bevor ich jedoch an die Besprechung meiner jetzigen Unter-
suchungen herantrete, halte ich es fiir angebracht, die Ergebnisse
der Fettfarbung bei Bakterien hier kurz zu resiimieren, einerseits
deshalb, weil dieselben den Ausgangspunkt fiir die mitzuteilenden
Versuche abgegeben haben, anderseits aber deshalb, weil ein Ver-
gleich der an so heterogenen Objekten gewonnenen Resultate
manches Interessante bieten diirfte.

Die Fetteinschliisse bei Bakterien, die in Form von runden oder
ovalen Tripfchen bei vielen aéroben Bazillen sowie bei manchen
Spirillen innerhalb des Zelleibs auftreten, sind schon seit langem
von diversen Autoren mit verschiedenen Namen belegt, ihre Natur
sehr verschieden gedeutet worden. Im Anschluf an A. Meyer
und seine Schule sowie an Preisz glaube ich mit groBer Wahr-
scheinlichkeit ibre Fettnatur behaupten zu diirfen und betrachte sie
als Reservestoffe des normalen oder pathologischen Stoffwechsels,
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vielleicht anch unter Umstanden als Produkte einer Degeneration
des Bakterienprotoplasmas.

Die Firbung dieser Fetteinschliisse wird am besten an nichtfixiertem,
lebensfrischem Material vorgenommen, an fixiertem gelingt sie selten und
ist, sofern sie dies tuf, recht mangelhaft. Von den klassischen Methoden
erweist sich -die Schwirzung mit Osmiumsiure als unanwendbar. Die Fiar-
bungen mit Sudan III und Dimethylamidoazobenzol (Buttergelb) geben wenig
prignante Resultate, wihrend diejenigen mit Alkanin und Scharlach R (auch
in der Herxheimerschen Modifikation) in meinen Hinden ganz versagt
haben.

Sehr schone blaue Farbung liefert die von Diterich und Lieber-
meister dafiir vorgeschlagene Naphtholblausynthese, die in verschiedenen
Kombinationen aunsgefiihrt werden kann, mit « -8 Naphtol, Phenol (nicht mit
Orzin uwnd Resorzin) sowie mit Dimethylparaphenylendiamin (nicht mit
Nitrosodimethylanilin). Freilich muB ich es als sehr zweifelhaft hinstellen,
ob das dabei entstehende Reaktionsprodukt tatsiichlich Naphtholblau ist,
wie von den erwihnten Autoren sowie von Winkler angenommen wird
und zwar aus folgenden Griinden. Das blaue Naphtholblausalz ist nimlich
wasserloslich und eignet sich als solehss nicht zur Fettfarbung, dagegen ist
die dazu geeignete alkohol- und fettlosliche Naphtholblaubase rotbraun. Ver-
suche mit kéuflichem Naphtholblau (Neublau, Naphthylenblau R, Baum-
wollblan) zeigen, daB die Fettgranula der Bakterien sich dagegen ablehnend
verhalten und nur die braunrote Base (eventuell nach Sodazusatz freigemacht)
aufnehmen. ~Dasselbe Verhalten zeigen die genannten Farbstoffe gegemiiber
tierischem Fett, ebenso ein synthetisch aus « Naphthol und Dimethyl-
paraphenylendiamin in alkalischer Losung hergestelltes Naphtkolblau.

Man kénnte also nur annehmen, daf die Granula aus Fettsiuren be-
stehen und daf die Naphtholblaubase sich mit denselben zum blauen Salz ver-
einigh, eine Annahme, der das Verhalten der Granula zu anderen Farbstoffen,
z. B. Nilblau, Brillantkresylblau, Neumethylenblau widerspricht; es kommt
nimlich dabei nicht die blaue Firbung der Fettsiuren, sondern die rote der
Neutralfette zum Vorschein. Viel einfacher ist also die Annahme, daB wir hier
eine Indophenolsynthese vor uns haben, die das schwach basische, wasserun-
losliche, aber alkohol- und fettlésliche Indophenol entstehen und sich auf den
Fettkugeln (physikalisch) fixieren 18t. Diese Annahme findet ihre Bestitigung
in der schénen blauen Firbung, die mit k#uflichem Indophencl erzielt wird,
und die bez. der Nuance und Intensitit mit der synthetischen Farbreaktion
iibereinstiramt.

Von anderen Oxazinen geben die Basen des Nilblausulfats (A), des Nil-
blauchlorhydrats BB, sowie des Brillantkresylblaus schone orangerote Firbung
der Fettgranula, dagegen versagten Neublau, Neumethylenbiau, Capriblau,
sowie die sauren Farbstoffe dieser Gruppe: Muskarin und Resorufin. Von den
Agzofarbstoffen habe ich mit Dimethylamidoazobenzol, Sudan ITI, Spritgelb,
Sudan I, Sudanbraun, Manchesterbraun (Vesuvin B), mit den Basen des Ve-
suvins, Chrysoidins, Bismarckbrauns in alkoholischer Losung die Fettgranula
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fiirben kénunen; Anilingelb, Sudan II, Janusrot, Indoin sowie Scharlach R
(trotz der gegenteilizen Angabe von M ey er ) gaben negative Resultate. Von
anderen Basen eignen sich zur Firbung der Fetteinschliisse diejenigen des Echt-
blaus B (Gemisch von Di- und Triphenylrosanilinsulfat) und des Spritindulins,
sowie das Indophenol, das die Granula schon dunkelblan firbt.

Besondere Beachtung verdient abe: eine Reihe von Farbungen, die die
bisher besprochenen fast ausnahmslos an Prignanz ibertreffen und das gemein-
same Merkmal aufweisen, daB sie unter Mitwirkung gewisser Beizen vor sich
gehen. Alle diese Beizen zeichnen sich einerseits durch Fettlgslichkeit aus,
andrerseits aber dadurch, daB sie mit gewissen basischen Farbstoifen wasser-
unlésliche aber alkohol- und fettlgsliche Verbindungen geben, uwnd daranf be-
yuht eben der Mechanismus der in Rede stehenden Reaktionen.

Als solche Beizen konnen fungieren: « und 8 Naphthol in alkalischer Losung,
Phenol, o Chlorphencl, Phenylazetat ebenfalls in alkalischer Losung, Jod in
Alkohol oder Glyzerin oder in Lu'golscher Lisung, Jodwasserstoffsiure,
Pikrinsdure und ihre Salze, Trinitrokresol, Trinitroxylol, Trinitroresorzin,
Trinitranilin, Trinitrobenzoesiure, Dinitrobenzol, p und m Nitrophenol, Pikryl-
chlorid, Pikraminsiure, Naphtholgelb, Viktoriagelh, Aurantia, Martiusgelb,
Trinitrokresotinsiure, Salpetersiu-e 3 bis 100 %, salpetrige Sdure, und (nach
neueren Erfahrungen) Goldchlorid. Beziiglich der Farbstoffe, die hier Ver-
wendung finden kénnen, sei bemerkt, daB zunschst alle sauren Farbstoffe aus-
scheiden, von den basischen kommen in Betracht die Rosanilin- und Para-
rosanilinbasen und -salze, die diversen Rosanilin- und Pararosanilin-Violette
und -Griine, Rhodamin (nicht alle mit allen Bejzen, dariiber vgl. die Original-
mitteilung). Da8 die oben ausgesprochene Auffassung dieser Farbungsvorginge
das Richtige treffen diirfte, dafiix spricht m. E. die Tatsache, daf die dort
supponierten alkohol- und fettloslichen Farbstoffverbindungen mit den Beizen
nicht nur in den Bakterien, sondern auch in vitro hergestellt und zum Teil mit
Erfolg zur Firbung der Fetteinschliisse Verwendung finden konnen (die Pi-
krate und Jodverbindungen, nicht dagegen die Phenol- und Naphtholverbin-
dungen). TIm allgemeinen beobachtet man bei all diesen Beizenfirbungen die
interessante BErscheinung, daf die Firbung der Fettgranula und des restlichen
Bakterienleibes spez. reinen Ektoplasmas in einem gewissen AusschlieBungs-
verhiltnis zueinander stehen; die Farbung der Granula ist meist relativ elektiv
und {ritt die Farbung des Ektoplasmas erst bei Uberfirbung ein; andrerseits
aber bleibt meist die Fettfirbung aus, wenn -ein Firbstoff (nach vorheriger
Beizang) bereits in schwacher Konzentration das Ektoplasma anfirbt.

Indem ich nun an die Mitteilung meiner neneren Untersuchun-
gen ilber die Firbung von menschlichem und tierischem Fett her-
antrete, machte ich vorausschicken, daB bis vor kurzem die Anzahl
der Fettfarbstoffe eine recht beschriankte war. Wenn man von der
Osmierung absieht, die eigentlich keine Farbung in engerem Sinne
ist, bleiben nur Sudan ITI, Scharlach R, Alkannin und Indophenol
als die praktisch brauchbaren, auBerdem noch Tetramethyldi-
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amidoanthrachinon (Herxheimer) und eine Reihe von Azo--
farbstoffen, die mehr theoretisches Interesse bieten. Meine Unter-
suchungen bezweckten nun einerseits die Reihe der praktisch an-
wendbaren Farbstoffe zu erweitern, anderseits aber eben dadurch
auch dem farbchemisech interessanten Problem der Fettfarbung
niher treten zu konnen. Als Material fiir meine Untersuchungen
benutzte ich hauptsichlich hochgradig verfettete menschliche
Leber, daneben zur Kontrolle auch verfettete Organe von Meer-

schweinchen nach Formalinhartung.

Zunichst ging ich daran; die Beizenfirbungen an menschlichem Fett
nachzupriifen, doch zeigte es sich zu meinem Erstaunen, daB weder mit Naphthol,
noch mit Phenol-, noch mit Jod oder Pikrinssiure oder ihren Derivaten eine
Férbung zu erzielen ist, es zeigt sich ndmlich, daB das gebeizte Gewebe den
basischen Farbstoff aufnimmt, nicht aber das Fett. Nur bei starker Beizung
mit konzentrierter L u g o1scher Losung und Uberlirbung mit Fuchsin erhilt
man eine schwarzrote Férbung des Gewebes und eine Rosafirbung des Fettes.
Anch mit den fertigen kombinierten Farbstotfen, z. B. mit pikrinsaurem Rosanilin
oder mit Jod-Fuchsin in alkoholischer (70 prozentiger) Losung bekommt man
keine Fettfarbung, indem nur das Gewebe sich anfirbt. Auf die Deutung dieses
auffallenden Unterschiedes zwischen den Bakterien und tierischem Gewebe
komme ich noch weiter unten zu sprechen.

An zweiter Stelle wandte ich meine Aufmerksamkeit verschiedenen Azo-
farbstoffen zu, die bis jetzt am meisten zur Fettfirbung herangezogen wurden.
Als allgemeine Vorbemerkung mochte ich vorausschicken, daB nur die basi-
schen resp. die nach Michaelis ,indifferenten oder ,fast indifferenfen‘
(schwach savren) Farbstoffe in Beftracht kommen, wihrend die sulfu-
rierten von vornherein ausscheiden. FEine grofe Bedeutung fiir das fdrbe-
rische Verhalten der Azofarbstoife hat ihre Wasser- resp. Alkoholltslichkeit;
im allgemeinen sind freie Basen nur alkoholléslich (also auch die ,,indifferenten*
Farbstoffe), die Salze de: zur Salzbildung befihigten Basen mehr oder weniger
wasserlgslich. Jedoch ist aunch die Alkohollgslichkeit der Farbbasen ziemlich
beschrinkt, was leicht zu Niederschlagsbildungen fithrt und andererseits die
Intensitit der Farbungen meist beeintrichtigh. Von den verschiedenen Rat-
schlagen, die darauf ausgehen, diese Ldslichkeit zu erhthen, scheint mir dex-
jenige von Herxheimer besondere Beachtung zu verdiemen, der einen
Zusatz von 2% NaQOH zur Losung des Farbstoffs in 70 prozentigem Alkohol
empfiehlt. Man kann auf diese Weise konzentriertere Losungen erzielen, viel-
leicht erhoht auch das Alkali das Eindringungsvermégen der Farbe ins Fett.
Die schwache Farbstoffkonzentration kann ferner freilich nur bis zu einem
gewissen Grad durch lingere Farbungsdauer kompensiert werden. Ein weiterer
Ubelstand der Azofarbstoffe besteht darin, daB die zur Fettfirbung befahigten
meist helle Nuancen von Gelb dureh Orange zu Rot autweisen, -dunkelrote
und braune sind sehr selten, blaue und violette kommen gar nicht vor (viel-
leicht mit Ausnahme des Dianisilinblau, das mir nicht zur Verfiigung stand).
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Ferner kann man durch verlingerte Firbungsdauer die schwache Farbstoff-
konzent-ation wettmachen, wenn man auch dabei Gefahr liuft, Farbstoffnieder-
schlige im Priparat zu bekommen. Von alkoholléslichen Azofarbstoffen habe.
ich, auBler den allgemein gebriuchlichen Sudan III und Scharlach R, folgende
in alkoholisch-alkalischer Lésung (nach Herxh eim er ) untersucht: Anilin-
gelb (Amidazobenzol) (G)?) — kaum merkbare gelbliche Farbung, Buttergelb
{Dimethylamidoazobenzol) (M) farbt gelb, Spritgelb (Base des salzsauren
Amidoazobenzols) (G) griinlichgelb, Gewebe blaBgelblich, Sudan I (Anilinazo--
a Naphtol) (G) sehin gelb, Sudan II (Xylidinazo- § Naphthol) (G) tiefgelb, und
zwar alle elektiv nur das Fett. Eine schone Doppelfirbung gibt das Sudan.
RMP (A), indem das Fett tieforange, das restliche Gewebe schwach rosa er-
scheint. Besonders hervorheben michte ich zwei Farbstoffe, die mit Scharlach R
erfolgreich konkurrieren konnen, das Sudan IV (A. Konstitution noch nicht
publiziert), das schon hochrot elektiv firbt, sowie Sudanbraun (¢ Naphthyl-
aminazo- 8 Naphthol) (G und A), das eine Doppelfirbung gibt, indem Fett dunket--
braun, das Gewebe gelb gefirbt wird. Auflerdem sind erwéhnenswert: Gelb 2075
(B Anilin-Azo-Resorzin = Dioxyazobenzol) Fett orange, Gewebe gelb, Ei-
gelb 1531 (Dimethylanilin-Diazobenzol B) blaBgriingelb nicht elektiv, Orange
1168 (B. Anilin-Azo £ Naphthol) orange elektiv, Zinnoberrot 1233 (B. Konst.
unbek.) tieforange elektiv, Scharlach R 1599 (B Konst. unbek.) scharlachrot
elektiv, Rot 1169 (Xylidin-Azo- § Naphthol B) zinnoberrot elektiv, Rot 1170
(B. Amidoazobenzol-Azo- § Naphthol) glinzend ziegelrot elektiv, Rot 1171
(B. Konst. unbek.) scharlachrot elektiv (recht schén!), Braun 1172 (B. Konst.
unbek.) scharlachrot-grangelblich (recht schén), Braun 1437 (B. « Naphthyl-
amin-Azo- « Naphthol = Sudanbraun) schwarzbraun-graugelb (sehr schon!).
Weiter zeigte sich, daB eine Reihe von wasserldslichen Chlorhydraten (also zur
Salzbildung befihigte Farbstoffe) in wiisseriger Losung das Fett metachroma~
tisch farben. Man kann dabei feststellen, daf diese Fettfirbung immer im
Farbton der Base erfolgt, man muB also wohl in Ubereinstimmung mit den
geistreichen neuesten Ausfihrungen von Hansen {ber die Metachromasie
bei der Knorpelfirbung annehmen, daB die betr. Farbsalze in ihren wisserigen
Losungen hydrolytisch dissoziiert werden und die freie Base dank der Losungs-
affinitit im Fett gespeichert wird. Wir werden weiter unten sehen, daf dieser
Férbungsmodus sich auch in anderen Farbstoffgruppen wiederfindet und daly
auf ihm einige der schinsten Doppelfirbungen fiir Fett beruhen. Beziiglich
der technischen Details sei bemerkt, daf zuweilen bei einfacher Farbung der
Schnitte in wisseriger Liosung die Fettfirbung nicht eintritt, dagegen erscheint,
wenn man auf den gefirbten Schnitt 1 bis 2 prozentige Sodaldsung einwirken
148t, wobei ein Teil des im Gewebe gebildeten Farbsalzes dissoziiert wird und

1) Die eingeklammerten Lettern neben den Farbstoffbezeichnungen be-
deuten die Provenienz des betreffenden Farbstoffs und zwar (G)=
Griibler, Leipzig, M) =Merck, Darmstadt, () =Kahlbaum,
Berlin, (A)=Aktien-Gesellschait fiir Anilinfabrika-
tion, Berlin 80O. 86, (B)=Wilh. Brauns, Quedlinburg-Reichen-
berg. :
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die freigewordene Farbbase ins Fett hineindiffundiert. Zuweilen bedarf es
dazu stirkerer Agentien in Form schwiicherer oder stirkerer Lauge, manchmal
bekommt man eine prignante Fettffirbung nur bei Einwirkung der -alkoholi-
schen Lisung der durch Alkali freigemachten Farbbase. Selbstverstindlich
geben die letztgenannten Methoden auch dort, wo bereits in wisseriger Losung
Doppelfarbung zustande kommt, noch augenfilligere Farbungen. Clirysoidin
(K) firbt Fett griinlichgelb, das Gewebe braungelb, Vesuvin gibt-in wisseriger
Losung keine sichtbare Fettfirbung, nach Sodaeinwirkung werden die Fett-
tropfen griinlichgelb - inmitten des braungefirbten Gewebes, firbt man mit
alkoholischer (70 prozentiger) Losung der Base, so erscheint das Fett griin-
lichgelb, das Gewebe gelbbraun. ’

Beim Bismarckbraun (G) findet man dasselbe Verhalten. Vesuvin B
(m Toluylendiamindisazo-bi-m Toluylendiamin) (Manchersterbraun) (G) gibt
dieselbe Firbung erst bei Verwendung der alkoholischen Basenltsung. Eine
andere Marke von Vesuvin B bezeichnet als Bismarckbraun 1160 von W. Brauns,
Reichenberg, gibt ebenso wie Chrysoidin bereits in wisseriger Losung rotbraune
Fettfarbung und #hnliche Gewebsfdrbung. Janusrot (Amidophenyltrimethyl-
ammoniumazo-m Toluidinazo- § Naphthol) (G) gibt in wisseriger Losung blaf-
gelbe Firbung von Fett inmitten von rotbraunem Gewebe; durch Einwirkung
von Lauge wird das Fett orangegelb, das Gewebe blaBt ab; firbt man mit der
Farbbase, so bekomm¢t man das Fett rotbraun, das Gewebe gelb. Janusblau
(G) (Safraninazo- § Naphthol) firbt in wisseriger Losung das Fett blaBgelb,
das Gewebe graublau, Janusgrin (G) (Safraninazo-Dimethylanilin) das Fett
orangegelb, das Gewebe blaugriin, mit ihren Basen konnte ich dagegen keine
Fettfirbung erzielen.  Neuphosphin (G) (Amidobenzyldimethylamin-Azo-
Resorzin) firbt Fett gelb, das Gewebe gelbbraun, mit der Base blieb alles farb-
los. Tanninorange (Amidobenzyldimethylamin-Azo- B Naphthol) (G) gibt eine
orangegelbe nicht elektive Farbung, seine Base firbt das Fett gelb, das Gewebe
gelbbraun. Lederbraun (Salz des Biparaphenylendiamin-Disazo-m Phenylen-
* diamins) (G) firbt in wisseriger Lisung nur das Gewehe gelbbraun, bei Ein-
wirkung von Lauge erscheint das Fett blaBgelb, das Gewebe blafgelbbraun,
die Base firbt beides gelb. Mit Zerotin-Orange (G), Katechubraun (G) und
Azophosphin (G) hatte ich nur negative Resultate zu verzeichnen, ebenso mit
Indoin (G) (ob Azofarbstoff?).

AuBler diesen kiuflichen Farbstoffen, die mir zuginglich waren, habe
ich eine groBere Anzahl von Azofarbstoffen hergestellt, die zum Teil mir ans
der Literatur bekannten Farbstoffen entsprechen; ob die anderen neue Farb-
stoffe sind, wage ich angesichts der Hunderte von bereits dargestellten Korpern
dieser Klasse nicht zu entscheiden (es standen mir nur die Lehrbiicher von
Nietzki, Georgievicsund Pappenheim, sowie die Tabellen von
Schultz und Julius, 3. Aufl,, zur Verftigung). Teh diazotierte zumeist
in alkoholischer Losung und erhielt sodann durch Zusatz von Natronlauge direkt
alkoholisch-alkalische Losungen der betr. Azofarbstoffe. Chysoidin (Diamido-
azobenzol = Phenylazo-m Phenylendiamin) gab schéne braune Farbung der
Fettkugeln, graugelbliche Kontrastfirbung des Gewehes. Oxyazobenzol (Phenyl-
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azobenzol) sowie Benzolazo-Resorzin gaben blaBgelbliche nicht djfferenzierte
Firbung sowohl des Fettes als auch des Gewebes. Amidoazonaphthalin (4 Naphthyl-
amin- o Naphthylamin)gelbbraun-blaBgelb 1), g Napht:ol- « Naphthylamin
(Karminnaphthe grénat) elektiv gelbbraun, 8 Naphthol-Naphthylamin (Azotiir-
kischrot) elektiv ziegelrot (recht schén!), 8 Naphihol- p Nitranilin (Nitranilinrot)
blafi orangegelb elektiv, Sudan G (Dioxyazobenzol = Anilinazo-Resorzin)
griinlichgelb elektiv, Spritgelb R (Amidoazotoluol) orangerot-blaBgelb. Die
von mir hergestellten und in den oben erwihnten Zusammenstellungen nicht auf-
findbaren Azoverbindungen gaben folgende Resultate (alle in 70 prozentigem
alkalisierten Alkohol):

f Naphthol-Phenylo B Naphthylamin: gelbbraun elektiv,

a Naphthol-3 Naphthylamin: ziegelrot elektiv (vecht schon!),

o Naphthol-Phenylo « Naphthylamin: orangegelb elektiv,

a Naphthol-Phenylo § Naphthylamin: orangerot (recht schon!),

B Naphthol-Phenylo « Naphthylamin: orangegelb elektiv,

8 Naphthol-Phenylo-m Nitranilin: blaBgelb elektiv,

m Phenylendiamin-Dimethylparaphenylendiamin: gelbbraun elektiv,

@ Naphthol-Benzidin: ziegelrot elektiv (recht schon!),

8 Naphthol-Tolidin: purpurrot elektiv (sehr schon!),

o Naphthol-Benzidin: ziegelrot elektiv (recht schon!),

a Naphthol-Tolidin: gelbbriunlich,

Dinitronaphthol-a Naphthylamin: blaBgelb elektiv,

Phenol-a Naphthylamin: hochrot elektiv (sehr schon!),

Phenol-3 Naphthylamin: ziegelrot elektiv (recht schion!),

Phenol-Phenylo « Naphthylamin: orangerot elektiv,

Phenol-Benzidin: blaBgelbbraun elektiv,

Phenol-Tolidin: orangegelb-gelb,

a Naphthol-Nitros)dimethylanilin: blaBrosa elektiv,

8 Naphthol-Nitrosodimethylanilin: biaBgelb elektiv,

Nitroso-3 Naphthol-Nitrosodimethylanilin: blafgelb elektiv,

a Naphthol-Diphenylamin: orangegelb elektiv,

p Amidophenol-x Naphthylamin: braunrot elektiv (recht schon!),

a Naphthol-o Toluidin: purpurrot-gelb (sehr schon!),

8 Naphthol-o Toluidin: ziegelrot elektiv (recht schon!),

Tolidin-> Naphthylamin: gelbbraun elektiv,

Tolidin- m Phenylendiamin: ziegelrot elektiv (recht schonl),

Benzidin-Tolidin: rothraun elektiv (recht schon!),

Spritgelb-3 Naphthol-Tolidin: lachsrot elektiv (recht schon!),

Tolidin-Tolidin: orangegelb elektiv, '

Benzidin-Benzidin: leuchtend rotbraun-blafigelblich (recht schén!

Benzonaphthol-3 Naphthylamin: orangegelb elektiv,

Sudan IV-Tolidin: leuchtend rot elektiv (sehr schon!),

1) Die beiden durch - verbundenen Stoffe wurden nach Diazotierung ge-
kuppelt; die ebenso verbundenen Farben bezeichnen die Firbung des
Fettes resp. des Gewebes.
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3 Naphthol-Naphttalin: rotbraun-blafgelb,

3 ‘Hydronaphthochinon-3 Naphthol: gelbbraun leuchtend elektiv (recht
schont), .

Benzidin-a Naphthylamin-3 Naphthol: hochrot-blaBgelblich(recht schon!),

Azetphenetidin-x Naphthylamin: leuchtend gelb-graugelblich,

Azetphenetidin-Tolidin: grell gelbbraun elektiv.

AuBerdem habe ich auch versucht, durch Diazotierung resp. datauffolgende
Verkuppelung solche Farbstoffe anderer Gruppen der Fettfirbung dienstbar
zu machen, die weder als Salze noch als Basen Fett anfirben. Im Janusblan
und Janusgriin haben wir bereits derartige Safranin-Azofarbstoffe kennen ge-
lernt; mit Indoin (G) (ob identisch mit Indoinblau-Safraninazo-3 Naphthol?)
hatte ich nur negative Resultate, ein vonmirhergestelltes Safraninazo-3 Naphthol
gab eine Doppelfirbung briunlichrot-blaBrosa, diazotiertes Safranin sowie
Safranin-Azo-Phenol (Diazinschwarz) blaf violettblau-blaBrosa, Safraninazo-
o Naphthylamin tiefbraun-gelbbraun (recht schon!), Safraninazo-p Amidophenol
rotviolett nicht elektiv, diazotierte Neutralviolettbase orangebraun elektiv
(recht schon!). Auch mit Azoverbindungen der Farbstoffe anderer Gruppen
hatte ichpositive Resultate zu verzeichnen. Rosanilin-Azo-3 Naphthol gab schone
elektive ziegelrote Férbung, die analoge Pararosanilinverbindung auBerdem noch
das Gewebe orange-rosa, Rosanilin-Azo-3 Naphthylamin rotbraun-blaBgelb,
Rosanilin-Azo-Phenol blaBgelb-rosa, Alizaringelb FS (Triamidodiphenyltolyl-
karbinoktrisazo-Salizylsiure =— Rosanilin-Azo-Salizylsiure) blaBgelb-gelbbriun-
lich, Malachitgriin-Azo-3 Naphthol blaBgelb elektiv, dagegen gaben die ent-
sprechenden Verbindungen des Hexamethylviolett sowie des Anilinblau negative
Resultate, ebenso diazotiertes Rosanilin und diazotierte Rhodaminbase, Auramin-
Azo-3 Naphthol und Pyronin-Azo-3 Naphthol-Rhodaminbase-Az'o-{?. Naphthol
firbt blaBgelb-rosa, Neutralrotbase-Azo-3 Naphthol elektiv gelb. Auch in der
Thiazingruppe, in der weder Salze noch Basen an sich zur Fettfirbung befihigt
sind, filhrte die Diazotierung zu schonen Fettfarbstoffen: als Reprisentanten
wurden Methylenblau B pat. (G) sowie Toluidinblan (K und M) gewdhlt. Die
diazotierte Methylenblaubase firbt rosa-graublau, die diazotierte Toluidinblau-
base elektiv rot, Methylenblaubase-« Azo-Naphthol orange-blau, Totnidinblau-
base-3 Azo-Naphtol rot-graublau, Methylenblaubase-Azo-« Naphthylamin oran-
ge-blay, Toluidinblaubase-Azo-a« Naphthylamin gelbbraun-graugriinlich, Methy-
lenblaubase-Azo-Tolidin rot-blau (sehr schén!), Toluidinblau-Azo-Tolidin rot-
graublau (sehr schén!), Methylenblaubase-Azo-Salizylsdure orangerot-blaf-
blauviolett (sehr schon!), Toluidinblaubase-Azo-Salizylsdure orangebraun
elektiv (recht schonl).

Endlich habe ich durech Einwirkung von Chinonen auf Hydrazine Azo-
tarbstoffe erhalten, die sich zur Fettfirbung eignen und zwar « Naphthochinon-
Phenylhydrazin (Benzolazo-u Naphthol): purpurrot-graugelblich (sehr schon !)
sodann 8 Hydronaphthochinon-Phenylhydrazin: orangegelb-grangelblich.

Auch in der Gruppe der Nitrosokirper (Chinonoxime), die bisher bei der
Fettfirbung kaum Beachtung gefunden hat, habe ich eine Reihe von Farbstoffen
gefunden, die Fett anfirben, wenn auch zumeist die geringe Intensitit dieser
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Fiarbungen sie fiir die histologische Praxis ungeeignet erscheinen 14Bt. Das
o Nitrose-3 Naphthol (K entspricht dem Gambin Y in Teig 8. Schultz -
Julius, IV. Aufl. 512) firbt orangegelb elektiv, das B Nitroso-z Naphthol
{von mir hergestellt == Gambin R in Teizg Schultz - Julius 511} griinlich-
gelb-graugelblich, Nitroso-Phenol (eigenes Produkt) gelb-braun, Nitroso-o-
Kresol (eig. Pr.) gelb-graugelblich, Nitroso-p-Chlorphenol (eig. Pr.): gelb-grau-
gelblich, Nitroso-p-Bromphenol (eig. Pr.) gelb-graugelblich, Nitroso-Xylenol
1:2:4 (eig. Pr.) griinlichgelb elektiv, Nitroso-Xylenol 1:4:5 (eig. Pr.)
orangegelb elektiv.

Von den Azomethinen habe ich das einfachste Rubifuszin (Nietzki
S. 84) durch Einwirkung von Diamethylanilin auf Nitrosodimethylanilin in
salzsaurer Losung dargestellt: es firbt blaBgriinlichgelb-graugelblich.

Die ausgesprochen sauren Nitrofarbstoffe sind zur Fettfirbung nicht be-
tahigt, ebensowenijg andere Nitroderivate von diversen Phenolen und Aminen.

Von den Diphenylmethanfarbstoffen habe ich Auramin (K) sowie Pyro-
nin (G) untersucht; weder die Farbstotfe selbst, noch ihre Base, noch auch ihre
Antiformin- oder Formalinderivate (s. w. u.) eignen sich zur Darstellung des
Fettes.

Auch die Triphenyimethanfarbstoffe sind als solche direkt dazu nicht
brauchbar und zwar weder die diversen Rosanilin- und Pararosanilinsalze, noch
die verschiedenen Anilinviolette und Anilingriine, noch ein Formaldehydderivat
des Rosanilins (Nietzki, S. 155), noch die Rhodamine, noch weniger natiir-
lich die verschiedenen hierher gehorigen Rosol-Phtalein- und Sulfosiuren.
Auch die Basen der basischen Abkémmlinge des Triphenylmethans entbehren
des Fettfirbungsvermogens. Nur die Basen der Phenyl- und Diphenylnaphthyl-
derivate machen eine Ausnahme: von den ersteren gaben die Basen des Anilin-
blau (G), Reginaviolett (G), Blau 78 (RR spl) (B) (== Triphenyltromo- und
Pararosanilinsalze) und Echtblau B (M) (Gemenge der Sulfate des Di- und
Triphenylrosaniling), von den zweiten diejenigen des Viktoriablaus B (G).
Viktoriablan 4 R (M), Nachtblau (G), Blan BBB 74 (B) (= Phenylotetra-
methylotriamido-= naphthyldiphenytkarbinolehlorhydrat) (in 70 prozentigem Al-
kohol) eine orange-rosa elektive Fettfirbung, wihrend das Gewebe entweder
ungefirbt bleibt oder ganz blaBblan erscheint. Werden die so geféirbten Schnitte
in Wasser aufbewahrt oder in Sirup eingeschlossen, so sieht man nach 12 bis
24 Stunden die Farbung der Fettkugeln allméhlich abblassen (sie konnen unter
Unastiinden auch génzlich entfirbt werden, wihrend gleichzeitiz das Gewebe
immer intensiver blau resp. violett sich firbt. Das ebenfalls hierher gehdrende
Diphenylaminblau (= Bayrischblau spritloslich, von mir aus Diphenylamin
und Oxalsiure hergestellt) gab kein eindeutiges Resultat, indem wegen seiner
mangelhaften Loslichkeit in 70 prozentigem Alkohol seine Farbungsintensitit
sich als zu gering”erweist. Das erwihnte Echtblau B (M) gibt schon direkt in
70 prozentigem Alkohol eine Doppeltirbung, indem das Fett gelb, das Gewebe
blaBviolett gefirbt wird, Sedazusatz verstirkt die Intensitit der Fettfirbung.

Weitere Versuche zeigten nun die interessante Tatsache, daB es durch
verschiedene chemische Einwirkungen gelingt, manche der an sich zur Fett-
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farbung nicht tauglichen Triphenylmethanfarbstoffe so zu verindern, daf ihre
_Base das Fett anfirben. FEin solches Mittel fand ich vor allem im Natrium-
hypochlorit; versetzt man eine wisserige Fuchsinlgsung mit Antiformin (alka-
lische Losung von Natriumhypochlorit von O. Kiihn, Berin C.), so erhilt
man den Niederschlag einer Base, die in 70 prozentigem Alkohol eine schone
Doppelfiirthung gibt: das Fett orangegelb, das Gewebe rosarot. Mit eben-
solchem Erfolg kann man an Stelle des NaClO das CaClO sowie frisches Chlor-
wasser verwenden. Durch Einwirkung von Bromwasser entsteht ein Derivat,
dessen Base blafgelb-rosa farbt. Durch Jodeinwirkung (in Form von Lugol -
scher Losung) entstehende Derivate haben farblose Basen. Welcher Art die
‘beschriebenen Umwandlungen der Rosanilinbase sind, 18t sich ohne Analyse
dieser Derivate natiirlich nicht entscheiden; man konnte entweder an Halogen-
substitutionsprodukte oder an Oxydationsprodukte denken. Zu dieser letzteren
Annahme sei bemerkt, da es mir durch Einwirkung anderer oxydierender
Agentien (Jodsdure, Chlorsiure, Kaliumpermanganat, Chromsiure, Wasser-
stoffsuperoxyd) nicht gelungen ist eine fettfirbende Rosanilinbase zu be-
kommen., Andrerseits aber ist dadurch natiirlich die Annahme einer Oxy-
dationswirkung seitens der Halogene nicht ausgeschlossen, indem in den letzthin
erwihnten Fillen vielleicht farblose Basen resultieren (etwa wie die Rosanilin-
oder Pararosanilinbase), die sich im Fett ebenso losen kinnten, wie jene ge-
farbten. Diese Moglichkeit ist natiirlich auch fiir andere Farbstoffe zuzugeben.
deren Basen farblos oder zu schwach geféirbt sind (Rosanilin, Pararosanilin,
Neufuchsin, Methylviolett, Malachitgriin, Rhodamin usw. — dariiber weiter
unten). Dafiir spricht auch die Tatsache, dafi das Chlorderivat des Pararos-
anilins (die Base) nur mehr griinlichgelb, das Bromderivat kaum merkbar
gelblich farbt, das Jodderivat ist farblos. Ebenso firben die Halogenderivate
des Kresofuchsins (G), des Methylvioletts (G) und Malachitgriing (A) kaum
merkbar gelblich, die Chlorderivate des Athylvioletts (G), des Rhodamins B
(K) wnd G (B) sind als Basen farblos. Dagegen verhalten sich die Derivate
des Neufuchsins (B) und des Rosanilinvioletts firberisch ebenso, wie diejenigen
des Fuchsins. :

Von den Phthaleinen ist nur ein basischer Farbstoff zu erwihnen, das
Chinolingelb spritloslich (B), das elektiv blaBgriin firbt.

Von den Anthrachinonfarbstoffen habe ich Alizarin und Alizarin-Zyanin,
beide ohne Erfolg untersucht. Interessant wire aus noch zu errternden Griinden
die Untersuchung der Oxazime des Anthrachinons (Georgievies S. 209),
die mir leider vorldufig nicht zur Verfiigung stehen.

Von den Chinolinfarbstoffen erwies sich auBer dem schon erwihnten
Chinolingelb das Chinolinrot (G) und seine Base als Fettfarbstoff nicht ver-
wendbar, ebenso das Zyanin (auch seine Base) in Ubereinstimmung mit
Michaelis und entgegen den Behauptungen von Ranvier. = Das von
mir hergestelite Flavanilin (Georgievics 241) erwies sich als zu farb--
schwach, um beurteilt zu werden. Aunch die Akridinfarbstoffe Akridinorange (G),
Akridinrot (G) und Phosphin (G) gaben mitsamt ihren Basen negative Resul-
tate. Durch Behandlung von Akridinorange mit Formalin (der Farbstoff wird
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in Formalin gelost und kurz erhitzt, sodann durch NaOH die Base gefillt)
konnte ich dagegen einen Farbstoff erbalten, dessen Base blafgelb-gelbbriun-
lich f5irbt (Georgievies 8. 247). Aus Zyanin erhilt man bei solcher Be-
handlung eine Base, dieschon griinlichgelb-blan aus Phosphin eine Base, die nicht
elektiv blaBgriinlichgelb firbt, wihrend beim Chinolinrot der Eingriff zu keinem
Fetttarbstoff fiihrt.

In der Thiazingruppe finden wir #hnliche Verhdltnisse vor, wie in der
Triphenylmethangruppe. Weder die Farbsalze noch die Farbbasen sind an
sich befahigt, das Fett zu firben. Es wurden hier untersucht: Methylenblan
B pat (G), Toluidinblan (K und M), Azur I (G), Methylenviolett (G und M),
Methylengriin (G und M), Gentianin {G), Aethylenblau (&), Thionin (G). Da-
gegen gelingt es auch hier durch eine Reihe von Einwirkungen, sei es auf die
Gewebsschnitte, sei es auf die Farbstoffe selbst, Fettfirbungen und zwar zum
Teil recht instruktive, zu erzielen. Wenn man auf einen mit Methylenblan
gefirbten Schnitt, der dunkelblaues Gewebe und farblose Fettkugeln prasen'-
tiert, eine verdiinnte Antiforminldsung einwirken 148t, so sieht man nach einer
gewissen Zeit die Fettkugeln blaforange bis orangerot sich firben, wihrend
die Gewebsfarbung etwas abblaft. Mit Toluidinblau bekommt man auf diese
Weise das Fett rot, die Gewebe blau, mit Thionin orangerot-blan, mit Methylen-
violett blaBorangegelb-blafiviolett, mit Methylengriin blaBorangegelb-farblos,
mit Athylenblau blaBrosa-farblos, mit Azur I rosarot-blau, mit Gentianin
ist die Fettfirbung unsicher. Die Tatsache, daB auch genan neutralisierte
Antiforminlosungen die gleichen Resultate geben, wie die urspriinglichen alka-
lischen, zeigt, dafl die Alkaliwirkung hier kaum in Betracht komms, hichstens,
daB sie das Freiwerden der Farbbasen begiinstigt. Weiter kann man sich davon |
iberzeugen, daB auch Chlorkalklisungen sowie Chlorwasser dieselbe Anderung
der Férbungen bewirken. Es lag nun nahe, auch die Wirkung anderer Halogene
daranfhin zu untersuchen; tatsichlich gab Bromwasser #hnliche Ergebnisse,
nur ist die erhaltene Nuance meist heller, beim Methylenblan gelb-blaugriin,
beim Toluidinblau orange-griin, Jod (als solches oder in Form von Lugol -
scher Losung) gibt negative Resultate, es sind die Basen der resultierenden
Farbstoffe farblos; die Versuche mit Fluor verboten sich von selbst. Es wurde
sodann versucht mit Hilfe von anderen Oxydationsmitteln zur Fettfarbung zu
gelangen, und auch diese Versuche waren von FErfolg gelntnt. Auf mif den
verschiedenen Thiazinfirbstoffen gefdrbte Schnitte wurde H,0,-Losung (Per-
hydrol M er ck ) aufgetropft, dabei dnderte sich die Farbung nicht, erst wenn
Alkali zugesetzt wurde, firbten sich allmihlich die Fettkugeln im Farbenton
der Base: beim Methylenblau bekam ich auf diese Weise rot-violett, beim
Toluidinblau ebenso, beim Methylenviolett lachsrosa-rotviolett, beim Methylen-
griin blaBgelbbraun-farblos, beim Athylenblau gelbrosa-farblos, heim Gentianin
blaBgelbrosa-farblos, beim Thionin waren die Resultate unsicher. Auch die
oxydierende Wirkung der Chromsdure erwies sich als geeignet, behandelt man
ungefarbte Schnitte mit Chromsdure (wisserige oder alkoholische Losung) und
sodann mit Methylenblau oder Toluidinblau, so bekommt man wie gewhnlich
das Gewebe blau resp. blauviclett, das Gewebe farbles, IiBt man aber jetszt
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Alkali einwirken, so wird das Fett orangerot. Endlich fand ich auch im Formal-
dehyd ein Mittel, um Thiazinfarbstoffe , lipotrop** zu machen (so mdgen die
zur Fettfirbung befihigten Farbstoffe benannt werden). Wird der ungefirbte
" Schnitt kurz mit Formalin behandelt, sodann mit Methylenblau geféarbt (man
kann auch einfach in einer Farbstoffldsung in Formalin firben), so bekommt,
man das Gewebe blau, das Fett farblos; 148t man nun starke Lauge zuflieBen,
so firbt sich das Fett schon erdbeerfarben (,,fraise*), das Gewebe schon brann;
Toluidinblau gibt unter diesen Umstinden glinzend rosenrot-braunrot.

Um nun zu entscheiden, ob all die geschilderten Farbungen eine Ein-
wirkung- der betr. Agentien auf das Gewebe oder auf den Farbstoff zur Grund-
lage haben, habe ich zundchst diese letztere Moglichkeit einer experimentellen
Priifung unterzogen und dabei tatsdchlich Farbstoffe erhalten, deren Basen
,lipotrop® sind. s wurden die wisserigen Losungen der basischen Thiazin-
farbstoffe mit Antiformin, Chlorkalklosung bzw. Chlorwasser behandelt, sodann
mit Alkali die betr. Base geféllt und in 70 prozentigem Alkohol gelist; so ver-
dndertes Methylenblau firbt orangerot-blau, Toluidinblau rot-blau, Gentianin
rotviolett-blaBgelb, Athylenblau rosaviolett-blaBgelb, Methylenviolett gelb-
blaBgelb, Methylengriin blafgelb-blaforange. Die Behandlung mit Brom gibt
hellere zum Teil schon farblose Basen, Jod liefert farblose Basen. Nach Ein-
wirkung von Chromséure firbt Methylenblau (Base) blaBorange-blaBblau,
Toluidinblau ebenso, die Behandlung mit « Naphthochinon gibt Farbstofibasen
‘von dunklerer Nuance. Sehr schone Firbungen ergeben ebenfalls die Produkte,
die man durch Behandlung von Methylenblau bzw. Toluidinblau mit Jod-
sidure bzw. Chlorsiure (chlorsaures Kali und Schwefelsiure) erhilt; die betr,
Tolnidinblanderivate geben als Basen eine der schénsten Doppelfirbungen:
orangerot-blauviolett. Dagegen firben die Derivate der Behandlung mit Wasser-
stoffsuperoxyd bzw. mit Ubermangansiure das Fett nur ganz undeutlich.

Von den Indaminen gibt Phenylenblau (G) in wisseriger Lisung eine
schone- Doppelfirbung: gelb-violett, die Base in alkoholischer Losung firbt
griinfichgelb. Indaminblan (G) und Bindscheidlers Griin (G) sind weder als
Salze noch als Basen zur Fettfirbung befihigt. Mit Antiformin behandelt, gibt
Indaminblau einen Farbstoif, dessen Base Fett elektiv blaB rosaviolett firbt,
das Formalinderivat gibt negatives Resultat, vielleicht weil die alkoholischen
Liosungen wegen der geringen Lislichkeit zu farbschwach sind. Bindscheidlers
Griin gibt bei diesen Einwirkungen Derivate, deren Basen farblos sind. Toluylen-~
blaw, das ebenfalls hierher gehort, habe ich mir bis jetzt nicht verschaffen kinnen.

Von den Indophenolen ist das Handelsprodukt zuerst von Herx -
heimer in die Mikrotechnik eingefiihrt worden und zeichnet sich durch
seinen dunklen, auffallenden Farbenton als Fettfarbstoff sehr vorteilhaft aus.
Sodann habe ich durch Einwirkung von Antiformin auf eine alkalische Lisung
von Dimethylparaphenylendiamin Chlorhydrat und Phenol; "die blaugriine
alkoholische Losung des Niederschlags (s. Nietzki S. 185) farbt violett-
blaBgriinlichblan, das blauviolette Filtrat elektiv violett. Ein durch alkalische
Oxydation von Dimethylparaphenylendiaminchlorhydrat und Xylenol 1:2:4
erhaltenes Indophenol firbte in alkoholischer Losung (von griinlichblauer Farbe)

Virchows Archiv f. pathol, Anat. Bd. 199, Hft. 3. 33



514

clektiv blafgelb, ein durch alkalische Oxydation von Amidophenol und Anilin
hergestelites Rotbraun mit schwarzen Réndern — gelbbraun, ein durch Ein-
wirkung von Phenol auf a Nitroso-3 Naphthol erhaltenes rotbraun-graubraun,
ein durch Einwirkung von Phenol auf Nitrosophenol in alkalischer Losung
hergestelltes gelbbraun-schwarzbraun. Durch gemeinsame alkalische Oxydation
von p Amidophenol mit Anilin bekam ich ein Produkt, das blaBgelblich-grau-
braun firbte. Mit dem aus Bindscheidlers Griin hergestellten Indophenol
(Nietki. 8. 183) konnte ich zu keinem eindeutigen Firbungsresultat gelangen.

In der Gruppe der Oxazime finden wir eine Reihe interessanter und fiir
die Fettfirbung wichtiger Farbstoffe. Vom Meldolaschen Naphtholblau standen
mir zwei Handelsproben zur Verfiigung: das Neublau (G) sowie das Naphthylen-
blan R in Kristallen (G). Das letztere gibt in wisseriger Losung eine schine
Doppelfdrbung: gelb-vio'ett, die alkoholische Basenlosung farbt orangerot-
blaBviolett, das erstere farbt in wisseriger Losung nur das Gewebe blan, die
Base gelb-blafviolett. Vom Nilblau gibt die Marke A (Sulfat G) in wisseriger
Losung keine Doppelfarbung erst nach Zusatz einer Spur von Soda wird das
Fett orangerot, das Gewebe blau, die Base farbt elektiv orangerot. Die Marke
BB (Chlorhydrat G) gibt bereits in wisseriger Lisung eine schéne Doppel-
farhung: orangerot bis purpurfarben-blau, die Base farbt intensiv orangerot.
Diese schone Firbung habe ich vor etwa einem Jahre zur Firbung der Fett-
einschliisse bei Bakterien verwendet; erst nachtriiglich erfubr ich aus dem
Anhang des S e¢hm orlschen Handbuchs, daB bereits ein Jahr zuvor Lor -
rain Smith den Farbstoff fiir die menschliche Histologie empfohlen hatte.
Capriblan (G) farbt in wisseriger Losung nur das Gewebe blau, auch nach
Sodazusatz erscheint keirie Fettfirbung, erst die Fdrbung mit alkoholischer
Basenltsung ergibt eine Doppeltirbung: blaf orangerosa-blaBblau. Das Brillant-
kresylblau (G) firbt in wisseriger Losung nur das Gewebe blau, nach Soda-
wirkung bekommt man Orangegelb-Blau. Das Kresylechtviolett (G) verhalt sich
dhnlich, nur ist hier die Gewebsfirbung violett. Muskarin (G) gab entsprechend
seinem mehr sauren Charakter negative Resultate. Iierher gehtrt endlich wahr-
scheinlich auch ein Farbstoif, den ich durch gemeinsame Oxydation von Di-
methylparaphenylendiamin mit Phenol in alkalischer Losung (mittels -Ferri-
zyankalium) erhielt und der in alkoholischer Losung eine sehr schéne Doppel-
farbung: rotbraun-grauschwarz gibt.

In der hier sich wohl anschliéBenden Gruppe der Zyanamine finden wir
vor allem das Neumethylenblau (G), das in wisseriger Losung sich zu Doppel-
firbungen eignet, indem es orangegelb-blau firbt. Ein durch Einwirkung von
Anilin auf Naphtholblau (Neublau) erhaltenes Zyanamin firbt in alkoholischer
Losung rotbraun-blaBgelb (sehr schon!). Durch Einwirkung von Diphenylamin
auf Neublau n alkoholischer Losung entstand ein Farbstoff, der rothraun-
graugriinlich (recht sclign!), dieselbe Kombination in wisseriger Losung gab
eine Férbung: gelb-violett (vecht schon!). Metaphenylendiamin gab bei Ein-
wirkung auf Neublau in alkoholischer Losung ein Zyanamin, das elektiv gelbbraun
farbt. Die Behandlung von Neublau mit alkoholischer Lauge fiihrte zu einem
Farbstoffe, der gelbe Fettfirbung gibt. Das Anilinderivat des Muskarins, das
Echtgriin (G) gab wie jenes negative Resultate.
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Von den Oxazonen gaben Resorzinblau (G) Gallozyanin (G), Gallamin-.
blau (G), Prune (G), Lackmoid (G), zwei von mir hergestelite Phenozyanine
{mit Phenol und Resorzin) sowie von mir hergestelltes Nitrosoblau (Schultz-.
Julius 575) entsprechend ihrem saumren Charakter negative Resultate. Di-
methylorzirufamin (Nietzki S. 207) farbt in alkoholischer Losung griinlich-
gelb-blaBigelblich. Die Delphinblaubase (Einwirkung von Anilin auf Gallo-
zyanin, keine Sulfurierung: Georgieviecs S. 263) firbt recht schin.
orangegelb-blau, das analoge o-Toluidin-Einwirkungsprodukt sehr schén rot-
b'au, die entsprechenden Zolestinblaunderivate firben schon orangerot-blafblau,
die Prunederivate erdbeerfarben elektiv bzw. rotviolett elektiv, keine Férbung
gaben die Muskarin-Derivate (Kchtgriin). Mit Gallanilblau (ebenda) hatte ich
kein positives Resultat zu verzeichnen. Mit einigen von mir hergestellten Lie -
bermannschen Farbstoffen, die sich hier anschlieBen, hatte ich ebenfalls
durchgehends negative Resultate.

Das Oxazimderivat Neuechtblau (G) gibt in wisseriger Losung eine
prachtvolle Doppelfirbung: orangerot-blau, seine Base in alkoholischer Losung
eine noch schinere: bordeauxrot-blafiblan. In der Azingruppe wurde zunichst
von den Eurrhodinen das Dimethyleurrhodin (erhalten durch Erhitzen von
Diazo-Neutralrot in Alkohol, Nietzki 8. 220) gepriift; die Base firbt in
alkoholischer Losung grellgelb-rosthraun (recht schon!). Neutralrot (G) firbt
weder an sich noch als Base, a8t man aber auf die gefirbten Schnitte Anti-
formin oder alkalische Chlorkalklosung oder Chlorwasser oder Bromwasser
oder Perihydrol einwirken, so farbt sich das Fett griinlichgelb, das Gewebe
gelbbraun. Eine #hnliche Farbung bekommt man mit den Basen der Chlor-
und Bromderivate, dagegen versagt das Formalin-Einwirkungsprodukt. Neutral-
violett (G) l1aBt in wiisseriger Losung das Fett ungefirbt, die Einwirkung von
Alkali auf solche Schnitte gibt gelb-orangegelb; die Base in alkoholischer Losung
orangegelb-blafigelb, die Base des Antiforminproduktes elektiv orangegelb.

Von den Safraninen firbt Phenosafranin (G) in wisseriger Losung nur-
das Gewebe orangerot, nach Alkalizusatz farben sich allmihlich die Fettkugeln
blafirosa, die alkoholische Basenltsung farbt blaBrosaviolett-blafrosa. Das
Safranin O wasserloslich (G) gab weder in wisseriger Losung noch als Base
Fettfarbung, die’ Behandlung der gefirbten Schnitte mit Antiformin ergibt
rosa-blaBgelbbraun, mit Chlorkalk gelb-gelbbraun, mit Chlorwasser gelb-rot.
Mit dem Antiformin-Derivat des Phenosafranins erhielt ich eine blaBrosa.un-
differenzierte Farbung, dasjenige des Safranin Osch. zeigte sich unwirksam.
Amethystviolett (G) verhilt sich dem Phenosafranin, dessen Tetraithylderivat
es darstellt, analog, indem die in. wisseriger Losung gefirbten Schnitte nach
Alkalieinwirkung orangegelb-gelb erscheinen. Ahnlich verhilt sich Fuchsia (G),
das Dimethylsafranin. Das Echtneutralviolett (G) gibt sowohl in wésseriger
als auch in alkoholischer Basenlésung eine schine Doppeltirbung: gelb-violett.
Von mir hergestelltes Nigramin (Schultz-Julius 613) firbte als Base
elektiv gelb.

- Von den Mauveinen gibt Rosolan (G) in wisseriger Losung eine schine
Doppelfarbung: orangegelb-rot, eine noch schionere das Indazin (G), ebenfalls

33%*



b16

in wisseriger Losung: gelbgriin-schwarzblau. Das einfachste Mauvein, das
Phenomauvein Violanilin (G) firbt weder in wiisseriger noch in alkoholischer
Basenlosung, dagegen erwiesen sich die Basen seiner Oxydationsprodukte als
lipotrop: die Base des Antiforminderivates firbt blaBorangebraun elektiv, die.
Base des Formalinderivats ziegelrot elektiv, diejenige des Chromsiurederivats
blaorange-graugelblich. Von den Naphthosafraninen firbt Magdalarot echt (G)
(ein anderes Produkf derselben Firma ohne die Bezeiehnung ,,echt* erwies sich
als saurer Farbstoff) in wisseriger Losung Fett nicht an, dagegen die alkoholische
Basenlosung elektiv rosa, wobel die Fettkugeln dunkelrot gefirbte Rinder
aufweisen; in Wasser entférben sich allmihlich die Fettkugeln, und es bleiben
nur die gefirbten Rander zuriick. Werden in wisseriger Losung gefirbte Schnitte
mit Antiformin behandelt, so kommt eine Doppelfirbung zustande: rosa-gelb.
Baslerblau (G) farbt weder in wisseriger Losung noch als Base, die Base des
Formalinderivats firbt blaBorange-blauviolett, diejenige des Antiforminderivats
gab kein eindeutiges Resultat.

Von den Aposafraninen firbt Neutralblau (&) in wisseriger Losung gelb-
graubraun, Indulin-Scharlach (G) gibt in wiisseriger Losung und als Base negative
Resultate. Sein Antiformincerivat firbt als Base intensiv ziegelrot-blafirot-
(rechb schon!), das Formalinderivat als Base orangegelb-rot, das Bromderivat
als Base ziegelrot-graugelblich (recht schén!), mit dem Chromsdurederivat
keine Farbung. Ein ven mir aus Phenosafranin hergestelltes Aposafranin
(Nietzki 8. 238) farbt als Base fleischfarben-rot.

Von den Indulinen farbt Sprit-Indulin (G) in VOprozentigem. Alkohol
gelblich-graublau, Nigrosin spritloslich (G), in ebensolcher Lisung blaBgelb-
graublan, Nigrosin spritloslich (M) orangegelb-graublau (sehr schon!), Indulin
241 (B) blaBbraunviolett-blanschwarz, Tiefschwarz spritloslich 2752 (Nigro-
sin B) braunschwarz-orangerosa; unter Alkalieinwirkung werden alle diese
Fettfarbungen intensiver, wihrend die Gewebsfirbungen abblassen. Para-
phenylenblau (G) firbt Fett weder in wisseriger Lésung noch als Base; die Base
des Antiforminderivats farbt blafrosa-graugriinlich, diejenige des Formalin-
derivats blaBrosaviolett elektiv, diejenige des Chromsiurederivats blaBerdbeer-
farben-granviolett. Azetinblau (G) firbt direkt nur das Gewebe blau, nach
Alkalieinwirkung bekommt man gelbrotviolett. Chlorhydrinblau firbt direkt
blaBgelb blau, nach Alkali wird die Fettfirbung intensiver. Ein nach Art des
Parablan (Schultz-Julius 637) durch Erhitzen von m Phenylendiamin
mit Sprit-Indulin erhaltenes , Metablau* firbt als Base rotviolett-blaBgrau-
violett. Durch chromsaure Oxydation des Spritindulins (G) erhielt ich einen
Farbstoff, dessen Base gelbbraun-sehwarzbraun firht.

Von den Chinoxalinfarbstoffen féirbt Flavindulin (G) in wasseriger Losung
Fett nicht an, die Base gibt nur undeutliche Resultate. Dagegen geben ver-
schiedene Aminderivate des Flavinduling deutliche, zum Teil recht schine Fett-
farbungen (Georgievics S.289). Die Basen des Diphenylaminderivats
sowie des m Phenylendiaminderivats farben elektiv gelb; diejenigen des Nitroso-
dimethylanilin- und a Naphthylaminderivats griinlichgelb-blafgelb, diejenige des
Anilinderivats grangriin elektiv- (recht schon!), des Benzidinderivats gelb. Be-
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sonders schon sind die Fiarbungen, die man mit den Toluidinderivaten bekommt
-{es wurde das Flavindulin mit den Toluidinen verschmolzen): die Base des
o Toluidinderivats farbt grinlichblau-blaBgelblich, diejenige des p Toluidin-
derivats griin-blaBgelblich — also in Nuancen, fiir die wir sonst keine anderen
‘kiinstlichen Fettfarbstoffe besitzen. Die Base des Formalinderivats farbt elektiv
goldgelb. Ein durch Verschmelzen von Sprit-Indulin (G) erhaltenes Fluorindin
f4rbt als Salz (in alkoholischer Lisung) orangerosa-graublau, als Base orange-
‘braun elektiv.

Endlich moge hier iiber eine Reihe von mir hergestellter Farbstoffe be-
‘richtet werden, deren farbchemische Zugehorigkeit sich jedoch erst auf Grund
exakter Analysen bestimmen lieBe. Hier kommen in erster Reihe indulin- und
nigrosinartige Farbstoffe, die ich durch alkalische Oxydation (mittels Antiformin
in alkoholischer Losung) von aromatischem Aminen fiir gich oder zusammen
mit Nitro- oder Nitrosokdrpern. Die meisten dieser Farbstoffe firben als Basen
blaBgelb bis orangegelb, besonders hervorheben machte ich das Oxydations-
produkt von Anilin mit o Nitrokresol: intensiv orangegelb elektiv, dasjenige von
Toluidin: rotbraun-graugelblich, von o Naphthylamin: gelbbraun-grau, von
$ Naphthylamin griinlichgelb-grau. Interessant sind die Oxydationsprodukte
des Diphenylamins; die Base des Antiforminproduktes ist gelb und firbt Gewebe
wie Fett kaum merkbar an, setzt man Salzsiure hinzu, so firbt sich das Fett
in der Farbe des Farbsalzes griin, eine einzig dastehende Ausnahme in der Unzahl
von Fettfdrbungen, die ich vorgenommen habe. Eine direkte Fettfarbung mit
dem griinen Farbsalz ist mir nicht gelungen, es resultiert nur eine graubraune
Gewebsfirbung. Durch Oxydation von Diphenylamin mittels « Naphthochinon
erhielt ich einen Korper, dessen Base (rotbraun) in alkoholischer Ldsung
gelbbraun-grau, dessen Chlorhydrat (dunkelviolett, ebenfalls in alkoholischer
Losung) blaBrosaviolett elektiv firbt. Ein dhnliches Produkt erhilt man bei
Oxydation des Diphenylamins mittels Jodsdure. Bei Oxydation mittels Chrom-
sture (in alkoholischer Lisung) entsteht ein dem Antiforminprodukt vollig ana-
oges und firberisch identisches Produkt.

Eine andere Reihe von Farbstoffen habe ich durch saure Oxydation ver-
schiedener aromatischer Amine erhalten — sie diirften wohl den Mauveinen bzw.
der Anilinsehwarzgruppe zuzurechnen sein. Bei in alkoholischer Losung durch-
gefiihrter Chromséureoxydation gaben: Anilin einen Farbstoff (Benzochinon?),
der blaBgelb-gran firbt, o Toluidin grellgelb-braun, p Toluidin: orangerot
elektiv (recht schon!), « Naphthylamin: bordeauxrot elektiv (recht schon!) viel-
leicht identisch mit Naphthylaminviolett von Piria, Georgievics $.295?),
Phenylo-o Naphthylamin: orangegelb-graubriunlich (recht schin!), 8 Naphthyl-
amin: orangegelb-graubraun (recht schon!), Benzidin: blaBgelblich-granbraun,
Toluidin: orangegelb-graugelb (!).

Der Anilinschwarzgrappe ndhert sich endlich eine Gruppe von Produkten,
die ich anf diese Weise erhielt, daB Anilin bzw. o oder p Toluidin mit Hilfe von
organischen oder Mineralsiuren in Wasser gelést und durch Chromséiure oxydiert
wurde; die resultierenden wasserunloslichen Farbstoffe wurden in alkoholischer
‘Lasung als Farbsalze und als Basen gelost und untersucht. Alle geben mehr oder
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minder schone Farbstoffe, wobei bei Verwendung verschiedener Siuren bei dem:-
selben Amin verschiedene Farbstoffe zu resultieren scheinen. Von den Anilinderi-
vaten gelangten zur Untersuchung: mit Essigsiiure: Salz hellgriinlichgelb-gelb-
braun, Base braun-grau(!); Milchsture: Salzgrellorange-schwarzbraun (!1), Base
braungelb-graubraun; Weinsiure: Salz griinlichgelb-graubraun, Base orangegelb-
elektiv; Oxalsiure: grellgelb-braun (!), Base orangegelb-graubraun; Salzséiure:
Salz undeutlich, Base blaBgelblich-graugelb; Salpetersiure: Salz blafgelblich,
Bage ebenso; Sulfanilsdure: Base blaBgelb. Von o Toluidinderivaten: mit Essig-
sdure: Salz dunkelpurpurrot, dunkelbraun (!!), Base rotbraun-blaBrosa (1!);
Milehsdure: Salz bordeauxrot elektiv (!1), Base ebenso dunkler (!!); Bemstein~
sédure: Salz rotbraun-graubréunlich (!!), Base rotbraun elektiv; Apfelséure:
Salz grellgelb-grauviolett (!!), Base rotbraun elektiv; Zimmtsdure: Salz blaB-
rosaviolett-graubriunlich, Base rotbraun elektiv; Salizylsiure: Salz braunrot-
grauviolett (!!), Base dunkelrotbraun-grauviolett (11); Gerbsdure: Salz blafirosa
.elektiv, Base undeutlich (schwer 18slich); Salpetersiure: Salz graugelb licht
ohne Differenzierung, Base violett elektiv (!); Phosphorséiure: Salz und Base
drap-dunkelgran (1); Jodwasserstoffsiiure: Salz und Base undeutlich (sehr
schwer 16slich); Hippinsiure: Salz und Base rotbraun-graugelb (!); Jodsdure:
Salz und Base gelbbraun-graugelb (1); Salzsiure: Salz blaBorange elektiv, Base
violett elektiv (1); arsenige Sdure: Salz orangerot elektiv, Base dunkelbraun
elektiv. (1). - Von p Toluidinderivaten: Milchséiure: Salz und Base greflgelb-
graugelblich (1); Salpetersiure: Salz blaBgelb-grau, Base grellgelb-grau (!);

Salzsiiure: Salz und Base grellorange-graugelb (!). Dimethylanilin-Salzséure
gab: Base blaBgelbbraun elektiv; Dipropylanilin-Milchsiure: Salz und Base
-orangegelb elektiv; Dimethyl-o Toluidin-Milehsdure: Salz orangerot-violett (1),
.Base dunkelrotbraun-blaBrosaviolett; Disthyl-o Toluidin-Milchsiure: Salz grell-
gelb-blauviolett (1), Base bordeauxrot elektiv (1); Dipropyl-o Toluidin-Milch-
séure: Salz grellorange-blauviolett (1), Base blaSbordeauxrot; Didthyl-o Tolui-
din-Salzsiiure: Salz blaBgelblich ohne Differenzierung, Base violett elektiv (1);
Diamyl-o Toluidin-Salzsaure: Salz unbestimmt, Base blaBviolett elektiv. Tnter=
essant ist, daB auch die nach Chromsiureeinwirkung erhaltenen Filtrate (sie
enthalten das Amin in saurer Losung) zum Teil recht schone Doppelfirbungen,
ebenso wie die Salze und Basen, geben.

Hier schlieBen sich weiter jene Produkte an, die aus aromatischen Ammen
durch andere saure Oxydationsmittel erhalten werden. Durch Oxydation mit
Jodsanre in wisseriger Losung gibt Anilin einen Kérper, der in wisseriger Losung
orangerosa-grau firbt, o Toluidin: feurigorangerot-graubraun (), p Toluidin:
blaBgelblich ohne Differenzierung. Mit chlorsaurem Kali und Schwefelsiure
bekommt man aus Anilin einen Farbstoff, der in alkoholischer Lésung blafgelb-
graubriuntich, aus o Toluidin einen, der orangerosa elektiv, aus p Toluidin eimen,
der orangegelb elektiv farbt. Mit Jodsdure gibt « Naphthylamin ein Produkt,
das als Salz in alkoholischer Lisung feurigrot elektiv (1), als Base rotviolett
elektiv (I1) farbt; das 8 Naphthylaminprodukt firbt als Salz und Base elektiv
orangegelb das Benzidinprodukt als Salz blaBgelb-graubriunlich, als Base
gelb-graugelblich, das Toluidinprodukt als Salz grellgelb-graubraunlich (1), als
Base orangegelb elektiv.
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Sonst wiren hier noch zu erwihnen: ein nach Analogie des Paraphenylen-
blaus durch Einwirkang von m Phenylendiamin anf Imidoazobenzol erhaltenes
Metaphenylenderivat, das in alkoholischer Losung gelbbraun firbt. Sodann
wurden durch Erhitzen von Naphthylaminen in Sdureldsungen gefirbte Produkte
erhalten, die vielleicht als Verharzungsprodukte aufzufassen wiren und in
alkoholischer Losung Fett firben: das Essigsdure- und Milchsiurederivat des
3 Naphthylamins firben elektiv gelb, das Salzsiureprodukt grellorangegelb (11),
das Essigsiurederivat des Phenylo-§ Naphthylamins elektiv blaBorangerosa, das
Salzsdurederivat des o Naphthylamins elektiv orangegelb (!). Durch alkalische
Oxydation von « Naphthol (mit Antiformin) wurde ein gelber Farbstoff erzielt,
der in alkoholischer Losung elektiv gelb firbt, 8 Naphthol gibt unter diesen Um-
stinden einen roten Farbstoff mit violetter Fluoreszenz der elektiv blaBrosa
firbt (Chinone oder Oxychinone?).

SchlieBlich seien noch zwei Korper angefiihrt, die divekt eine schwache
Fettidrbung in alkoholischer Lisung geben. Nitrosodimethylanilin, das in der
Farbstofidarstellung viel Verwendung findet, firbt blaBgriinlichgelb-graubriun-
lich, ebenso, nur etwas intensiver, sein Erhitzungsprodukt, das mit dem Neugrau
(Schultz-Julius 614) identisch sein diirfte.

Bevor ich mit der Besprechung der kiinstlichen Farbstoffe abschlieBe,
mdoehte ich noch ganz kurz eine sehr interessante Beobachtung von Lorrain
Smith besprechen, der ich eine Reihe von Versuchen gewidmet habe. Dieser
Forscher fand namlich, daB wenn man mit gewdhnlichen basischen Anilinfarb-
stoffen gefdrbte fetthaltige Schnitte im sogenannten F arran tschen Medium
(Losung von Arsenik in einer Mischung von Gummi arabicum und Glyzerin)
an der Luft (ohne Deckglas) aufbewahrt, nach 1 bis 2 Tagen die vorhin unge-
farbten Fettkugeln langsam die Farbe aufnehmen, wihrend das restliche Ge-
webe langsam sich entfirbt. Dies kann auch in der Weise geschehen, daB man
den ungefirbten Schnitt in diesemn Medium 1 bis 2 Tage lang an der Luft hilt;
setzt man nun Fuchsin, Methylenblau oder Methylviolett hinzu, so erfolgt so-
gleich die Farbung der Fettkugeln. Lorrain-Smith nimmt als die Ur-
sache dieser eigentiimlichen Erscheinung die Einwirkung der Luftkohlenséure
an, die das Neutralfett ,,hydrolytisch spalten* und ausihm Fettsduren freimachen
soll, die der Firbung zugiinglich sind. In einer reinen Sauerstoffatmosphire
sowie in CO,-freier Luft soll die Erscheinung unterbleiben. Meine Nachpriifungen
haben nun zundchst die Richtigkeit der Umfirbung dargetan, ich habe sodann
gefunden, daB man das Farrantsche Medium durch eine Mischung von Gummi
und Glyzerin oder durch reine Gummildsung ersetzen kanm, sowie weiter, daB
es geniigh, den gefirbten Schnitt einfach auf Wasser schwimmen zu lassen,
sofern man mit dafiir sorgt, daB er nicht untertaucht. Dagegen habe ich bei
Naehpriifung der Smith schen Erklarung, die iiberhaupt chemisch kaum
wahrscheinlich ist, dieselbe nicht bestiitigen konnen; 146t man auf einen Schnitt

" schwache Essig- oder Salzséure einwirken, so kommt eine Umfirbung nicht
zustande, was man nach Smith erwarten sollte. Ebensowenig gelang dies
durch 12stiindigen Awufenthalt in Sodawasser, wo eine Menge CO, zur Ver-
fiigung steht. Eine eigene Erklarung fiir die recht interessanten Erscheinungen
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vermag ich vorliufig nicht zu geben — vielleicht wiire eher an eine Umwandlung
des Farbstofies zu denken, wie wir so manche bereits friither kennen gelernt
haben (Oxydationswirkungen?). Auffallend ist jedenfalls, daB die Firbung im
Tone der Farbsalze zustande kommt, eine sonst beim Fett nicht beobachtete
Eirscheinung (mit Ausnahme der Fetteinschliisse bei Bakterien und des Diphenyl-
amin-Oxydationsproduktes). Doch sei dazu bemerkt, dafl ich beimit Manson-
schem Methylenblan gefiirbten Schnitten beobachtet habe, daB bei Aufbe-
wahrung im Farrantschen Medium die Fettkugeln zuerst eine rotviolette
Firbung auviwiesen (also im Tone der Base), die erst dann allméhlich in blan
iiberging. Beim Fuchsin und Methylviolett, deren Basen farblos sind, wiirde sich
diese Phase, falls vorhanden, natiirlich der Beobachtung entziehen.

AuBer den bisher besprochenen kiinstlichen Anilinfarbstoffen habe ich
es versucht, eine Reihe natiitlicher pflanzlicher Farbstoffe zur Fettfirbung
heranzuziehen. Soweit mir bekannt, haben bisher fiir technische Zwecke das
Orlean (Exir. Bixiae Orellanae) zur Farbung von Margarinen w. dgl. sowie das
Chlorophyll zur Firbung von Pomaden Verwendung gefunden. Das Orlean
wurde aulerdem von Sonntag zur Firbung verkorkter und kutikulari-
sierter Membranen in der Pflanzenhistologie empfohlen; dieser Autor erwihnt
auch, daf Fetttropfen im Raps- und Rizinussamen damit schon gefirbt werden.
Von vornherein habe ich hier alkohollgsliche (am besten wasserunlostiche) Farb-
stoffe gewihlt, da diese nach meinen sonstigen Erfahrungen die besten Aus-
sichten auf Erfolg boten. Die Farbstoffe wurden wie die Anilinfarbstotie meist
in 70prozentigem Alkohol gelost zur Untersuchung verwendet. Positive Re-
sultate geben Orlean: goldgelb elektiv, ein Auszug aus Paprika (harzartiger
Farbstoff): orangegelb elektiv, Karotin aus Daucus Carota: griinlichgelb-blafgelb,
ein Extrakt aus Zimmetrinde: griinlichgelb-blaBgelbbraun, Lutein (aus Eigelb):
blaBgelb elektiv.

Negative Resultate hatte ich mit Extrakten aus Safran, Sanguis Draconis,
Catechn, Ratanhawurzel, Curcuma. Sodann habe ich noch eine Reihe von Bak-
terienfarbstoffen verschiedenen chemischen Charakters gepriift; Pyozyanin gab
ein negatives Resultat, die zur Karotingruppe gehiireﬁden Lipochrome aus
Sarcina aurandiaca, Sarcina erythromyxa, Mycobacterium phlei, Saecharomyees
roseus, ams einer Penicilium-Art firben elektiv orangegelb bis griinlichgelb,
eine schone elektive rosaviolette Farbung geben das Prodigiosin und die thm
verwandten Farbstoffe von Bacterium kiliense und Bacterium indicum. Nega-
tives Resultat gab ein schon purpurfarbener (auch wasserloslicher) Farbstoif
aus einem parasitischen Pilz, Epicoccum purpurascens, den ich der Freundlich-
keit des Herrn Cand. phil. Rupert verdaske. Chlorophyll, gewdhnliches
sowohl als gereinigtes, gab eine schone Doppelfirbung: dunkelgriin-blaBgelb,
besonders schon bei Nachfarbung mit verdiinntem Fuchsin. Noch infensiver
tarbt ein mir von Herrn Prof. L. Marchlewski gitigst zur Verfiigung
gestelltes Zink-Chlorophyll und kann diese Férbung als eine der priignantesten
fiir histologische Zwecke empfohlen werden. Fndlich sei hier das bereits seit
langer Zeit in die Technik eingefiihrte und vielgebrauchte Alkannin erwihnt,
das recht brauchbare Firbungen liefert.
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Nachdem bis jetzt das ziemlich umfangreiche Tatsachen-
material zur Darstellung gelangt ist, wird es wohl an der Zeit sein,
darauf gestiitzt, an die theoretische Erdrterung des Fettfiarbungs-
problems und der dariiber geduBerten Ansichten verschiedener
Forscher heranzutreten. Durch die verdienstvollen Arbeiten von
Michaelis, Herxheimer sowie Lorrain Smith’
hat einerseits die Anzahl der bekannten Fettfarbstoffe eine groBe
Bereicherung erfahren — anderseits ist auch die theoretische Auf-
fassung dieser Fragen dadurch betréichtlich gefordert worden. Das
neue Tatsachenmaterial soll nun dazu dienen, diese Fragen einer
erneuten Priifung zu unterziehen, und auf dieser erweiterten Grund-
lage zu ihnen Stellung zu nehmen. Diese Fragen, die hier in Be-
tracht kommen, lauten: 1. Welcher Natur ist der Fettfarbungs-
vorgang, ist er ein physikalischer oder ein chemischer? 2. Gibt es
einen Zusammenhang zwischen der chemischen Konstitution eines
Farbstoffs und seinem Fettfirbungsvermogen? 3. Welche Schliisse
teehnischer Natur ergeben sich aus der Beantwortung beider obigen
Fragen?

Beziiglich der ersten Frage stimmen alle anderen darin iiberein,
die Fettfarbung als einen rein physikalischen Losungsvorgang zu
betrachten. Die chemische Indifferenz der Neutralfette sowie die
Beobachtung, daB bei den zahlreichen Féarbungen und Farbsauren
oder Farbbasen, iiber die oben berichtet wurde, die Farbung des
Fettes immer im Ton der betr. Sdure oder Base, nie im Ton des
Farbsalzes erfolgt, sprechen in hohem Mafe fiir diese Anschauung.
Die scheinbare Ausnahme, die die metachromatische Farbung des
Fettes in wisserigen Losungen mancher Farbsalze in dieser Hin-
sicht zu bilden scheint, soll weiter unten eine ausreichende Kir-
kldrung finden. Fettloslichkeit des Farbstoffes, die demnach die
Grundbedingung fiir das Fettfirbungsvermogen abgibt, geht nun
immer mit geringer oder mangelnder Lislichkeit in Wasser, Los-
Lichkeit in Alkohol, Chloroform, Ather, Benzol u. dergl. Losungs-
mitteln einher. s wire aber falsch, daraus zu folgern, dal auch
jeder alkoholldsliche — selbst jeder nur spritlosliche wasserunlos-
liche, ja selbst jeder fettlgsliche Farbstoff schon darum ein Fettfarb-
stoff sein muB. Anilinblau-Zyanin oder Safranin spritlgslich z. B.
losen sich glatt in Olivendl, ohne deshalb noch Fett zu firben, wie
wir oben gesehen haben. Es miissen folglich noch andere Faktoren
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mit im Spiel sein, die fiber das Fettfarbungsvermogen nur ent-
scheiden, wenn auch die-oben erwahnten Loslichkeitsverhiltnisse
-eine Grundbedingung dafiir abgeben.

Zunichst muB man sich dariiber klar werden, daf wenn die
Fettfarbung auf einer Ausschiittelosung des Farbstoffs aus seiner
Losung durch das Fett beruht, die Losungsaffinititen des Fettes
einerseits, des Farbstofflosungsmittels anderseits miteinander in
Konkurrenz treten — es muf also ein bestimmtes Verhiltnis
zwischen diesen Grofien bestehen, soll der vom Fett geldste Anteil
iberhaupt sichthar werden. Es wire also der Fall denkbar, daf das
Losungsmittel den Farbstoff so stark zurtickhielte, daf das Fett
‘kaum gefirbt oder ungefirbt erschiene — ebenso wie z. B. Bak-
terien durch eine konzentrierte alkoholische Fuchsinlgsung kaum
gefarbt werden, wahrend dieselbe Losung zehnfach mit Wasser
verdiinnt eine intensive Firbung ergibt. Hier kommt natiirlich
auch die absolute Loslichkeit des betr. Farbstoffs im betr. Losungs-
mittel in Betracht — ein Punkt, der gerade bei den Fettfarbstoffen
von grofer Bedeutung ist, da an der mangelhaften Loslichkeit
mancher hier in Betracht kommenden Farbstoffe die Brauchbarkeit
der Férbungen scheitert.

Sodann aber muB noch ein besonders wichtiger Punkt beriick-
sichtigt werden. Die Fettfarbung kommt ja nicht an reinem Fett
zustande, sondern in einem Gewebe, dessen andere Bestandteile
zum betr. Farbstoff eine physikalische oder chemische Affinitit aui-
weisen konnen. Soll also ein Farbstoff Fett éiberhaupt firben, so
milssen wir verlangen, dall abgesehen von den oben besprochenen
Bedingungen die Affinitédtsverhiltnisse derart sind, daB ein ge-
niigender Anteil des Farbstoffs ins Fett gelangt, um ihm sichtbare
Féarbung zu verleihen. Soll aber der Farbstoff Fett kennbar machen,
so muB er entweder es elektiv firben, d. h. unter den gegebenen Be-
dingungen tiberhaupt nicht an das restliche Gewebe herantreten,
oder, ist dies der Fall, es anders firben, als das Fett. Die Rolle,
welche den Affinititen des Gewebes als Konkurrenzfaktoren im
Fettfarbungsprozel zukommt, ist bisher in der Literatur iiberhaupt
nicht beriihrt worden, obwohl, wie wir sehen werden, ihr eine
nicht zu unterschitzende Bedeutung fir die Beurteilung unseres
Problems zukommen diirfte.

Hiermit wire aber auch bereits die zweite oben aufgestellte
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Frage gestreift, namlich jene nach der Beziehung zwischen che-
mischer Konstitution und Fettfirbungsvermogen eines Farbstoffs,
denn es ist klar; dafl diese Konstitution sowoh! fiir die Loslichkeits-
verhiltnisse als auch fiir die Affinitéiten des Farbstoffs ausschlag-
gebend sein muB. Das Verdienst, diese Frage zuerst aufgeworfen
und einen ersten Losungsversuch unternommen zu haben, gebiihrt
Michaelis. Seine Erklirung bezog sich lediglich auf Sudan I1I,
Scharlach R und einige andere von ihm studierte Azofarbstoffe.
Kein Wunder, daB sie sich jetzt nicht ganz aufrechterhalten 146t,
wenn auch, wie ich glaube, ein gewisser wahrer Kern in ihr steckt.
Michaelis meinte, da von den Azokérpern nur diejenigen
Fettfarbstoffe sein kénnen, welche keine salzbildende Gruppe be-
sitzen, welche er demzufolge indifferent nennt.. Ein Anhénger der
Wit tschen Farbungstheorie glaubt er, daB diese Konstitutions-
eigentiimlichkeit es ist, die die Fettloslichkeit der betr. Farbstoffe
bedingt. Fiir die Orthooxyazofarbstoffe, die Fett firben, obzwar
sie eine Hydroxylgruppe enthalten, nimmt er an, daf sie in einer
tantomeren Modifikation auftreten, der salzbildende Gruppen
abgehen. Dieser Auffassung hat nun Herxheim er mit Recht
entgegengehalten, daf zunichst solche Orthooxyazokorper in alko-
holisch-alkalischer Losung, in der ganz sicher die Hydroxylgruppe
erhalten ist, ausgezeichnete Fettfarbstoffe abgeben, sodann aber, da
Zerasin-Orangé G (Azobenzolretorzin), das zwei Hydroxylgruppen—
darunter also mindestens eine nicht umlagerungsfahige — enthilt,
dennoch Fett farbt. AuBerdem wies Herxheimer auf das
‘Tetramethyldiamidoanthrachinon, sowie auf das Indophenol hin, die
trotz ibres ausgesprochenen Basencharakters sich sehr gut zur Fett-
farbung eignen. Auch meine Untersuchungen zeigen in der Azo-
gruppe eine Reihe von hydroxylfithrenden Farbstoffen, die zum
Teil sehr schéne Farbungen ergeben— darunter auch viele o Naph-
tholderivate, fiir die die Annahme vor Michaelis nicht zutrifft
(freilich sind nach Hantzsch sowohl Ortho- als auch Paraoxyazo-
korperin freier Form als Hydrazone zu betrachten, denen satzbil-
dende Gruppen abgehen) — anderseits ausgesprochen basische Azo-
fettfarbstoffe und ausgesprochen saure mit zwei Hydroxylgruppen
z. B. Neuphosphin, sodann die zweifellos sauren Nitrosophenole
(Chinonoxime) — in anderen Gruppen aber eine groBe Anzahl von
Farbbasen, diezum Teil sehr eklatante Fettfiarbungen liefern. Inder
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Folge hat nun Michaelis seinen Standpunkt dahin geindert,
-daB er jetzt annimmt, sowohl schwache Farbsduren als auch schwache
-Farbbasen als auch indifferente Farbstoffe zur Fettfarbung befahigt
gsind. Die andere Behauptung von Michaelis, wonach die
Konstitution der indifferenten Azokorper ihre Fettlostichkeit und
damit ihr Fettfarbungsvermogen bedinge, laBit sich auch wohl
nicht aufrechterhalten angesichts der oben mitgeteilten Beobach-
tung, daB es sprit- und fettlosliche Farbstoffe gibt, die dennoch
keine Fettfarber sind. Das beweist wohl, dafl auBer den physi-
kalischen Losungseigentiimlichkeiten auch das Verhiltnis des
Farbstoffs zum restlichen Gewebe mitheriicksichtigt werden mub.

Wenn wir unter diesem Gesichtspunkt unter der stattlichen
Farbstoffschar Umschau halten, so finden wir drei Haupttypen
vertreten: den ersten bilden jene, welche das Fett elektiv firben,
ohne auf das Gewebe zu reagieren. Hierher gehéren manche Azo-
farbstoffe und manche Farbbasen; den zweiten jene, welche sowohl
Fett als auch das restliche Gewebe, beide in wechselndem Inten-
sitdtsverhaltnis, mit oder ohne Differenzierung firben; den dritten
endlich jene Farbstoffe, die das Fett ungefiirbt lassen und nur das
restliche Gewebe anférben. Die erste Gruppe, die man die der
»monotropen‘* Farbstoffe im Gegensatz zu den ,,polytropen* der
zweiten und dritten Gruppe nennen konnte, bildete bis vor kurzem
den ganzen Bestand der Fettfarbstoffe, wéhrend jetzt gerade in
der zweiten Gruppe (mit gewissen Einschrinkungen) die idealen
Fettfarbstoffe zu suchen sind.

Diese zweite Gruppe und die Erklirung ihres Farbungsmecha-
nismus sind es, die eine eingehendere Besprechung an dieser Stelle
erheischen. Gehen wir zunfichst von den metachromatischen Kér-
bungen aus, bei denen das Fett anders gefarbt erscheint, als das
restliche Gewebe z. B. von der Nilblaufirbung, die bereits Gegen-
stand theoretischer Erorterungen war und eine der schonsten Er-
rungenschaften auf diesem Gebiete darstellt. Es erhebt sich hier
die Frage, weshalb das Fett anders gefirbt ist und was ist es, was
das Fett rot farbt? Der erste Erklirungsversuch stammt von
Lorrain Smith, dem Entdecker der Nilblaufdrbung, her; er
meint, der rot firbende Korper sei ein Zersetzungsprodukt des
Nilblau, das in geringer Menge in der wisserigen Losung entsteht,
in groffer Menge aber durch Verkochen einer sechwach angesinerten
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Losung erhalten wird. Dieser rote Kérper ist unloslich in Wasser,
loslich in Alkohol, Ather und Xylol und kann aus der wésserigen
Lasung durch Neutralfette ausgeschiittelt werden: Diese an sich
richtigen Beobachtungen, werden, wie wir gleich sehen werden,
am besten durch die sofort zu besprechende Theorie erkiirt.
Eine andere Auffassung der Nilblau-Farbung vertritt Ucke
in einem kiirzlich erschienenen Aufsatz. Er meint, die metachro-
matische Fettfarbung lieBe sich am besten durch die Theorie
erkliren, die Michaelis zur Erklarang der Metachromasie
iiberhaupt aufgestellt hat. Danach soll jede Metachromasie dadurch
auftreten, daB die betr. Farbstoffe beim Ubergang in gewisse Media
eine Umlagerung in tautomere anders als das gewohnliche Farbsalz
gefirbte Modifikationen iibergehen sollen. Diese Farbstoffe
— Michaelis behandelt vor allem die Chinonimidgruppe —
enthalten drei Stickstoffatome, die Umlagerung der Séuregruppe
~vom Seiten-N zum Binde-N und damit das Freiwerden des Seiten-N
bedingt die tautomere Umwandlung in ein Farbsalz, das chenso
wie die Base auf Grund der Freiheit des Seiten-N die metachro-
matische Féarbung zeigt. Gegen diese Theorie lassen sich nun
mancherlei Bedenken erheben. Wenn wir zunsichst die verschiede-
nen in wisseriger Losung Fett metachromatisch farbenden Farb--
stoffe durchmustern und ihre Konstitution auf Ubereinstimmung
mit der Michaelisschen Theorie priifen, so finden wir, daB
beim Indazin, Neumethylenblau, Naphthylenblau R (Naphtholblau),
Neutralblau, Janusrot, ihre Voraussetzungen nicht zutreffen,
indem beide Seiten-N hier substituiert sind. Noch weniger Uberein-
stimmung wird man finden, wenn man unter den verschiedenen
Basen Umschau hilt, die Fett metachromatisch firben; hier findet
man z. B. das Capriblau, das nach Michaelis keine Meta-
chromasie geben darf und das dennoch blaBorangerosa-blaBblau
farbt oder die Basen des Tannin-Orange, Dimethyleurrhodin.-
Sodann ist nicht ersichtlich, warum Neutralrot und Safranin, die
bereits in wisseriger Losung der Salze die von Michaelis ge-
stellte Forderung erfiillen, dennoch Schleim, Knorpelgrundsubstanz,
Kapselsubstanz der Milzbrandbazillen metachromatisch gelb firben
(und zwar wiederum in der Farbe der Base), wihrend nach Mich a-
elis kein Umschlag erfolgen sollte (hochstens daB man wiederum
eine Wanderung in entgegengesetzter Richtung annehmen wiirde).
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Darauf, daB Methylviolett und Methylenazur sich der Theorie
nicht fiigen, hat iibrigens schon Michaelis selber hingewiesen,
wenn er auch daraus die Unzulinglichkeit der gangbaren Kon-
stitutionsformeln der betr. Farbstoffe ableiten will, eine Anschauung,
deren Legitimation erst abzuwarten ist. '

Was die Anwendbarkeit der Mich aelisschen Theorie auf
die Nilblau - Fettfirbung anbelangt, so hat eigentlich Ucke
selbst das Experimentum crucis angestellt, das zu Ungunsten dieser
Theorie entschieden hat. Schiittelt man Nilblausulfat in Pulver
mit Ol, so sieht man, daB keine Losung eintritt, wihrend nach
U cke Rotfarbung des Ols eintreten miifite; diese Rotfarbung tritt
erst ein, wenn man eine wisserige Losung mit Ol ausschiittelt. Man
kénnte nun dem entgegenhalten, das Nilblau miiBte geldst sein,
um ins Fett iibergehen zu kénnen — doch auch dann bestatigt sich
die Ansicht von Ucke nicht; 16st man ndmlich Nilblausulfat in
Alkohol und miseht mit Olivendl, so ist die Mischung blau, aber
nicht rot, wie es nach Uecke sein miiite. Dasjenige, was die
Rotfirbung bedingt, ist also in der Substanz selbst und in- der
alkoholischen Losung noch nicht vorhanden, entsteht erst in der
wisserigen Losung. Dal} fir das Zustandekommen der Féarbung
nicht nur die Eigenschaften des zweiten Mediums (hier desFettes),
wie nach der Michaelisschen Theorie zu erwarten wire,
sondern auch diejenigen des ersten Losungsmittels, aus dem die
Losung erfolgt, von entscheidender Bedeutung sind, zeigen fol-
gende Experimente, die ich angestellt habe, Férbt man fetthaltige
Schnitte mit Nilblau BB, aber nicht in wésseriger, sondern in
70 prozentiger alkoholischer Losung oder in Ameisenséaure-Losung,
so bleibt das Fett ungefirbt, trotzdem die Losung konzentrierter
ist, als die wisserige. KEbenso 146t Nigrosin spritloslich (m) in
Ameisensaurelosung jede Fettfﬁrbung vermissen. Auch Losungen
von Nilblan in Glyzerin oder Formalin — ebenfalls konzentrierter
als die wisserigen — lassen selbst nach langer Farbung nur blasse
Spuren einer Fettfirbung erkennen — was nicht der Fall sein
diirfte, wenn tatsichlich erst im Fett die Umwandlung in die
tautomere' Modifikation erfolgen wiirde; wobei natiirlich das erste
Medium fiir die Metachromasié irrelevant wére. -

" Dagegen- glaube ich, daf sowohl diese Tatsachen als auch
die Fettmetachromasie iiberhaupt sich viel besser und leichter mit
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einer Theorie in Einklang bringen lassen, die ich in meiner Arbeit
iber ,,Die Fettfarbung bei Bakterien™ aufgestellt habe. Danach
ist dasjenige, was die Rotfarbung des Fettes beim Nilblau verur-
sacht, die Nilblaubase, die in der wasserigen Losung durch hydro-
lytische Dissoziation frei wird. Esist ja bereits bekannt, dafl gerade
Nilblau BB, das die schonste Fettfirbung gibt, dubBerst alkali-
empfindlich ist und deshalb zur Priifung von Glassorten Verwen-
dung findet, daB hier also die Base besonders leicht frei wird und in
Aktion treten kann. Tatsachlich wird z. B. beim Nilblausulfat die-
Base nicht so leicht frei und muf man hier zuweilen durch Seda-
zusatz nachhelfen, um durch Freimachung der Base Fettfirbung
zu erzielen. Anderseits machte ich neuerdings eine interessante
Beobachtung bei Gloeosporium fructigenum Berk,
einem Schmarotzerpilz der Apfel, den ich H. Cand. phil. Rupert
verdanke; hier konnte bei vitaler Farbung mit Nilblau BB kein Fett
nachgewiesen werden, wahrscheinlich wegen zu starker saurer
Reaktion, erst nach Sodazusatz konnte eine grofie Menge grofer
Fetttropfehen sowohl in den Myzelien als auch in den Sporen nach-
gewiesen werden. (Die von Lasnier bei GL Cattleyae
und Gl Musarum beobachteten ,kugelformigen, strahlen-
brechenden, regelmiBig angeordneten Tropfchen in groBer Anzahl*
sind demnach wahrscheinlich ebenfalls Fetttropfen, wofiir nach
meinen Beobachtungen an Bakterien auch der Umstand spricht,
daBl sie bei Ziichtung auf zuckerhaltigen Medien entstehen). Von
der synthetischen Seite der Beweisfithrung konnte gezeigt werden,
daB alkoholische Nilblaubaselosung eine schone orangerote Fett-
farbung gibt, ebenso alle Basen derjenigen Farbstoffe, die in wésse-
riger Losung Fett metachromatisch farben.

Eine wichtige Stiitze erhielt die soeben auseinandergesetzte
Anschauung durch eine vor kurzem erschienene Arbeit Han -
sens, die eine allgemeine physikalisch-chemische Theorie der
Metachromasie auf Grund der Knorpelsubstanz-Metachromasie
aufstellt. Hansen kommt zur Uberzeugung, daB die basischen
Farbstoffe in ihren wisserigen Losungen hydrolytisch dissoziiert
sind, daB also diese Ldsungen ,,auBer den undissoziierten Farbsalz--
molekiilen und den ionisierten Farbsalzmolekiilen zugleich Molekiile
der freien hydrolytisch gebildeten Farbbase* enthalten und daf
diese Farbbase es ist, die die Metachromasie zustande bringt, indem
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sie im betreffenden Medium (Schleim, Knorpel, Amyloid) sich 16st.
Hansen hat auch diese Auffassung direkt experimentell be-
kriftigt, indem er mittels Xylol, Benzol usw. aus den wésserigen
Losungen der metachromatischen Farbstoffe die Farbbase aus-
schiittelte. Das ist natiirlich ein sehr wichtiger Punkt, indem er
zeigt, daf der metachromatische Kérper bereits in der wésserigen
Losung enthalten ist, wihrend nach der Theorie von Michaelis
der Ubergang in die tautomere Modifikation erst im anderen Medium
(Schleim, Knorpel, Amyloid) erfolge. Nun konnte man vielleicht
vom Standpunkt dieser Theorie einwenden, auch im Benzin, Chloro-
form, Xylol entstehe eben die tautomere Farbstoffmodifikation:
doch auch diesem Einwand kann man begegnen. Ich habe nimlich
gefunden, daf wenn man Nilblau BB in Substanz in Benzol oder
Xylol 1ost (es 1ost sich sehr wenig davon), so entsteht eine blaue
Losung mit rotgriiner Fluoreszenz, keine rote Losung aber, wie die
Michaelissche Theorie erwarten lieBe. (Beim Stehen werden
diese Losungen violett, weil der Kontakt mit dem Reagenzglas eine
Spur von Base freimacht, die der blauen Losung ihren roten Ton
beimischt.) — Der Mechanismus der metachromatischen Fett-
farbung wiirde sich nach dieser Auffassung folgendermaBen dar-
stellen: In der wésserigen Losung ist eine geringe Menge freier
Base enthalten, diese wird durch das Fett der Losung entzogen
(ausgeschiittelt), zur Herstellung des gestorten Gleichgewichts
zwischen dissoziiertem und nicht dissoziiertem Farbsalz strebt die
Losung einer erneuten Gleichgewichtslage zu, indem sie eine gewisse
(diesmal eine etwas kleinere) Menge der Base frei macht, diese
wird wiederum vom Fett absorbiert usw. dJe konzentrierter die
Losung, je linger die Farbungsdauer, desto intensiver wird die resul-
tierende Fettfirbung. Auch viele andere Tatsachen finden nach
dieser Theorie ihre ausreichende Frklirung; so ist es klar, daB das
von Lorrain Smith beim Nilblau angenommene Zersetzungs-
produkt, das die Rotfirbung bedingen soll, in allen seinen Eigen-
schaften mit der Base iibereinstimmt. Das Entstehen dieses
Korpers beim Kochen einer schwach angesduerten Losung wird
natirlich kaum als Pridilektionsmethode seiner Darstellung an-
gesehen werden konnen, man wird hochstens sagen, dal selbst
schwache Siurezusitze nicht imstande sind, die Dissoziation ganz
zurfickzudrdngen (s. Hansen). Auch die oben mit-
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geteilten Befunde, daB das Nilblau aus alkoholischer, Formalin-
oder Glyzerinlosung keine oder fast keine metachromatische Fett-
farbung gibt, finden ihre beste Erklirung darin, dal eben in solchen
Lisungen die Dissoziation mehr oder weniger vollstéindig zuriick-
gedringt wird. Dadurch erklirt sich auch natiirlich das Ergebnis
des Ueckeschen Versuchs mit der Losung von Nilblau in O,
sowie meiner Losungsversuche in Benzol und Xylol — in der Sub-
stanz des Nilblausalzes ist némlich keine freie Base enthalten —
sie wird erst in wisseriger Losung frei. Die Bedingungen der
Dissoziation, ihre Leichtigkeit und ihre Intensitdt variieren natiir-
lich von Farbstoff zu Farbstoff und von Losungsmittel zu Losungs-
mittel; wihrend beim Nilblau in 70 prozentigem Alkohol die Meta-
chromasie versagt, ist sie sehr deutlich bei ebensolchen Losungen
der verschiedenen Sprit-Induline und Nigrosine.

Diese Auffassung erklirt weiter am besten die von Lorrain
Smith beobachtete und von mir bestitigte Tatsache, daB Fett-
sauren durch Nilblau blau geférbt werden: wihrend das Neutral-
fett als chemisch indifferent lediglich die Base lost auf Grund einer
physikalischen Losungsaffinitit, wird sie von den Fettséuren zu-
nichst absorbiert (die Losungsaffinitéten sind ja hier die gleichen),
doch verbinden sich dann die Fettsiuren mit der Base zu blau-
gefirbtem fettsauren Nilblau. Dieses Verhalten ist wahrscheinlich
auch die Ursache der verschiedenen Farbungen, die Ucke beim
Schiitteln verschiedener Ole mit wisserigen Nilblaulosungen beob-
achtet hat; die dunkelgriinen, violetten und blauen Férbungen
sind eben Férbungen der betr. Olsauren z. T. in Kombination mit
der Eigenfarbe des betr. Ols, z. T. aber in Kombination mit der
roten Farbe des Neutralols. Auch die blaugefdrbten Tropfen, die
Ucke in der Nebennierenrinde und in Leberzellen fand, diirften
wohl als Fettsduretropfchen sich entpuppen (auch Lorrain
Smith erwihnt, in seltenen Fillen in Fettlebern Fettsiuren
gefunden zu haben). Einen mehr direkten Beweis fiir die Richtig-
keit dieser Theorie und zugleich gegen diejenige von Michaelis
haben spektroskopische Untersuchungen geliefert, die anf Anregung
von Prof. L. Marchlewski unternommen und von ihm auch
ausgefithrt worden sind. Es zeigte sich nimlich, daB wenn man
eine wisserige Losung von Nilblau BB mit neutralem Olivendl
ausschiittelt, die orangerote Losung dasselbe Spektrum zeigt, wie

Virchows Archiv f. pathol, Anat. Bd. 199. Hift. 3. 34
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die dtherische Losung der durch Alkali freigemachten Base (breites
Absorptionsband ungefihr zwischen 537—447 pp. Maximum bei
492 pp), wihrend die blaue Farbsalzlosung natiirlich ein ganz ab-
weichendes spektroskopisehes Verhalten zeigt.

Jedenfalls seheint mir, daf mir die grundsitzliche Trennung
der Sudan- und Scharlachfirbung von derjenigen mit Nilblau, wie
sie. Ucke durchfithren mochte, schlecht begriindet ist. Ucke
vergleicht zu diesem Zweck die Diffusion des Sudans aus einer
alkoholischen Losung in OI bei Uberschichtung mit der #uBerst
mangelhaften des Nilblaus beim Uberschichten einer wisserigen
Losung mit Ol  Der Unterschied liegt daran, daB die Konzentration
der Nilblaubase in der wisserigen Losung eine recht geringe ist
im Vergleich zur Konzentration des Sudans in der alkoholischen
Losung. Hitte Ucke eine alkoholische Nilblaubasenfirbung
an Stelle der wésserigen Salzlosung benutzt, so wire wohl auch das
Resultat des Versuchs ein anderes geworden. Der zweite Unter-
schied, den Ucke in der verschiedenen Farbung mancher #the-
rischer Ole findet, 148t sich, wie wir sahen, wahrscheinlich auf die
Rekonstruktion des Salzes auf der Base zuriickfithren, doch auch
hier muB zunichst die Base dank ihrer Losungsaffinitit in die
Fettsaure hineindiffundieren, ebenso wie das Sudan ins Neutralfett
oder die Fettsdure. Die Verbindung der Fettsiure mit der Base
zum fettsauren Nilblausalz ist wohl die beste Erklirung fiir
,irgendeine Art von Bindung®, die Ucke dabei vermutet.

Wie schon oben bemerkt wurde, ist der Dissoziationsgrad ver-
schiedener Farbstoffe ein verschiedener; daher sieht man auch
- neben solehen Farbstoffen, die bereits in wisseriger Losung Fett
metachromatisch farben, solche, wo man erst durch Sodazusatz
eine gentigende Menge der Base frei macht, um sichtbare Fett-
tarbung zu bekommen, weiter solche, wo ein Zusatz von Lauge
dazu nétig ist, endlich solche, die nur als Basen eine Fettfarbung
zustande bringen. Die Basenfirbungen bieten im allgemeinen
ein gewisses farbtheoretisches Interesse; man kann darunter solche
unterscheiden, wo nur elektive Fettfirbung resultiert, und solche,
die Fett und Gewebe, beide meist in versehiedenen Farben, zur Dar-
stellung bringen. Diese Metachromasie ist nun beziiglich ihres
Mechanismus etwas verschieden von der Metachromasie bei wisse-
rigen Farbsalzlosungen. Wahrend dort tatsichlich ein Gemisch
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zweier Farbstoffe — des Salzes und der Base — vorliegt, wird hier
Metachromasie doreh einen einheitlichen Farbstoff erzielt, indem
die Base mit der Gewebssiure zu einem Farbsalz sich rekonstituiert,
im Fett aber sich unverindert lost. :

Hier erhebt sich nun die Frage, warum denn nicht alle Farb-
basen, da sie fast alle sprit- und fettloslich sind, Fett zu firben
vermdgen? So z. B. ist die Thioninbase in neutralem Olivensl
l6slich, schiittelt man aber eine wisserige Thioninldsung mit solechem
01 aus, so bleibt es farblos, trotzdem die metachromatischen Thio-
ninfirbungen die Anwesenheit der Base in diesen Losungen uns
augenscheinlich dartun. Nun gibt es wohl Farbstoife, deren Basen
ungefirbt sind, und hier wird sich eine Losung der Base in indiffe-
rentem Fett, auch wenn sie erfolgt, dem Auge nicht kundgeben.
Doch gibt es auBerdem noch manche Farbstoffe, deren Basen
gefirbt sind und die dennoch dem Fett gegeniiber versagen — und
hier kommen wir wieder auf die schon friiher berithrte Frage nach
dem Zusammenhang zwischen chemischer Konstitution und Fett-
farbungsvermogen. Wenn Michaelis diesen Zusammenhang
darin erblicken wollte, da} eine gewisse Konstitution die Fettloslich-
keit der Farbstoffe und damit das Fettfirbungsvermogen bedinge,
so ist das, ganz abgesehen von den speziellen Hypothesen dieses
Forschers, insofern unrichtig, als, wie wir gesehen haben, Fettlos-
lichkeit wohl Bedingung des Fettfirbungsvermogens ist, mit ihm
aber durchaus nicht immer zu koinzidieren braucht. Es gibt Farb-
basen, die fettloslich sind, ohne Fett zu farben (im Gewebe). Noch
weniger kann natiirlich eine Hypothese befriedigen, die Ucke
freilich ohne jeden faktischen Beleg ausspricht, es sei die Naphthol-
gruppe, die ,,die Verwandtschaft zum Fett” bedinge. Zunichst
kann man sich leicht davon iiberzeugen, da es naphthylfithrende
Farbstoffe gibt, die Fett nicht firben, und Fettfarber, denen diese
Gruppe abgeht, sodann aber mufl betont werden, daB ja selbst nach
Ansicht von Ucke nicht von ,,Verwandtschaft* (wobei man an
chemische Affinitit denkt), sondern nur von Losungsaffinitit
sprechen kann.

Was meine eigene Anschauung tiber diesen Punkt betrifft,
glaube ich nur mit groBem Vorbehalt mich iiber diese schwierige
Frage duBern zu diirfen. Tch glaube, daB auler der Fettloslichkeit
noch zwei Bedingungen von den Farbstoffen erfiillt werden miissen,

34*
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wenn sie Fett farben sollen; sie miissen direkt (die schwach sauren
resp. ,indifferenten Farbstoffe) oder als Basen geniigend geféirbt
sein, um ihre Farbung dem Fett mitteilen zu koénnen. Zweitens
aber miissen die Affinitatsverhéltnisse zum Gewebe einerseits
(physikalische und chemische), zum Fett (physikalische) anderseits
30 beschaffen sein, daf die ersteren mindestens einen solchen Anteil
des Farbstoffes freilassen, daf das Fett damit sichtbar gefarbt
werden kann. Hier glaube ich, liegt die wahre Bedeutung der von
Michaelis geforderten ,,Indifferenz der Farbstoffe, die Fett
farben sollen, nicht aber darin, dal sie Fettloslichkeit bedinge, wie
Michaelis gemeint hat. Freilich ist die Indifferenz weder
s0 absolut zu verstehen, wie Michaelis es anfangs verlangt hat,
d. h. als Abwesenheit von salzbildenden Gruppen, noch auch so,
wie er spiter auf Grund der Herxheimerschen Kritik es
formuliert hat, daf nur indifferente, schwach saure oder schwach
basische Farbstoffe Fettfirber sein konnen — sie ist eben ein ganz
relativer Begriff, der als Ausdruek der Affinitétsverhaltnisse des
betr. Farbstoffs aufzufassen ist. Ein Beispiel wirklicher, absoluter
Indifferenz bietet Chinolingelb spritlgslich (Chinophthalon), ein
Chromogen ohne auxochrome und salzbildende Gruppen; es zeigt,
daB gefiirbte Korper, die stricto sensu keine Farbstoffe sind, Fett
farben konnen, weil es sich dabei nur um einen Losungsvorgang
handelt. Hieran reihen sich, sofern man die Hydrazonformel fiir
manche Azofarbstoffe gelten liBt, die ,,indifferenten” Fettfarb-
stoffe, sowie die praktisch indifferenten wie Indophenol, weiter aber
kommen mit allmahlichen Ubergiingen ,,differente* Farbstoffe von
deutlichem chemischen Charakter und zwar schwach saure sowie
schwach oder stéirker basische. Die ,relative Indifferenz* als
Charakter dieser Fettfarbstoffe zeigt sich darin, daf diejenigen
Groppen, in denen wir die meisten Fettfarbstoffe finden, tatséichlich
schwach ausgeprigten chemischen Charakter zeigen — Indophenole,
Oxazine, Mauveine. Auch in den einzelnen Gruppen lassen sich
viele Beispiele anfiihren, die dafiir zu sprechen scheinen: wird
durch Anhiufung von Hydroxylen bzw. Karboxylen der Farbstoff
ausgesprochen sauer, so sieht man zunichst, daf die Farbung den
differentiellen Charakter verliert, indem Kett und Gewebe sich
gleichmaBig farben, sodann aber bei noch stirkerem Séurecharakter
vermifit man jede Fettfirbung iiberhaupt. Die Einfithrung auch
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nur einer Sulfogruppe geniigt, um das Fettfirbungsvermogen ver-
schwinden zu lassen: wieweit dabei die gesteigerte Wasserloslich-
keit bzw. verminderte Fettloslichkeit und wieweit der Siure-
charakter in Betracht kommen, 146t sich nicht entscheiden. In der
Triphenylmethangruppe sehen wir, daf die Rosaniline und Para-
rosaniline sowie ihre Methylderivate inaktiv sind — erst die Phenyl-
bzw. Phenylnaphthylderivate firben Fett als Basen. Nun sind mit
der Einfithrung dieser Gruppen zwei Anderungen verbunden:
zunéchst eine Verdunkelung der Farbe zu Blau — und damit wird
auch die Base, die bei den roten, griinen und violetten Farbstoffen
dieser Gruppe farblos ist, gefarbt. Anderseits aber bedingt die
Einfithrung dieser Gruppen eine Herabsetzung der Basizitét, so
daB das Anilinblau chemisch fast indifferent ist. Hier kénnen also
beide Faktoren dafiir verantwortlich gemacht werden, dal gerade
diese Derivate unter den Rosanilinabkémmlingen Fettfirber sind.
Vielleicht ist auch in anderen Farbstoffgruppen der Einfluf der ein-
gefithrten Phenyl- bzw. Naphthylgruppen in dieser Hinsicht nicht
ohne Bedeutung (Induline, Mauveine). Eine hierher gehorige
Beobachtung kann man auch der Gruppe der Oxazone entnehmen:
diese sauren Farbstoffe, obzwar néichste Verwandte der guten Fett-
farber Oxazime firben kein Fett, wohl aber, wenn man in sie den
basischen Anilin- oder Toluidinrest einfithrt (Gallozyanin, Zo-
lestinblau, Prune). In entgegengesetztem Sinn d. h. durch Herab-
setzung der Basizitit ebenso wie die Substitution von Phenylen
oder Naphthylen wirkt wahrscheinlich die Behandlung der Farb-
stoffe mit Chlor, Brom, Formalin, diversen Oxydationsmitteln, die,
wie wir an zahlreichen Beispielen gesehen haben, manche nicht fett-
tarbende Farbstoffe zu Fettfirbern umwandelt. Das diirfte speziell
fiir die Rosaniline und die ausgesprochen basischen Thiazine zu-
treffen. Natiirlich ist diese relative Indifferenz der Farbstoffe auch
insofern von Bedeutung, als gerade solche Farbstoffe von schwach
ausgesprochenem chemischen Charakter am leichtesten hydro-
lytisch gespalten werden und daher am meisten zur Metachromasie
neigen. Dabei wire noch zu beriicksichtigen, da wir bisher sum-
marisch das Gewebe als feststehende Griofie betrachtet haben,
wihrend fiir die Histologie und Histopathologie eine Reihe von
verschiedenen Geweben mit verschiedenen zum Teil wechselnden
Eigenschaften in Betracht kommen, was die Frage natiirlich noch
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komplizierter erscheinen liBt. Es wire also denkbar, daB ein
Farbstoff Neutralfett in einem Organ firben wiirde, in einem
anderen aber versagte, weil die Affinititen des letzteren fiir den
Farbstoff andere sind, als beim ersten.

Auf diesen Umstand muB man, wie ich glaube, wohl zum
groBten Teil die recht betrichtlichen Unterschiede zuriickfiihren,
die die Fettfarbung bei den Bakterien und in tierischen Geweben
aufweist. Die ausgesprochen basophilen Eigenschaften des Bak-
terienprotoplasmas, vielleicht auch eine andere physikalisch-che-
mische Struktur, das Vorhandensein eines Ektoplasmas bzw. seiner
Differenzierungsprodukte, die der Fettfarbstoff durchdringen mub,
wenn er zu den Fettkugeln gelangen will (wihrend er im Schnitt
dazu freien Zutritt hat) — das sind Momente, die es gerechtfertigt
erscheinen lassen, daB manche typischen ,,Fettreaktionen* hier
versagen (Osmium, Sudan, Scharlach u. dergl. zweifelhaft), ander-
seits aber hier eine stattliche Reihe von Beizenfirbungen méglich
ist, die bei tierischen Geweben Im Stich lassen. Diese Beizen-
farbungen weisen auf einen Fiarbungsmechanismus hin, den wir
in der Fettfarbung beim Tier vermissen, auf die Moglichkeit der
Fettfarbung mit ,neutralen” (nicht indifferenten!) Farbstoffen
(die pikrinsauren Farbbasenverbindungen). Fettfirbungsversuche
bei Pflanzen, die ich aus #uBeren Griinden bis jetzt erst in geringem
Umfang habe ausfithren konnen, die ich aber weiter fortzusetzen
gedenke, werden wahrscheinlich in noch héherem MaBe dartun,
welche Bedeutung der physikalisechen und chemischen Struktur des
umgebenden Gewebes bei der Fettfirbung zukommt, Ob vielleicht
auch chemische Differenzen in der Konstitution der Fetttropfen
hier mit im Spiel sind, miBten erst spezielle Untersuchungen
lehren.

Ein anderer nicht zu vernachlissigender Faktor, der in der
Technik der Fettfarbung eine grofie Rolle spielt, ist das Losungs-
mittel, in dem der Fettfarbstoff zur Wirkung gelangt. Beziiglich
der in whésseriger Lisung metachromatisch farbenden Farbstoffe
wurde bereits oben darauf hingewiesen, daf manche sehr gute
Losungsmittel der Metachromasie hinderlich sein konnen durch
Unterdriickung der Dissoziation. Beziiglich der spritloslichen
Farbstoffe und Farbbasen ist folgendes zu bemerken: die geringe
Laoslichkeit dieser Farbstoffe ist ein Hindernis, das sich einer inten-
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siven Férbung entgegenstellt, anderseits aber darf absoluter Alkohol
wegen seines Fettlosungsvermdgens nicht als Losungsmittel ver-
wendet werden. Bei phenolartigen Farbstoffen kann Alkalizusatz
zum 70 prozentigen Alkohol sein Losungsvermogen betrichtlich er-
hohen (Herxheimer), ebenso wurden Mischungen von 70 prozen-
tigem Alkohol mit Azeton empfohlen. Daf phenolartige Azofarb-
stoffe in alkalischer Losung Fett nicht farben, wie Herxheimer
beziiglich des Zerasin-Orange G festgestellt hat, diirfte wohl auf
Bildung von Salzen zuriickzuftihren sein, die weder vom Gewebe,
noch vom Fett zerlegt werden konnen. Es geht jedoch Herx-
heimer unbedingt zu weit, wenn er daraus sehlieft: ,ein
Diffundieren aus alkoholischer Losung in das Gewebe ist offenbar
Vorbedingung fiir die histologische Fettfsirbung.” Das gilt nicht
nur von den neuentdeckten wasserigen Fettfarbstoffen, sondern
auch von den klassischen Fettfarbern Sudan III, Scharlach R,
Indophenol, Alkannin u. dergl. Diese Farbstotfe firben nimlich,
wie ich habe feststellen kionnen, das Fett aus verschiedenartigsten
Losungen, die keinen Tropfen Alkohol enthalten; Vorbedingung
ist dabei nur, daf der betr. Farbstoff im betr. Losungsmittel sich
lost.  Fir histologische Zweecke wird man natiirlich mehr verlangen
miissen, und zwar dafl das Losungsmitte] des Farbstoffs das Fett
nicht lost, und zweitens, daB es das so restliche Gewebe, falls auch
seine Darstellung erwiinscht ist, nicht merklich alteriert, eine Forde-
rung, die allerdings nur wenige Losungsmittel erfillen diirften.
HeiBgeséittigte Losungen von Sudan II1, Sudan IV oder Scharlach
R in Formalin haben ungefihr die Konzentration der Losungen in
70 prozentigem Alkohol und geben ganz gute Férbungen; besonders
schon ist die Farbung beim Indophenol, das sich in Formalin sehr
gut lost. Ebenso gelingt es, Fettfarbungen mit Hilfe von Farbstoff-
lésungen in konzentrierten Séuren zu erzielen: Indophenol scheidet
hier aus, weil es entsprechend seinem Gruppencharakter von Séuren
zersetzt wird. Sudan ITT gibt in konzentrierter Salzsiure eine
schwache Lisung, die blaBorange firbt. In konzentrierter Salpeter-
siure 1ost sich das Sudan IIT (wie es scheint unter teilweiser Um-
wandlung) recht gut, in dieser Losung farbt sich das Gewebe gelb
(Xanthoprotein), das Fett orangerot. In konzentrierter Schwefel-
saure gibt Sudan IIT eine dunkel-violette Lésung, die das gequollene
Gewebe rot firbt (teilweise Bildung von Sulfoderivaten?); das Fett
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bleibt farblos. In 50 prozentiger Schwefelséure (violette Losung)
farbt es orangerot-gelbbraunlich (Sulfoderivate?). In konzentrierter
Jodwasserstoffsiure bekommt man eine méiBig konzentrierte Sudan-
losung; der Farbungseffekt ist schwer zu beurteilen infolge der
diffusen Jodfirbung des Gewebes. In konzentrierter Phosphorsiure
ist die Losung violett, sie gibt eine orangerote schwer zu differen-
zierende Firbung (oder Farbniederschlag beim Ubertragen des
Schnittes in Wasser?). Kine recht konzentrierte und sehr schon
und intensiv firbende Lésung von Sudan IIT erhélt man bei Ver-
wendung einer Mischung von 7 Teilen Ale. absol. und 3 Teilen
Phosphorséure — sie ist ungefihr doppelt so stark, als die Losung
in 70 prozentigem Alkohol ohne Sdure; die Intensitit der Farbung
entspricht dabei derjenigen, die man gewdhnlich mit Scharlach R
bekommt, oder {ibertrifft sie noch sogar., Noch stirker farbt eine
Losung in einer Mischung von Phosphorséure und Alkohol zu gleichen
Teilen; die Losung ist fast schwarzrot. Die Farbung erfolgt sehr
schnell, eine Kontrastfarbung ist bei solehen Schnitten nur mit
sauren Farbstoffen zu erzielen — mit basischen bekommt man
infolge der Saureimprignation sehr schwache und unechte Nach-
farbung. In 50 prozentiger wisseriger Phosphorsdure bekommt
man eine blaBrosa Losung, die sehr sechwach firbt, in 25 prozentiger
ist Sudan III unldslich. In Eisessig erhilt man ziemlich konzen-
trierte Sudanlésungen (etwa doppelt so stark als in 70 prozentigem
Alkohol); es firbt sich darin das Gewebe diffus blaB-braunlichrot,
speziell um die Fetttropfen herum, die selber ungefirbt erscheinen:
eine genauere Analyse ergibt, daf das Fett tatséichlich gelost worden
ist und zum Teil in die Farbstofflosung zum Teil in das umgebende
Gewebe hineindiffundiert hat, daher die scheinbar paradoxe Er-
scheinung. In Milchsdure gibt Sudan III eine recht konzentrierte
Losung (etwa 3 mal so stark als in 70 prozentigem Alkohol), die
intensiv rot farbt; geradezu glinzend ist das Farbungsresultat in
einer Ameisensdurelosung, die etwa 6 mal konzentrierter ist, als
diejenige in 70 prozentigem Alkohol. In diversen Fettlosungs-
mitteln bekommt man meist mittelstark bis stark konzentrierte
Losungen von Sudan III; die Férbungseffekte sind verschieden,
je nach der Farbungsdauer und der Intensitit des Fettlosungs-
vermogens; die Fettkugeln firben sich intensiv rot, sofern sie nicht
herausgelost werden, zumeist wird das Gewebe mehr oder weniger
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stark diffus mitgefdrbt, weil das geltste Fett in dasselbe hinein-
fundiert. Ein solches Verhalten zeigen Losungen von Sudan in
flissiger Karbolsaure, o Kresol, Tuluol, Xylol, Anilin, o Toluidin,
Phenylhydrazin, Azeton, Amylalkohol, Chloroform, Ather, Benzol,
Benzaldehyd, Xylenol 1:3 :4. Verwendbar sind dagegen Losun-
gen in Chlorpikrin (mittelstark), Phenylazetat (mittelstark), Sali-
zylaldehyd (stark), fliissigem Paraffin (stark), die beiden letzteren
geben sehr intensive Farbungen. Manche der obengenannten fett-
lésenden Medien, die als solche wegen des Herausldsens der Fett-
kugeln nicht direkt verwendbar sind, kann man aber als Zusitze
zu Alkohol verwenden, um seine Losungsfdhigkeit fir Sudan zu
erhohen. Sehr gut verwendbar ist z. B. eine Mischung aus: Alko-
hol 70, Phenol 10, Wasser 20; iiber 12—159, darf man mit dem
Phenolzusatz nicht steigen. Bei solchem Phenolgehalt kann man
mit der Alkoholkonzentration bis 20—109, herabgehen und be-
kommt noch immer gut firbende Losungen.

Es erhebt sich nunmehr eine fiir die Beurteilung der Fett-
farbungen sehr bedeutungsvolle Frage, némlich inwiefern die ein-
zelnen oben besprochenen Firbungsmethoden fiir das Fett cha-
rakteristisch, also inwiefern sie als elektive mikrochemische Re-
aktionen zu betrachten sind. Nach den auseinandergesetzten An-
schauungen iitber den Mechanismus der Fettfarbung kann natiirlich
bei einem Losungsvorgang von einer mikrochemischen Reaktion
sensu stricto nicht die Rede sein. Trotzdem kénnen wohl die
Farbungen, falls sie elektiv sind, die Dignitéit solcher Reaktionen
beanspruchen — oder aber, sofern dies nicht ganz der Fall ist, als
Demonstrationsfarbungen Gebrauch finden. Nun wissen wir freilich
von den metachromatischen Firbungen, dal es eine Reihe ver-
schiedener Substrate gibt, die Metachromasie aufweisen, so Amy-
loid, Knorpel, Schleim, Mastzellengranula, Kapselsubstanz bei
Bakterien, um nur die wichtigsten zu nennen, und es erhebt sich nun
die Frage, ob das ebenfalls metachromatisch sich farbende Fett
von jenen Substanzen auf firberischem Wege sich wird unter-
scheiden lassen. Hierzu ist zu bemerken, dafl wohl keine absolute,
aber eine relative Elektivitit sich nachweisen l46t: sie beruht
darauf, daB das Zustandekommen der Metachromasie von dem
Affinitétsverhéltnis eines bestimmten Farbstoffs zum ,,chromo-
tropen** Medium einerseits, zum restlichen Gewebe anderseits be-
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dingt ist. Daher kommt es, daB ein und derselbe Farbstoff nicht
alle ,,chromotropen‘* Substrate metachromatisch firben muB,
und daB ein und dasselbe Substrat von manchen ,metachromati-
schen Farbstoffen metachromatisch gefiirbt wird, von anderen
aber nicht. So z. B. sehen wir, daB das Fett wohl von Oxazinen rot
gefarbt wird, ebenso wie Schleim, Knorpel, Mastzellengranula und
Milzbrandbazillenkapseln (nach eigenen Feststellungen), nicht
dagegen von Thiazinen, Safranin, Neutralrot und Methylviolett, die
jene Substrate metachromatisch farben. Umgekehrt gibt es Farb-
stoffe, die Fett metachromatisch farben, dagegen beim Amyloid
versagen (Oxazine, Chrysoidin); Amyloid verhilt sich iiberhaupt,
etwas abweichend von den andern ,,chromotropen Substraten,
indem bei manchen Thiazinen und Oxazinen nicht nur nicht die
Farbe der Base hervortritt, sondern eine mehr griinblaue Farbung
resultiert, die den sauren Losungen dieser Farbstoffe (durch Zuriick-
drangen der Dissoziation) eigen ist. So verhalten sich die Fér-
bungen mit Methylenblau (auch mit der Mansonischen Losung),
Thionin, Toluidinblau, Nilblau A und Nilblau BB, Brillantkresyl-
blau, Nigrosin spritloslich. Fiir die praktische differenzielle Fir-
bung wird es daher notig sein, das Verhalten der verschiedenen
Fett metachromatisch firbenden Farbstoffe gegeniiber den anderen
,,chromotropen Substraten eingehend zu studieren, worauf sich
dann eine Differenzierung des Fettes von diesen durch vergleichende
zwel oder drei Farbungen wird feststellen lassen. Finde ich z. B.
ein mit Nilblau rot sich farbendes Gebilde und firbt es sich mit
Thionin ebenfalls rot, so ist es kein Fett., Anderseits wird es wohl
von Interesse sein, manche der das Fett metachromatisch firbenden
Farbstoffe in die Farbung der anderen Substrate einzufithren bzw.
sie fiir eine differenzierte Trennung dieser Substrate untereinander
zn verwenden. Was die Gruppe der sogen. ,indifferenten* Farb-
stoffe betrifft, so ist hier die Elektivitat eine ausgesprochenere,
zum Teil wegen ihrer Indifferenz; freilich wéren hier noch eingehen-
dere Untersuchungen eventl. unter Verwendung der anderen oben
angefithrten Losungsmittel erwiinscht.

Anderseits wieder ist die diagnostische Verwendbarkeit der
Fettiarbungen davon bedingt, ob dieselben tatsichlich jedes Fett
zur Darstellung bringen. Fiir das Neutralfett sowie fiir Fettsiuren
und Lipochrome scheint das festzustehen, fraglich ist nur das Ver-
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halten der Fettfirbungen zu den verschiedenen Lipoiden. Von
Sudan ITI wird das Myelin schwach rosa gefirbt, neuerdings werden
nach Ucke Thionin sowie Kresylviolett zum Studium von
Degenerationsvorgéngen im Zentralnervensystem verwendet. Noch
wichtiger wiren wohl Methoden, die es erlauben wiirden, die mit
EiweiBsubstanzen verbundenen Lipoide, die einen wichtigen Be-
standteil tierischer und pflanzlicher Zellen zu bilden scheinen,
differenziell darzustellen. Angesichts der grofen Bedeutung, die
den Lipoiden nach neuesten Untersuchungen in der Zellphysiologie
und Pathologie sowie in der Immunitétslehre zukommt, wéren hier
weitere Untersuchungen wohl am Platz. Nach den klassischen
Untersuchungen von Overton scheinen die mit Wasser im-
prégnierten und mit Eiweif verbundenen Lipoide eine geringere
Farbungselektivitit anfzuweisen, als die reinen Lipoide bzw. Neu-
tralfette, indem sie sich mit allen basischen Farbsalzen tingieren.
Bemerkenswert ist jedenfalls die Ubereinstimmung, die sich darin
zeigt, dall sowohl zur Fettfarbung als auch zu Vitalfarbungen des
Protoplasmas saure Sulfofarbstoffe sich nicht eignen, was wohl
auf ihre exquisite Wasserloslichkeit bzw. Lipoidunloslichkeit zuriick-
zufihren ist.

Fiir die histologisehe Praxis ergeben die obigen Untersuchungen
eine groBe Auswahl verschiedenartiger Farbstoffe, sowohl elektiver
als metachromatischer; im allgemeinen bewegt sich die Nuance der
meisten zwischen gelb, rot und braun; von violetten, blauen und
griinen haben wir nur vereinzelte kennen gelernt. Jedenfalls bieten
die besprochenen Farbstoffe die Moglichkeit, verschiedenste Farben-
kombinationen herzustellen; eine weitere Vervollkommnung in
dieser Richtung kionnen Versuche mit Farbstoffgemischen bringen,
wie ich sie bereits in Angriff genommen habe; man wird auf diese
Weise auch Nuancen erzielen konnen, fiir die wir keinen geeigneten
Farbstoff besitzen. Ein Gemisch von Indophenol und Sudan I1I
in Alkohol oder Formalin gibt eine recht intensive,-schwarzbraune
Fettfarbung. Die erwiinschte Intensitat der Firbungen wird man
durch Verwendung mancher oben besprochenen Losungsmittel oder
Zusatze (Formalin, Phenol, Phosphorséure, Ameisensiiure, Paraf-
finum liqu.) und dadurch erhohte Konzentration der Farbstoff-
losungen zu erreichen suchen. Die Losungen werden am zweck-
méBigsten heill gesittigt und nach eventueller Filtration frisch
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gebraucht, da mit der Zeit immer ein Teil des Farbstoffs aus der
Losung fallt.

Zusammenfassung der Ergebnisse.

1. Jede Fettfarbung ist ein physikalischer Losungsvorgang,
wobei der Farbstoff aus seinem Losungsmittel vom Fett heraus-
gezogen wird.

2. MaBigebend fiir den Firbungseffekt ist das Verhaltnis der
Affinitéitsgrofen des Farbstoffs zu den drei konkurrierenden Losungs-
medien: Fett, Gewebe und Lisungsmittel.

3. Der Farbstoff mufl also fettloslich sein, und es darf seine
Losungsaffinitdt zum Losungsmittel bzw. Losungs- und chemische
Affinitit zum Gewebe nicht so groB sein, daf} sie den Farbstoff am
Hineindiffundieren ins Fett hindern.

4. Fettfarbstoffe sind dementsprechend entweder indifferente,
fettlosliche Farbstoffe oder aber relativ ganz schwache Farbséuren
und mehr oder weniger schwache Farbbasen.

5. Die indifferenten Farbstoffe (manche Azokérper, Indo-
phenole) farben dank der Indifferenz elektiv aus alkoholischen
Losungen, ebenso die Farbséuren.

6. Die nur relativ indifferenten Farbbasen firben entweder
ans den wisserigen Losungen ihrer Farbsalze (Nilblau, Naphthol-
blau, Neuechtblau, Neumethylenblau, Brillantkresylblau, Kresyl-
echtviolett, Indazin, Echtneutralviolett, Neutralblau, Rosolan,
Chrysoidin, Janusrot, Janusblau, Janusgriin, Bismarckbraun) oder
aus den alkoholischen Losungen ihrer Salze (Induline, Nigrosine)
oder aus den alkoholischen Farbbasenldsungen (viele andere Basen).

7. Die Metachromasie des Fettes bei Farbung mit wésserigen
Farbsalzlésungen beruht darauf, daf die durch hydrolytische Dis-
soziation darin freiwerdende Base von dem Fett gespeichert wird,
wihrend das Gewebe im Tone des Farbsalzes sich anfirbt.

8. Dadurch erklirt sich das Fehlen der Metachromasie bei
Férbung mit solchen Losungen, in denen das Losungsmittel (Al-
kohol, Glyzerin, Formalin, Siuren) die Dissoziation zuriickdringt.

9. Wo die Dissoziation des Farbsalzes ungeniigend ist, mufl
man, um Fettfirbung zu erzielen, den in der wisserigen Losung
gefdrbten Schnitt mit Alkalien behandeln oder aber mit der Basen-
losung farben.
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10. Die Elektivitit der metachromatischen Fettfarbstoffe ist
relativ; ein fiir Fett metachromatischer Farbstoff mufl nicht auch
alle anderen chromotropen Substrate ebenso farben und umgekehrt.

11. Durch den Einfluf der Affinitét des Gewebes zum Farb-
stoff erklaren sich die versehiedenen Resultate, die dieselben Fir-
bungsmethoden bei tierischen und pflanzlichen Geweben bzw. bei
Bakterien zutage bringen.

12. Auch bei den indifferenten Fettfarbstoffen kann die Féar-
bung nicht nur aus alkoholischen, sondern auch aus verschiedenen
anderen Losungsmitteln erfolgen (Sauren, Phenole, fliissiges Paraffin,
Formalin usw.); manche davon ermoglichen durch ihr hohes Lo-
sungsvermogen das Krzielen von konzentrierten Losungen bzw.
intensiven Fettfiarbungen (als Losungsmittel oder als Zusitze zu
Alkohol).

13. Es konnen auch indifferente Chromogene, ohne selbst
Farbstoffe zu sein, Fett physikalisch anfarben.

14. Auch manche organischen Farbstoffe (Chlorophyll, Pro-
digiosin, Lipochrome) eignen sich zur Fettfirbung.

Krakau, den 15. April 1909.
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XVII.

Ein Beitrag zur Kenntnis der Infundibular-
zysten des menschlichen Gehirnes.

(Aus dem Pathologischen Institut der Universitit Gottingen und dem
Patholog.-Hygien. Institut der Stadt Chemnitz.)
Von

Prosektor Dr. Heinrich W. E. Ehlers, Rixdorf,
fritherem Assistenten beider Institute.
(Hierzu 6 Textfiguren.)

Unter den Zysten, die sich bei der Sektion im Gehirn vorfinden,
kénnen wir zwei groBe Gruppen unterscheiden. Das eine Mal
handelt es sich um Zysten im allgemeinen Sinne, die auf irgendwelche
pathologischen Prozesse in der Hirnsubstanz zuriickzufithren sind.
Das andere Mal finden wir echte Zysten im anatomischen Sinne,
d. h. Hohlrdume, die eine epitheliale oder endotheliale Tnnenaus-
kleidung aufzuweisen haben und die wohl fast ausschlieBlich in dem
Gebiete der Tumoren zu suchen sind. Mit diesen letzteren wollen
wir uns hier niher befassen.

Bostroem hat das groBe Verdienst, in dem Streite um den
histologischen Charakter des meningealen Cholesteatoms Klarheit
geschaffen zu haben. Er betrachtet die Cholesteatome des Gehirns
»»als typische epidermoidale Bildungen, die auf einer embryonalen
Verlagerung reiner Epidermis, d. h. frei von anderen Attributen
der Haut beruhen miissen, und schligt fiir sie die Bezeichnung
Epidermoid vor**. Diese Auffassung ist dann im Laufe der Jahre
wohl ziemlich allgemein akzeptiert worden. Wenigstens haben
sich die meisten der Autoren, die sich nach ihm mit dem Chole-
steatom befalt haben, auf seinen Standpunkt gestellt.



