
227. Siegfried Skraup: fher  Vitalfilrbung mit elnfachsten 
Farbetoffen und ihre Fixierung. 

[Aus dem Chemischen Institut der Universitiit Wurzburg.] 
(Eingegangen am 1. August 1916.) 

Einer haufigeren Anwendungsmoglichkeit der Vitalfarbung, d. h. 
der differenten Farbung von Protoplasmateilen lebender Organismen, 
die zur Untersuchung vieler biologischer unc! morphologischer Pro- 
bleme von groBter Bedeutung ware, standen bisher wohl hauptssch- 
lich zwei Umstande hindernd entgegen. Es zeigte namlich eine groBe 
Zahl von Beobachtungen, namentlich a n  Einzelligen, dal!, bei dern 
natiirlichen oder durch Gifte (Fixierungsmittel), wie Alkohol u. a., 
bewirkten Absterben vital gefarbter Objekte. das  zur Fixierung und 
Uberfuhrung in Dauerpraparate notig ist, die differente Farbung 
struktureller Plasmateile in eine diffuse der ganzen Zelle iiberging 
und schliel3lich mehr oder minder vollstandig auswaschbar war. Von 
Versuchen, in denen das vermieden wurde, durften nur  die Konser- 
vierung der Methylenblau-Nervenfarbung von E h r l i c h  ') und die 
daran gekniipften Untersuchungen sowie die Fixierungen mit Form- 
aldehyd der G o l d m a n n  schen Arbeiten a) allgemein bekannt geworden 
sein, und gelegentliche Beobachtungen andrer Autoren a), die zum Teil 
erst wahrend dieser Arbeit aufgefunden wurden, haben die prinzipielle 
Bedeutung der Fixierungsmoglichkeit so wenig zum BewuBtsein der 
mikroskopisch arbeitenden Biologen gebracht, daB sich in deren 
wichtigstem Handbuch, der DEnzyklopadie der mikroskopischen Tech- 
nika''), im Artikel DVitale Farbung(( F i s c h e l  dahin LiuBert, daB die 
Resultate mit den verschiedensten empfohlenen Fixierungsmitteln 
durchaus unbefriedigende sind, und es vielleicht von vornherein als 
aussichtslos zu bezeichnen sei, nach einer dauernden Fixierung fur 
Vitalfarbung zu suchen. 

Bei seinen Arbeiten aUber den Bau des Plasmas der niedersten 
Tierea ') fand nun P. Von w i 1 l e  r im hiesigen Anatomischen Institut, 
da13 sich die mit Neutralrot (I.), Methylenblau (II.), Brillantcresyl- 
blau (111.) und Bismarckbraun (IV.) an Protisten (Amijben, Para-  
rnacien und besonders an Actinospharien) erzielten Vitalfarbungen rnit 

1) Deutsche med. Wochenschrift 1886, Heft 4;  Biologisches Central- 

2) Beitrage zur klin. Chirurgie 64, 192 [1909]; 78, 1 [1912]. 
3) P r z e m i c k y ,  Biol. Centralblatt 14, 620 [1894]; 17, 321, 353 [I8975 

Colombo,  Zeit- 

5, Noch nicht verijffentlicht. 

blatt 6, 214 [1887]. 

Golovin,  Zeitschr. f. wiss. Mikroskopie 19, 176 [1902]. 
schrift f. wiss. Mikroskopie 80, 282 [I9031 

4) 2. Auflage, Berlin-Wien 1910, S.597. 
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Sublimat fixieren und zum Tell i n  ganz iiblicher Weise in  Dauer- 
priiparate uberfuhren lieden. 
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Die weitgehende morphologische Ahnlichkeit der Farbungen und 
anderseits die grode konstitutive Verschiedenheit des Bismarck- 
brauns (IV.) Ton den unter einander ja  naher verwandten Phenazin-, 
Thiazin- und Oxazinderivaten (I.-111.) fiihrte mich zur Vermutung, 
daB es das einzige gemeinsame Konstitutionselement, die NHS-Gruppe 
(bezw. N(CH,),-Gruppe) sei, welches die gleichartige Reaktion mit 
dem Sublimat bedingte, zumal die bekanute leichte Bildung von 
Quecksilber- Stickstoff -Verbindungen das Entstehen schwer loslicher 
Additions- und besonders komplexer Substitutionsprodukte wahrschein- 
lich machte. Es wurde nun festgestelltz), daB sich auch die mit Nil- 
blau (VI.) , Chrysoidin (V.), Auramin (VII.), p -Dimethylamino-azo- 
benzol (X.), Anilingelb (Amido-azobenzol) (IX.) und einer Reihe an- 
derer amidierter Farbstoffe (XI. -XIV.) erzielten Vitalfarbungen, uber 

I) Der amidierte Kern bei technischen Produkten wechselnd (z. B. durch 
den Benzplrest) substituiert; verwendet wurde Brillantcresylblau G r  ii bler. 

a) Ich verdanke die Ausfiihrung der mikroskopischen Versnche der 
Liebenswiirdigkeit von Hrn. Dr. P. VonwiMer, der iiber die morphologi- 
schen Ergebnisse dieser Untersuchung besonders berichten wird. 
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die ich weiter unten noch i n  andrem Zusammenhang berichte, gleich- 
falls rnit Sublimat fixieren lassen. Diese Methode ist also prinzipiell 
auF alle obasischen* Farbstoffe anwendbar; da  rnich eine Anzahl an-  
drer Fragen zungchst mehr interessierte, wurde die Reihe der dnrauf 
gepriiften Amidoverbindungen. zurzeit nicht vergroaert. 

Bei der riesigen Zahl bekannter Amin-Quecksilberverbindungeri I )  

ist es einigermal3en auffiillig, daB ansloge Verbindungen m i t  Farbstoff- 
kornponenten offenbar noch nicht bescbrieben sind. Ein eingeherideres 
Studium derselben durfte bei den bekaonten uniibersiohtlichen Ver- 
hlltnissen und Reaktionen der hierher geborigen Substanzen karim 
von besonderem Interesse sein, und so babe ich mich auch damit be- 
gniigt, durch Reagensglawersuche das Verbalten einiger Farbstoffe 
gegen N e  01 e r s  Keagens, gesiittigte dZiiecksilbercbloritlliisiina und 
Quecksilberchlorid-I(ochsa1z-Losung (rler Zusammensetzung Na? Hg Cl4 
entsprechend) zu prufen. Starke Niederschlage liefern so a u h r  dea 
zu genannten Vitalfarbungen verwendeten Farbstoffen z. B. noch Kry- 
stallviolett, Safranip, Tbionin. Ein Unterscbied im Verbalten gegen 
Quecksilberchlorid allein und gegen Subliniat-Kochsalz-Losung trat bei 
diesen nicht auf; deutlich ist ein solcher wabrzuuehmen, z. B. hei 
Brillantcresylblau und- Nilblau, die mit Quecksilbercblorid allein kei- 
lien, niit der Natriurn- QuecksilberchloridlBsung starken Niederschiag 
geben. nieser Unterschied konnte nicht etwa durch die aussalzende 
Wirkung des Natriurnchlorids bedingt sein, da  srlbst eine konzen- 
trierte Losung desselbeu auf den Farbstoff fast ohne Wirkuug ist, 
wahrend eine noch sehr stark verdiinnte Subliniat-Kochsalz-l,iisuug den 
Niederschlag erzeugt. Von Wichtigkeit war dann weiter, die Mog- 
lichkeit auszuschlieBen, da13 das iu diesen Losungen stets vorhandene 
zweiwertige HgCla”-Ion aul das positiv-elektrische Farbstoffkolloid 
koagulierend wirke. In diesem Falle miillte die zur Fallung niitige 
Menge der Quecksilberlosung sehr gering sein und in keinem stochio- 
metrischen Verhiiltois zur  vorhandenen Farbstoffmenge stehen. Nun 
wurden aber zur Fallung von 0.20 g Nilblauchlorid (VI.) in ca. 50 ccni 
Vasser  7.0 ccm einer Sublimat-Kocbsalz-LBsung verbraucht, die nach 
einer Gehaltsbestimrnung 0.0633 g H g  entbielt. Somit sind auf 1 Mol. 
des Farbstoffs CIS  HI^ ON3 C1 gebraucht worden 0.516 Atorne Hg, was 
geniigend genau einem Verhaltnis von 1 Mol. HgClz auf 2 Amido- 
gruppen im Farbstoffkornplex entspricht und auf eine Verbindung Goiu 
Typ des schrnelzbaren Prazipitates, 2 NH,, HgCls, deutet: Gegen die 
Annahme einer Anionwirkung spricht auch der Umstand, dab  Oxalat-, 

*) Siehe G m e l i n - K r a u t ,  Handboch der anorgan. Chernie, IT, ’7. Abt. 
S. 879fF. 



Tartrat- oder Phosphatlijsungen trotz ihrer mehrwertigen Anionen 
keine Fallung liefern. 

Den uberwiegend groBten Teil der Bsaurenu Farbstoffe bilden 
Phenolderivate, fur die eine allgemeine leichte Uberfuhrbarkeit in 
schwer IBsliche Komplexe kaum moglich erscheint. DaB indessen 
die Bildung von Schwermetallphenolaten (Lacken) auch ohne Kom- 
plexbildong zur Fixierung einer Vitalfarbung genugt, zeigen Versuche 
mit Pigmentbraun (Naphthalin-azo-a-naphthol XVII.) und Benzol-azo- 
a-naphthol (XVI.), die sich mit Bleiacetat fixieren lieBen und absicht- 
lich gewahlt wurden , da  die Bildung von cyclischen Metalllacken ') 
(wie z. B. beim -Alizarin) bier wohl a19 ausgeschlossen gelten darf, 
die eineri der Fixierung yon vornherein qiinstigen Spezialfall dnr- 
stellen wiircle. P r i n z i p i e l l  is t  s o m i t  jecle V i t : i l f a r b u n g  f i x i e r -  
b a r ,  s o b a l d  d a s  g e w a h l t e  F i x a t i o n s r n i t t e l  m i t  d e m  F a r b s t o f f  
e i n e  m o g l i c h s t  s c l i w e r  l o a l i c h e  V e r b i n d u n g  e r z e u g t .  Wie 
weit sich dabei der stiirende Einf luB der i n  so zahlreichen Farh- 
stoffen vorhandenen Sulfogruppe paralysieren 1%Bt, mochte ich einer 
weiteren Veroffentlichung vorbehalten. 

Der  zweite Urnstand, der eine vielseitigere systematische Anwen- 
dung der Vitalfarbung hinderte, ist die geringe Kenntnis irgeod- 
welcher Kriterien dariiber, welchen chemischen Bau ein Farbstoff be- 
sitzen miisse, urn vitalfarbend z u  sein. Es sind zwar recht spezielle 
Ausichten hieruber schon geauBert wordena), docb hat die fast aus- 
schlieBliche Benutzung der iiblichen, tecbnisch verwerideten Farbstoffe 
kein schrittweises, metbodisches Variiereii {lea Versuchsmaterials ge- 
stattet, so daB die Folgerungen vielfach nur* in erster Annaherung 
richtig sein konnen. Zudem wurde ein wesentlicher Faktor erst auf- 
gekliirt durch die wichtigen Arbeiten von H o b e r a ) ,  K i i s t e r  ') und 
besonders von R u h l a n d 5 )  sowie von G o l d m a n n  (1. c.) und a n -  
deren6), aus  denen hervorgeht, daB fur die Farbstoffaufnahme der 
physikalische (z. B. Kolloid-) Zustand der Farbstoffe grundlegende Be- 
deutung hat. Das Problem , YOU welcher chemischen Konstitution 
nun dieser erforderliche Zustand bedingt ist, wurde bisher kaum be- 

') Vergl. Pfeiffer ,  A. 398, 138 [1913]. 
') Fische l ,  Anatom. Hefte 62/63 [1901], zitiert von Schulemann,  

3, Bio. 2. 11, 105 [1908]; 20, 56 [1909]. 
') Jahrb. f .  wiss. Botanik 80, 261. 
5, Jahrb. f. wiss. Botanik 51, 376. f, Eine gute Ubersicht iiber die erhaltenen Resultate findet sich in 

H6 ber ,  Physikalische Chemie der Zelle uncl Gewebe. 4. A d . ,  Leipzig- 
Berlin 1914. 

Aich. f .  mikr. Anatomie 79, 223 [1912]. 
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riibrt. Eine gelegentliche Andeutung dieses Zusammenbanges zwischen 
Kolloidzustand und chemischem Bau findet sich bei T e a g u  e und 
B u x t o n  '), die den vie1 geringeren Dispersitatsgrad des Nilblaues 
gegenuber dem des Methylenblaues auf  den Unterschied des Oxazin- 
und Thiazinringes zuriickfuhren wollen. An willkurlichen Modifika- 
tionen im Bau von Vitalfarbstoffen hat es trotzdem nicht gefehlt. 
Die chemotherapeutischen Arbeiten von E h r l i c h ,  M e s n i l  und N i -  
c o l l a  ') gehoren hierher; in einer gr6Beren Arbeit uber Vitalfiirbungs- 
vermogen und chemische Konstitution hat W. S c h u l e m a n n 3 )  eine 
Reihe von Benzidinderivaten und Verwandten des Trypanblaus (VIII.), 

OH NHs . .  NHs O H  
-\ . .  

fL--"-N=N--/ \-/---\-N=N-/\/'- 
\*-/ \-.I NaO3S.[,/,,J.SO., Na 
CH3 CHI 

I 1  v 111. 
Na 0 3  S . L,,, . SO3 Na 

untersucht, doch ist es einleuchtend, daB die konstitutiven EinSlusse 
bei dem komplizierten Ausgangsmaterial in ihren Einzelfaktoren 
wenig klar geworden sind. Vollig unverstandlich erscheint mir die 
Angabe von P r z e m i c k y  (1. c.), der Actinospharien, Paramacien u. a. 
mit Neutralrot, Nilblan, Methylenblau farbte und mit ndurch Einfiih- 
rung verschiedener organisch-chemischer Stoffe, die auch als Bestand- 
teile des Kerns und des Protoplasmas bekannt sind, modifiziertena 
Farben. Die Angaben von S c h u l e  rn a n n 3, der Ddurch Andernng 
des Losungszustandes negative Farben zu positiven gemacbta hat, sind 
bisher ohne den Beleg publizierter Versuche geblieben, so dab nicht 
einmal zu ersehen ist, ob es sich dabei um konstitutive Anderung, 
d. h. die Wahl anderer Farbstoffe, oder etwa Dispersitatsanderungen 
durch Zusatze oder dergleichen, wie sie unten beschriehen sind, 
handelt. 

Entgegen den Ansichten von einem notwendig komplizierten Bau 
der Vitalfarbstoffe s e i  h i e r  b e t o n t ,  daI3 a u c h  d i e  e i n f a c h s t e n  
F a r b s t o f f e  b e i  P r o t i s t e n  v i t a r f a r b e n d  s i n d ,  was urn so wich- 
tiger erscheint, a19 so an maglichst ubersichtlichem Material die Ein- 
fliisse der konstitutionellen und physikalischen Faktoren zu priifen 
sind. 

Zur  Methodik dcr Verauclie sei hier bemerkt , daB ausschliel3lich die 
Farbungen an Protisten untersucht wurden, urn auch die miiglichst einfachen 

1) Ph. Ch. 60, 480 [1907]. 
2) Annalea de l'institut P a s t e u r  20, Nr. 6/7. 
*) Parallelpuhlikationen im Ar. 250, 252 [I9121 und in der Zeitschr. f .  

Vergl. auch C. 1913, 11, 1697. 
') Jahresbericht der schlesischen Ges. f. vaterlind. Kultur 1918. 

exp. Pathologie u. Therapie 11, 306 [1912]. 
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Organismen zu verwenden. Einzelversuche wurden mit Actinospharien, Am& 
ben, Pelomyxen gemacht, alle irgendwie vergleichenden Versuche. natiirlich 
mit derselhen Art, haupts%chlich mit Paramacien der gleichen Kultur und 
(seltener) Opalinen, hnufig waren auch Parallelversuche mit verscbiedenen 
Arten. Die Losungen der Amidoverbindungen wurden so angesetzt, da13 1 TI. 
krystallisierten Hydrochlorids in 100 Tln. Wasser erwarmt, nach volligem Er- 
kalten einige Stunden stehen gelassen und von der hydrolytisch abgeschiede- 
nen Base filtriert wurde. Eine gcringe Verschiedenheit in dor Menge der- 
selben blieb so unberucksichtigt, was um so weniger ins Gewicht fiillt, als 
zur Farbung ja nor eine bakteriologische Platinose bis ca. 1 Tropfen Farb- 
stofflosuug aut  2 ccm Wasser verwendet werden, so daB vollige Aquivalenz un- 
notig ist. Die Diffusionsfahigkeit der Farbatoffe wurde gemessen durch Uber- 
schichten einer 2--2'/1-prozentigen Gelatinegallerte (bei Vergleichsversuchen 
stets gleichzeitig hergestellt und verwendet, doch erwies sich dime Vorsicht 
als unniitig) im Reagensglas mit 2 ccm der Farbstofflosungen. Nach 24 Stdn. 
wurde die letzte noch erkennbare Fiirbungszone markiert und der Abstand 
vom Meniscus gemessen. Trotz der schwachen Farbung sind die Diffusions- 
strecken auf ' i a -1  mm genau reproduzierbar und gut vergleichbar; das Alter 
der Gallerte zwischen 4 und 14 Tagen nach der Herstellung oder der Kon- 
zentrationsmechsel von 2 zu 2'/2 O/o erwies sich a h  gleicbgfiltig. Im Steig- 
hohenversuch in Filtrierpapierstreifen *) zeigten sich die Farbstoffe, wie zu er- 
marten, als ausgesprochen positiv elektrisch. 

Nach bekannten theoretischen Anschaudgen ist eine Kombina- 
tion einer sog. chromophoren mit einer auxochromen Griippe genu- 
gend, einer Substanz Farbstoffcharakter zu verleihen. Unter den bis- 
her als vitalfarbend bekannten Farbstoffen sind Monoazofarben wenig 
verwendet worden, doch lie8 das ausgepragte Vitalfarbungsvermiigen 
und die leichte Fixierbarkeit des Chrysoidins (V.), das  noch zwei 
auxochrome Gruppen enthiilt, die Hoffnung zu ,  selbst mit dem ein- 
fachsten Farbstoff, dem Aminoazobenzol oder Anilingelb (IX.), eine 
vitale Farbung zu erreichen, und in der Tat  ist dies, wenn auch mit 
einer kleinen Einschrankung, der Fall. Brachte man namlich Para- 
macien in eine Losung'von Anilingelb, so wurde das ganze Tier 
gleichmiiBig hellgelb ohns differente Farbung einzelner Protoplasma- 
teile, und die Vermutung war naheliegend, da8  die zu gro8e Diffu- 
sibilitiit der Farbe eine Speicherung in einzelnen Partien hinderte. 
Diese Stiiruag war dann dadurch einigermaoen zu beseitigen, da13 
das  positive ( 8 .  0.) Kolloid durch Zusatz ein- oder besonders mehr- 
wertiger Anionen einen geringeren Dispersitiitsgrad und damit ge- 
ringere Diffusionsfahigkeit erhalten muate. Zum Versuch wurden 
gleiche Volumina Farbliisung niit 1-prozentigen Losungen von neu- 

I )  Siehe Ruhland ,  1. c. - T e a g u e  und X u x t o n ,  1. c. - Goppels -  
rBder, Kol1.-Zeitschr. 5 u. 6 [1910]. - P e l e t - J o l i v e t ,  Die Theorie des 
Fiirbeprozessrs, Dresden 1910, S. 120. 

~ 
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tralem Kaliumoxalat, Seignettesalz, primarem Kaliumphosphat (das se- 
kundare fiillt bereits die freie Farbbase) gemischt; die erhaltenen Diffu- 
sionstrecken waren bei 

Anilingelb + Wasser Anilingelb Anilingelb Anilingelb 

. 17mm 17 mm 14 mni 12 nim. 
(Kontrolle) f Oxalat + Tartrat + Phosphat 

Ebenso verringert Natriumcarbonat-Zusatz (durch Carbonat- oder 
Hydroxylionwirkung) die Diffusionsfahigkeit rnerklich, und es ergab 
sich auch im Farbungsversuch, da13 nun eine leichte Differenzierung 
der Farbung eingetreten war, was bei Seignettesalz- oder Natrium- 
carbonat-Zusatz festgestellt wurde. ' 

Dieser einen Moglicbkeit, den f i r  die Vitalfarbung so generell 
wichtigen I) Dispersitstsgrad eines Farbstoffs durch physikalisch wir- 
kende Zusatze willkurlich zu variieren, steht die zweite gegeeiiber, 
durch Konstitutionsanderung einen solchen Einf luB auszuuben, die na-  
turgerna13 durch groBere Vielseitigkeit und radikalere Eingriffe in das 
Farbstoffmolekul-grGBere Dilferenzen im physikalischen Verhalten zu 
erreichen gestattet. Zu den weiteren Versuchen wiirden nun heran- 
gezogen p-Dimethylamino-azobenzol (X.), ' p-Toluol-azo-anilin ') (Xl.), 
p-Toluol-azo-o-toluidin3) (XII.), das sogenannte Naphthylaminrot, 
I ) enzo lazo -a -naph thy la~n  ') (XIII.) und o-Amino-azobenzol (XIV.). 

XI. CH, XII. 

/ \  NH? \- . / 
XIII. XIV. 

__-- . 

l) AuBer der oben zitierten Literatur auch v. Mollendorf ,  Anat. Hefte 

2, Dargestellt nach B. 10, 666 [1877]. 
a) Dargestellt nach Nie tzk i ,  B. 10, 665 [I8771 und Michae l i s  und 

4, Dargestellt nach B a m b e r g e r  und Schief fe l in ,  B. 22, 1381 [lSSS]. 
Dargestellt nach F. H. W i t t ,  B. 46, '2380 [1912]. Die Reduktion 

des Benzoyl-o-nitranilins nach der hier gegebenen Vorschrift rnit 5-prozentiger 
Eseigsiure gab mir das Ausgangsprodukt unverlndert zurhck, dagegen ge- 
lingt sie glatt mit 50-prozentiger Essigsiiure. 

159, 80 [1915]. 

E r d m a n n ,  B. 28, 2196 [1895]. 
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Die Diffusionsstrecken waren fiir 

IX. x. XI. XII. XIII. x1v. 
PO 11 16 14 7 12 mm. 

Sie sind nur als Vergleichswerte zu betrachten, da bei IX.-XII. uad 
XIV. eine geringe (fast gleiche) Quellung der Gallerte zu beobachten war; 
diese diirlte der Wirkung der vorhandenen Salzsgure zuzuschreiben sein, 
tleren quellungsbefbrdernden Einflul3 beim Naphthylaminrot (XIII.) dessen 
geringerer Uispersitftsgrad paralysiert ; kommt doch nach Tr a u b  e I)  boch- 
kolloiden Farbstoffen merklich entqudlende Wirkung zu. Die Mebrzahl 
obiger Farben geliort aber nach der Aufstellung von Teague  und B u x t o n  
(1. c. S. 479) zii deli menig kolloiden, als Grenze etwa das BmaI3ig kolloidec 
Neutralrot Init der Diffusionsstrecke 14 betracbtet. Fur ebenda als wenig 
kolloid bezeichnete Farbstoffe fand ich die Diffusiousstrecken: Methylen- 
hlaii 18, Safranin 20, Chrysoidin 25, Bismarckhraun 16 und Eosin 19 mm. 

Der  geringeren Diffusiortsfahigkeit entsprechend war bei diesen 
Parbstoffen auch die Differenzierung der Vitalfarbung deutlicher als 
beim Anilingelb, und besonders das Naphthylarninrot (das ubrigens 
zuerst heraogezogen wurde, a19 sich Anilingelb zu diffusibel erwies), 
ist praktisch recht brauchbar gewesen, besonders bei Actinospharien, 
wo zahlreiche Entoplasmakiirner schiin rot gefarbt werden. Wahrend 
Anilingelb (K), wie schon erwahnt, fur sich allein n u r  eine diffuse 
Fiirbung liefert, ist die Differenzierung der Farbung mit Dirnethyl- 
amino-azobenzol (X.) etwas deutlicher. Die Einfiihrung einer Me- 
thylgruppe in den Kern (Pnrbstoff XI.) iibte einen noch gunstigeren, 
merklich differeozierenden EinfluB auf die Vitalflrbung aus, narnent- 
lich die Entoplasmakorner von Pararnicien traten rnit diesem Stoff 
ieuchtend gelb gefarbt auf. Sehr interessant ist n u n  die starke phy- 
siologische Wirkung eioer weiteren Methylgruppe, die sich beirn y -  
Toluol-azo-o-toluidin (XII.) in ortho-Stellung zur Arninogruppe be- 
findet. Diese Substanz tiitete namlich, in gleicher Konzentration 
(1 Tropfen auf ca. 2 ccrn Wasser) wie Farbstoff XI. angewandt, die 
Pnrarnacien in etwa. 3/4 Stdn., waihrend dieser stundenlang obne Scha- 
digung ertragen wird. Eine, natiirlich entsprechend schwacbe, Far- 
bung 1aBt sich rnit Farbstoff XII. in geringeren Konzentrationen er- 
zielen. Trotz der betrachtlich helleren Farbe dar sauren Losung des 
n-Amino-azobeozols (XIV.) der des p-Amino-azobenzols (IX.) gegen- 
iiber ist jenes fur die Vitalfarbung dern letzteren wesentlich iiber- 
legen. Auch an  diesern Beispiel ergibt sich sornit der begunstigende 
Einf luB der Dispersitatsverringeraog. 

Die FLrbungen rnit allen diesen Stoffen lassen sich mit Sublimat- 
Kochsalz-Losung fixieren, und daraus ist noch ein bedeutungsvoller 

. -~ 

I )  H. 48, 935 [1915]. 
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SchluS auf die Bindungsart der Farbe am Protoplasma zu ziehen. 
Denn die hier verwendeten Substanzen entbalten je nur  e i n e  Amino- 
gruppe, und diese erweist sich im gefHrbten Objekt noch a19 frei fur 
die Reaktion mit dem Quecksilbersalz. Als ))haptopbore Gruppec: im 
Sinne der bekannten E h r l i c  hschen Auffassungen ’) kann sie somit 
nicht gewirkt baben, und die Bindung des Farbstoffmolekiils an den 
Protoplasmateil kann nicht mittels einer chemiscben Reaktion zwi- 
schen diesem u n d  der Aminogruppe erfolgt sein. Bei der weitgehen- 
den Indifferenz der sonstigen Molekulbestandteile dieser Farbstoffe 
halte ich daher einen moglichst eindeutigen Beweis fur die Auffassung 
der Farbstoffaufnahme bei der Vitalfarbung (und damit wohl der Far- 
bung iiberhaupt) als Adsorption fur erbracht. Der  Einwand, es werde 
etwa eine primar vorhandene Verbindung zwischen Aminogruppe und 
Protoplasma durch die Einwirkung des Quecksilbersalzes gespalten, 
worauf die entstehende Farbstoff-Quecksilber-Verbindung als schwer 
liislich lokalisiert bleiben musse, wird dadurch entkraftet, daB es in 
verschiedensten Versuchen immer wieder gelingt, den mit vorhandenem 
iiberschiissigem, d. b. nicht aufgezogenen Farbstoff entstehenden Nie- 
derschlag durch Wasser wegzuschwemmen (bei den verweudeten Pro- 
tisten wenigstens) , wahrend die vorher different gefarbten Stellen 
dabei keinen Farbstoff abgeben. Dies ist z. B. selbst beim Chrysoi- 
din (V.) der Fall, trotzdem dessen Quecksilberverbindung ganz auBer- 
ordentlich schwer loslich ist, u n d  bei dem eine chemische Verbindung 
zwischen Aminogruppe und Protoplasma gar nicht geliist zu werden 
brauchte, wenn man annimmt, daB zur Reaktion mit dem Queck- 
silbersalz die rorhandene zweite Aminogruppe herangezogen wurde. 
Bei der strukturellen Feinheit und Identitat der Farbung vor und 
nach der Fixierung (als besonders schones Beispiel nenne ich die 
Farbung mit Naphthylaminrot bei Actinospharien ’)) wird nanientlich 
dem Morphologen eine solche Vorstellung kaum angangig erscheinen. 

Fur  die Annahme einer Adsorption des Farbstoffs spricht meiner 
Meinuog nach auch die oben beschriebene biologische Empfindlichkeit 
fur Konstitutionsunterschiede von einer Geringfugigkeit, die die An- 
nabme verschiedener chemischer Reaktionen unter den gensahlten Be- 

’ dingungen nicht allzu wahrscheinlich macht, wahrend fur die Adsorp- 
tion des ganzen Molekiils in erster Linie seine Gleichgewichtslage 
und Schwingungszustande in Betracht kommen, die naturgemafi von  

.. 

*) Vergl. u. a. B. 42, 17 [1909]. 
!’) Im Gegensatz dazu stehen Farbablagerungen besonders der Trypau- 

blaureihe in Nierenzellen, deren Niederschlagsnatur ohne Bindung an prafor- 
mierte Gebilde Schulemann (1. c.) wahrscheinlich gemacht und Mollen-  
dorf in einer mir wahrend der Kiederschrift dieser Arbeit bekanut gewordenen 
Publikation (Kol1:Zeitschr. 18, 81 [1916]) bewiesen hat. 
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\-iel faineren Strukturverhaltnissen abhangig sein werden. Bei de r  
groDen Rolle pr imarer  Adsorptionen fur den sekiindaren Ein t r i t t  che . 
mischer Reaktionen halte ich es  fur  nicht iusgeschlossen, daB viele 
Falle grofier Reaktionserleichterungen oder  -erschwerungen durch  Sub-  
stituenten hierher zu rechnen sind. State d e r  Adsorption in den be- 
schriebenen FBllen eine chemische Rindung etwn durch d ie  Neben-  
ralenzen anzunehmen, d ie  den Henzolkernen oder  de r  Azogruppen- 
Doppelbindung zukommen '), erschiene niir e twas  gezwungen bei dem 
fejtgestellten Freibleibeu d e r  so reaktionsfiihigen Aminogruppe  mit 
ihrem koordinativ ungesittigteii Charakter .  

P i e  bier beschriebenen Paile de r  F ix ie rung  einer Subs tanz  unter  
Freilasseri einer typischen shaptophorenu G r u p p e  scheinen mir  auch  
zu  einer rorsichtigeren Handhabung dieses HegrifFs in unserer heutigen 
Chemotherapie zii raten.  E s  k a n n  o f f e n b a r  e i n e  c h e n i i s c h e  
(; r u p p e u d e r K o n s t i t u t i o n e i n e m M o 1 e k ii 1 A d s o r b i e r b a r k e i t , 
s O r g a n o t r o p i e c (  r e r l e i h e n ,  o h n e  s e l b s t  - p r i m a r  o d e r  i i b e r -  
h a i i p t  - r e r a n k e r t  z u  w e r d e n .  

Erwihnen m6chte ich noch, dnB dernrtige C2uecksilberverbindunge~ (z. H. 
\-on Napht hylaminrot otter p-Dimethplamino-;izohenzol) trotz ilirer Schmerliislicli- 
keit den charakteristiachen Far1)unischlag der qoccltsilberfreien Stoffe i n  saurem 
bezm. alkalischem Medium geben untl zwar i n  vitro sowohl als am gefiirbtcn 
und fixierten Objekt. Ob sich BUS der Verfolgung dieser Beobachtung neue 
Gesichtspunkte zur Theorie tler lntlicatoreri gewinnen lassen, soil untersucht 
\verden. Hei der Auffassung des Farbumschlags als Umlagerungs- untl Iso- 
meric-Erscheiriung a) ist das unverindcpte Verlialten der(~uecksi1bersubstitutions- 
produkte auffallig, andererseits ersclieint mir tlie Dispersitatsanderung als 
iiberwiegender Grunt1 des Farbwechsels 3, scliwierig zu vereinigen mit der 
Tatsache, daB noch die am Protoplasma fixierte CJuecksilberverbindong als 
Indicator init gleichen Farben wirkt, das hieDe abcr, Dispersitiitsanderungen 
erfhhre r o n  tler Griiflenordnung der freien, nicht gefallten Farbstoffe. 

Um cine weitere Keaktion zum Nacliweis der unveriinderten Aminogruppe 
anzufiihren, kam die zu ahnlichen Zwecken verwendete *) 1.2-Naphthochinon- 

0 
/\/ \.o 

N H . R  

4-sulfonsiul-eJ), tlie Amine in Verbindungen vom Typ 1 1 / .  hberfiilirt, 
\/\/ 

in Form ihres Natriumsalzes auf Paramacien zur Wirkung, die mit Anilingel b 

I )  P f e i f f e r ,  A. 404, 1 ff., besonders S. 9 [1914]. 
S ) H a n t z s c h , B . 4 8 ,  158[1915];46, 1557[1913]; 41, 1187[1907]u.a.O. 
3, Wo. O s t w a l d ,  I<oll.-Zaitschr. 10, 97 und 132 [1912]. 
') E h r l i c h  und I I e r t e r ,  11. 41, 379 [1904]. 
$) Dargestellt nach B i i n i g e r ,  B. 47, 23 [1894], aber nach Wit t  u r ~ ~ l  

K a u f m a n u  (B. 24, 3163 [1891]) in das Natriumsalz iibergcfhhrt. 
Berfchte d. D. Chem. Gesellschafl. Jahrg. XXXXIX. 12s 
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oder Naphthylaminrot gefarbt waren. Mit Siiuren konnte der Umschlag des 
unverbderten Farbstoffes darauf nicht mehr bewirkt werden, so daB die er- 
wartete Reaktion offenbar eingetreten war; doch ist die entstandene FLrbung 
uniibersichtlich, da Paramgcien schon von dem naphthochindnsulfosauren 
Natrium allein gefarbt werden. 

i -- ~. . 

xv. ( - \ .N:N. /  \ .OH XVI.  ( -->.N:N.; , .OH 

/ ~ - \  . -  I \. -~..f 

/ '' . N : N .  / -----\. OH 

)-$ . 

XVII. ' i  )--., 
\.-J \- 

Zur Untersuchung de r  Azophenol-Farbstoffe wurden verwendet 
11-Oxy-azobenzol (XV.), Benzol-azo-a-naphthol ') (XVI.) und Pigment- 
braun, d. i .  Naphthalin-azo-a-naphthol') (XVII.). 

Den Thungen der Aminoverbindungen entsprechend, wurden die Kalium- 
(beim Ony-azobenzol Natrium-) Salze mit 100 Tln. Wasser erwarmt und im 
iibrigen analog rerfahren. Die Diffusionsstrecken waren fur 

XI'. XVI. XUII. 
21 mni 12 mm 9 ' / 2  bezw. 12 mm. 

Beim Steigh6henversuch zeigte Azophenol das typische Verhalten nega- 
tiver Kolloide (es stieg das Wasser 111 mm, die Farbe 108 mm), bei Benzol- 
azo-naphthol stieg der Farbstoff nur 49 mm bei 112 mm Wasser, er  war also 
merklich adsorbiert worden. Die LBsungen von Pigmentbraun zeigen starke 
Alterserscheinungen (wie sie z. B. auch bei Beozopurpurin beobachtet wurden)3). 
Die DiEfusionsstrecke einer frisch bereiteten Losung betrug 12 mm in deutlich 
roter Farbe, bei zweitiigigem Stehen war die L6sung braun, diflundierte nur 
9'/% mm, jedocli mit ganz blaBgelber Parbe, die nur die h6chstdispersen 
Spuren der diffundierenden Substanz andeutet, wahrend die Hauptmenge zu 
grobdispers geworden war, um hberhaupt in das Gelatinegel einzudringen. 
Gleichzeitig indert  sich die Adsorbierbarkeit im SteighBhenversuch ; bei einer 
Wassersteighiihe yon 105 mm war frische Pismentbraunlosung 13 mm, 45- 
stiindige 36 mni gestiegen. 

Seiner grol3en Diffusionsfahigkeit entsprechend farbte Benzol-azo- 
phenol (XV.) Paramacien nicht merklich an. Benzol-azo-a-naph- 
tho1 (XVI.) gab mit dem de r  Protozoen wegen niitigen Brunnenwasser 
st arke Niederschlage (wohl infolge des Calciumgehaltes), so daI3 keine 
eingehenderen Versuche damit  lohnend schienen. Irnrnerhin wurde 

') Dargestellt nach W i t t  und D e d i c h e n ,  B. 30, 2657 [1897]. 
2, Sammiungspriiparat; beschrieben von F r a n k l a n d ,  SOC. 37, 752; 

3, S c h u l e m a n  n ,  Zcitschr. f .  exp. Path., 1. c. 
1 ). R.-P. 541 1. 
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festgestellt, daB eine leicht differente Vitalfarbung zu erzielen, und 
diese, wie schon oben erwahnt, mit Bleiacetat fixierbar war. Eine 
schiin differenzierte Farbung ergab die frische (rote) Pigmentbraun- 
losung (XVII,), wahrend die zweitagige braune LBsung ohne Ein- 
wirkung war. Die Fixierung mit Bleiacetat verlauft glatt. 

F u r  die Hydroxylgruppe dieser Azophenole gelten daher dieselben 
Uberlegungen, wie sie oben (S. 2149) fur die Aminogruppe angefuhrt 
wurden; auch diese einfachsten Farbstoffe werden adsorptiv gebunden, 
nicht durch Vermittlung des Hydroxyls. 

Der  beim Anilingelb und seinen einfachsten Derivaten gefundene 
dispersitatsverringernde EinfluB der Methylierung konnte auch bei dem 
Fuchsin und seinen Methylderivaten gefunden werden (Diffusions- 
strecken z. B. von Neufuchsin 18 m m ,  Methylviolett 4 R 17 mm, 
hoher methyliertem Methylviolett 3 B 14 mm). Auch der groI3e Abfall 
der Dispersitat beim Ubergang von Benzol- zu entsprechenden Naph- 
thalinderivaten ist aus den obigen Diffuaionsstrecken fiir Anilingelb : 
Naphthylaminrot, Benzol-azophenol: Benzol-azo-naphthol : Pigmedtbraun 
klar ersichtlich; e r  m6ge noch erhartet werden durch die Angabe der fiir 
Methylenblau (II.), Brillantcresylblau (111,) und Nilblau (VI.) ge- 
fundenen Diffusionsstrecken von 18, 23 gegen 6 mm. Damit wohl 
eher diirfte die oben von T e a g u e  und B u x t o n  (1. c.) gefundene 
Differenz im Verhalten von Methylenblau : Nilblau zu erklaren sein 
als mit der Verschiedenheit von Thiazin- und Oxazinring. Ein 
Parallelgehen der Vitalfarbbarkeit mit der Dispersitat ist natiirlich 
nu r  innerhalb enger Gruppen zu erwarten. Wahrend beim Anilin- 
gelb und seinen Derivaten die Ausgangssubstanz mit der Dilfusions- 
strecke 20 mm schon zu diffusibel war, ergibt z. B F d a s  durch die 
zweite Aminogruppe chemisch wesentlich verschiedene Chrysoidin trotz 
der  groderen Diffusionsstrecke von 25 m m  intensive und deutlich 
differenzierte Farbung. 

Die vorliegende Untersuchung hat auBer den angedeuteten noch 
manche interessante Ausblicke erolfnet, doch wollte ich die bisher 
erhaltenen Resultate veriiffentlichen, da ich miiglicherweise einige Zeit 
a n  der Weiterbearbeitung der hierher gehorigen Fragen verhindert sein 
werde. 

Jede vitale Farbung mu6 durch Uberfuhrung in eine moglichst 
schwer losliche Verbindung fixierbar sein. 

Es gibt keine spezifische chemische Konstitution, die einer Sub- 
stanz vitalfarbende Eigenschaft verleiht, da  auch die einfachsten Farb-  
stoffe diese besitzen. 

Kurz zusammengefaBt wurde bisher gefunden: 

138' 
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Fur die Auffassung der Vitalfarbung und damit der FZlrbung 
iiberhaupt als ~dsorptionserscheinnng wurde ein chemischer Beweis 
an ubersichtlichem Material erbracht. 

Der nach den bisherigen Arbeiten zur Farbung erforderliche 
Kolloidzustand erwies sich schori von feinsten Beeinflussungen der 
chemischen Konstitution abhiingig. 

228. F r i t z  Ullmann und Oskar Eiser: 
aber 1.3-Dibrom-anthrachinon. 

[Mittcilung ai ls dcin 'Technologischen Iiistitot der Universitat ilerliii ] 
(Eingegangen :iiii 21. J u l i  1916.) 

Fur die Herstellung des 1.3-nibrom-anthracbinons kann sowobl 
1- als auch 2-Amino-anthrachinon als Ausgangsmaterial dienen. Beide 
Produkte liefern bei der energischen Bromierung Dibromderivate, aus 
denen bei der Entamidierung das gleiche Dibrom-anthrachinon m t -  
steht. Nach beiden Verfahren betragen die Rohausbeuten 95-96 Oio  

der Theorie, jedoch ist das aus dem 2-Amino-anthrachinon gewonnene 
Rohprodukt etwas reiner. 

Br 
I ",--CO-".N€€2 
L,. ,-co--,, ,,,J--CU- ..,.Br 

"j -0- /'--. . N€12 
Hr 1 1  

-k '\-CO-/ ~ 
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Br 
In den1 1.3-1)ibrom-anthrachinon ist besonders das 1-standige 

Bromatom sehr beweglicb. Durch Behandeln mit Anilin bildet sich 
das rote 3-Brom-1-anilino-anthrachinon. LaBt man p-Toluolsulfamid 
in amylalkoholischer LBsung auf das Dibrom-anthrachinon einwirken , 
so entsteht das 3-Brom-l-p-toluolsulfamino-anthrachinon, das durch 
Verseifen mittels konzentrierter Schwefelsaure das rote 3-Brom- 
1 -amin o-ant h rachinon liefert. 

Auch Anthranilsaure reagiert nur mit dem 1-standigen Brom- 
atom unter Bildung von 3-Brom-1-anthrachioonyl-anthranilstiure (I.), 
die leicht i n  das entsprechende Acridon (11.) umgewandelt werden 
kann. Dies ist um so auffallender, da  U l l m a n n  und S a n e 1 )  ge- 

l )  .I. 380. 336 [1911]. 


