Uber das Wesen der Vitalfirbung?.

Von
Dr. phil. et med. Edmund Nirenstein, Wien.

Mit 1 Textabbildung und Tafel L
{(Engegangen am 12. Oktober 1919.)

I. Die einzelnen Erscheinungsformen der Vitalfirbung.

Mit dem Ausdrucke ,,Vitalfirbung tierischer Zellen* pflegt man
eine Reihe von Phinomenen zu bezeichnen, denen gemeinsam ist,
ddss es sich um Farbungseffekte an lebenden Zellen handelt. Im
itbrigen sind diese Phanomene untereinander so verschieden, dass die
meisten Autoren, die der Frage nihergetreten sind, die Vermutung
ausgesprochen haben, dass es sich um ganz und gar heterogene Vor-
ginge handeln diirfte.

Die gedachten Phanomene lassen sich zweckmissig in folgende
Arten der Vitalfirbung einteilen: in die vitale Diffusfarbung, die
vitale Granulafirbung und die Vitalfirbung durch Phago-
zytose aufgenommener Einschliisse.

A. Die vitale Diffusfiirbung.

Gibt es tiberhaupt eine vitale Diffustirbung ? Das heisst, hat man
Anhaltspunkte dafiir, dass ganze Zellkorper oder grésseve Zellkérper-
abschnitte im lebenden bzw. — um mit dem Ausdruck ,,lebend* einen
bestimmten Begriff zu verbinden — funktionsfahigen Zustand diffus
farbbar sind ¢ Die Erfahrungen bei der vitalen Methylenblaufirbung
der Nervenelemente — dem Paradigma der diffusen Vitalfirbung —
sind wenig geeignet, zur Entscheidung der Frage beizutragen. Die
physiologischen Beweise, die den vitalen Charakter der Methylenblau-
fairbung dartun sollen, sind durchaus anfechtbar. Wenn angefiihrt
wird, dass ein Muskel, dessen Nervenendplatten sich als gefirbt er-
wiesen, bei Reizung des zugehérigen Nerven mit einer Zuckung re-
agierte (M. Wolff [87]), so bleibt immer noch der Einwand bestehen,

1) Die Untersuchungen, die den Gegenstand oben stehender Verdffent-
lichung bilden, waren bereits im Jahre 1913 abgeschlossen und wurden auf
der 85. Vers. d. Ges. Deutsch, Naturf, u. Arzte ithrem wesentlichen Inhalte
nach mitgeteilt. (S. Verh. Ges. D. Naturf. u. A. 85. Vers. Wien, II. 8. 8—18.
1918) Aussere Umstinde, insbesondere die vierjihrige Knegsdlenstlemtung
des Autores, verzdgerten die Verdffentlichung der ausfuhrlichen Mitteilung.
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dass nicht zu entscheiden ist, ob nicht noch ungefsirbte Endplatten
vorhanden waren (Bethe {9]).

Die unmittelbare Beobachtung des Vorganges lehrt, dass die Firb-
barkeit der einzelnen bei der vitalen Nervenfirbung den Harbstoff
aufnehmenden Strukturteile keine konstante Grosse ist, sondern sich
wihrend der Einwirkung des Farbstoffes #ndert. In anschaulicher
Weise demonstriert dies Verhalten die Beobachtung Dogiels (22) an
Nervenzellen. Wihrend der ersten Periode der Farbstoffwirkung treten
lediglich gefirbte Kornchen innerhalb des ZellkGrpers auf; der Kern
und. die Grundsubstanz bleiben zun#chst ungefarbt. Erst spiter treten
innerhalb der Zelle gefirbte Fibrillen auf, die den Farbstoff ebenso
stark aufnehmen wie die chromophilen Koérnchen. Die Fibrillen bleiben
also wahrend der ersten Peviode der Farbstoffwirkung ungefirbt. Dass
zu derselben Zeit die Bedingungen fiir die Farbung intrazellulirer
Gebilde vorhanden gind, sofern nur die letzteren Farbbarkeit besitzen,
beweist die intensive Farbung der chromophilen Granula. Wenn die
Fibrillen trotzdem anfangs ungefirbt bleiben, so kann der Grund nur
darin liegen, dass sie zu der Zeit iiberhaupt nicht farbbar sind. Im
Laufe der weiteren Farbsioffwirkung werden die Fibrillen farbbar und
fiurben sich jetzt nicht weniger intensiv als die Kérnchen. Diese
Anderung der Firbbarkeit kann nur durch eine Anderung des chemisch-
physikalischen Zustandes des betreffenden Strukturteiles bewirkt sein.
Es liegt nahe, diese Zustandsinderung auf den Vorgang des Absterbens
zu beziehen. Es untecliegt wohl keinem Zweifel, dass die Farbung,
wie sie das ,gelungene” Methylenblaupriparat zeigt, sich an ab-
sterbenden oder abgestorbenen Strukturteilen des Nervensystems ab-
spielt (Bethe [107). Andererseits ist es nach der Analogie mit anderen
Zellen, die fir derartige Beobachtungen geeigneter sind, nicht nur
mijglich, sondern wahrscheinlich, dags die Farbstoffkonzentration inner-
halb der Nervenelemente, ohne deren Leben zu gefahrden, so weit
steigen kann, dass sie sich als deutliche Farbung kund tut. Dafiir
scheint mir folgende Beobachtung Kolmer’s (47) zu sprechen: Bei
einer mit Methylenblau vital gefarbten Larve von Corethra plumicornis
konnte Kolmer feststellen, dass sich die Endigungen der motorischen
Nerven voritbergehend andeutungsweise gefarbt hatten.

Ceeigneter fir die Entscheidung der Frage, inwieweit diffus ge-
farbte Zellen ihre Funktionsfahigkeit beibehalten kénnen, sind die Be-
obachtungen an vital gefirbten kontraktilen Zellen. Elemente, die
sich in ihrer Affinitat zum Methylenblau nicht wesentlich von Nerven-
elementen unterscheiden, stellen die Muskelzellen der Platyhelminten
dar (Blochmann und Bettendorf [13], Zernecke [88], Betten-
dorf [12], Jander [44]). Auch bei anderen Wirbellosen wurde bei
Anwendung der vitalen Methylenblaufirbung neben einer Tinktion von
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Nervenelementen eine Farbung von Muskelzellen erhalten. (Bei Hetero-
poden: M. Joseph [45], bei Polychaeten: Retzius [68].) Dass die
diffuse Farbung kontraktiler Gebilde ithre Kontraktilitit nicht aufhebt,
wurde sowohl bei Muskelzellen (Bethe [9], M. Joseph [45]) als bei
Flimmern (Bethe [8], Krause) festgestellt.

Ein Objekt, das die Vereinbarkeit von diffuser Férbung und
Funkiionsfihigkeit in iiberzeugender Weise demonstriert, sind Echino-
dermeneier. Bei mit Methylenblau bzw. mit Bismarckbraun gefarbten
Eiern von Strongylocentrotus liv. bzw. Echinus microtub. erfolgt trotz
diffuser Farbung des ganzen Zellkorpers die Entwicklung in ungestorter
Weise bis zu Pluteusstadien (O. Hertwig [87], Fischel [26]).

B. Die vitale Granulafirbung.

Unter der Bezeichnung ,,vitale Granulafirbung® werden mehrere
ihrem Wegen nach vollig verschiedene Phénomene zusammengefasst.
Bs empfiehlt sich mit M. Heidenhain (35) folgende zwei Falle aus-
einanderzuhalten: Der eine Fall betrifft morphologisch wohlcharakteri-
sierte granulire Gebilde, wie Driisenkornchen usw., die schon in der
ungefirbt lebenden Zelle mit aller Deutlichkeit zn erkennen sind, Ver-
wickelter liegen die Dinge im zweiten Falle. Hier handelt es sich um
die fiarberische Darstellung von Granula, die auf analoge Gebilde der
ungefarbten Zelle nicht ohne weiteres zu bezichen sind, sei es, dass die
ungefirbte Zelle iiberhaupt keine Granula enthils oder dass etwa vor-
handene Kornchen in Grosse, Form, Anordnung und insbesondere in
ihrer Anzahl von den durch vitale Farbung dargestellten Granula so
sehr abweichen, dass die Identitdt der beiderlei Kérnchen keineswegs
von vornherein feststebt. Diese Art der Granulafirbung wird im
folgenden als vitale Farbungsreaktion der Granula bezeichnet.

Den genannten beiden Arten der vitalen Granulafirbung steht eine
dritte Gruppe von Fiarbungsphinomenen gegeniiber — sie wurde seit
jeher von der eigentlichen Granulafirbung scharf geschieden —, bei
der es sich um folgendes handelt: ¥arbstoffe, die keine allgemcin
farbenden Vitalfarben sind, die also die weitaus meisten lebenden Zellen
vollkommen ungefirbt lassen, kénnen unter gewissen Bedingungen bei
einzelnen ganz bestimmten Zellarten das Auftreten gefirbter Komchen
bewirken.

1. Die vitale FParbungsreaktion der Granula.

Das Phinomen besteht in folgendem: Werden lebende tierische
Zellen irgendwelcher Art der Einwirkung bestimmter Farbstoffe aus-
gesetzt, so treten nach einer gewissen Zeit im Inneren des Zellkdrpers
kornchen- oder trépfchenartige Gebilde hervor: die vital gefirbten
Granula. Zellkérper und Kern bleiben ungefirbt. Grundbedingung
fur das Zustandekommen der Erscheinung ist der lebende Zustand
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der Zelle. An toten Zellen Iisst sich das Phéinomen nicht hervor-
rufen. Wird eine Zelle, die vital gefirbte Granula enthilt, abgetotet,
so verschwindet sehr rasch die Granulafirbung, und zwar nicht bloss
der Farbstoff, sondern auch das gefirbte Substrat. Die vitale Fiirbungs-
reaktion der Granula ist ein siimtlichen tierischen Zellen eigentiimliches
Phinomen und lisst sich nicht nur beim lebenden, sondern auch beim
fiberlebenden Objekt, d. h. bei aus dem Gewebsverband gelsten
Zellaggregaten hervorrufen (Arnold [2, 3, 5]). Bemerkenswert ist die
Tatsache, dass das Auftreten gefarbter Granula keine nennenswerte
Behinderung der Zellfunktionen zu bewirken scheint (Fischel [27]).
Durch Konfluenz gefirbter Granula konnen grossere tropfenartige
Bildungen entstehen (Arnold [4, 1, 6}).

Was die Auswahl der granulafirbenden Stoffe betrifft, so erwiesen
gich Fischel (27, 28) unter einer grossen Anzahl von Farbstoffen nur
einige wenige als wirksam: Neutralrot, Neutralviolett, Nilblausulfat,
Nilblauchlorhydrat, Bismarckbraun, Toluidinblau und Methylenblaa.
Bei dem einen oder anderen Objekt gelang es, noch mit anderen Stoffen
Granulafirbung zu erzielen, so mit Drillantkresylblau, Safranin
(Hoéber [89]) uv.a. Immerhin war die Zahl der Farbstoffe, die geeignet
waren, die vitale Féirbungsreaktion der Granula hervorzurufen, auf-
fallend gering.

Die Frage nach der Natur der Gebilde, die sich bei der vitalen
Farbungsreaktion der Granula tingieren, gilt als ungeklirt. Folgende
Auffassungen stehen einander ziemlich unvermittelt gegeniiber: 1. Die
vital gefarbten Granula wiren ganz in derselben Weise auch vor der
Farbstoffspeicherung vorhanden und lediglich infolge ihres optischen
Verhaltens in der ungefarbten Zelle unsichtbar (Fischel). 2. Aller-
kleinste Kérnchen, die als solche noch ungefirbt sind, wiichsen zu
grésseren Kornern heran, nihmen den Farbstoff auf und vergrésserten
sich mit zunehmender Farbstoffspeicherung (Arnold). 3. Die ge-
farbten Kigelchen wiren keine priexistenten Gebilde, sondern ent-
stiinden erst infoige der Einwirkung des Farbstoffes (M. Heidenhain].

2. Die Vitalfsrbung morphologisch wohlcharakterisierter
Granula.

Diese Gruppe umfasst alle jene granuliren Gebilde, die schon in
der ungefirbten bzw. in der mit konservierenden Methoden behandelten
Zelle mit voller Deutlichkeit zu etkennen sind, deren Priexistenz also
und in der Regel auch deren Natur nicht zweifelhaft ist. Was sie vor
anderen, ihnen morphologisch nahestehenden Granulaarten auszeichnet,
ist die Fahigkeit, gewisse Farbstoffe vital, d. h. wahrend des
Lebens der sie beherbergenden Zelle, aufzuspeichern. Hinsichtlich ihres
morphologischen Charakters gehSren sie verschiedenen Kategorien an.
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Gebilde dieser Art sind die Pigmentkérnchen, die sich in gewissen
Hautzellen der Amphibienlarven finden, ferner die Sekretgranula der
Leydig’schen Zellen (Fischel {27]). Einzellige Driisen mit vital farb-
baren Sekretkérnern sind bei Wirbellosen allgemein verbreitet. Als
Beispiel erwiahne ich einen Befund, den ich bei Mesostoma Ehrenbergi
nach Vitalfirbung mit Neutralrot regelmissig erheben konnte: Von
den Driisenzellen des Pharynx waren regelmissig zwei Zellen, je eine
rechts und links von der Medianlinie gelegen, von rot gefarbten Kérnern
dicht erfiillt. Die betreffenden Granula waren schon am ungefirbten
Tier zu erkennen. Zu den Kornern von bekanntem morphologischen
Charakter, die sich durch vitale Fiarbbarkeit auszeichnen, gehéren auch
die Chloragogenkérner der Anneliden. Schliesslich sei unter den vital
farbbaren granuliren Gebilden bekannter Art das Tigroid der Nerven-
zellen erwibnt.

So verschieden dem Gesagten zufolge die beiden Arten vitaler
Granulafarbung zu beurteilen sidn, in einem wesentlichen Punkie be-
steht zwischen der vitalen Farbungsreaktion der Granula und der
vitalen Farbung morphologisch wohlcharakterisierter Granula Uber-
einstimmung: In beiden Féallen sind es dieselben Stoffe, die Granula-
firbung bewirken.

3. Granulafiarbung nach der Einwirkung von Farbstoffen,
die nicht allgemein vital farben.

Die Fortsetzung der Untersuchungen von Chrzonszczewski (17),
Wittich (86) und R. Heidenhain (36) iiber die Ausscheidung von
karminsaurem Ammoniak bzw. von indigoschwefelsaurem Natrium
durch die Niere fithrte zundchst zu dem Ergebnis, dass bei der Aus-
scheidung der genannten Stoffe durch die Niere eine granulire Farb-
stoffspeicherung innerhalb gewisser Nierenzellen stattfindet, und dass
der Farbstoff in den granuliren Gebilden nicht etwa in Form von
- Farbstoffpartikeln, sondern gelost enthalten ist. Ferner liess sich fest-
stellen, dass das Vermégen gewisser Nierenzellen, Farbstoffe zu speichern,
sich nicht auf die genannten Stoffe beschrinkt, sondern fiir eine grosse
Zahl von Farbstoffen gilt, die mit den genannten Stoffen gemeinsam
haben, dass sie ebenfalls Siurefarben sind und nicht allgemein vital
farben, d. h. nicht bei jeder belicbigen tierischen Zelle Granula-
farbung hervorzurufen imstande sind. Es muss betont werden, dass
Nierenelemente, die die Fihigkeit haben, die gedachten, nicht all-
gemein vital firbenden Stoffe zu speichern, daneben, wie jede andere
tierische Zelle; das Phéinomen der vitalen Farbungsreaktion der Granula
zeigen. :
Auf die Beziehung zwischen bestimmten physikalischen FEigen-
schaften der gedachten Saurefarbstoffe und ihrem Vermogen, von ge-
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wissen Nierenzellen granulir gespeichert zu werden, sowie auf die Vor-
stellungen, zu denen man hinsichtlich des Zustandekommens der
granuliren Speicherung in der Niere gelangt ist, sei hier nicht weiter
eingegangen und auf die Arbeiten von v. Méllendorff (56) und
Schulemann (78) verwiesen. Nur der eine Punkt sei hier hervor-
gehoben, dass die naheliegende Annahme, der granulir gespeicherte
Farbstotf befinde sich auf dem Ausscheidungswege, nach Méllendorff
nicht zutrifft. Nach den Untersuchungen Méllendorff’s kann es wohl
keinem Zweifel unterliegen, dass die im geldsten Zustande erfolgende
Augscheidung des Farbstoffes durch die Niere und die granulire
Speicherung voneinander unabhingige Vorginge darstellen.

~ Die Nierenzellen sind aber keineswegs die einzigen Elemente, die
Saurefarben speichern. Bei Wirbeltieren fanden sich nach Fin-
verleibung der in Rede stehenden Saurefarben gefiirbte granulire Ge-
bilde in den Kupfer’schen Sternzellen der Leber, in den Reticulo-
Endothelien der Milz, der Lymphdriisen und des Knochenmarkes, in
den Epithelzellen der Leber und der Nebennierenrinde, in den Zellen
des Plexus chorioideus und in gewissen Bindegewebszellen; anderer-
seity konnte die Erfahrung gemacht werden, dags zahlreiche Zellarten
— die Epithelzellen der Haut und der Schleimhiute, der Schleimdriisen,
des Pankreas, die quergestreiften und glatten Muskelzellen, die Nerven-
elemente usw. — von den gefirbten Granula stets frei bleiben
(Ribbert [69], Bouffard [16], Goldmann [33], Schulemann {78,
Schlecht [76], Kiyono [46]).

Das Vermogen, Saurefarbstoffe in der beschriebenen Weise zu
speichern, findet sich in weiter Verbreitung auch bei Wirbellosen.
Derartige Elemente sind: bei Crustaceen die Zellen der Attennen-
bzw. Schalendriise (Kowalewsky [48], Cuénot [18]), ferner gewisse
Elemente der Kiemen (Cuénot [18]); bei Insekten und Insektenlarven
die Pericardialdriise (Kowalewsky [48]); bel Oligochaeten gewisse
Zellen des Nephridialschlauches (Cuénot [19]). Auch bei den Wirbel-
losen legen die Dinge so, dass nur bestimmte Zellen die granulire
Speicherung der sauren, nicht allgemein vital farbenden Stoffe be-
wirken, wihrend die Mehrzahl der Kiorperzellen den genannten Farb-
stoffen gegeniiber sich refraktir verhilt.

C. Die Vitalfiirbung durch Phagozytose aufgenommener Einschliisse.

Die Xrscheinung, dass durch Phagozytose aufgenommene Zell-
einschliisse bei der vitalen Einwirkung bestimmter Farbstoffe intensiv
gefarbt werden, ist schon lange bekannt (B. Hofer [43]). Nach Ein-
fiilhrung des Neutralrot in die Technik der Vitalfarbung war es ins-
besondere Metschnikoff (55), der den Farbstoff bei seinen aus-
gedehnten Untersuchungen tiber intrazellulire Verdauung verwendete,
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und in allen Fallen Farbung der Nahrungsvakuolen erhielt, aus deren
Ton er auf eine saurc Reaktion des Vakuoleninhaltes schlogs. Nach
Plato (64) stellt die Integritit der Zelle eine unerlissliche Vor-
bedingung fiir die Speicherung des Farbstoffes Neutralrot innerhalb
der Nahrungsballen dar. Wird ein Tier (Carchesium), das vital ge-
tarbte Nahrungsballen enthilt, geschidigt, so verschwindet die Farbung
der Nahrungsballen. In toten Zellen firben sich die Kerne, eventuell
das Plasma, nie aber die Nahrungsballen.

Bei meincn Untersuchungen iiber die Verdauungsvorginge bei
Paramaecien (57) konnte ich mich von der intensiven, in den Nahrungs-
vakuolen stattfindenden Speicherung des als Indikator verwendeten
Farbstoffes Neutralrot tiberzcugen; hierbei ergaben sich zwei Momente,
die fur das Verstindnis der Farbstoffspeicherung in den Nahrungs-
ballen von Belang sind. Erstens liess sich feststellen, dass die Féarbung
nicht an den korpuskularen Gebilden des Vakuoleninhaltes, sondern
an dem von der Vakuolenwand abgesonderten Sekret, dem ,,Vakuolen-
schleim®, haftet. Zweitens zeigte es sich, dass die Nahrungsvakuole
das Vermogen, Neutralrot zu speichern, nur wahrend jener
Periode besitzt, die durch saure Reaktion des Vakuoleninhaltes
charakterigiert ist.

II. Theorien der Vitalfirbung.
A. Theorien der vitalen Diffusfirbung des Plasmas.

Beriicksichtigt man die Gesamtheit der Anschauungen, die im
Laufe der Jahre entwickelt wurden, um den Vorgang der vitalen Diffus-
farbung des Plasmas unserem Verstdndnis niherzubringen, und zwar
nicht bloss diejenigen, die sich auf eigens zu diesem Zwecke angestellte
eingehende Versuche stiitzen, sondern auch solche Vorstellungen, die,
obzwar durch Erfahrungen auf anderen Gebieten gewonnen, wegen
gewigser Analogien auch auf den Vorgang der vitalen Diffusfarbung
des Plasmas anwendbar scheinen, so gelangt man zu dem Ergebnis,
dass es die folgenden drei Grundgedanken sind, die den Kern der
einzelnen Theorien ausmachen:

1. Die vitale Diffusfarbung des Plasmas ist das Resultat eines Ver-
teilungsvorganges des Farbstoffes zwischen der wiisserigen Losung einer-
seits und gewissen fettartigen Bestandteilen andererseits (Lipoid-
theorie).

2. Der vitalen Diffusfirbung des Plasmas Hlegt die chemische
Bindung des Farbstoffes an gewisse Bestandteile des Plasmas zu-
grunde (chemische Theorie). i

3. Dic vitale Diffusfirbung des Plasmas ist ein Adsorptionsvorgang
(Adsorptionstheorie).

Pfliger's Archiv fiir Physiologie. Bd. 179. . 16
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1. Die Lipoidtheorie der vitalen Diffusfirbung des Plasmas.

Zur Erklirung der vitalen Farbung der Nervenelemente wurde die
Lipoidtheorie lediglich von P. Ehrlich, und dies auch nur in seinen
ersten Verdffentlichungen, herangezogen. In den einschldgicen Mit-
teilungen (23, 24) wird darauf hingewiesen, dass nur solche Stoffe
das Hirn grau firben — neurotrop sind —, die in Fetten 16slich — lipo-
trop — sind, und dass Neurotropie und Lipotropie verschwinden, wenn
in das Molekiil der betreffenden basischen Farbstoffe ein Sulfosiure-
rest eingefithrt wird. In der Folgezeit gab Ehrlich den Gedanken,
die Farbstoffspeicherung innerhalb der lebenden Zelle mit deren Lipoid-
gehalt in Zusammenhang zu bringen, auf und wandte sich Vorstellungen
zu, bei denen die chemische Bindung des Farbstoffes an bestimmte
Gruppen des Protoplasmas die Hauptrolle spielt.

Wenn in den Arbeiten der letzten Jahre von einer Lipoidtheorie
der Vitalfarbung die Rede ist, so handelt es sich weder um eine Er-
klarung der vitalen Diffusfarbung, noch iiberhaupt um eine Theorie,
der es in erster Linie um eine Erklirung der vitalen Farbungsphénomene
zu tun ist, sondern um Bestrebungen, auf Grund des Verhaltens der
lebenden Zelle den einzelnen Farbstoffen gegeniiber iiber das Problem
der Plagmapermeabilitit insg klare zu kommen. Den Ausgangspunkt
der Vorstellungen, die den Inhalt der Lipoidtheorie ausmachen, bilden
die Versuche Overton’s iltber das Eindringen von Anilinfarbstoffen
in lebende tierische und pflanzliche Zelen (60). Uber die Art der
Farbungsphinomene, aus denen auf das Eindringen eines Farbstoffes
geschlossen wurde, feblen bei Overton Angaben; doch dirfte es sich
der ganzen Sachlage nach um Zellsaftfarbung bzw. bei tierischen Zellen
um das als vitale Farbungsreaktion der Granula bezeichnete Phianomen
gehandelt haben. Das Ergebnis dieser fur die Lipoidtheorie der Vital-
fairbung bedeutsam gewordener Untersuchungen war folgendes: Simt-
liche untersuchte basische Farbstoffe, die in F¥orm threr kiuflichen
Salze zur Anwendung gelangten, drangen sehr rasch in die lebende
Zelle ein. Andererseits wurden die Sulfosdurefartstoffe weder von
tierischen noch von pilanzlichen Zellen aufgenommen, mit Ausnahme
von Methylorange und Tropdolin 00 und 000, fiir die in einigen Féllen
eine langsame Aufnahme festgestellt werden konnte. Analoge Resultate
ergab die Prifung der Lipoidloslichkeit. Wurden Cholesterin oder
Lecithin oder beide in einer Flissigkeit geldst, die an und fiir sich
Anilinfarbstotfe nicht auflost, wie zum Beispiel Benzol oder Xylol
oder Terpentin, so gewann die so erhaltene Flissigkeit das Vermdgen,
alle basischen Farbstoffe in Form ihrer kiuflichen Salze aufzultsen,
wihrend die Sulfosiurefarbstoffe selbst in der Warme ungelsst blieben,
mit Ausnahme von Methylorange, Tropsolin 00 und Tropiolin 000,



Uber das Wesen der Vitalfirbung. 241

die in Cholesterin- cder Lecithin-Benzol spurenweise loslich waren.
Avuf Grund dieser Versuchsergebnisse gelangte Overton zur Vor-
stellung, dass die Grenzschicht des Protoplasmas jeder tierischen und
pflanzlichen Zelle mit Cholesterin- bzw. Lecithin impragniert ist, und
dass das auswahlende Lisungsvermoégen dieser die Grenzschicht im-
prignierenden Stoffe es ist, das tber das Eindringen bzw. Nicht-
eindringen einer Verbindung entscheidet.

Die Versuche ither das Eindringen von Farbstoffen in die lebende
Zelle stellen nur einen Teil des Beweismaterials dar, das Overton
seiner Theorie zugrunde gelegt hat. Sie erhielten ihre Erginzung in
Versuchen, die auf Grund der mittels anderer Methoden durchgefithrten
Prifung der Permeabilitit (der plasmolytischen Methode; der Be-
obachtung von Pflanzenzellen, deren gerbstoffhaltiger Zellsaft beim
Eindringen von Verbindungen, die durch Gerbstoff gefillt werden,
einen Niederschlag gibt usw.) zu dem gleichen Ergebnis gelangen
{Overton [59, 62]).

Eine weitere Stiitze fand die Theorie von der Bedeutung der
Lipoide fiir die Zellpermeahilitit in den Untersuchungen tber die
Wirkung der indifferenten Narkotika. In einer Reihe von Versuchen
konnte sich H. Meyer (53) davon iiberzeugen, dass zwischen der
Wirkungsstérke eines indifferenten Narkotikum und dem Verteilungs-
verhiltnis der betreffenden Verbindung zwischen Wasser und fettem
Ol eine konstante Beziechung besteht: Je grosser die relative Fett-
lgslichkeit eines indifferenten Narkotikum ist, um so grosser ist seine
Wirkungsstiirke. Ferner liess sich zeigen, dass in solchen Fillen, in
denen sich der Teilungskoeffizient zwischen Ol und Wasser mit der
Temperatur dnderte, auch die narkotische Kraft der betreffenden Ver-
bindung in gleicher Weise mit der Temperaturinderung stieg oder
fiel (54). Auch Overton (61) konnte fiir eine grosse Zahl indifferenter
Narkotika feststellen, dass narkotische Kraft und Teilungskoeffizient
zwischen Ol und Wasser zugeordnete Grossen sind.

Nach dem Bekanntwerden der Overton’schen Versuche war der
Eindruck allgemein, dass die Aufnahme von Stoffen durch die lebende
Zelle oder wenigstens eine gewisse Art der Stoffaufnahme durch die
Lipoidtheorie in befriedigender Weise erklart wird, und dass speziell
das Ergebnis der Farbstoffversuche einen festgefiigten Pfeiler im Ge-
baude der Lipoidtheorie bildet. Sehr bald &nderte sich die Sachlage.
Gerade gegen die Richtigkeit der Overton’schen Farbungsergebnisse
wurde eine Reihe von Einwinden vorgebracht, die geeignet erschienen,
dic Beweiskraft der Farbungsversuche aufs schwerste zu erschiittern.
In einer Reihe von Abhandlungen sucht Ruhland den Nathweis zu
fithren, dass der Parallelismus zwischen der Lipoidléslichkeit der Anilin-
farbstoffe und ihrem Vermégen, in die lebende Pflanzenzelle ein-
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zudringen, durchawvs nichi in dem von Overton behaupteten Um-
fange besteht, ja dass gerade das Verhalten dev lebenden Pflanzenzelle
Farbstoffen gegeniiber gegen die Overton’sche Lipoidhauttheorie
gpricht. Zur Priifung der Lipoidlsslichkeit bediente sich Ruhland (71)
ciner Losung von Cholesterin in Terpentindl und beschrénkte sich auf
die Feststellung der absoluten Lislichkeit. Die Versuche Ruhland’s
beziehen sich ausschliesslich auf Pflanzenzellen. Folgende Farbstoffe
zeigen nach Ruhland ein Verhalten, dag der Forderung der Overton-
schen Theorie widerspricht: Die basischen Farbstoffe Malachitgriin,
Thionin, Bismarckbraun und Methylengrim sollen trotz tiberaus ge-
ringer bzw. vollkommen fehlender Lipoididslichkeit in lebende Zellen
rasch eindringen (71); dag gleiche gilt von den basischen Farbstoffen
Azophosphin GO und Neublau R (73). Andererseits sollen folgende
Farbstoffe trotz exquisiter Lipoidioslichkeit in lebende Zellen nichs
eindringen: Voun Saurefarbstoffen: Tuchrot 3 GA, Oxaminmarron,
Echtrot A, Wollviolett S, Cyanosin, Erythrosin, Rose bengale, Gallein,
Gallaminblau (71); von basischen Farbstoffen : Nachtblau (72), Viktoria-
blau B und 4 R, Baslerblau BB und R (73).

Die Befunde Ruhland’s wurden, soweit sie der Theorie Overton’s
widerstreiten, einer eingchenden Nachprifung durch Hober (40, 42)
unterzogen. In cinigen Punkten bestatigt Hober die Angaben Ruh-
land’s. So'gelangt auch Héber zum Resultat, dass dic basischen Farb-
stoffe Methylengrin und Thionin trotz Lipoidunléslichkeit intravital
farben. Das gleiche Verhalten zeight nach Hober das lipoidunlésliche
Methylengriin Kristalle T golbl. Ferner stimmt Héber mit Ruhland
darin fiberein — und auch dieser Befund widerstreitet der Lipoidtheorie
Overton’s —, dass die leicht lipoidlsslichen Saurefarbstoffe Echtrot A,
Wollviolett 8, Cyanosin, Erythrosin und Rose bengale nicht vital farben.
In allen anderen Punkten hilt Hoéber die Einwinde Ruhland’s fir
unberechtigt. Nach Hober entspricht der Satz: ,,Basische Farbstoffe
farben vital, und Ssurefarbstoffe firben nicht vital den Tatsachen
besser als die Overton’sche Beziehung zur Lipoidléslichkeit.

Auf Grund von Untersuchungen an der Nickhaut von Fréschen
gelangt Garmus (32) zu Ergebnissen, die den Forderungen der Lipoid-
theoric Overton’s vielfach widerstreiten. Die basischen Farbstoffe
Thionin und Methylenazur sollen trotz Lipoidunldslichkeit, Toluidin-
blau, Bismarckbraun und Brillantkresylblau frotz schr geringer Lipoid-
l6slichkeit vital farben. Andeverseits bewirkt Tuchrot 8 GA trotz guter
Lipoidléslichkeit keine Vitalfarbung.

Unter den Argumenten gegen die Lipoidtheorie nimmt eine besondere
Stellung das Verhalten jener lipoidunléslichen Saurcfarbstoffe ein, dic
nicht allgemein vital firben, sondern, wie im Abschnitt dber Granula-
farbung des ndheren ausgefihrt wurde, nur von ganz bestimmten
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Elementen, wie Nierenepithelien, gewissen Zellen des Bindegewebes usw.,
granulir gespeichert werden. Lange Zeit war man der Meinung, dass
Pilanzenzellen den gedachten lipoidunldslichen Siurefarben die Auf-
nahme verweigern. Solange man nimlich die Aufnahme von Anilin-
farben nach der alten Pfeffer’schen Methode in der Weise unter-
suchte, dass man Algen, Wurzeln von Wasserpflanzen oder Schnitte
von Pflanzenteilen in die entsprechend verdiinnten Farbstofflésungen
einlegte, hatten sich immer die Pflanzenzcllen fiir weitaus die meisten
Saurefarbstoffc undurchlissig erwiesen. Als man jedoch in der Weise
vorging, dass man ganze Sprossteile in die Farblosung tauchen und
von den Schnitttlichen her die Losung aufsteigen liess, zeigte es sich,
dass zahlreiche lipoidunlésliche Shurefarben eine ausgesprochenc
Fiarbung des Zellsaftes bewirken (K ister [50], Ruhland [73]). Ubrigens
konnte Ruhland (74) unter bestimmten Bedingungen auch an Schnitten
das Rindringen lipoidunloslicher Siurefarben in den Zellsaft feststellen.
Von den Gegnern der Lipoidtheorie wird dies Verhalten lipoidunloslicher
Saurefarbstoffe als Argument gegen die Overton’sche Theorie ins
Treffen gefithrt. Demgegeniiber stehen die Vertreter der Lipoidtheoric
auf dem Standpunkt, dass es sich bei der Aufnahme lipoidunlgslicher
Saurefarbstoffe nicht um einen einfachen osmotischen Prozess handeit,
wic er der Vitalfirbung mit allgemein fairbenden Stoffen zugrunde liegt,
sondern dass ein komplizierter, mit der Lebenstétigkeit der Zelle zu-
sammenhingender Vorgang vorliegt, der gar nicht in den Geltungs-
bereich der Overton’schen Theoric gehort.

Zusammenfassend gelangt Hober, der eingehender als sonst ein
Autor das Pro und Contra der Lipoidtheorie der Vitalfirbung studiert
hat, zu dem Schlusse, dass angesichts der ungehcuer grossen Zahl von
Farbstoffen, dercn Verhalten mit den Forderungen der Lipoidtheoric
im Einklang sich befindet, das Versagen der Theorie in cinigen wenigen
Fillen kein zureichender Grund ist, ,,um ciner Theorie, welche sich
auf eine Fiille von Tatsachen stiitzt, den Boden zu entziehen®. Aller-
dings ,,muss zugegcben werden, dass man mit einer Revisionsbediirftig-
kecit der Lipoidtheorie als einer Méglichkeit rechnen muss® (41).

2. Chemische Theorien der vitalen Diffusfarbung des
] Plasmas. ) )

Eine Theorie, die die Vitalfarbung auf chemische Bindung zuriick-
fithrt, ist Ehrlich’s Chemorecceptorentheorie. Bestimmte chemische
Gruppen des Biomolekiils — die Chemoreceptoren — sollen nach Ehr-
lich die Farbstoffmolekiile festhalten (25). Nicht einc Bindung von
Farbstoff an die lebende Substanz, sondern an die im Zellsaft gelosten
— also ,toten* — Eiwcisskérper betrachtet M. Heidenhain (35)
als Ursache der Vitalfarbung. Ausgehend von seinen Erfahrungen iiber
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die Umsetzung zwischen Farbstoffen und Eiweisskorpern (34) nimmt
der Autor an, dass zwischen den im schwach alkalischen Zellsaft ge-
16sten Eiweisskérpern und den Salzen basischer Farbstoffe eine Um-
setzung stattfindet, bei der die Farbbase mit dem Eiweiss zu einem
eiweisssauren Salz zusammentritt. Saure Fabrstoffe reagieren nach
M. Heidenhain erst dann mit in Losung befindlichen Eiweisskorpern,
wenn durch Zusatz von Essigsiure die Farbsiure in Freiheit gesetzt
wird. Von einer Vereinigung der sauren Farbstoffe mit den im alaklischen
Zellsaft gelosten Eiweissstoffen nach Art der Bindung basischer Farb-
stoffe konne also nicht die Rede sein.

Eine Theorie, die die Farbung bestimmter Strukturteile ebenfalls
auf den Prozess einer Salzbildung zwischen Farbungssubstrat und
Farbstoff bezieht, ist Bethe’s Fibrillensiuretheorie (10). Sie be-
schrankt sich auf die Erklirung der Neurofibrillenfarbung, ist also
streng genommen keine Theorie der Vitalfsirbung. Bei der Erklirung
der priméren Fibrillenfarbung geht Bethe von der Annahme aus,
dass der Neurofibrille eine Substanz angelagert ist — die Fibrillen-
sdure —, die sich prim#r mit basischen Farbstoffen verbindet, aber
unter dem Einfluss verschiedener Fixierungsmittel versindert bzw. ge-
lost wird. Wahrend des Lebens ist diese Substanz in einer Weise an
die Fibrille gebunden, dass keine freie Valenz zur Bindung des basischen
TFarbstoffes zur Verfiigung steht. Beim Absterben l6st sich eine (saure)
Valenz und ist zur Anlagerung des Farbstotfes disponibel.

3. Die Adsorptionstheorie der vitalen Diffusfarbung des
Plasmas.

Untersuchungen, denen zu entnehmen wére, ob die Aufnahme von
Tarbstoffen in die lebende Zelle die Kennzeichen eines Adsorptions-
vorganges besitzt, liegen nicht vor. Wenn im vorstehenden trotzdem
die Adsorption unter den Erklsrungsprinzipien der vitalen Plasma-
farbung angefithrt wurde, so geschah es aus zwei Grinden: Erstens
weil die Voraussetzungen fiir Adsorptionsvorginge bei lebenden Zellen,
anscheinend wenigstens, gegeben sind, und zweitens weil fiir gewisse
Verbindungen, deren Aufnahme in die lebende Zelle nicht anders zu
beurteilen sein diirfte wie die gewisser Farbstoffe, tatsichlich wahr-
scheinlich gemacht wurde, dass sie in einer Weise aufgenommen werden,
die fir Adsorptionsvorginge als charakteristisch gilt.

Bs ist klar, dass die nngeheure Oberfliche, die durch die Gesamtheit
der zellbegrenzenden Flichen gebildet wird, und die noch ungezihlte
Male gréssere Oberflichenentfaltung, die der lebenden Substanz als
einem Kolloidsystem zukommt, die Vorbedingungen fiir Adsorptions-
vorginge schaffen. Andererseits wird die Aufnahme von Farbstoffen
durch die verschiedensten Substrate, insbesondere auch durch solche
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tierischer und pflanzlicher Provenienz, ziemlich allgemein als Ad-
sorption aufgefasst. Es liegt also nahe, auch bei der Farbstoffanfnahme
durch die lebende Zelle an Adsorption zu denken.

Was den zweiten Punkt betrifft, besteht bekanntlich zwischen der
Menge des adsorbierten Stoffes und der Konzentration des in der

Losung verbliebenen Stoffes im Adsorptionsgleichgewicht eine Be-
x 1
ziehung, die durch die Exponentialgleichung: . o eP  auggedriickt

wird. Eine der Adsorptionsisotherme gemisse Aufnahme von Stoffen
durch lebende Zellen wurde nun in der Tat in einer Reihe von Fallen
gefunden. Von den betreffenden Resultaten — Zusammenfassungen
findet man bei Héber (41) und bei Freundlich (30) — interessieren
uns hier besonders die auf Alkaloide beziiglichen Angaben, da die Auf-
nahme der Alkaloide in die lebende Zelle kaum anders zu beurteilen
sein diirfte als diejenige basischer Farbstoffe. Nach Straub (79) er-
folgt die Verteilung des Alkaloids Veratrin zwischen dem Herzmuskel
von Aplysia vnd dem im Herzbeutel enthaltenen Blut in der Weise,
dass nach Bintritt des Gleichgewichtes sehr kleinen Konzentrationen
in der Flissigkeit grosse im Herzmuske] entsprechen. Freundlich (29)
konnte feststellen, dags die statthabende Verteilung durch die Ad-

1
sorptionsizotherme mit—I; = 0,4 definiert erscheint. Der Schluss, dass

es sich in diesem und analog zu beurteilenden Fillen um eine Aufnahme
durch Adsorption handelt, wird jedoch nicht allgemein als zwingend
betrachtet. Hober (41) weist darauf hin, dass mit Exponentialformeln
unter Umstédnden auch andere Vorginge dargestellt werden kénnen.

Die Verwertung der Adsorption als Erklirungsprinzip der Vital-
farbung erfuhr eine wesentliche Vertiefung durch Bethe. Bethe
geht von folgender Erwigung aus: Da aas Ausmaass, in dem ein Farb-
stoff adsorbiert wird, in hohem Grade. von der Reaktion der Farbstofi-
I6sung abhéingt — HO-Tonen begiinstigen die Adsorption basischer
Farbstoffe, H-Tonen diejenige saurer —, so muss die Reaktion der
Losung, ans der die Adsorption des Farbstoffes bei der Vitalfirbung
erfolgt — das ist also die Reaktion der Lésung im Zellinnern —, einen
ausschlaggebenden Einfluss auf die vitale Speicherung der Farbstoffe
ausiiben. Auf Grund von Untersuchungen an einer Reihe pflanzlicher
und tierischer Objekte (Bethe [11], Rohde [70]) gelangt Bethe zu
folgender Auffassung des Vorganges der Vitalfairbung: Alle Farb-
stoffe, soweit ihre Teilchengrésse nicht zu bedeutend ist, sind imstande,
die Plasmahaut zu durchdringen und ins Protoplasma hineinzugelangen.
Thr weiteves Schicksal hangt nun von der Reaktion der Zellen ab.
In Zellen mit neutraler und noch mehr in solchen mit alkalischer Re-
aktion kommt es zu einer Anreicherung der bagischen Farbstoffe,
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wihrend die Aufnahme saurer Farbstoffe, obwohl sie eindringen kénnen,
unter dem Schwellenwert der Sichtbarkeit bleibt. Saure Zellen hin-
gegen nehmen bagische Farbstoffe um so weniger auf, je saurer sie sind,
wiahrend sie saurc Farbstoffe tiber die Sichtbarkeitsgrenze anrcichern.

Anschliessend an die Auffagsung, die in der Stoffaufnahme seitens
der lebenden Zelle einen Adsorptionsvorgang sieht, sei die Haftdruck-
theorie von J. Traube crwihnt, die dag Eindringen von Stoffen in
die lebende Zelle auf den Unterschied der Haftdrucke der betreffenden
Verbindungen in der wisserigen und in der ,,Zellphase’ zurtickfiihrt
(81, 82). Je mehr ein Stoff die Oberflichenspannung des Wassers er-
piedrigt, je geringer also nach Traube’s Bezeichnung sein Haftdruck
ist, wm go mehr wird er sich an der Grenze des Wassers gegen eine
zweite Phage konzentricren wnd wenn der Haftdruck in der oder an
der letzteren hinveichend gross ist, in die zweite Phase tibergehen.
Dic Berechtigung zur Heranzichung der Haftdrucktheorie zur Kr-
klsrung des osmotischen Verbaltens der lebenden Zelle ergibt sich
nach Traube daraus, dass die Reihenfolge, in der oberflichenaktive
Stoffe gewisse Erscheinungen an lebenden Zellen hervorrufen (Narkose,
Entwicklungshemmung des befruchteten. Seeigeleies, Hamoglobin-
austritt usw.), inshesonderc aber nach Czapek (20, 21) Exosmose
ans Pflanzenzellen bewirken, mit derjenigen Reihenfolge tibereinstimmt,
in der die betreffenden Verbindungen die Oberflichenspannung des
Wasgers gegen Luft ernicdrigen. Ob analoge Beziehungen zwischen
der Speicherung von Farbstoffen im lebenden Plasma und der Ober-
flichenaktivitat der betroffenden Stoffe bestehen, war bis jetzt noch
nicht Gegenstand einer Untersuchung.

Eine Theorie, die die Aufnchmbarkeit von Farbstoffen in die lebende
Pflanzenzelle ebenfalls auf rein physikalische Momente zurtickfihrt,
ist Ruhland’s Ultrafiltertheoric. Nach Ruhland (73) ist es
ausschliesslich die Dispersitat, gemessen nach dem Grad der Diffusion
in Qelen, die tiber die Aufnehmbarkeit der sauren sowohl wie der
basischen Farbstoffe entscheidet. Von einer gewissen Teilchengrosse
ab sollen Farbstoffe, ob es sich nun um basische oder saure handelt,
die nach Art eines TUltrafilters wirkende Plasmahaut nicht mehr
passieren konnen.

B. Theorien der vitalen Granulaffirbung.

Bei der erheblichen Meinungsverschicdenheit, die hinsichtlich der
Natur der bei der vitalen Farbungsreaktion der Granula sich tingierenden
Gebilde herrscht, kann es nicht wundernehmen, wenn die Anschauungen
fiber das Zustandekommen der Granulafirbung stark divergieren.

Fiir die Autoren, die auf dem Standpunkt der Altmann’schen
Bioblagtenlehre stehen, ist die Farbstoffaufnahme der Grapula ein
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vitaler, d. h. nicht analysierbarer Vorgang. Galeotti (31), dessen
Angchauung zufolge die vital firbbaren Granula tote Gebilde dar-
stellen, will die vitale Granulafirbung nicht anders beurteilt wissen
als diejenige unbelebter Farbungssubstrate. M. Heidenhain (35), der
die Priexistenz der in Rede stehenden vital farbbaren Granula be-
streitet, fasst die vitale Firbungsreaktion der Granula als eine Art
innerer Sekretion* auf. In neuerer Zeit mehren sich die Stimmen,
die das Speicherungsvermdgen der Granula auf deren Lipoidgehalt
bezichen (Héber, Prowazek, Arnold). Gegen die Lipoidnatur der
Granula spricht sich E. Herzfeld (38) aus. Nach Herzfeld wirde
es sich bei der granuliren Speicherung der basischen Farbstoffe um
chemische Bindung an saure Eiweisskorper handeln.

Unter den vital firbbaren granuldren Gebilden von morphologisch
gut definiertem Charakter ist es lediglich das Tigroid, dessen Firbung
eingehend studiert wurde. Nach Bethe beruht die Farbbarkeit der
Tigroidsubstanz auf der Anwesenheit eines Stoffes — der Nisslsdure —,
der das Analogon der Fibrillensiure darstellt.

(. Theorie der Vitalfirbung durch Phagozytose aufgenommener
: Zelleinsehliisse.

Es liegt nur eine einzige Arbeit vor, die sich mit der Frage der
Vitalfarbung durch Phagozytose aufgenommener Einschliisse ex-
perimentell beschaftigt. Es ist dies die Arbeit von Plato (64), der
folgende Erklirung des Vorganges gibt: Der vom Leukozyten oder
Infusor aufgenommene Farbstoff zirkuliert im Plasma als Leuko-
korper und ist infolgedessen unsichtbar. Innerhalb der Einschlisse
wird der Farbstoff in die Oxyform iiberfithrt und nun sichtbar. Da der
Oxykérper viel langsamer diffundiert als der Leukokorper, kommt es
zu eciner Speicherung des Farbstoffes in den FEinschliissen. Nach
M. Heidenhain’s (35) Ansicht ist die Farbstoffspeicherung innerhalb
der Rinschliisse auf innere Sekretion® der Zelle zuriickzufiihren, d. h.
das Plasma scheidet im Umbkreis des Fremdkorpers den Farbstoff aus;
der auf solche Weise in der den Nahrungskérper bergenden Vakuole
gegpeichert wird und den Nahrungsballen durchtrankdt.

/

IT1. Paramiicien als Untersuchungsobjekt fiir Vitalfiirbungen.

Es diirfte wenig Zellarten geben, die zum Untersachungsobjekt
beim Studium der Erscheinungen der Vitalfirbung in so hohem Maasse
geeignet wiren wie die Infusorienzelle und im besonderen wie der
Zellkérper von Paramaecium caudatum. Die Verwendung einzelliger
Organismen bietet zundchst den Vorteil, dass sie eine genauere Be-
herrschung der Versuchsbedingungen ermdglicht, als dies bei der Vital-
farbung ganzer Zellverbinde der Fall sein kann.
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Ein zweiter, nicht hoch genug zu veranschlagender Vorteil ist der,
dass die bei anderen Zellen meigt kaum zu entscheidende Frage, ob .
die gefarbte Zelle noch lebt, in bezug auf Paramicien fast stets mit
Sicherheit beantwortet werden kann. An der Fortdauer gewisser leicht
zu beobachtender intrazellulirer Vorginge lisst sich nicht nur ohne
weiteres feststellen, ob die Zelle lebt, sondern ob sie noch véllig normal
funktioniert, Ein Param#civm, bei dem die Bildung der Nahrungs-
vakuvolen, die Zyklose und die Pulsation der kontraktilen Vakuolen
in unverinderter Weise vor sich gehen, kann mit Sicherheit als véllig
ungeschidigt betrachtet werden.

. Der dritte Grund, aus dem sich die Verwendung von Paramicien
zur Untersuchung tiber Vitalfirbung empfiehlt, ist der Umstand, dass
alle drei Arten der Vitalfarbung, von denen oben die Rede war, die
diffuse ¥arbung, die Granulafdrbung und die Farbung der Nahrungs-
ballen, hier an ein und derselben Zelle zu beobachten sind, wodurch
sich die Moglichkeit ergibt, die Beziehung der drei Firbungstypen
zueinander zu studieren. ‘

Die zu den vitalen Farbungsversuchen verwendeten Paramicien
waren von zweierlei Art: erstens normale Tiere, d. h. solche, deren
vital farbbaren Granula den fiir normale Tiere charakteristischen
sehr geringen Umfang besassen, zweitens Paramiicien, deren vital firb-
baren Endoplasmakdérnchen zu ganz enormen Kugeln vergrossert waren.
Am einfachsten und zuverlissigsten ist die gedachte Verdnderung zu
erzielen, wenn grosse Mengen der Tiere in relativ wenig Flussigkeit
angehduft werden. Bringt man etwa 1 cem einer moglichst dichten
Paramiciensuspension in eine flache Schale und achtet darauf, dass
die Flussigkeit in Ruhe bleibt, so kann man zuweilen schon nach 4 bis
6 Stunden, ziemlich sicher aber nach 1224 Stunden an den Tieren
folgende Versnderungen feststellen: Der ganze Zellkorper der Para-
micien ist durchsetzt von Vakuolen, von denen eg auf den ersten Blick
klar ist, dass es sich nicht wm Nahrungsvakuolen handelt. Der In-
halt der Vakuolen besteht aus einer klaren Flissigkeit vom Licht-
brechungsvermégen des Wassers. Die Vakuolen sind entweder voll-
standig frei von korpuskuliven Elementen, oder sie enthalten Gebilde
von héchst charakteristischem Aussehen (Abb. 1 A). Diese die Auf-
merksamkeit sofort auf sich lenkenden Gebilde stellen homogene,
stark lichtbrechende XKugeln dar, die in ihrem optischen Verhalten
am ehesten an Fetttropfen erinnern. IThre Grosse ist sehr verschieden.
Die kleinsten sind nicht erheblich grésser als normale Endoplagma-
kérnchen, wihrend die grossten Kugeln einen Durchmesser von 10
besitzen, somit relativ ansehnliche Gebilde darstellen. In der Regel
enthilt eine Vakuole nur eine einzige derartige grosse Kugel; gelegent-
lich finden sich aber auch mehrere in einer Vakuole. Haufig — keines-
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wegs immer — liess sich der ganze Vorgang der Vakuolisierung und
Entstehung fetttropfenartiger kugeliger Gebilde von Anfang an unter
dem Mikroskop verfolgen, wenn in der Weise vorgegangen wurde,
dass ein Tropfen sehr dichter Paramiciensuspension unter dem Deck-
glas eingeschlogsen und das letztere mit Paraffin umrandet wurde.
Zunichst stellen die Tiere die Bildung von Nahrungsvakuolen ein.
Im ganzen Bereich des Zellkérpers entsteht gleichzeitig eine grosse
" Zahl sehr kleiner Vakuolen. Meist enthilt jede Vakuole von vornherein
ein Kérnchen von der Grésse eines normalen Endoplasmakdrnchens; in
anderen Fallen: erscheinen die Vakuolen frei von jeglichen Einschliissen.
Die weiteren Verinderungen bestehen darin, dass sowohl die Vakuolen
als die eingeschlossenen Kornchen an Grésse zunehmen und die aus
den Kérnchen hervorgegangenen Kugeln immer mehr das fetttropfen-
dhnliche Ausseher gewinnen. Ks ist klar, dass es sich bei der Grossen-
zunashme des Granulum nur wm eine Vergrdsserung durch Wasser-
aufnahme, also um einen Quellungsprozess handeln kann. Dauern
die Bedingungen, die zur Vakuolisierung der Tiere gefithrt haben,
weiter an, so werden die Veranderungen immer hochgradiger. An
Stelle des normalen Endoplasmas finden sich einige wenige von Fliissig-
keit erfiilite Raume, die dureh den Zusammenfluss der einzelnen Vakuolen
entstanden sind. Die Kugeln sind verschwunden. Das Endoplasma
erscheint auf einzelne, die grossen Vakuolen begrenzende Lamellen
reduziert. Infolge der starken Fliissigkeitsansammlung haben die
Paramacien ihre normale Gestalt verloven und eine plumpe, aunf-
getriebene Korperform gewonnen. Schliesslich gehen die Tiere zu-
grunde. Haben sich jedoch die Verinderungen nicht bis zu dem eben
beschriebenen Grade entwickelt, so konnen die Tiere, unter normale
Bedingungen versetzt, véllig zur Norm zuriickkehren. Ein geringer
Grad der Verinderung, gekennzeichnet durch die Entwicklung zahl-
reicher nicht zu grosser Vakuolen mit eingeschlossenen Endoplasma-
kornchen oder auch chne die letzteren, kann schon nach 5— 10 Minuten
vollkommen zuriickgegangen sein. Aber auch hochgradiger verinderte
Tiere mit grossen fetttropfenshnlichen, in ansehnlichen Vakuolen ein-
geschlossenen Kugeln kénnen eine Restitutio ad integrum erfahren.
Die Hrscheinung, dass Paramicien mit grossen, in ansehnlichen Vakuolen
gelegenen Kugeln — ‘also gerade die Tiere, die unsere Versuchsobjekte
darstellen — noch véllig zur Norm zuriickkehren kénnen, ist fiir uns
insofern von Wichtigkeit, als sie beweist, dass der Zellkérper unserer
Versuchstiere keine erheblichere Schadigung erfahren haben kann.
Die beschriebenen Veriinderungen, dié Vakuolisierung sowohl als
auch das Auftreten der fettahnlichen runden Kérperchen, sind schon
seit langerer Zeit bekannt. Bokorny (14, 15) beobachtete Vakuoli-
sierung des Infusorienkdrpers bei Einwirkung basischer Verbindungen,
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Verworn (84) bei Nahrungsentziehung. Wallengren (85), der die
Erscheinungen bei Hungerparamiicien genauer verfolgte, vermochte
bei scinen Tieren die crwihnten fettihnlichen runden Kérperchen
nach einigen Tagen fostzustellen. Die Vakuolisierung des Plasmas trat
bei Wallengren’s Hungertieren in der zweiten Hungerperiode auf,
also etwa nach dem zehnten Tage. In Anbetracht des Umstandes,
dass bei meinen Tieren die Vakuolisierung oft schon nach wenigen
Stunden begann, erscheint es fraglich, ob die Annahme, dass es sich
bei den beschriebenen Veriinderungen um Inanitionserscheinungen
handclt, allgemeine Geltung beanspruchen darf. Naher liegt die An-
nahme, dass es sich um das Auftreten einer chemischen Noxe — etwa
um toxisch wirkende Ausscheidungsprodukte — handelt. Dafir spricht
die Beobachtung, dass hiufiges Umrthren der Fliissigkeit mit den
Paramicien die Vakuolisicrung verhinderte. Diese Beobachtung ist
wohl nur so zu deuten, dass von den Paramicien abgeschiedene Stoffe
sich zundchst im Bereich der Ticre anhiufen, wodurch die Flussigkeit
in der unmittelbaren Umgebung der Tiere an den schadlichen Stoffen
so reich wird, dass sie schédigend wirkt. Werden durch Umrithren
der Flissigkeit die schidlichen Stoffe auf die ganze Flissigkeitsmenge
verteilt, so nimmt die Konzentration der einwirkenden Ldsung ab
und der schidigende Einfluss hért auf. Auch die erwdhnten Be-
obachtungen Bokorny’s sprechen im gleichen Sinne.

Mit der Feststellung, dass die grossen fetttropfenihunlichen Kugein
aus normalen Endoplasmakérnchen durch Quellung hervorgehen, war
ein Beobachtungsmaterial gewonnen, das fir die Untersuchung der
vitalen Granulafirbung sowie fiir die Beantwortung der Frage nach
dor Natur der vital firbbaren Granula ein ginstigeres Objekt darstellt
als die sehr kleinen Granula normaler Tiere. Auf zwel an den un-
gefarbten Kugeln zu beobachtende Eigentuiralichkeiten, die far die
Auffassung der Natur der Granula von entscheidender Bedeutung sind,
sel schon hicr hingewiesen. Gelegentlich Misst sich beobachten, dass
nebeneinanderliegende Granula sich zu einer einzigen homogenen Kugel
vereinigen, etwa wie zwel Festtropfchen unter Umstinden zu einem
einzigen zusammenfliessen. Dic angefithrte Beobachtung beweist den
fliissigen Zustand der grossen Granula. Eine zweitc Erscheinung, die
fiir die Beurteilung der Natur der vital farbbaren Granula von Wichtig-
keit ist, ist folgende: Die grossen Granula bewahren ilive Integritdt nur
so lange, als die Vakuolenwand unversehrt ist. Bringt man das Tier
durch vorsichtigen Druck in der Weise zum Zerfliessen, dass sich die
Vakuolenwand noch eine Zeitlang erhalt, so bleiben zundchst auch
die Kugeln unverandert. Erst wenn die Vakuolenwand einreisst und
die Kugeln der Wirkung des umgebenden Wassers ausgesetzt sind,
schrumpfen sie sehr rasch zu einem winzigen Ké&rnchen zusammen.
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Erfolgt die Wirkung der umgebenden Fliissigkeit weniger briisk, wie
etwa beim Absterben des nicht zerfliessenden Tieres, dann erfolgt die
Schrumpfung der Kugeln viel langsamer; sie verlieren ihre Kugelform,
gewinnen einen eckigen Kontur, schliesslich fallen sie ganz zusammen
und verschwinden. Der Vorgang der Zerstérung der Granula durch
das umgebende Wasser erinnert an das Verschwinden der beim Zer-
fliessen der Infusorien entstehendsn ,,Sarkodetropfen®. Die Granula
stimmen also in zwei wesentlichen Eigentiimlichkeiten mit dem

Paramicienendoplasma itberein. Erstens stellen sie ganz so wie das

letztere eine mit Wasser nicht mischbare fliissige Substanz dar; zweitens

ist ihre Integritat in der gleichen Weise von der Unversehrtheit einer
schittzenden Schicht — der Vakuolenhaut — abhingig, wie die In-
tegritit des Endoplasmas von der Unversehrtheit der ektoplasmatischen

Randschicht abhingt. Diese Ubereinstimmung macht es wahrschein-

lich, dass wir es auch bei den Granula mit plasmatischen Gebilden zu

tun haben. In dem fdrberischen Verhalten der Granula findet diese

Annahme eine weitere Stiitze.

Uber die Methodik der Firbungsversuche ist nicht viel zu sagen. Um
gleichmissige Versuchsbedingungen herzustellen, wurde in der Weise vor-
gegangen, dass die Kulturfltissigkeit, die reichlich Paramiicien enthielt, auf
das Zwanzigtache mit Leitungswasser verdunnt wurde. Hierdurch wurde
erreicht, dass etwaige Unterschiede in der Reaktion und Konzentration der
Kulturflussigkeit ausgeglichen wurden. Zwei Teile dieser die Paramicien
enthaltenden Fltssigkeit wurden nun mit einem Teile der Farbstofflosung
vermischt. Von den Farbstoffen wurden, soweit sie wasserloslich waren,
konzentrierte Losungen in destilliertem ‘Wasser hergestellt und diese Stamm-
lssungen fiir den Einzelversuch entsprechend verdtnnt. ‘Wasserunldsliche
Farbstoffe wurden in 96%,igem Alkohol bis zur Sittigung geldst und fur
den Versuch die alkoholische Losung mit Wasser so weit verdiinnt, dass
nach, dem Vermischen der Farbstofflésung mit dem die Paramiicien ent-
haltenden Leitungswasser der Alkoholgehalt hochstens 29, betrig. Ein
Alkoholgehalt bis zu 2%, wird von den Tieren anstandslos vertragen.

Bei jedem einzelnen Farbstoff wurde von der verdiinntesten Losung aus-
gegangen, die noch tiberhaupt einen Farbungseffekt hervorrief, und die Art
der Farbstoffwirkung zunichst fiir diese bestimmt; sodannn wurde die
‘Wirkungsweise konzentrierter Losungen festgestellt. Neben normalen Tieren*
wurden in jedem Falle Paramicien mit den beschriebenen grossen Granula
verwendet.

Untersucht wurden insgesamt 120 Farbstoffe. Nach Bezigsquellen ge-
ordnet sind es die foigenden:

Badische Anilin- und Sodafabrik, Ludwigshafen a. Rh. (B):
Athylviolett, Auramin (., Auramin O., Brﬂlantgrun, Echtrot A, Erythrin X,
Erythrosin G, Tndoinblan R., Induhn spritl., Induhnschallach Lichtgriin
SF. blaul, Methylwasserbla,u, Rose bengale, Rhodamin B., Rotviolett 4 RS.,
RotwolettSRS Siureviolett 6 BN., Sdureviolett 7 B., Vlktorla,blauR \Voll-
griun S, Wollviolett S.

Fa.rbwerke vorm. Meister, Lucius & Bruning, Hochst a. M. (M).:
Agzinscharlach G. conc., Azobraun, Brillantorange G., Brillantorgane R.,
Chromotrop 8 B., Chrysoidin, Fuchsin Xl Kr., Indaminblau B. N., Janus-
blau G., Janusgriun B., Janusrot, Kristallviolett ch. r., Malachitgrtin Krist-
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Chlorz. Doppels., Methylengrin extra gelb conc., Methylenviolett RR.,
Methylenviolett B. ch. r, Patentblan V., Ponceau 5 R., Saureviolett
4 BS.

Akt.-Ges. f. Anilin-Fabrikation, Berlin (A): Alkaliblau D., Alkali-
blan extra [, Alkaliblau extra III, Alkaliblau extra V. Azorubin S.,
Chinolinrot, Guineagriin B extra, Metanilgelb, Methylblau 0O., Methyl-
grin N. pulv.,, Nyanzaschwarz B., Safranin extra G., Toluylenorange G,
Tuchrot BA., Tuchrot 3 GA., Wasserblau 6 B extra..

Kalle & Co., Akt.-Ges., Biebrich (K): Alkaliblau B., Benzoazurin G.,
Biehrich'scher Scharlach B extrafein, Croceinscharlach 3 B., Echtscharlach B.,
Methylgriin, Rosindulin 2 G.. Rosindulin GXF., Tuchscharlach G., Wasser-
blau 00O.

Leopold Cassella & Co., Frankfurt a. M. (O): Brillanteroeein M.,
Brillantponceau ., Brillantponceau G. G., Formylviolett 8 4 B., Meta-
phenylenblan B., Neutralviolett, Thiocarmin R.

Farbenfabmken vorm. Friedr. Bayer & Co., Elberfeld (By): Azo-
fuchsin B., Chromgrin, Echtgrin extra, Echtsa.urevmlett 10 B., Neu-
patentblau B., Siureviolett 4B extra.

Leipziger Anilinfabrik Beyer& Kegel,Fiirstenberg a. Oder(BEK):
Amarant, Ponceau G-., Ponceau R., Siurecarmoisin B.

Farbwerke vorm. L Durand, Huguenxn & Co., Hilningen i Bls.
(DH): Cya,nosm, Indophenol. Muscarm

Wilh. Brauns Anilinfarbentfabrik, Quedlinburg: Braun G. 1437,
Scharlachrot 1599, Zinnoberrot 1233.

Farbwerk Mithlheim, vorm. A. Leonhardt & Co., Mtiihlheim a. M.
(L): Acridingelb, Acridinorange.

Farbenfabriken Wilfing, Dahl & Co., Barmen (D): Kristallorange
GG, Sturefuchsin 8.

Ges ellsch f. chem. Industrie, Basel (I): Alkaliblau 6 B., Reinblau
BSIL

G.Griubler & Co., Lieipzig: Bismarckbraun, Brillantkresylblau, Eosin w.,
Fosin spritl,, Indigkarmin, Kongorot, Methylenblau rectif., Methylorange,
Neutralrot, Nigrosin, Nilblausul{at, Orcein, Rosanilinbase, Sudan I, Sudan IT,
Sudan I, Sudan 1V, Sudanbraun,

E.Merck,Darmstadt: Karminsaures Natrium, Magdalarot, Trop#olin 000/1,
Tropiolin 000/2,

Louis Mtiller, Nachf,, Leipzig: Capriblau, Trypanblau.

Kahlbaum, Berlin: Toluidinblau?),

1) Mit Rucksicht auf die Notwendigkeit, gewisse Angaben einer Nach-
prifung zu wnterziehen, wurden noch folgende 15 Farbstoffe in den Bereich
der Untersuchung gezogen:

Badische Anilin- u.Sodafabik: Azophosphin GO., Gallein, Nachtblau,
Rhodamin G, Viktoriablau B., Viktoriablau 4 R.

Farbenfabrik, vorm. Fr. Bayer & Co.: Methylgriin I blsulich, Neu-
blau R.

Farbwerk, vorm. L. Durand, Huguenin & Co.: Baslerblau BB.
Baslerblau R.

Kalle & Co.: Diazingrtin 8.

Anilin- u Extr F abr vorm. J. R. Geigy, Basel: Gallaminblau.

G. Grubler: Methylenaz.ur Thionin.

Kahlbaum: Dimethylamidoazobenzol.
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Den vorgenannten Farbwerken: Bad. An. u. Sodafabr., vorm. Meister,
Lucius & Briming, Akt.-Ges. {. Anilinfabr,, Kalle & Co., L. Cassella & Co,,
vorm. A. Leonhard & Co., Wiilting, Dahl & Co., Ges. {. chem. Ind,, die alle
meine Wiinsche in der bereitwilligsten Weise berticksichtigt haben, sei fur
ihr freundliches Entgegenkommen bestens gedankt.

A. Verschiedene Wirkungsart der einzelnen Farbstoffe auf lebende
Paramaecien.

Nach der Art ihrer Wirkung auf lebende Paramicien zerfallen die
Farbstoffe in zwei Gruppen: erstens in Stoffe, die bei lebenden Para-
micien bestimmte Firbungserscheinungen hervorrufen (Vitalfarbstoffe)
und zweitens in solche, denen jede Wirkung auf lebende Paramécien
abgeht (Avitalfarbstoffe).

a) Die Vitalfarbstoffe.

Die Wirkung der Vitalfarben auf lebende Paramicien ist keine
einheitliche, ja in bezug auf die Extreme der Farbungstypen eine der-
maassen verschiedene, dass man versucht wire, auf eine einheitliche
Auffassung des vitalen Fiarbungsvorganges von vornherein zu ver-
zichten. Der Gegensatz besteht in folgendem: Es gibt Farbstoffe,
die, in bestimmter Konzentration angewendet, bei normalen Tieren
nur die Granula farben, den Zellkérper aber ungefarbt lassen (Granula-
farbstoffe) Den direkten Gegensatz zu den genanntenStoffen bilden
Farbkorper, die bei normalen Tieren niemals Granula darstellen,
sondern in wirksamer Konzentration angewendet, stets nur eine diffuse
Fiarbung des ZellkSrpers bewirken (diffus farbende Stoffe). Wohl
ergibt eine genauere Analyse der Firbungserscheinungen, insbesondere
die Heranziehung der Befunde bei Paramicien mit den grossen ge-
quollenen Granula, dass der Gegensatz durchaus nicht so uniiberbriickbar
ist, wie er nach dem Ausfall der Farbungsversuche mit normalen Tieren
zu sein scheint; auch liess sich feststellen, dass es eine Reihe von Farb-
stoffen gibt, die hinsichtlich ihrer Wirkung gewissermaassen zwischen
den beiden obengenannten Gruppen von Vitalfarben stehen; immerhin
empfiehlt sich im Interesse der Darstellung eine gesonderte Schilderung
der beiden gegensitzlichen Farbungstypen.

1. Uber die Wirkung von Granulafarbstoffen auf normale
Paramécien.

Je nach der Konzentration der verwendeten Losung weist das
Farbungsbild, dag bei der Einwirkung von Granulafarbstoffen auf
normale Paramacien zustandekommt, erhebliche Differenzen auf. Ziem-
lich ungezwungen lassen sich, der Wirkung verschieden starker Losungen
entgprechend, drei Stufen der Farbstofiwirkung unterscheiden. Diese
drei Wirkungsstufen seien im folgenden an einem typischen Vertreter
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der Granulafarbstoffe, dem von P. Ehrlich zur Granulafirbung
empfohlenen und bei Protozoen zuwerst von Prowazek (65) ver-
wendeten Farbstoffe Neutralrot erliutert.

Erste Wirkungsstufe. Bringt man normale Paramicien in eine
Neutralrotlosung, und zwar in die verdiinnteste Lésung, die iiber-
haupt einen Farbungseffekt hervorbringt, so erhilt man folgendes
Bild (Abb. 3 A): Rings um die am Schlundende hingende, also in
Bildung begriffene Nahrungsvakuole erscheint, letztere umsiumend,
ein schmaler, gleichmissig rot gefiirbter Streifen als Ausdruck einer
Farbung des die Nahrungsvakuole begrenzenden Plasmabezirkes. Hat
sich die Nahrungsvakuole vom Schlunde abgeldst, so bleibt sie noch
einige Sekunden lang von dem geftirbten Saum eingefasst; dann ver-
schwindet der gefirbte Ring. Unterdessen hat sich eine netue Nahrungs-
vakuole gebildet, die sofort bei ihrer Hutstehung von dem gleichen
Saum gefarbten Plasmas umgeben ist usw.

Das zweite bei der gedachten Verdiinnung auftretende Firbungs-
phanomen ist die Farbung der Nahrungsballen. Unmittelbar nach ihrer
Ablgsung vom Schlunde ist die Nahrungsvakuole vollkommen un-
gefirbt. Erst nach einiger Zeit — etwa einer halben Minute — be-
ginnt eine gleichméssige Rotfarbung des Vakuoleninhaltes, die all-
mahlich an Intensitit zunimmt und schliesslich, trotz der enormen
Verdimnung der Farbstofflésung einen betriichtlichen Grad erveicht.
Nachdem die intensive Firbung des Nahrungsballens eine bestimmte
Zeit, die in der Regel zwischen wenigen Minuten und einer bis mehreren
Stunden schwankt, angedauvert hat, erfolgt ziemlich plétzlich eine Ent-
fairbung der Nahrungsvakuole.

Zweite Wirkungsstufe. Lésst man eine um eine Spur kon-
zentriertere Lisung, als diejenige, die der ersten Wirkungsstufe ent-
spricht — die also noch immer enorm verdimnt ist — auf normale
Paramicien wirken, so erhilt man ein Férbungsbild, das gich von
dem eben beschriebenen durch das Auftreten vital gefdrbter Granula
unterscheidet (Abb. 3 B). Die ersten gefdrbten Granula treten im
Umkreis der in Bildung begriffenen Nahrungsvakuole auf. Nach der
Ablosung der Nahrungsvakuole vom Schlund fallen einzelne Kérnchen
von der Nahrungsvakuole ab und werden von der Plasmastrémung
fortgefithrt. Die meisten bleiben aber an der Oberfliche der Nahrungs-
vakuole haften, um wrplétzlich die Vakuolenhaut zu durchdringen und
ing Innere der Vakuole zu gelangen, wo sie sehr auffallige Veranderungen
durchmachen: Sie vergrdssern sich sehr erheblich und wandeln sich in
homogene, stark glinzende, tropfenartige Kugeln wm, wobei die In-
tensitiit ihrer Farbung stetig zunimmt. Werden die tropfenférmigen,
tief dunkelrot gefirbten Granula durch Zerdriicken des Tieres und
Zerreissen der die Granula umschliessenden Vakuolenwand der Wirkung
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des nmgebenden Wassers ausgesetzt, so erfolgt ein plotzliches Zusammen-
fallen der roten Kugeln unter sofortiger Entfarbung. Bei Anwendung
einer geniigend verdiinnten Losung bleibt die Zahl der der Vakuole
aufsitzenden Kornchen relativ klein; in diesem Falle kann es geschehen,
dass selbst bei stundenlanger Dauer der Farbung die Zahl der gefarbten
Granula im Endoplasma relativ gering ist, da der weitaus grosste
Teil der gefirbten Kornchen in die Nahrungsvakuolen ausgestossen
wurde.

Dritte Wirkungsstufe (Abb. 3 C). Fiir diesen Grad der Farb-
stoffwirkung ist das Auftreten einer diffusen Féirbung des ganzen Zell-
kérpers charakteristisch. Die Firbung betrifft sowohl das Ekto- wie
- das Endoplasma. Das erstere erscheint jedoch bedeutend heller ge-
farbt. Der Grosskern bleibt ungefarbt. Das ganze Endoplasma ist
von kleinsten bis etwas grésseren gefirbten Kdrnchen dicht erfiills.
Auch das Kortikalplasma enthélt gefirbte Granula. Ein besonders
auffilliges Verhalten zeigen gewisse an der Oberfliche des Tieres ge-
legene, reihenformig angeordnete Granula, die zunfichst am Vorder-,
. dann am Hinterende und in der Peristomgegend auftreten und sich von
den genannten Regionen iiber das ganze Tier ausbreiten. Die Reihen
entsprechen der Felderung in der Pellicula. Mit der Dauer der Farbstoff-
wirkung vergrdssern sich die Kornchen betrachtlich, so dass sie schliess-
lich unter Vorbauchung der Pellicula itber das Niveau der Zelloberfliche
kervorragen und gelegentlich abfallen.

Die reihenformige Anordnung der Kérnchen hat zur Annahme ver-
leitet (Puitter [67]), dass es sich wm Basalkérer der Wimpern handelt,
ein Trrtum, der von H. N. Maier (52) berichtigt wurde.

2. Uber die Wirkung diffus farbender Stoffe auf normale
Paramicien.

Die Wirkung diffus farbender Stoffe auf normale Tiere sei im
folgenden an den beiden Farbstoffen Acridingelb und Sudan III
demonstriert, von denen ein jeder als Reprisentant einer Gruppe analog
wirkender Farbstoffe gelten kann.

«) Acridingelb. Beginnt man mit der verdiinntesten Léosung,
die einen Firbungseffekt hervorzurufen imstande ist, so zeigt es sich,
dass der letztere auch hier in einer Fiarbung der Nahrungsballen be-
steht. Den bei entsprechender Verdiinnung ahnlich wirkenden Granula-
farbstoffen gegeniiber besteht jedoch der Unterschied, dass der oben
erwahnte, ' die Nahrungsvakuole umsiumende gefirbte Streifen bei
der Acridingelbfarbung nicht zu beobachten ist. Der nichste Effekt,
den man bei Steigerung der Konzentration der Farbstofflssung er-
halt, ist der, dass der ganze Zellkérper diffus gefirbt wird. Das ganze
Endoplasma nimmt eine zitronengelbe Firbung an; auch das Ekto-

Pfliuger’s Archiv fiir Physiologie. Bd. 179. 17
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plasma ist geficbt, aber erheblich schwicher als dag Endoplasma.
Nur der Grosskern bleibt ungefiirbt und hebt sich scharf von dem
gelb gefarbten Zelleib ab (Abb. 4 a). Die Farbung beginnt am Vorder-
ende des Tieres und verbreitet sich von da iber den ganzen Zellkarper.
Da jegliche Granulafirbung fehlt, tritt die diffuse Féarbung des Zell-
korpers viel klarer zutage, als es bei der Farbung mit Granula-
farbstoffen der Fall ist, wo das Auftreten der zahlreichen gefirbten
Granula die diffuse Plasmafirbung zum Teil verdeckt. Geht die Kon-
zentration der angewandten Losung und damit auch. die Intensitit
der diffusen Plasmafirbung nicht tiber eine gewisse Grenze, so erfolgt
keine nachweisbare Schidigung der Tieve: Die Bildung von Nahrungs-
vakuolen, die Pulsation der kontraktilen Vakuole und die Zyklose
kénnen trotz sehr ausgesprochener zitronengelber Farbung des ganzen
Zellkorpers durch Tage in vé6llig normaler Weise vor sich gehen. Eine
gsolche diffus gefarbte Paramiciumszelle mit vollkommen
normalem Ablauf einer ganzen Reihe intrazelluldrer Vor-
ginge ist sicherlich das instruktivste Demonstrations-
objekt einer Lebendfarbung.

Geht man zu noch stirker konzentrierten Losungen tiber, so tritt
die diffuse Plasmafirbung entsprechend rascher auf und ist intensiver,
aber gefirbte Granula treten auch jetzt nicht hervor; ja selbst Kon-
zentrationen, die das Tier unter intensiver Farbung des Zellkdrpers
rasch zum Abgterben bringen, bewirken kein Hervortreten gefirbter
Granula.

4) Sudan IIL. Der Farbstoff ist in Wasser unléslich, kann aber
in der Welse zur Vitaltirbung verwendet werden, dass seine kon-
zentrierte alkoholische Losung mit Wasser so weit verdimnt wird,
dass der Alkoholgehalt 114—29 betrigt. Der Farbstoff vertragt die
Verditnnung um so eher, als scine Farbekraft, wie gleich gezeigt werden
wird, eine geradezu enorme ist.

Eine konzentrievte alkoholische Losung, die den Farbstoff im Ver-
haltnis von 1 Teil Sudan zu 2083 Teilen 96 % igen Alkohols enthielt,
wurde zunichst mit 96 9% igem Alkohol auf das 120fache verdimnt,
sodann 0,4 cem dieser verdiinnten alkoholischen Lidsung mit 10 com
Wagsser vermischt und zur Mischung weitere 10 cem Paramicien ent-
haltenden Wassers zugefiigt. Die Flissigkeit, in der sich die Tiere
befanden, enthiclt also den Farbstoff in der Verdimnung von
1:12,498,000. Nach 1 Stunde zeigten die Paramicien folgendes Bild
(Abb. 5A): Das Endoplasma ist deutlich ockergelb gefarbt; auch das
Kortikalplasma crscheint gefirbt, aber erheblich schwicher; der Gross-
kern ist ungefirbt. Von all den durch Neutralrot darstellbaren granuliren
Bildungen, von denen oben die Rede war, ist nichts zu bomerken.
Die Bewegung, Nahrungsaufnahme, die intrazellularen Prozesse, kurz
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das ganze Verhalten der Tiere unterscheidet sich in nichts von dem-
jenigen ungefirbter normaler Tiere. Den mit Acridingelb gefiirbten
Tieren gegeniiber zeigt das Sudanbild eine Differenz in folgenden zwei
Punkten: Der eine Punkt betrifft die Farbung der Nahrungsballen.
Sieht man darauf, dass die Losung, in der sich die Tiere befinden,
keinen unlslich ausgefallenen Farbstoff enthilt, so bleiben die Nahrungs-
ballen auch dann véllig ungefirbt, wenn der Zellkdrper eine deutliche
Farbung angenommen hat, im Gegensatz zum Verhalten des Acridin-
gelb, dag die Nahrungsballen stets intensiver farbt als den Zellkorper.
Acridingelb wird — in diesem Punkte stimmt es mit dem Neutralrot
fiberein — von den Nahrungsballen gespeichert, Sudan III hin-
gegen nicht. ' _

Der zweite Punkt, in dem sich Sudan IIT hinsichtlich seiner Wirkung
auf normale Paramicien von Acridingelb unterscheidet, ist der, dass
es gewisse Gebilde, die weder von den Granulafarbstoffen noch von
den diffus firbenden Kdérpern vom Typus des Acridingelb geféirbt
werden, deutlich tingiert. Diese Gebilde sind, um es gleich zu sagen,
Fetthkornchen., In einer fritheren Mitteilung (58) habe ich darauf
hingewiesen, dass der Zellkérper von Paramicien regelmissig Fetb ent-
halt. Diese Feitkérnchen nun treten bei der Vitalfarbung mit Sudan III
deutlich hervor. Sie firben sich, insbesondere bei Anwendung stéirkerer
Losungen etwas intensiver als der Zellkérper und fallen schon dadurch,
noch mehr aber durch die abweichende, ins Goldgelbe gehende Nuance
der Farbung auf. Dass es sich tatséchlich um Fettkérnchen und nicht
etwa um die oben abgehandelten vital farbbaren Granula handelt,
wird am einfachsten durch das Verhalten der Kérnchen nach Zer-
driicken der Tiere sichevgestellt. Die vital fairbbaren Granula werden
durch die Einwirkung des umgebenden Wassers zerstort, wihrend die
Fettkornchen unverindert bleiben.

Wire man darauf angewiesen, die Wirkungsweise der diffus farbenden
und der Granulafarbstoffe lediglich nach dem Ausfall der Firbungs-
versuche mit normalen Tieren zu beurteilen, so miisste man sich mit
der Feststellung begniigen, dass es einerseits Farbstoffe gibt, die sich
durch eine besondere Affinitit zu den Granula auszeichnen, anderer-
seits wieder solche, denen diese Affinitit fehlt, wihrend ihre Ver-
wandtschaft zum Zellkérper relativ gross ist. Zu einem weitaus tieferen
Verstindnis der ganzen Frage gelangt man aber durch die Ausdehnung
der Firbungsversuche auf vakuolisierte Paramicien mit den oben be-
schriebenen grogsen gequollenen Granula. Wie sich derartige Tiere
den eben abgehandelten drei Farbstofftypen gegeniiber verhalten, soll
nun im einzelnen besprochen werden.

17%*



258 Edmund Nirenstein:

3. Uber die Wirkung von Granulafarbstoffen auf vakuoli-
sierte Paramicien mit gequolienen Granula.

Lisgt man die Losung eines Graunulafarbstoffes, zum Beispiel des
Neutralrot, die gerade so weit verdiinnt wurde, dass sie bei normalen
Tieren keinen Farbungseffekt mehr hervorruft, auf vakuolisierte Para-
micien mit den oben beschrichenen grossen Granula wirken, so tritt
nun doch wieder eine Vitalfirbung auf, und zwar sind es die genannten
Granula, die den Farbstoff aufnehmen. Das Speicherungsvermogen
der grossen Granula Granulafarbstoffen gegeniiber ist ein ganz enormes.
Er ist grosser als das irgendeines anderen Gebildes innerhalb der
Paramiciumzelle. Mit der Grossenzunahme der Granula wichst deren
Speicherungsvermdgen fiir Granulafarbstoffe. Es lasst sich leicht ab-
schitzen, dasy die Steigerung der Farbbarkeit nicht etwa bloss der
Dickenzunahme der gefirbten Schicht entspricht, sondern dass mit
der Grossenzunahme des Granulum sein Speicherungsvermdgen ab-
solut, und zwar sehr erheblich, zunimmt. Geht man in der Verdiinnung
der Losung so weit, dass letztere bei normalen Tieren keine Granula-
farbung mehr bewirkt, so erhélt man das in Abb 1B wiedergegebene
Bild: die grosseren Granula tief dunkelrot, die mittelgrossen und
kleineren Granula entsprechend heller. Selbstverstindlich bleibt der
Zellkérper bei diesen Konzentrationen ungefdrbt.

Mit der Farbung der grossen Granula ist die Reihe der an vakuoli-
sierten. Tieren durch Granulafarbstoffe bewirkten Verinderungen nicht
erschépft. Hs wurde oben darauf hingewiesen, dass die Vakuolen der-
artiger Tiere gelegentlich leer sind, das heisst keine Granula enthalten,
sondern bloss von einer klaren, wisserigen Flussigkeit ervfullt sind.
Fiigt man nun zu einem Deckglaspriparat, das derartige Paramicien
mit leeren Vakuolen enthilt, einen Tropfen einer stark verdimnten
Losung von Neutralrot oder einem anderen Granulafarbstoff hinzu,
so lasst sich folgender interessante Vorgang beobachten: Die vor dem
Experiment von korpuskuliren Elementen véllig freie Vakuole be-
ginnt sich mit Granula zu filllen. Diese Granula sind zunichst klein,
nicht viel grésser als normale Endoplasmakdrnchen, nehmen aber
stetig an Grésse zu, so dass sie nach Verlauf von etwa einer halben
Stunde bereits zu ansehnlichen Kugeln herangewachsen sein kdnnen.
Unmittelbar nach ihrem Erscheinen in der Vakuole sind die Granula
hellrosarot gefirbt, der Farbenton vertieft sich aber immer meht und
mehr, so zwar, dass nach kurzer Zeit samtliche Granula, insbesondere
aber die grosseren, tief dunkelrot gefdrbt sind., Mit der Dauer des
Experimentes nimmt ihre Zahl immer mehr zu, und schliesslich is6
die ganze Vakuole von einer grossen Zah! verschieden grosser intensiv
gefdrbter Granula dicht erfullt (Abb. 2). Solange die Granula nicht
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tbermissig gross sind, zeigen sie in besonders schéner Weise das
Phénomen der Brownschen Molekularbewegung.

Da die Vakuole vor Beginn der Neutralrotwirkung von kérper-
lichen Elementen vollig frei war, so miissen die Granula aus dem um-
gebenden Plasma in die Vakuole ausgestossen worden seinl).

4. Uber die Wirkung diffus farbender Stoffe auf vakuoli-
sierte Paramicien mit gequollenen Granula.

Bringt man vakuolisierte Paramécien mit grossen Granula in eine
Losung von Sudan ITI, die in der oben angefithrten Weise hergestellt
wurde, so findet man nach einer Stunde nicht bloss den Zellkorper
diffus gefirbt, sondern es haben auch die Granula eine gelbe Farbe
angenommen (Abb. 5 b). Dank der Grésse der granuliren Gebilde,
dank ferner dem . Umstand, dass die in Vakuolen eingeschlossenen
Granula durch die vollig farblose Vakuolenfliissigkeit vom gelb ge-
firbten Endoplasma getrennt sind, ist die Farbung der Granula sehr
deutlich erkennbar. Hinsichtlich der Intensitit der Farbung besteht,
soviel sich abschitzen lisst, zwischen der Farbung der grossen Granula
und der Farbung des Zellkorpers kein Unterschied. Selbst die gréssten
Granula erscheinen nicht stirker gefirbt als der Zellkorper.

Dieser Versuch lehrt, dass Sudan sowohl den Zellkérper als die
Granula farbt, die letzteren allerdings nicht stirker als dex Zeukorper.
Da die kleinen, dem Endoplasma direkt eingelagerten Kérnchen normaler
Tiere von dem Farbstoff auf keinen Fall stirker gefarbt werden als
~ ihre Umgebung, so kénnen sie sich von der letzteren in keiner Weise
abheben, und es muss daher der Zellkirper normaler Tiere gleich-
missig gefirbt erscheinen, ohne die Spur einer Granulafirbung.

Anders verhalten sich die Farbstoffe vom Typus des Acridingelb.
Bringt man vakuolisierte Paramicien, die in ihren Vakuolen grosse
Granula enthalten, in eine Ldsung von Acridingelb, die konzentriert
genug ist, um den Zellkorper diffus zu firben, so zeigt es sich, dass sie
die grossen Granula weitaus intensiver firbt als den Zellkérpee. Bei
geeigneter Wahl der Konzentration lisst sich die Firbung so durch-
fithren, dass der Zellkorper ungefirbt bleibt, wihrend die grésseren
Granula gefirbt werden (Abb. 4 B); allerdings nur die grésseren, die
kleineren bzw. kleinsten Granula bleiben bei den Konzentrationen,
die den Zellkérper ungefirbt lassen, ebenfalls ungefirbt. Es ist klar,
dass auch diese Farbstoffe normale Tiere immer nur diffus firben
konnen, da die normalen K&mehen von den betreffenden Farbstotfen
niemals stirker gefdrbt werden als der Zellkorper.

1) Uber analoge Vorgiinge berichfet Ktister (49). Bei der Einwirkung
von Neutralrot auf Hefezellen liess sich unter gewissen Bedingungen die

dichte Erfullung der Vakuolen mit aus dem Plasma ausgestossenen Kornchen
feststellen.
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Es zeigt sich also, dass die Gruppe der diffus farbenden Stoffe,
die sich insofern einheitlich verhilt, als sie normale Tiere immer nur
diffus farbt, ohne Granulafirbung zu bewirken, nach ihrem Verhalten
vakuoligierten Paramicien gegeniiber aufzuldsen ist in zwei Unter-
gruppen: erstens in Farbstoffe, die zwar nicht die kleineren und
kleinsten, wohl aber die grdsseren unter den gequollenen Granula
intensiver firben als den Zellkérper, und zweitens in solche, die selbst
die grossten Granula nicht stirker firben als den Zellkorper.

Die oben beschriebene Ausstossung von Granula in das Innere
leerer Vakuolen wird weder von den Farbstoffen des Sudantypus noch
von denjenigen des Acridingelbtypus bewirkd.

So sind wir also mit Hilfe der Farbungsversuche an vakuolisierten -
Paramicien in der Bourteilung des Vorganges der diffusen und der
Granulafirbung um einen Schritt weiter gekommen. Wir erkennen
jetzt, dass ein Gegensatz zwischen Granulafarbstoffen und diffus
farbenden Stoffen in dem Sinne, als ob nur die ersteren Granula farbten,
die letzteren aber nicht, nicht besteht. Beide Gruppen von Farbstoffen
farben sowohl den Zellkdrper als die Granula; was sie unterscheidet,
ist lediglich der Umséand, dass die diffus firbenden Stoffe die kleinen
Kérnchen normaler Paramécien nicht stérker firben als den Zell-
kérper, wihrend die Granulafarbstoffe schon die normalen Kornchen
um cin so Bedeutendes stirker fiirben als den Zellkorper, dass sich fir
sie leicht eine Konzentration treffen lasst, bei der nur die Granula
gefirbt werden, der ZellkSrper aber ungefarbt bleibt.

Es wurde oben darauf hingewicsen, dass die Granulafarbstoffe und
die diffus farbenden Stoffc Extreme der Farbstoffwirkung darstellen,
und dass es eine Gruppe von Farbstoffen gibt, die hinsichtlich ihrer
Wirkung eine Mittelstellung zwischen den genannten einnechmen. Von
dieser Gruppe von Farbstoffen soll jetzi die Rede sein.

5. Uber die Wirkung von Farbstoffen, dic hinsichtlichibres

Farbungseffektes zwischen den Granulafarbstoffen und

den diffus farbenden Stoffen stehen. Die Parbbarkeit
normaler Granula ein komplizierter Vorgang.

Als Beispicl eines derartigen Farbkorpers wahlen wir den Farb-
stoff Athylviolett. Die Wirkung der verdiinntesten Lésung, die
einen Farbungseffekt zu bewirken imstande ist, besteht lediglich darin,
dasgs sie die Nahrungsballen firbt. Eine etwas konzentriertere Losung
bewirkt eine diffuse Farbung des ganzen Zellkdrpers. Von gefiarbten
Granula ist zundchst nichts zu bemerken. Solche treten gelegentlich
nach lingerer Farbstoffwirkung auf. In anderen Filien vermisst man
sie selbst nach stundenlanger Einwirkung. Geht man zu noch stéirkeren
Konzentrationen tiber, so erhilt man von vornherein dag nimliche
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Farbungsbild, wie es oben als dritte Wirkungsstufe von Granula-
farbstotfen beschrieben wurde. Neben eines diffusen violetten Farbung
des ganzen Zellkérpers tritt jetzt eine ziemlich intensive Granula-
farbung auf. Die Wirkung auf vakuolisierte Tiere mit gequollenen
Granula deckt sich mit derjenigen der Granulafarbstoffe. Das Athyl-
violett nimmt also hinsichtlich seiner Wirkung auf Paramicien eine
Zwischenstellung ein zwischen den Granulafarbstoifen vom Typus des
Neutralrot und den diffus farbenden Stoffen vom Typus des Acridin-
gelb. In seiner verdiinnten Lésung stimmt das Athylviolett mit dem
Acridingelb itberein, wihrend es sich in konzentrierter Losung wie ein
Granulafarbstoff verhalt. Dem letzteren gegeniiber besteht der Unter-
schied, dass man bei Herabsetzung der Konzentration einer Athyl-
violettlosung nie zu einem Punkt gelangt, bei dem der Farbstoff bei
normalen Tieven eine reine Granulafirbung ohne gleichzeitige Zell-
korperfarbung hevvorruft. Verdinnung der Losung bewirkt vielmehr
stets nur reine Diffusfarbung ohne Granulafarbung. Diese Beobachtung
erscheint zundchst befremdlich, lehrt doch der Augenschein, dass bei
mit Athylviolett gefirbten normalen Paramicien, die nebep diffuser
Zellkorperfirbung gefarbte Granula aufweisen, diese weitaus intensiver
geféirbt sind als der Zellkérper. Lége die Sache einfach so, dass sich
die Granula nur durch den héheren Grad ihrer im iibrigen konstanten
Fharbbarkeit vom Zellkorper unterschieden, dann miisste sich bei zu-
nehmender Verdinnung der Farbstoffldsung eine Konzentration treffen
lagsen, dis nur die Granula firbt, den Zellkorper aber ungefirbt lasst.
Dies ist jedoch nicht der Fall. Dieses anscheinend paradoxe Verhalten
findet seine Erklirung darin, dass es sich bei der Férbung normaler
Granula nicht einfach um die Anfirbung eines Substrates von kon-
stanter Farbbarkeit handelt, sondern dags die Farbbarkeit des Granulum
infolge der Wirkung des Farbstoffes eine Anderung erfahrt. Dafiir
spricht zunichst folgende Erfahrung: Firbt man normale Paramicien
mit irgend einem Granulafarbstoff, zum Beispiel mit Neutralrot, so
wird man, mag die Steigerung der Farbstoffkonzentration in noch so
vorsichtiger Weise erfolgen, stets die Beobachtung machen, dass, wenn
einmal gefdrbte Granula auftreten, die letzteren immer von vornberein
recht intensiv gefirbt sind. Der unvermittelte sprunghafte Ubergang
von der Farblosighk=it des Granulums zur intensiven Féarbuung lisst
nur die Deutung zu, dass unter der Wirkung des im Granulum sich
anhiufenden Farbstoffes, dessen Konzentration innerhalb der Granulum-
substanz zundchst zu gering war, um sich als Farbung des Kérnchens
bemerkbar zu machen, plétzlich eine Verinderung in der Granulum-
substanz eintritt, die die Aufnahmefahigkeit des Granulum fiir den
Farbstoff mit einem Schlag ganz bedeutend steigert. Worin diese
Veranderung besteht, kann nach dem frither Auseinandergesetzten
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nicht zweifelhaft sein. Da bei der Umbildung der normalen Endoplasma-
kornchen zu den grossen gequollenen Granula die Farbbarkeit der
granulsiren Gebilde in demselben Maasse wichst, in dem ihre Grésse
zunimint, liegt die Annahme nahe, dass der Beginn dieses mit Quellung
einhergehenden Prozesses eben den Vorgang darstellt, der aus einem
normalen Granulum plotzlich ein intensiv farbbares. macht.

Die Vorstellung, dass es sich schon bei der Granulafirbung normaler
Tiere eigentlich nicht mehr um die Firbung normaler, sondern im
Sinne einer erhohten Farbbarkeit verinderter Granula handelt, ev-
klart das Verbalten der Farbstoffe vom Typus des Athylviolett. Bei
einer bestimmten Konzentration der Aussenlésung tritt diffuse Zell-
kérperfarbung, aber keine Granulafirbung auf, weil die Konzentration
des Farbstoffes innerhalb des Granulum nicht gentigend gross ist, um
jenen Prozess auszuldsen, der die starke Fiarbbarkeit des Granulum
bewirkt. Erst wenn mit der zunehmenden Stirke der einwirkenden
Lésung die Konzentration im Granulum denjenigen Grad erreicht,
bei dem die gedachte Versinderung in der Granulumsubstanz vor sich
ocht, tritt eine intensive Firbung der letzteren ein. Anders bei den
eigentlichen Granulafarbstoffen, bei denen die supponierte Versinderung
im Granulum schon zu einem Zeitpunkt auftritt, in dem der Zell-
korper noch ungeféirbt ist.

Durch die hier dargelegte Vorstellung von dem Vorgang der Farbung
normaler Granula werden die im vorstehenden entwickelten Aus-
fithrungen iiber das Zustandekommen der reinen Granulafirbung und
der diffusen Farbung sowie tiber den Unterschied zwischen Granula-
farbstoffen und diffus farbenden Stoffen nicht beriihrt; es ist ledig-
lich die Vorstellung von einer einfachen Firbung der normalen Granula
zu ersetzen durch die Annahme des eben auseinandergesetzten kom-
plizierten Vorganges.

Der Zellkorper hat die Tendenz, die mit Farbstoff beladenen Granula
auszustossen. Bildet das Tier Nahrungsvakuolen, so Werden die ge-
farbten Granula in die letzteren ausgestossen; bei vakuolisierten, keine
Nahrungsvakuolen mehr bildenden Tieren erfolgt die Ausstossung der
gefirbten Granula in die grossen, nur von wisseriger Fliissigkeit ge-
bildeten Vakuolen; ja selbst an den sonst fixen reihenférmig an-
geordneten subpellikularen Kornchen lisst sich eine Abstossung be-
obachten, sobald deren Quellung und Beladung mit Farbstoff einen
gewissen Grad erreicht hat.

b) Die Avitalfarbstoffe.

Der Gesamtheit der bisher besprochenen Vitalfarbstoffe steht die
Gruppe derjenigen Farbstoffe gegeniiber, denen jede firbende Wirkung
auf lebende Paramicien abgeht. Farbstoffe wie Kristallorange GG,
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Chromotrop 8 B, Kongorot usw., mdgen in noch so konzentrierter, ja
selbst in geséttigter Losung zur Verwendung gelangen, die Tiere bleiben
vollig ungefarbt. Es kommt weder zu einer Granulafarbung, noch zu
einer Diffusfarbung, noch zu einer Vitalfirbung der Nahrungsballen.
Charakteristisch fiir die Jetztere ist der Umstand, dass die Vitalfarbung
der Nahrungsvakuole erst zu einer Zeit beginnt, wo die Nahrungs-
vakuole vollig vom Endoplasma umschlossen ist. Eine derartige Firbung
vom Plasma vollig umschlossener Nahrungsvakuolen kann kein Avital-
farbstoff bewirken. Andererseits versteht es sich von selbst, dass in
der Losung des Avitalfarbstoffes enthaltene ungeléste Farbstoffpartikel
sowie gefirbter Detritus von den Tieren eingestrudelt werden, und auf
solche Weige auch eine Art von Nahrunggballenfirbung zustandekommt.
Im FEinzelfall unterliegh es keiner Schwierigkeit, diese beiden Arten
von Nahrungsballenfirbung scharf zu unterscheiden.

) Die vier Gruppen der Vitalfarbstoffe bilden, durch Ubergangsglieder
verbunden, eine kKontinuierliche Reihe.

Nach der Art ihrer Wirkung auf lebende Paramicien lassen sich
dem QGesagten zufolge die Vitalfarbstoffe folgendermaassen einteilen:
#) Granulafarber: Sie farben die Granula normaler Tiere. B) Diffus
farbende Stoffe: Sie bewirken bei normalen Paramicien immer nur
diffuse Zellkérperfarbung ohne Granulafarbung. Die Granulafarbstoffe
zerfallen in zwei Untergruppen: 1. in die Granula elektiv firbende
Stoffe, die, in bestimmter Konzentration angewendet, bei normalen
Tieren eine reine Granulafirbung ohne gleichzeitige Zellkérperfarbung
hervorrufen und 2. in Farbstoffe, die bei ‘normalen Paramicien neben
der Granulafirbung stets eine diffuse Farbung des Zellkérpers be-
wirken. Die diffus farbenden Stoffe sind ebenfalls von zweierlei Art:
1. relative Diffusfarber. Sie bewirken wohl bei normalen Tieren stets
eine reine Diffusfarbung, bei Paramicien mit gequollenen Granula
farben sie jedoch letztere stets erheblich stirker als den Zellkérper;
2. absolute Diffusfirber. Sie farben selbst bei Paramicien mit ge-
quollenen Granula letztere niemals stirker als den Zellkorper.

Halt man sich bei der Einteilung der Farbstoffe an die eben an-
gegebenen Kriterien, so erscheint mit der Aufstellung der angefiihrten
Gruppen die Zahl der durch eine bestimmte Wirkung charakterisierten
Farbstofftypen tatsichlich erschépft. Richtet man jedoch seine Auf-
merksamkeit auf gewisse Einzelheiten des Firbungsvorganges, so ge-
langt man zur Erkenntnis, dass auch die Farbstoffe einer Gruppe
in ihrem Verhalten nicht vollig tbereinstimmen, sondern gewisse
Unterschiede erkennen lassen, so zwar, dass sich gewisse Farbstoffe
der Gruppe in ihrem Verhalten den Farbkérpern der einen Nachbar-
gruppe nihern, wihrend andere Farbstoffe der namlichen Gruppe in
ihrer Wirkungsart den Farbkérpern der anderen Nachbargruppe naher
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kommen. Mit anderen Worten: Die einzelnen Gruppen erscheinen
durch Ubergangsglieder miteinander verbunden.

In anschaulicher Weise demonstricren das gedachte Verhalten die
diffus farbenden Stoffe vom Typus des Acridingelb. Von diesem Farb-
stoff, der als das Paradigma der Gruppe gewihlt wurde, gilt, dass er
in bestimmter Konzentration dic grossen und mittelgrossen Granula
vakuolisierter Paramicien farbt, die kleinercn hingegen und den Zell-
kérper ungefsrbt lssst.  Kin Farbstoff dieser Gruppe, dessen relative
(velativ im Verhiltnis zur Féarbbarkeit des Zellkdrpers) Affinitit zu
den Granula weitaus grosser ist, als dies beim Acridingelb der Fall ist,
ist der basische Farbstoff Fuchsin. Werden vakuolisierte Paramicien
nit gequollenen Granula der Wirkung von Fuchsin ausgesetzt, so
zeigt es sich, dass sich die Farbung auf viel kleinere Granula erstrecks,
als dies beim Acridingelb der Fall ist, so dass die Gesamtheit der ge-
farbten Granula hier weitaus grosser ist. Uberdies ist die Farbung
eine viel intensivere, :

Als Beispiele von Farbkoérpern, deren relative Affinitdt zu den
grossen Granula geringer ist als beim Acridingelb, mogen die Farb-
stoffe Indulingcharlach und Safranin angefithrt werden. Wiahrend es
mit Leichtigkeit gelingt, vakuolisierte Paramicien mit gequollenen
Granula mit Acridingelb derart zn firben, dass dic grossen Granula
den Farbstoff aufnehmen, der Zellkérper aber ungefarbt bleibt, er-
balt man mit den beiden. genannten Farbstoffen untfer den gleichen
Verhiltnissen stets nur eine gleichmissige Farbung von Zellkdrper und
Granula ganz in der Weise wie bei der Farbung mit Sudan, Dass die
Farbstoffe Indulinscharlach und Safranin nicht dem Sudantypus an-
gehoren, sondern in Ubereinstimmung mit Acridingelb die grossen, ge-
guollenen Granula stirker farben als den Zellkorper, lasst sich durch
folgenden Kunstgriff erweisen: Man setzt der Paramficienauf-
schwemmung, die man zum Zwecke der Bildung von Vakuolen und
gequollenen Granula aufstellt, den betreffenden Farbstoff, also Indulin-
scharlach oder Safranin, von vornherein zu. Man erhglt dann gefirbte
Granula bei farblosem Zellkorper.

Ein Farbstoff der Acridingelbgruppe, bei dem auch der beschriebene
Kunstgriff nicht zum Ziele fithrt, ist Azinscharlach. Dass er trotzdem
dic Substanz der grossen gequollenen Granula stiirker firbt als den Zell-
korper, zeigt sich, wenn die Granula nicht mehr die Kugelform un-
versehrter granulirer Gebilde besitzen, sondern leicht geschrumpft
gsind. Diese leicht geschrumpften Granula werden von Azingcharlach
stirker gefarbt als der Zellkérper. Nun lisst sich aber zeigen, dass
wihrend dor Schrumpfung der grossen Granula, wobei diese ecine
spindelférmige oder unregelmissige Gestalt gewinnen, cine betricht-
liche Zunahme der Farbbarkeit fir samtliche Granulafarbstoffe statthat.
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Aus den angefithrten Beobachtungen geht also hervor, dass der
Unterschied zwischen der Firbbarkeit des Zellkérpers und der Farb-
barkeit der Granula bei den einzelnen Farbkérpern der Acridingelb-
grappe sehr verschieden ist. Relativ gross ist dieser Unterschied beim
Fuchsin, er nimmt ab beim Acridingelb, noch kleiner ist er beim Indulin-
scharlach oder Safranin und am kleinsten beim Azinscharlach. Der
letztgenannte Farbstoff bildet den Ubergang zu den Farbstoffen vom
Sudantypus, wihrend andererseits Fuchsin den Anschluss an. die
Granulafarbstoffe vermittelt. Fiir die beiden Untergruppen der letzteren
konnte gezcigt werden, dass die Verschiedenheit in der Wirkungsart
der Neutralrotgruppe und der Athylviolettgruppe letzten Endes darauf
zurtickzufithren ist, dass die Differenz zwischen der Farbbarkeit deg
Granulum und derjenigen des Zellkérpers hinsichtlich der Farbstoffe
der Neutralrotgruppe weitaus grosser ist als hinsichtlich der Farb-
kérper der Athylviolettgruppe.

So gelangen wir zu dem Ergebnis, dass sich samtliche Vital-
farben nach der Gréssc der Differenz zwischen der Farb-
barkeit der Granula und der Féarbbarkeit des Zellkorpers
in cine kontinuicerliche Reihe ordmen lassen, die mit den
cigentlichen Granulafarbstoffen beginnt und mit den diffus farbenden
Stoffen vom Typus des Sudan abschliesst.

- B. Woranf beruhen die bei lebenden Paramiicien zu beobachtenden
Firbungsphiinomene ?

Die im vorstehenden durchgefithrte Analyse der Farbungserschei-
nungen gestattet es, die ¥ragen nach der Ursache all der geschilderten
Férbungsphinomene folgendermaassen <u formulieren :

1. Worauf beruht os, dass gewisse Farbstoffe bei keiner Kon-
zentration den Zellkérper oder Granula firben, wihrend andere Farb-
stoffe Zellkorper und Granula firben ?

2. Worauf beruht cs, dass von denVitalfarbstoffen, die einen Zell-
korper und Granula gleichmassig, das heisst die Granula nicht stirker
als den Zellkérper farben, wihrend dic anderen die Granula intensiver
farben als den Zellkorper ?

3. Worauf beruht die Erscheinung, dass unter den Farbstoffen,
welche die Granula stirker firben als den Zellkdrper, einzelne schon
-die kleinen Granula normaler Tiere weitaus stirker firben als den
Zellkorper, wihrend bei anderen Farbkorpern dieser Kategoric das
starkere Farbevermdgen sich erst den grossen, gequollenen Granula
vakuolisierter Tiere gegeniiber geltend macht ¢

4. Worauf bervht die Farbstoffgpeicherung in den Nahrungs-
ballen ? )
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a) Der Zellkorper als Liésungsmittel fiir Farbstoffe.

Wie immer man sich zur Frage der Konsistenz des lebenden Plasmas
stellen mag, dariiber kann wohl kein Zweifel bestehen, dass das Para-
micienendoplasma fliissig ist, und dass dicses flissige Endoplasma
ebensogut Triger vitaler Funktionen ist, wic die als Kortikalplasma
bezeichneten ziheren Randpartien des Zellkdrpers, Wenn nun in den
voranstehenden Abschnitten dargelegt wurde, dass dieses fliissige Plasma,
ohne s3ine normalen Funktionen aufzugeben, in seiner Génze gefirbt
werden kann, und zwar so gleichmissig, dags die Farbung selbst fiir
die stirksten optischen Systeme vollkommen homogen erscheint, so
bedeutet dies nichts andereg, als dass bei der Farbung des lebenden
Zellkorpers eine Verteilung des Farbstoffes auf zwel miteinander nicht
mischbare flissige Systeme statbhat, auf das Wasser der Farbstoff-
losung eincrseits und das lebende Plasma andererseits. Der Ausdruck
,,Verteilung® sei hier zunichst in seiner allgemeinsten Bedeutung an-
gowendet, ohne dass mit ihm eine bestimmte Voraussetzung hinsicht-
lich der Ursache der Verteilung verkniipft wire. Die nichste Frage
ist nun allerdings die nach der Natur der Krifte, die diese Verteilung
der Farbstoffe zwischen wisseriger Lésung und Zellplasma bewirken.

Beim Versuch, dic ¥Frage der Entscheidung naberzubringen, ging
ich von folgender Ubcrlegung aus: Gesetzt den Fall, es gelinge ein
mit Wasser nicht mischbares fliissiges System aufzufinden, das sich
bei der Ausschiittelung mit wisserigen Farbstofflgsungen in allen Be-
langen so verhielte wie der Icbende Zellkorper bei der Vitalfarbung,
dann wire die Annahme wohl gerechtfertigt, dass der Vorgang der
Farbstoffaufnahme in beiden Fillen auf analoge Ursachen zurlick-
zufithren ist. Damit ein derartiges flissiges System als villiges Analogon
des lebenden Zellkérpers in bezug auf den Férbungsvorgang gelten
kénnte, miissten folgende Bedingungen erfiillt sein: Das betreffende
flissige System miisste aus wisserigen Farbstofflésungen beim Ause
schittteln alle jene Farbstoffe aufnchmen, die der lebende Zellkorper
aufnimmt und andercrseits ungefsrbt bleiben bei der Ausschittelung
derjenigen Farbstofflésungen, die den lcbenden Zellkérper ungefiirbt
lassen. Es miiaste aber auch in bezug auf die guantitativen Ver-
haltnisse der Farbstoffaufnahme mit dem lebenden Zellkérper vollig
itbereinstimmen, das heisst der zunehmenden Ausschiittelbarkeit mitgste
auch eine Zunahme der Wirbekraft entsprechen. Ferner miisste cine
derartige Ausschiittelungstliissigkeit gecignet sein, das farberische Ver-
halten der Granula aufzukliren. Schliesslich miisste die chemische
Natur der gedachten Ausschitttelungsfliissigkeit derartig sein, dass der
Annahme analoger Verbindungen inneshalb des Zellkorpers nichts im
Wege stiinde. Ein solches flissiges System wiirde nun in
der Tat cin Modell des 1ebenden Zcllkdrpers in bezug auf
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den vitalen PFarbungsvorgang darstellen. Setzen wir nun
weiter den Fall, die gefundene Fliissigkeit wire ein Korper von wohl
determinierten chemisch-physikalischen Eigenschaften, dessen Verhalten
bei der Farbstoffaufnahme dem Verstindnis keine Schwierigkeiten
bereiten wiirde, dann wire mit der Auffindung der gedachten Aus-
schiittelungsflissigkeit auch das Problem der Farbstoffaufnahme seitens
des lebenden Zellkérpers gelost. Der Auffindung eines derartigen
Modells galten nun die nachstehenden Untersuchungen

Bevor auf die einzelnen Versuche eingegangen wird, seien einige Be-
merkungen vorausgeschickt, die sich auf die sehr einfache Methodik der
Versuche beziehen. Hinsichtlich der Fiarbungsversuche wurde schon darauf
hingewiesen, dass zwecks Erzielung gleichmissiger Versuchsbedingungen
die Kulturfltssigkeit mit ‘den Paramicien zuniichst auf das Zwanzigfache
mit Leitungswasser verdiinnt wurde, worauf zwei Teile dieses die Paramicien
enthaltenden Leitungswassers mit einem Teile der mittels destillierten
‘Wassers hergestellten Farbstofflésung von berechneter Konzentration ver-
mischt wurden. Wasserunlésliche alkohollésliche Farbstoffe wurden derart
verwendet, dass die Flissigkeit, in der sich die Paramicien schliesslich be-
fanden, nicht mehr als 29, Alkohol enthielt. In jedem Fall bestand die
Loésung, in der die Tiere geféirbt wurden, aus zwel Teilen Leitungswasser
und einem Teile destillierten Wassers.

Bei der Bestimmung der firbenden Grenzkonzentration, d. i. der stérksten
Verdtinnung, die den Zellkérper noch deutlich erkennbar firbt, wurde immer
nur die Féirbung des ganzen Zellkérpers und nicht etwa bloss diejenige des
vordersten Korperabschnittes beriicksichtigt. Die Beurteilung der Farbung
wurde stets mittels Leitz Obj. 5 bei gedifneter Blende und Tageslicht vor-
genommen.

Die zur Ausschuttelung bestimmten Farbstofflosungen wurden in An-
passung an die Fidrbungsversuche ebenfalls durch Auflésen des Farbstoffes
in zwei Teilen Leitungswasser und einem Teil destillierten Wassers her-
gestellt. In bezug auf die Konzentration der Lisung war Folgendes zu
beachten: Da von vornherein damit zu rechnen war, dass sich das Teilungs-
. verhiltnis der Farbstoffe zwischen den beiden miteinander nicht mischbaren
Lssungsmitteln mit der Konzentration der Farbstofflosung iindert, so empfahl
es sich, die Konzentration der auszuschiittelnden Liosung so zu withlen, dass
sie mit der vital firbenden Komzentration Ubereinstimmte. - Eine genaue
Ubereinstimmung beider ist allerdings nicht notwendig; es gentigh, wenn
beide Konzentrationen innerhalb eines Bereiches liegen, in dem sich der
Teilungskoeffizient nicht sehr erheblich #ndert. Dieser letztere Umstand
war insofern von Wichtigkeit, als die zur Bestlmmung des Tellungsverhalt-
nisses angewendete kolorimetrische Methode iiber ein gewisses Maass der
Verdtinnung hinauszugehen nicht gestattete. Dem Umstand, dass es bei
unseren Versuchen vielfach darauf ankam, verschiedene Farbstoffe beziiglich
ihrer Ausschiittelbarkeit untereinander zu vergleichen, wurde durch Ver-
wendung #dquimolekularer Lisungen Rechnung getragen.

Mit Rucksicht auf die angeftihrten Momente wurde folgender Vorgang
eingeschlagen Die Farbstoffe 1—52 (Tabelle I), von denen die weitaus meisten
in stark verdtinnter Losung vital firben, wurden, sofern sie wasserldslich
sind, zu den Ausschiittelungsversuchen in Losungen verwendet, die mit einer
Methylenblaulosung 1:12000 dquimolar waren. Von den wasserunldslichen
Farbstoffen wurden die Losungen in der Weise hergestellt, dass die kon-
zentrierte alkoholische Lidsung mit der entsprechenden Menge Wasser ver-
donnt wurde. Der Alkoholgehalt der Losung Ubte in denin Frage kommenden
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Konzentrationen auf das Aufschiittelungsresultat keinen merklichen Einfluss
aus. Von den Farbstoffen 53—120, bei denen es sich nur um den Vergleich
unter einander und nicht mit den vorangehenden handelte, wurden stirkere
Konzentrationen zur Ausschittelung verwendet, da die vital fdrbenden
Stoffe unter ihnen ebenfalls fast durchweg erst in stéirkerer Konzentration
vital firbend wirken. Die angewendeten Lsungen waren mit einer Lisung
von Brillantorange R. 1:4000 dquimolar.

Zur Bestimmung des Ausschuttelungsresultates wurde ein XKolorimeter
verwendet, der aus dem Sahli'schen Himoglobinometer in der Weise her-
gestellt worden war, dass das Réhrchen mit der Vergleichslésung durch
eine zweite graduierte Eprouvette ersetzt wurde. In das eine Réhrchen
wurden abgemessene Mengen Farbstofflosung und Ausschiitbelungstitssigkeit
(2,4 cem Farbstofflésung und 0,4 com Ausschittelungsflissigkeit) eingefullt
und béide Flussigkeiten bis zur Konstanz der Verteilung des Farbstoffes
durchgeschiittelt. In das andere Roéhrchen wurde eine bestimmte Menge
der niimlichen Farbstoifldsung gebracht. Hatten sich im Ausschiittelungs-
rohrchen die beiden Fliissigkeiten so weit voneinander getrennt, dass die
wisserige Losung wieder vollstindig klar war, dann wurde das Teilungs-
verhiltnis bestimmt. Im allgemeinen waren folgende Ausschiittelungs-
resultate festzustellen: 1. Die wiisserige Farbstofflosung erschien mach der
Ausschiittelung vollkommen entfirbt; in diesem Falle hatte der Teilungs-

L Ausschittelungsfl, | .
koeffizient — o Wlfla S:@l;qgs“_v jedenfalls eimen sehr hohen Wert. Wir be-

zeichnen ihn als mx == maximal. 2. Die wisserige Losung erschien nach
der Ausschiittelung noch immer deutlich gefsirbt. Durch den Vergleich mit
der urspriinglichen Losung im anderen Réhrchen, d. h. durech Verdéinnung
eben dieser Losung bis zu dem Grade, dass sie mit der Lsung des Aus-
schiittelungsrhrehens im Farbenton tbereinstimmte, liess sich die Farbstoff-
abnahme und aus dieser der Teilungskoeffizient berechnen. 3. Die wiisserige
Farbstoffldsung erschien nach der Ausschittelung deutlich schwicher gefarbt
als die Ausschittelungsflissigkeit, aber die Farbstoffabnahme war im Ver-
gleich zur Farbung der urspriinglichen Ligsung zu gering, um sich kolori-
metrisch berechnen zu lassen. In diesem Falle wurde der Teilungskoeffizient
als > 1 bezeichnet. 4. Ausschuttelungsflussigkeit und wisserige Lisung
erschienen nach der Amsschuittelung anvnahernd gleich geftirbt; Teilungs-
koeffizient = ungefihr 1. 5. Die Ausschittelungsflussigkeit erschien nach
der Ausschiittelung schwiicher gefirbt als die wisserige Losung; Teilungs-

Ausschuttel £1. .
koetfizient o %aégee%]}gi ==<C1.8chliesslich 6. Die Ausschittelungsfliissig-
.. . Ausschuttelungsil.
keit ist vollkommen farblos geblieben; Teilungskoeffiz. A e S OERT V&I/']asser 2 0.

Es gibt Farbstotfe, deren Losungen bei der Ausschiittelung mit den von
uns verwendeten Substanzen ihren Farbenton etwas #ndern, wodurch der
Vergleich mit der urspritnglichen Losung erschwert wird. Ferner zeigen
einzelne Farbkérper das Verhalten, dass sie bei der Ausschittelung zum
Teil ausgetillt werden; selbstverstindlich lisst in diesem Falle die Farbstoftf-
abnahme der wisserigen Losung keinen Schluss zu auf die Verteilung des
Farbstoffes zwischen den beiden Losungsmitteln. Glucklicherweise sind die
beiden angeftibrten Erscheinungen selten, so dass sie der allgemeinen An-
wendung der heschriebenen Methode nicht im Wege stehen. - Schliesslich
haften unserer kolorimetrischen Methode als solcher gewisse Ungenauig-
keiteh anl), Da es sich aber bei unseren Versuchen nur um die Verwertung

1) Die kolorimetrische Bestimmung mittels des angewendeten Apparates
gewinnt ganz erheblich an Schixfe, wenn man den Apparat mit einer Platte
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grisserer Unterschiede in der Ausschiittelbarkeit handeln konnte, fanden
wir mit der Methode, die sich andererseits durch ihre Einfachheit und den
Vorteil der Zeitersparnis empfahl, unser Auslangen. .

1. Flissiges Neutralfett (Mandelél) als Ausschiittelungs-
flussigkeit.

Die Frage, die wir uns zundchst stellten, lautete: Ist ein fliissiges
Neutralfett — etwa Mandelsl oder Olivensl — die gesuchte Substanz,
die sich bei der Ausschittelung mit wisserigen Farbstofflosungen in
allen Stiicken so verhilt wie der Zellkérper bei der Vitalfirbung?
In den Rubriken 1--32 der Tabelle I sind alle dicjenigen Farbstoffe
zusammengestellt, deren Verteilung bei der Ausschiittelung mit Mandelol
stark zugunsten der Olphase ausfiel. Die betreffenden Farbstoffe sind

0
in der Tabelle nach absteigendem Teilungskoeffizienten - - --- ge-
: Wasser

ordnet. Die Reihe beginnt mit Farbstoffen, deren Ausschiibtelbarkeit
,maximal® ist und endet mit Farbstoffen, deren Teilungskoeffizient

»—QI ~ - auf 3 geschitzt wurde. Wie verhilt sich nun bei all den an-
Wasser = ’

gefiihrten Farbstoffen das Firbevermdgen dem lebenden Zellkorper
gegeniiber 2 Ein Blick auf dic Spalte 3 der Tabelle zeigh, dass alle
die genannten Farbstoffe das Vermégen besitzen, den
lebenden Zellkérper des Paramicium diffus zu farben.

Ist somit die Aufnahmefshigkeit des Icbenden Zellkorpers fiir Farb-
stoffe gleichzusetzen derjenigen des Ols? Dies wire nur dann stat-
haft, wenu auch dic Umkehrung der cben genannten Regel Geltung
hatte, das heisst wenn alle Vitalfarben durch 01 ausschiittelbar wiren.
Nun, das trifft nicht zu. Verfolgen wir in der Tabelle I dic Reihe der
Farbstoffe weiter, so begegnen wir in den Rubriken 33—35 einigen

01
Farbstoffen, deren Teilungskoeffizient Wassor etwas grosser ist als1;

SSCT

dann folgt eine lange Recihe von Farbkérpern — 86—45 — desen
: . 01
Teilungskoeftizient - —- - ungefihr == 1 ist, das heisst nach der
Wasser

Ausschiittelung ist die Konzentration der Farbstoffe im Ol ungefahr
die gleiche wie in der wisserigen Losung. Auch diese Farbstoffe be-
sitzen insgesamt das Verméogen, den lebenden Zellkérper zu férben,
und zwar in sehr stark verdinuter Losung. So farbt Acridingelb den
ganzen Zelleib von Paramdcien noch in ciner Verdiinnung von
1 :150000, Auramin 0 in einer Verdiinnung von 1 : 600000, Acridin-

verdeckt, die etwa in ihrer Mitte einen horizontalen ca. 5 mm breiten Spalt
besitat, so dass die beiden Réhrchen nur innerhalb dieses Spaltes zutage
treten. :
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orange in der starken Verdimmnung von 1 : 1000000 usw. Es sind dies
Losungen, die so erheblich verdinnt sind, dags sie in einer Schicht von
einigen Millimetern vollkommen farblos erscheinen. Wenn nun anderer-
seits unter der Wirkung der genannten Loésungen der Paramécium-
kérper in einer unter dem Mikroskop sehr deutlich erkennbaren Weise
gefarbt wird, so beweist dies, dass von einer gleichméssigen Verteilung
des Farbstoffes zwischen Zellkorper und wasseriger Losung nicht die
Rede sein kann, sondern dass der lebende Zellkérper den Farbstoff in
einer ganz erheblich stirkeren Konzentration enthalten muss als die
wisserige Losung. Der lebende ZellkGrper verhdlt sich demnach den
genannten Farbstoffen gegeniiber ganz anders als das Ol bei der Aus-
schiittelung. Bei den Farbstoffen 46, 47 und 48 ist der Teilungs-

koeffizient rf kleiner als 1, das heisst sie verteilen sich bei der

Ausschiittelung zugunsten der wisserigen Phase, und dennoch besitzen
sie die Fiahigkeit, den lebenden Zellkbrper in ziemlich verdimnter
Lisung zu farben, so zum Beigpiel Methylorin N pulv. (A) in einer
Konzentration von 1 :14000. Die Farbstoffe 49, 50 und 51 endlich
haben den Teilungskoeffizient = 0, das heisst aus ihren whsserigen
Losungen setzt sich nach der Ausschiittelung das Ol vollkommen un-
gefirbt ab, und trotzdem besitzen auch sie das Vermdogen, den lebenden
Zellkorper zu firben. Man sieht also, dass es eine grosse Zahl von
Vitalfarbstoffen gibt, die vom Ol bei der Ausschiittelung entweder
gar nicht oder nicht in einem Maasse aufgenommen werden, das der
Verteilung des Farbstoffes bei der Vitalfsrbung entsprechen wiirde.
Daraus folgt, dass fliissiges Neutralfett unmdglich die ge-
suchte Ausschittelungsfliissigkeit darstellen kann.

Dass sich fliissiges Neutralfett bei der Ausschiittelung mit wisserigen
Farbstofflésungen auch noch in anderer Beziehung anders verhilt alg
der Zellkérper bei der Vitalfirbung, erhellt aus folgender Beobachtung:
Eine Anzahl basischer Farbstoffe wird vom Ol mit einer Farbe auf-
genommen, die von derjenigen des Farbstoffes in wasseriger Losung
erheblich verschieden ist. So wird Neutralrot, dag in neutraler wisseriger
Losung kirschrot ist, von Ol mit rein gelber Farbe aufgenommen. Das
in neutraler wisseriger Losung violette Neutralviolett wird vom Ol
ebenfalls mit gelber Farbe aufgenommen; Nilblausulfat wnd Nilblau-
chlorhydrat, die in wasseriger Losung rein blan sind, werden vom
Mandels! mit rotvioletter Farbe aufgenommen ; dag in wisseriger Losung
fuchsinrote Rhodamin B entfirbt sich bei der Aufnahme ins Ol usw.
Diese Erscheinung hat darin ihren Grund, dass die vom 01 auf-
genommene Farbbase anders gefirbt ist als das Farbsalz. Die freie
Base des Neutralrot und Neutralviolett ist gelb, die der Nilblausalze
rotviolett usw. Untersucht man nun, in welcher Weise sich die ge
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nannten Stoffe lebenden Paramicien gegeniiber verhalten, so zeigt es
sich, dass der lebende Zellkérper nicht im Tone der freien Base gefirbt
wird, sondern in der Farbe des Salzes: Neutralrot, Neutralviolett und
Rhodamin B firben den lebenden Zellkérper rot, die Nilblausalze rein’
blau usw. Der lebende Zellkorper des Paramécium verhalt sich also
bei der Farbung auch in dieger Hinsicht anders als das Ol bei der Aus-
schiittelung.

Tabelle T.
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64} Ponceaun & (BK) . + 1 8000 — | — 1 — 0 i 0l
65| Ponceau R (BK) . + 0 1000 — !~ 0 — 0 05
66| Brillant Ponceau G (C).| + ' 2500 | — R e B t 051
67 Kosin w. (). . . . . . + 9 1000} — ¢ — \ — 0 . 0%
68] Kosin. spritl. (G) . 4+ 00230000 — 0 — ) — 0 1 01
69| Evythrosin G (B). + | 70— — | — 10 0l
70} Cyanosin (DH). . . . . 20000 — ) — Lo 0 10N
71} Rose bengale (B) . . + N f — 0 03
72| Toluylenorange G (A) 4+ 750 | [— - a0,
73| Azobraun (M) . . . . . 4+ 10001 — 1 — | — 1o o1 %
74! Brillanterocem M (C). .| + | gesiitt. ] J |
: i Losung RS 0 0l 1
751 Methylorange (&) . . .0 — ' — — | 0 ol 1
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76|Biebrich’scher Schar- ; ‘ i | 1'
lachBextral, (K) . .| — — | —| — [ — o ol
77|Croceinscharlach (K). .| — | — | -+ — | _ 01 01,
78 | Tuchrot BA (A) . . . . — - P— = = 0 | 0] (14
79|Rosindulin 2G (K), . .~ — | —  — | — ol o J(u
80 |EchtscharlachB (K) . .f ~ | — | — | — , — {0 | 0 (U
8l{Rosindulin GXF. . . J—  — '~ —  — 00! %
Nachfolgende Farbstof-1 4 ! | j j
fo 82—190 Erythrin X1{| A B 0 0 o
(B), Ponceau 5 R (M) S - (‘ J
usw. bis Trypanblaun i | | : J

82. Erythrin X (B), 83. Ponceau 5 B (M), 84. Azorubin S (A), 85. S#ure-
carmoisin, 86. Benzoazurin (K), 87. Nigrosin w. (), 88. Kristallorange GG
(D), 89. Azotuchsin B (By), 90. Amarant (BK), 91. Nyanzaschwarz B (A),
92. Chromotrop 8 B (M), 93. Kongorot (&), 94 Lichtgron SF¥ blaul. (B),
95. Fuchsin S (D), 96. Alkaliblau D (A), 97. Alkaliblau 6 B (J), 98. Methyl-
wasserblau (B), 99. Reinblau BSJ (J), 100. Methylblau 00 (A), 101. Alkali-
blau extra I (A), 102. Alkaliblau extra III (A), 108. Alkaliblau extra V
(A), 104. Alkaliblau B (K), 105. Wasserbal 00 (K), 106. Wasserblau 6 B
extra (A), 107, Guine%rﬁnB extra (A), 108. Patenbtlau V (M), 109. Neu-
patentblau (Bg), 110. Wollgrun S (B), 111. Saureviolett 4 BS (M), 112. Rot-
violett 4 RS (B), 113. Rotviolett 56 RS (B), 114. Thiocarmin R (C), 115 Echt-
griin extra (By), 116. Indigocarmin (G), 117. Karminsaures Natrium (Merck),
118. Siureviolett 6 BN (B), 113_; S{a:{urﬁaviolett 7B (B), 120. Trypanblau
. Miiller).

82—120

2. Olsgure als Ausschiittelungsflissigkeit.

Die weitere Verfolgung der eben mitgeteilten Beobachtung lehrte,
wie gleich niher ausgefiihrt werden soll, Momente kennen, die ge-
eignet waren, den Gang der weiteren Untersuchung in eine ganz be-
stimmte Richtung zu lenken. Man kann einem Ol, das die freie, vom
gelosten Farbsalz abweichend gefarbte Base aufgenommen hat, sofort
die Farbe des Salzes geben, wenn man eine gewisse Menge fettloslicher
Saure, zum Beispiel Capronsiure oder Olsiure, zusetzt. So sndert das
durch Aufnahme der freien Neutrelrotbase gelb gefirbte Ol seine
Farbe je nach der Menge der zugesetzten Fettsiure in Ziegelrot bis
Kirschrot, das die freie Nilblaubase enthaltende rotviolette Ol wird
auf den Zusatz einer Spur von Fettsiure rein blau usw. Der gleiche
Effekt tritt ein, wenn man von vornherein mit einer Mischung von
Ol und Fettsaure ausschitttelt. Das sich absetzende Fettsiure-Olgemisch

18*



274 Edmund Nirenstein:

hat jetzt die Farbung des Farbsalzes. Diese Beobachtung legte den
Gedanken nahe, die Ausschiittelungsversuche mit einer derartigen
Mischung vorzunebhmen. Der Einfachheit halber wurde zunichst
unvermischte Olsiure angewendet, und zwac das Merck’sche Pri-
parat ,Olsdure reinst. Die Ausschiittelingsversuche wurden in
der oben beschriebenen Weise ausgefithrt; sie ergaben folgendes
Resultat:

Alle Farbstoffe, die durch Ol ,,maximal® ausgeschiittelt werden
— die Farbstoffe 1—17 auf Tabelle T — werden auch durch Olsgure
w»maximal® ausgeschiittelt ; desgleichen werden die Farbstoffe, die durch
Ol zwar nicht ,maximal® ausgeschiittelt werden, deren Teilungs-
koeffizient aber stark zugunsten des Oles ausfallt — die Farbstoffe 18
bis 32 — durch Olggure ,jmaximal ausgeschiittelt. Von den Farb-

01
stoffen 83—48, deren Teilungskoeffizient _-—— wm 1 herum legt,
Wasser

wird die Mehrzahl — die Farbstoffe 33—45 — durch Olsiiure ebenfalls
»maximal® asusgeschiittelt; die Farbstoffe 46—48 werden zwer durch
Olsture nicht so stark gespeichert, dass die Farbstofflésung im Kalori-
meterrdhrchen entfarbt wirde, das Teilungsverhaltnis fallt aber
auch bei ihnen sehr erheblich zugunsten der Olsiure aus: Teilungs-

koeffizient - 30, 80, 40. Was schliesslich die Farbstoffe 49—51

Wasse:
anlangt, aus deren Losung sich das Ol ungefirbt absetzt, so werden
anch sie von der Olsiure aufgenommen, und zwar verteilt sich der
Farbstoff Chromgriin — 49 — bei der Ausschiittelung ein wenig zu-
gunsten der Olsiure, wihrend die Farbstoffe 50 und 51 nach der Aus-
schittelung in der wisserigen Lésung in etwas stirkerer Konzentration
vorhanden sind als in der Olsiure.

Wie verhalten sich nun die angefiihrten Farbstoffe bei der Vital-
firbung des Zellkorpers? Simtliche genannte Farbstoffe be-
sitzen das Vermdgen, den lebenden Zellkérper von Para-
micien zu farben. Der Grad, bis zu dem die Farbstofflésung ver-
diinnt werden kann, ohne ihr Firbevermogen fiir den Zellkérper ein-
zubtissen, ist bei den einzelnen Farbstoffen sehr verschieden. Im all-
gemeinen kann gesagt werden, dass die Farbstoffe 148 den lebenden
Zellkbrper schon in stark verdimnter Lésung zu firben vermdogen.
i stark verdimnter Losung firben heisst aber nichts anderes, als
dass sich eine sehr geringe Konzentration des Farbstoffes in der Aussen-
16sung mit einer hohen Konzentration innerhalb des lebenden Zell-
korpers ins Gleichgewicht setzt. Mit anderen Worten: Der lebende
Zellkérper speichert die genannten Farbstoffe stark. Die Farbstoffe 1
big 48 werden also sowohl von der Olsiure als auch vom lebenden
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Zellkérper stark gespeichert. Anders verhalten sich die Farbstoffe 49

liegt nahe bei 1. Sie werden
er

bis 51. Ihr Teilungskoeffizient _
also von der Olsiure nur bis zu einem Betrage aufgenommen, der un-
gefihr der Konzentration der wisserigen Losung nach der Aus-
schiittelung entspricht. Von einem analogen Verhalten des lebenden
Zellkorpers in Hinsicht auf die genannten drei Farbstoffe wird nur
dann die Rede sein konnen, wenn sich herausstellen sollte, dass auch
der lebende Zellksrper die gedachten Farbstoffe nur bis zu einem Grade
aufnimmt, der ungefihr der Farbstoffkonzentration in der Aussen-

.16sung entspricht. In diesem Falle missten verdiinnte Losungen der
genannten Farbstoffe ohne Wirkung sein, da die ihnen entsprechenden
Konzentrationen ‘der Farbstoffe innerhalb des Zellkorpers zu gering
ausfallen wiirden, um die Zelle unter dem Mikroskop gefirbt er-
scheinen zu lassen. Nur in stark konzentrierter Losung kénnten die

- betreffenden Farbstoffe eine Vitalfirbung des Zellkérpers bewirken,
denn nur in diesem Falle wire die vom lebenden Zellkérper auf-
genommene Farbstoffmenge gross genug, um sich als Férbung der
Zelle bemerkbar zu machen. Dieses Verhalten trifft nun fiir die ge-
nannten Farbstoffe in der Tat zu: die stirkste Verdimnung, mit der
noch eine deutlich erkennbare Diffusfarbung des lebenden Zellkérpers
zu bewirKen ist, betrigt fiir Chromgrim 1 : 1900, fir Echtsivre
violett 10 B 1:400 und fiir Ssureviolett 4 B extra 1 :1000. In
stirkstem Gegensatz hierzu steht das Verhalten der Farbkorper 1—48,
von denen die meisten in Konzentrationen, die geringer sind als
1 : 100000, viele in Verdimnnungen von 1 zu Millionen den lebenden
Zellkérper firben.

Man wird zugeben, dass schon aus den mitgeteilten Beobachtungen
“eine héchst beachtenswerte Ubereinstimmung zwischen der Farbstoff-
aufnahme von seiten des lebenden Zellkorpers und der Farbstoff-
. aufnahme seitens der Olssiure hervorgeht. Um jedoch eine wirkliche
Analogie zwischen den beiden Vorgingen annehmen zu konnen, wire
der Nachweis eines weiter gehenden Parallelismus erforderlich. Es
miisste bewiesen werden, dass die Ausschiittelbarkeit eines Farbgtoffes
durch Olssure und sein Firbevermégen fiir den lebenden Zellkérper
tatsichlich zugeordnete Grossen sind. Zur Entscheidung dieser Frage
wurde folgendermaassen vorgegangen : Die Farbstoffe wurden nach ihrer
Nuance in Gruppen eingeteilt. Jede Gruppe enthielt somit Farbstoffe
der gleichen Farbennuance. Fir jeden einzelnen Farbstoff wurde nun
einerseits seine Ausschiittelbarkeit durch ein Gemisch von Ol und Ol-
siure festgestellt, andererseits wurde die stéirkste Verdiinnung ermittelt,
mit der noch eine eben merkliche Farbung des Zellkorpers za erzielen
war. Je weiter man in der Verdiinnung eines Farbstoffes gehen kann,
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ohne dass seine Lésung das Farbevermégen fir den lebenden Zell-
korper verliert, um so grosser ist seine Fiarbekraft. Die Fiarbekraft
ist somit der reziproke Wert der vital farbenden Grenzkonzentration.
Um nun avch Zahlen fiir den Vergleich der Firbekraft der einzelnen
Farbstoffe zu gewinnen, wurde in jeder Gruppe die Grenzkonzentration
des am schwichsten fiarbenden Stoffes = 1 gesetzt, und auf diese
wurden die Grenzkonzentrationen der anderen Farbkorper bezogen.
Wenn also zum Beigpiel die Lésung eines Farbgtoffes, die urgpringlich
mit der Losung 1 gleichgestellt war, auf das 16fache verdinnt werden
konnte und den Zellkérper noch immer merklich firbte, so betrug die
Farbekraft dieser Verbindung = 16.

Wie mitgeteilt wurde, wird die Mehrzahl der bis jetzt betrachteten
Farbstoffe von reiner Olsaure so stark gespeichert, dass die Losung
nach der Ausschiittelung im Kolorimeterrdhrchen ungefiarbt erscheint.
Damit entfillt auch die Méglichkeit, die betreffenden Farbstoffe hin-
sichtlich ihrer Ausschiittelbarkeit miteinander zu verglsichen. Nun .
kann man das Ausschiittelungsvermdgen der Olsiure — wenigstens
fiir diejenigen Farbstoffe, die von reiner Olsiure stirker aufgenommen
werden als von reinem Ol — dadurch herabsetzen, dass man der O1-
siure Ol hinzufiigt. Je armer die Mischung an Olsaure ist, um so ge- '
ringer ist ihr Aufnahmevermégen fiir die gedachten Farbstoffe. Ver-
wendet man nun zur Ausschiittelung eine derartige entsprechend zu-
sammengesetzte Mischung, so werden viele Farbstotffe, die von reiner
Olssare ,,maximal® gespeichert werden, jetzt in erheblich geringerem
Maasse aufgenommen, wodurch Unterschiede in der Aufnehmbarkeit.
der ecinzelnen Farbstoffe zutage treten, die bei der Verwendung
reiner Olsiure dem Nachweis entgangen waren. Da es sich bei den
in Rede stehenden Versuchen nur darum handelt, ob sich der
lebende Zellkérper wie eine mit Wasser nicht mischbare Fettsiure
verhalt und die Frage der Stirke der Siure zuniichst ausser Be-
tracht bleibt, so erscheint es im Prinzip gleich, ob als Aus-
schiittelungsfliissigkeit reine Olsiure oder eine Mischung von Olssure
und Ol verwendet wird. Bei den Gruppen 1—8 der Tabelle IT wurde
eine Mischung verwendet, die auf 1 ccm Ol 5 Tropfen Olsdure ent-
hielt; bei den Gruppen 9—11 eine Mischung von 1 Tropfen Olsiure
auf 1 com Mandelsl. Dasy die fir die Teilungskoeffizienten er-
mittelten Zahlen auf absolute Genauigkeit keinen Anspruch machen
koénnen, wurde schon oben erwahnt. In Anbetracht der grossen
Differenzen, um die es sich bei den zu vergleichenden Werten handelt,
fullt diese Ungenauigkeit kaum ins Gewicht. Nachstehend die Re-
sultate (Tabelle IT):
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Tabelle T1.
N Vital firbende (irrt%n]zl- - Teii NK_O;ff_
= ) konzentration 1 Te Fir
{? Farbstoff Farbstoff auf Teile Firbekratt %l?- ——Ol
= Wasser asser
1.
1 | Capriblau (By). . 18500 1 3
2 ’\/Iethylenblau rect. (G) 30 000 1,1 3
8 | Toluidinblau . . . . . 52000 145 8
4 | Brillantkresyl blau (G) 100 000 46 21
5 | Nilblausulfat (G) . 300 000 16,6 mx
11. -
1 | Echtsiureviolett 10 (B) 400 1 (1
2 | Indaminblau . . . . . 37 000 74 9
8 | Janusblau . . . . . . 68 000 210 mx
4 | Metaphenylenblau . . 90 000 236 mx
II1.
1} Musecarin. . . . . .. 7200 1 1
2 Athvlvm]etc ..... -1200 000 29 mx
3 | Kristallviolett . 2000 000 47,8 mx
) Iv.
1 | Saureviolett 4 B extra 1000 1 (1
2 | Indoinblaw. . . . . . 135 000 243 mnx
3 | Indulin spritl. . . . . 125 000 270 mx
4 | Methylviolett ch. r. 250 000 216 mx
V.
1 | Chromgrén . . . . . 1900 1 1
2 | Methylgrin (K) . 6000 39 3
3 | Methylertin N pulv. (A) 14.000 5.4 3
4 | Malachitgrtin . . . 600 000 68,6 mx
5 | Brillantgrtm . . . . . 850 000 110 mx
VL
1 | Methylengriin extra '
: gelbl. cone.. . . . . 60 000 1 3
2 1 Janusgrin . . . . . . 180 000 1,8 26
VIL
1 | Bismarckbraun. . . . 300 000 1 30
2} Chrysoidin. PN 1500 000 15 mx
3 | Acridinorange . . . . 1350 000 45 mx
VIII.
1| Acridingelb . . . . . 150 000 1 24
2 ] Auramin G. . . . . . 125 000 1,5 30
3 | Auramin O . . . . . 600 000 3,5 mx
IX.
1 | ¥uchsin k1. Kr.. . . . 27 000 1 )1
2 | Safranin . . . . . . . 20 000 18 4
3 | Chinolinrot. . . .". . 150 000 3.8 mx
4 | Neutralrot . . . . . . 450 000 16 mx
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N W];ital firbende Grenz- Teil.-Koeff.

= onzentration 1 Teil { 1, -

s Farbgtotf Farbstoft auf Teile | L érbekratt Ols. 01

Wasser Wasser
X, ‘

1 | Azinscharlach . . . . 9000 1 6

2 | Janusrot, . . . . .. 60 000 2,6 mx

3 | Indulinscharlach . . . 175 000 12,7 mx

4 1 Scharlach R 1599 (Br) 1600 000 102 mx

5 | SudanlIV. . . . . .. 3600 000 127 mx

6 | Zinnoberrot 1233 (Br). 1300 000 145 mx

7 | Sudan 1II . . " .. 12500 000 166 mx

X1

1 | Methylenviolett RR . 20000 1 1,5

2 | RhodaminB . . . . . 10 000 1,8 11

3 | Neutralviolett . . . . 14,25 mx

4 | Magdalarot . . . . . 253 000 20,25 mx

Wie man sieht, besteht in den einzelnen Gruppen ein vélliger
Parallelismus zwischen der Farbekraft eines Farbstoffes und seiner
Ausschiittelbarkeit durch das Olsiuregemisch. Mit zunehmender Aus-
schiittelbarkeit steigt die Farbekraft. Besonders eklatant ist die Zu-
ordnung von Férbekraft und Ausschiittelbarkeit, wenn die Anfangs-
und die Endglieder der einzelnen Gruppen betrachtet werden:

I. Gruppe: Nilblausuifat wird von der Olsiuremischung ,maximal® ge-

speichert. Seine Farbekraft ist 16mal so gross als diejenige des Capriblau
Olssure 01
Wasser — 5 Bt

11. Gruppe: Echtsiiureviolett 10 B wird von der Olssuremischung in mini-
maler Menge aufgenommen. Die Olsauremlschung ist nach der Ausschiittelung
bedeutend schwicher gefdrbt als die wisserige Lisung. Dieser minimalen
Aufnehmbarkeit entspricht die sehr geringe Féarbekraft des Farbstoffes. Die
vital firbende Grenzkonzentration ist 1:400, also eine Losung, die in der
8 mm weiten Eprouvette des Kolorimeters schwarzblau erscheint. Schon
das Indaminblau, dessen Teilungskoeffizient Oisva___;lsrseef ! =9 ermittelt wurde,
farbt T4mal so stark, wilrend das Endglied der Reihe Metaphenylenblau,
desssen Ausschiittelbarkeit durch die angewendete Olsiure- Olmischung
ymaximal® ist, eine 236 mal so starke Firbekraft besitzt als Echtsdureviolett
10 B.

TI1. Gruppe: Die Ausschiittelbarkeit des Kristallviolett, des Endgliedes
der Gruppe ist ,maximal®, seine Farbekraft fast 50mal so gross als diejenige

01 01
des Anfangsgliedes Muscarin, dessen Teilungskoeffizient ‘S;;:; : or = List.

oder Methylenblau, deren Teilungskoeffizient

IV. Gruppe: Hier liegen die Verhiltnisse ahnlich wie in der IL Gruppe.
Die Ausschiittelbarkeit des Stureviolett 4 B extra durch die Olsiuremischung
entspricht etwa derjenigen des Echtsiureviolett 10 B, ist also minimal. Die
Farbekraft ist dementsprechend sehr gering: vital firbende Grenzkonzen-
tration 1:1000. Die drei anderen Farbstoffe der Gruppe werden von der
Qlsauremischung ,maximal® gespeichert. Die Firbekraft eines jeden von
ihnen ist mehr als 200mal so gross als die des S#ureviolett 4B extra.
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V. Gruppe: Die Firbekraft des Brillantgrin, das durch die Olsiure-
mischung ,maximal“ aunsgeschtittelt wird ist 110mal so gross als jene des
Chromgriin dessen Teilungskoeffizient zugunsten der wisserigen Ldsung
ausfallt.

VI. Gruppe: Der Parallelismus zwischen Ausschiittelbarkeit und Farbe-
Xraft ist vorhanden, aber wenig ausgesprochen.

VIL. Gruppe: Samthohe Farbstoife der Gruppe werden von der Olsiure-
misthung stark gespeichert; immerhin gelangt der Unterschied in der Aus-
schiittelbarkeit des Bismarckbraun und des Acridinorange auch in der Firbe-
kraft der betreffenden Verbindungen zum Ausdruck. ,

VIII. Gruppe: Hier liegen die Verhiltnisse dhnlich wie in der voran-
gehenden Gruppe.

IX. Gruppe: Neutralrot, das durch die Olstiuremischung .,maxnnal“ aus-
geschuttelt wird, fiirbs I6mal so stark als Fuchsin, dessen wisserige Lissung
nach der Ausschuttelung nur wenig schwicher gefirbt ist als die Olsiure-
mischung.

X. Gruppe: Die vier letzten Glieder der Gruppe.sind wasscrumdsliche,
alkohollosliche Fettfarbstotfe, die, wie schon oben angefiihrt, in maximalster
Verdtinnung den lebenden Zellkdrper firben. Die firbenden Grenzkonzentra-
tionen betragen fur ‘Scharlach R (1599): 1600000, fur Sudan IV: 3600000,
- fir Zinnoberrot (1233): 1300000, fur Sudan III: 12500000. Dieser starken
Farbekraft entspricht eine ,maximale® Ausschiittelbarkeit. Jeder dieser
Farbstoffe firbt mehr als 100mal so stark als das Anfangsglied der Gruppe
Azinscharlach, dessen Teilungskoeffizient 01&22 5&,91’ = ist.

XI. Gruppe: Magdalarot, das maximal gespeichert wird, firbt 20mal so
0154ure Ol

stark als Methylenviolett RR, dessen Teilungskoeffizient - Wassor

wenig grosser dist als 1.

nur

Als die Untersuchungen bis zu diesem Punkte gediehen waren,
hatte es den Anschein, als ob cine derartige Olsiure-Olmischung tat-
sichlich das gesuchte Modell darstellen wiirde, konnte doch nach-
gewicsen werden, dass simtliche durch Olsaure bis zu einem gewissen
Betrage aufnchmbaren Farbstoffe das Vermogen besitzen, den lebenden
Zellkorper zu firben, und dass zwischen der Farbekraft einer Ver-
bindung und ihrer Ausschiittelbarkeit durch eine Olsinre-Olmischung
ein weitgechender Parallelismus besteht. Um nun diesen Parallelismus
auch nach der negativen Seite zu erweisen, das heisst wm zu zeigen,
dass Farbstoffe, die von der Olsdure nicht aufgenommen werden, auch
nicht vital farben, wurde eine grosse Anzahl saurer Farbstoffe in den
Kreis der Untersuchung gezogen. Da stellte es sich aber heraus, dass
sich unter den untersuchten Verbindungen eine ganze Anzahl von
Korpern befand, die weder von einer Olsaure-Olmischung noch
von reiner Olsdure aufgenommen werden und trotzdem den
lebenden Zellkdérper in schr ausgesprochener Weise diffus
farben. Die betreffenden Verbindungen finden sich in den Rubriken 53
bis 74 der Tabelle I. Da in dem Abschnitte iiber die Wirkungsart
der einzelnen Vitalfarben die Besprechung der in Rede stehenden
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Farbkérper unterblicben ist, sei zundéchst im folgenden die Wirkung
eines derartigen Farbstoffes auf lebende Paramicien an einem Bei-
spiel beschrieben.

Lagst man eine Losung von Brillantorange R (ca. 1 : 12000) eine
halbe Stunde auf normale Paramicien wirken, so bieten die Ticre
dag folgende Bild: Der ganze Zellkérper erscheint gleichméssig hell-
ockergelb gefarbt. Der Kern bleibt ungefarbt und hebt sich in der
schon mehrfach erwihnten Weise als helles Oval vom gelben Grunde
scharf ab. Von gefirbten Oranula ist nichts zu bemerken. Die Tiere
zeigen ein durchaus normales Verhalten. Wenn etwas auf eine
Alteration der Tiere hinweist, 30 ist es héchstens der Umstand, dass
die Bildung der Nahrungsvakuolen sistiert. Anwendung stirkerer
Lésungen veranlasst allerdings leicht pathologische Erscheinungen:
die pulsierenden Vakuolen verlicren die Fihigkeit der Kontraktion
und dehnen sich immer mehr aus, die Cyklose gelangt zum Stillstand,
dic Bewegungen der Tiere werden torkelnd usw. Werden derartige
Tiere in reines Leitungswasser gebracht, so pflegen dic geschilderten
Erscheinungen sehr rasch zurlickzugehen.

Setzt man vakuoligierte Paramécien mit gequollenen CGranula der
Einwirkung einer Lésung von Brillantorange R aus, so nimmt nur
der Zellkorper dic Firbung an; auf keincrlei Weise — auch nicht bei
Anwendung der oben beschriebenen Kunstgriffe — gelingt cine Farbung
der grossen Granula. Brillantorange R schliesst sich somit insofern
an die Farbkorper vom Sudantypus an, als es, wie diesc, normalen
Tieren immer nur eine diffuse Farbung verleiht und die grossen Granula
vakuolisierter Paramiicien auf keinen Fall stirker firbt als den Zellk 6rper.

Die iibrigen Farbstoffe der Gruppe zeigen im grossen und ganzen
das gleiche Verhalten. Mit zahlreichen Verbindungen, wie mit Echt-
rot A, Orzein, Tuchrot 3 GA, Metanilgelb und Tuchscharlach gelingt
es, bei Anwendung entsprechender Konzentration, die Tiere ohne jede
Alteration zu firben, so zwar, dass selbst die Bildung von Nahrungs-
vakuolen ihren normalen Fortgang nehmen. Am schwierigsten ge-
staltet sich der Nachweis, dass die Farbung tatsichlich den lebenden
Zellkérper betrifft, bei den Farbkérpern der Eosingruppe, da Lésungen
der letzteren, dic stark genug sind, um Firbung zu bewirken, selbst
beim Arbeiten mit geddmpftem Licht die Tiere hochgradig schadigen
und bald abtiten. Immerhin konnte fiir sdmtliche untersuchten Farb-
stoffe der genannten Art (Tabelle 1: 67—71) festgestellt werden, dass
die Farbung das noch funktionierende Plasma betrifft. Verhiltnis-
missig am leichtesten gelingt dieser Nachweis beim Eosin spritl., mit
dem sich bei einiger Vorsicht eine Féarbung des ganzen Zellkérpers
erzielen fisst, ohne dass es zum Authéren der Zyklose oder zum Still-
stand der Pulsation der kontraktilen Vakuolen kommt,
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Wie verhalten sich die in Rede stehenden sauren Vitalfarbstoffe
(Tabelle I: 53—74) der Olsiiure gegeniiber ? Schiittelt man Lésungen
der angefilhrten Farbstoffe mit reiner Olsdure aus, so zeigt es sich,
dass sich letztere vollkommen klar und ungefirbt absetzt. Trotz
ihres Vermdgens, den lebenden Zellkérper zu fiarben,
werden die genannten Farbstoffe von Olsiure auch nicht
in Spurcn aufgenommen,

Mit der Feststellung, dass es Farbstoffe gibt, die von Olsiure nicht
aufgenommen werden und trotzdem das lebende Plasma diffus farben,
entfallt die Berechtigung von einer vblligen Analogie in dem Verhalten
des lebenden Zellkérpers und der Olssure Farbstoffen gegenitber zu
sprechen. Die Dinge liegen vielmehr folgendermaassen: Wohl verhilt
sich der lebende Zellkorper insofern wie die Olsaure, als alle diejenigen
Farbstoffe, welche dic Olsiure aufnimmt, auch vom lebenden Zell-
kérper aufgenommen werden und die Aufnehmbarkeit dieser Farb-
stoffe in beiden Fillen vollkommen parallel geht; aber andererseits
verhilt sich der lebende Zellkorper doch wieder abweichend von der
Olsiure, da er gewisse Farbstoffe aufnimmt, die in die Olséure nicht
iibergehen. Auf keinen Fall kann somit die Olsiure das ge-
suchte Modell der Vitalfirbung darstellen.

3. Diamylamin-Olsiure als Ausschiittelungsflissigkeit.

Um' iiber die erorterte Schwierigkeit hinwegzukommen, ging ich
von folgender Uberlegung aus: Wenn ein flissiges Neutralfett da-
durch zu einem Lisungsmittel fiir Slunlésliche bzw. in flissigem Neutral-
fett nur sehr wenig 16sliche basische Farbstoffe wird, dass es cine ge-
wisse Menge Fettsaure cnthalt, so erscheint es denkbar, dass Mandel- -
oder Oliventl ein Losungsvermégen fiir gewisse Olunlosliche saure
Farbstoffe dadurch gewinnen konnten, dass dem Ol cin gewisser Be-
trag einer fettloslichen Base zugesetzt wiirde. Als solche wurde
Diamylamin versucht. Diese Verbindung stellt einc farblose; klare,
mit Wasser nur dusserst wenig mischbare Fliissigkeit dar, die sich mit
fetten Olen in allen Verhaltnissen mischen lasst. Eine Mischung von
Diamylamin und Ol setzt sich nach der Ausschiittclung mit wisserigen
Losungen ziemlich leicht und klar ab, ist also fur derartige Versuche
gecignet. Samtliche in den Rubriken 53—120 der Tabelle I angefithrten
sauren Farbkorper — durchwegs Stoffe, die von reinem Ol absolut
nicht aufgenommen werden - wurden nun mit einer derartigen
Diamylamin-Olsguremischung ausgeschiittelt und hierbei folgendes Er-
gebnis erzielt: Fiir eine Anzahl von Farbstoffen liess sich feststellen,
dass der Zusatz von Diamylamin zum Ol tatsachlich die
Wirkung hatte, dass die betreffenden Farbkérper nunmehr
von letzterem aufgenommen wurden. Der Grad der Aufnehmbar-
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keit der gedachten Farbstoffe durch eine Diamylamin-Olmischung
richtet sich nach der Menge des beigemischten Diamylaming. Je mehr
das Ol von dem letzteren enthilt, um so stirker speichert es den Farb-
stoff. So bewirkt — um ein Beispiel herauszugreifen — schon ein
Zusatz von 1% Diamylamin zum Ol, dass sich das letztere nach dem
Schiitteln mit einer wasserigen Lésung von Brillantorange R deutlich
gefirbt absetzé. Ein Ol, das 29, Diamylamin enthilt, erscheint nach
der Ausschiittelung bereits deutlich stirker gefirbt als die wiisserige
Losung des Brillantorange R. Bei einem Gehalt von 109, Diamylamin
verschiebt sich das Teilungsverhaltnis bereits so stark zugunsten der
Diamylamin-Olmischung, dass diese nach der Ausschiittelung im
gleichen Raumteil 16mal so viel Farbstoff enthilt als die wisserige
Lésung.

Neben dem Gehalt der Mischung an Diamylamin ist es die Natur
des Farbstoffes, die im Hinzelfalle das Maass seiner Aufnehmbarkeit
durch die Diamylamin-Olmischung bestimmt. Verwendet man nim-
lich bei der Ausschiittelung der durch Diamylamin aufnehmbaren
Farbstoffe eine Mischung von konstantem Diamylamingehalt, so zeigt
es sich, dass die Aufnehmbarkeit der einzelnen Farbstoffe eine ver-
schiedene ist. Nach dem Grade ihrer Aufmehmbarket durch eine
Diamylamin-Olmischung von bestimmter Zusammensetzung lassen sich
die betreffenden Farbstoffe — ganz in derselben Weise, wie es oben
tir die Aufnehmbarkeit basischer Farbstoffe durch Olsiure gezeigt
wurde — in eine Reihe bringen, die mit den am stirksten speicherbaren
Farbstoffen beginnt und mit den am schwichsten speicherbaren endet.

In scharfem Gegensatz zu den besprochenen Farbstoffen steht eine
zweite Gruppe saursr Farbkérper, in Hinsieht auf welche der Zusatz
von Diamylamin ohne jede Wirkung pleibé. Mag man in diesen Fillen
den Gehalt des Oles an Diamylamin noch so sehr steigern, ja selbst
reines Diamylamin als Ausschiittelungsfliissigkeit verwenden, die
Diamylamin-Olmischung bzw. das reine Diamylamin setzen sich stets
ungefarbt ab. _

Wie verhalten sich die in Rede stehenden Farbstoffe dem lebenden
Zellkorper gegeniiber? Nach dieser Richtung liess sich folgendes be-
merkenswerte Resultat feststellen: Von siamtlichen Farbstoffen,
die von der Diamylamin-Olmischung gar nicht aufge-
nommen werden, aus deren Ldsung sich alsc die Diamyl-
amin-Olmisehung vollkommen farblos absetzt, farbt kein
einziger den lebenden Zellkérper. Andererseits erwiesen
sich alle jene TFarbstoffe, die von der Diamylamin-Ol-
mischung bis zu einem gewissen Betrage aufgenommen
werden, als Vitalfarben. Es unterliegt: also keinem Zweifel, dass
zwischen dem Vermdgen der sauren Farbstoffe, den lebenden Zell-
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korper zu firben, und ihver Ausschiittelbarkeit durch eine Diamylamin-
Olmischung eine konstante Bezichung besteht.

Bevor wir daran gehen, diese Beziehung weiter zu verfolgen, ist
noch folgende Schwierigkeit zu beseitigen: Die frither angefithrten Ver-
suche hatten ergeben, dass sich der lebende Zellkérper den basischen und
indifferenten Farbstoffen gegeniiber verhilt wie ein Olsaure-Olgemisch.
Nach dem eben Dargelegten verhslt sich der lebende Zellkirper in
bezug auf die sauren Farbstoffe wie ein Diamylamin-Olgemisch. Das
lebende Plasma wiirde somit das einemal das Verhalten einer durch
Neutralfett verdimnten Fettsiure, das andere Mal dasjenige einer durch
Neutralfett verdinnten fettloslichen Base zeigen. Es entsteht nun die
Frage, ob angesichts dieses zwiefiltigen Verhaltens des lebenden Zell-
korpers der Versuch, die gesamten Erscheinungen der Vitalfarbung
mittels eines einzigen Modells darzustellen, noch Aussicht auf Erfolg
hat. Die Beantwortung des Frage erledigt sich in der einfachsten
Weise, wenn die Verdiinnung des Diamylamin nicht mit Ol, sondern
mit Olssure vorgenommen wird. Mit der letzteren ist Diamylamin in
allen Verhiltnissen mischbar und bildet mit ihr vermengt eine vollig
homogene, klare, bei der Ausschiittelung mit wisserigen Lésungen
sich leicht absetzende Fliissigkeit. Wird eine derartige Mischung
von Diamylamin und Olsaure zur Ausschiéittelung wasse-
riger Farbstofflésungen verwendet, so zeigt es sich, dass
sich in einer solchen Mischung die Olsaure und das Di-
amylamin v&llig unabhéngig voneinander verhalten und
einander hinsichtlich der Farbstoffaufnahme in keiner
Weise beeintrachtigen. Basischen Farbstoffen gegeniiber ver-
hélt sich die Mischung so, als ob sie nur die Olsiure enthielte und gar
kein Diamylamin anwesend wire. Weder die Aufnehmbarkeit der Farb-
stoffe noch die Farbe, mit der die Farbkérper aufgenommen werden, er-
fahren durch die Anwesenheit des Diamylamin irgendeine Anderung. Auf
der anderen Seite verhalt sich die Mischung sauren Farbstoffen gegen-
iiber so, als ob der entsprechende Betrag Diamylamin mit einem in -
differenten fetten Ol verdiinnt wire und die Olsiure gar nicht anwesend
wire. Weder die Aufnehmbarkeit der betreffenden Farbstoffe noch die
Farbung der Mischung nach der Ausschiittelung werden durch die
Anwesenheit der Olsiure irgendwie beeintrichtigt.

Nachdem in solcher Weise festgestellt werden konnte, dass die
Olsiiure und das Diamylamin ibr charakteristisches Verhalten Farb-
stoffen gegeniiber auch nach ihrer Vermischung zu einem einheitlichen
System beibehalten, war der nichste Schritt der, simtliche Farbstoffe
in Hinsicht auf ihre Ausschiittelbarkeit durch eine Diamylamin-Olséure-
mischung zu untersuchen, um dann weiter die Beziehung zwischen
Ausschiittelbarkeit und vitalem Farbevermégen zu priifen.
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Alleg, was iiber die Ausschiittelbarkeit der basischen und auch der
indifferenten Farbstoffe durch Olsaure bzw. ein Olsiure-Olgemisch ge-
sagt wurde, gilt selbstverstindlich auch fiir den Fall, als die betreffenden
Ausschiittelungsfliissigkeiten einen gewissen Betrag Diamylamin ent-
halten, da ein solcher das Resultat der Ausschiittelung in keiner Weise
beeintrichtigt.

Beziiglich der sauren Farbstoffe (Tabelle I: 53—120) hatten die
Ausschiittelungsversuche mit der Diamylamin-Olmischung ergeben,
dass zwischen der Augschiittelbarkeit der gedachten Farbstoffe durch
Diamylamin und ihrem vitalen Farbevermogen eine gewisse Beziehung
besteht; jetzt handelt es sich darum, an der Hand der Diamylamin-
Olssuremischung zu prifen, wie weit diese Beziechung geht, im be-
sonderen, ob der Parallelismus ein so durchgreifender isé, wie es bei
der Beziehung zwischen der Ausschuttelbarkeit basischer Farbstoffe
durch Olsure und vitalem Firbevermogen der Fall ist.

Zur Entscheidung dieser Frage wurden simtliche saure Farbstoffe
(Tabelle I: 53—120) mit einer Diamylamin-Olsduremischung aus-
geschiittelt, die 1 Teil Diamylamin auf 6 Teile Olsaure und 18 Teile
Mandelél enthielt. Der Grund, der fitr die Wahl gerade dieses Mischungs-
verhiiltnisses maassgebend war, wird weiter unten zur Sprache kommen.
Die Ausschiittelungsergebnisse finden sich in der Spalte 10 der Tabelle I.
Die Farbstoffe erscheinen daselbst nach sinkendem Teilungskoeffizienten
Diam. Ols. et

Wonen ~ 8eordnet. ‘

Das Anfangsglied der Reihe Tuchscharlach G wird von unserer
Diamylamin-Olsiuremischung ,,maximal® gespeichert, das heisst die
wisserige Lésung erscheint nach der Ausschiittelung im Kalorimeter-
rohrechen véllig entfirbt. Die beiden folgenden Farbstoffe Echtrot A
und Tuchrot 3 GA werden von Diamylamin-Olsiure sebr stark ge-

Diam. Ols.
gpeichert. (Teilungskoeffizient - - 5 84 und 54.) Es folgt dann
Wasser

eine Anzahl von Farbstoffen (Tabelle I: 56—60), deren Teilungs-
verhiltnis zwischen Diamylamin-Olsdure und Wasser stark zugunsten

Diam. Ols.
lam. Ols. o 8) Bei den

asser
Farbstoffen Wollviolett S und Orzein stésst die kolorimetrische Be-
stimmung des Teilungskoeffizienten auf Schwierigkeiten, da die blau®
violette Lésung nach der Ausschiittelung ihren Farbenton in Rot-
violett #ndert und auch die Diamylamin-Olsiuremischung rot gefiirbt
wird, Immerhin lisst sich mit Sicherheit behaupten, dass die genannten
Farbstoffe nach der Ausschitttelung in der Diamylamin-Olsduremischung
in erheblich stiarkerer Konzentration vorhanden sind als in der wasserigen
Lésung. Die Ponceaufarbstoffe (Tabelle I: 63—66) werden aus der

des ersteren ausfillt. (Teilungskoeffizient
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scharlachroten wisserigen Losung von Diamylamin-Olsiure mit crange-
roter Farbung aufgenommen; eine unmittelbare Beurteilung der Ver-
teilung des Farbstoffes durch Vergleichung der wasserigen Losung wnd
der Olmischung in bezug auf ihre Farbungsintensitit ist daher aus-
geschlossen; aber auch die Bevechnung des Teilungskoeffizienten aus
der Farbungsabnahme der wisserigen Losung hat mit der Schwierig-
keit zu kimpfen, dass die rote Farbung der wisserigen Losung bei
der Ausschiittelung ihren Ton um ein geringes andert. So viel Lisst
sich aber aueh hier sagen, dass die Verteilung der genannten Farbstoffe
zugunsten der Diamylamin-Olsauremischung ausfallt, das heisst der Tei-
lungskoeffizient Diam. Ols- ist fur die gedachten Stoffe grosser als L.
‘ Wasser ,
Auf das gleiche Hindernis stosst die genaue Ermittlung des Teilungs-
koeffizienten bei der folgenden Gruppe saurer Farbstoffe aus der
Familie der Phthaleine (Tabelle I: 67—71). Die dusserst geringe Menge
Olssure, die sich bei der Ausschiittelung in Wasser 19st, geniigh, um
die rote Losung der betreffenden Farbstoffe heller zu firben. Es wire
also falsch, aus dem Grade der Entfarbung der Losung auf die Farb-
stoffabnahme in der wissericen Phase schliessen zu wollen. Der Ver-
gleich der Firbung der Diamylamin-Olsiuremischung mit derjenigen
der urspriinglichen wisserigen Losung lisst es jedoch zweifellos erscheinen,
Diam. Ols. bei den in Rede stehenden Farb-
asser ,
kérpern erheblich grosser sein muss als 1. Die Reihe der Farbstoffe,
' Diam. Ols.
Wasser
Toluylenorange G und Azobraun. Bei den beiden Farbstoffen Brillant-
crocein M und Methylorange erscheinen nach der Ausschiittelung die
Diamylamin-Olsauremischung und die wisserige Losung annihernd gleich

Diam. Ols.
stark gefirbt; der Teilungskoeffizient e, U ist also ungefdhr 1.
Wasser :

dass der Teilungskoeffizient

deren Teilungskoeifizient grosser als 1 ist, beschliessen

Es folgt dann eine Anzahl von Farbkérpern (Tabelle I: 76—81), deren
Verteilung zwischen Wasser und Diamylamin-Olsiure erheblich zu-

Diam. Ols.
gunsten des ersteren ausfallt; ihr Teilungskoeffizient %—sist also
s

erheblich kle ner als 1. Den Schluss der Reihe endlich bilden Farb-
stoffe (Tabelle I: 82—120), aus deren wisseriger Losung sich die
Diamylamin-Olssuremischung vollig ungefirbt absetzt (Teilungs-
Yoeffizient Lone O _ )

Wasser
. Uber das Verhalten der angefiilhrten Farbstoffe bei der Vital-
farbung gibt die Spalte 3 der Tabelle I Aufschluss. Man sieht, dass



286 Edmund Nirengtein:

samtliche Farbstoffe, deren Verteilung zwischen Wasser
und unserer Diamylamin-Olsiuremischung zugunsten der
letzteren ausfallt, den lebenden Zellksrper farben. Anderer-
seits fdrbt von den Stoffen, deren Teilungskoeffizient
Diam. Ols.

Wasser
Olsauremischung tiberhaupt nicht aufgenommen werden,
kein einziger vital. Von den beiden Farbstoffen, deren Teilungs-

. Diam. Ols. . .
koeffizient ——-— annihernd 1 ist, firbt der eine vital, der andere
Wasser

kleiner ist als 1 oder die von der Dia,myladmwin-

nicht.

Die oben ermittelte Beziehung zwischen dem vitalen Farbevermdogen
der in Rede stehenden Farbstotfe und ibrer Ausschiittelbarkeit durch
eine Diamylamin-Olmischung gilt also auch fiir die Ausschiittelbarkeit
durch eine Diamylamin-Olsiuremischung. Farbstoffe, die von einer
Diamylamin-Olsguremischung bis zu ¢inem gewissen Betrage auf-

Diam. Ols.
genommen werden (Teilungskoe ffizient A S 1 e Einhaltung
agser

der von uns gewéhlten Versuchsbedingungen) farben durchgehends
vital; Farbstoffe, deren Aufnehmbarkeit durch unsere Diamylamin-
Olssuremischung ein bestimmtes Maass nicht erreicht oder die von
der Mischung {iberhaupt nicht aufgenommen werden, sind ausnahmslos
ausserstande, den lebenden Zellkérper zu farben. Dass von den Farb-

Diam. Ols. |
stoffen, deren Teilungskoeffizient “amser in uwnseren Versuchen zu
agser

ungefahr 1 gefunden wurde, die einen den lebenden Zellkrper firben,
die anderen nicht, ist ohne weiteres verstandlich: Ein Farbstoff, dessen

Diam. Ols. .
Teilungskoeffizient I U Kleiner als 1 ist, vermag die lebende
asser

Zelle nicht mehy zu firben; fallt nun fiir einen Farbstoff der genannte
Teilungskoeffizient etwas grosser aus, ist also ungefihr 1, dann wird
es von der absoluten Wasserloslichkeit des betreffenden Farbstoffes
abhingen, ob er noch vital firbt oder nicht. Ist er in Wasser leicht
16slich, die Moglichkeit also gegeben, ihn in stark konzentrierter Liosung
auf die Tiere einwirken zu lassen, dann wird die vom lebenden Zell-
kérper aufgenommene Farbstoffmenge ausreichen, wm die Zelle ge-
farbt erscheinen zu lassen; der betreffende Farbstoff fairbt vital. Ist
der Farbstoff nicht genfigend wasserldslich, dann wird selbst bei An-
wendung einer gesittigten Losung der vom lebenden Zellkérper auf-
genommene Betrag zu gering sein, um sich als Vitalfairbung bemerkbar
zu machen ; der betreffende Farbstoff farbt nicht mehr vital. Wahrend
also der Reagensglagversuch in beiden Fallen dag gleiche Teilungs-
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verhiltnis ergibt, verhalten sich dic Stoffe bei der Vitalfirbung ver-
schieden: der eine firbt vital, der andere nicht.

Fir die durch Olsiure ausschiittelbaren Farbstoffe less sich der
Nachweis erbringen, dass vitales Firbevermogen und Ausschiittelbar-
keit durch ein Olsiure-Olgemisch zugeordnete Gréssen sind: Der zu-
nchmenden Ausschiittelbarkeit entspricht immer eine Zunahme der
Farbekraft. Lasst sich das gleiche Verhalten auch fir die durch
Diamylamin ausschiittelbaren Farbstoffe feststellen ? Zur Entscheidung
der Frage wurdc eine Anzahl saurer Farbstoffe der gleichen Nuance
zusammengestellt. Fir jeden Farbstoff wurde einerseits seine Aus-
schiittelbarkeit durch unsere Diamylamin-Olsauremischung, anderer-
seits die Farbekraft in der frither beschriebenen Weise ermittelt. Nach-
stchend die Resultate (Tabelle T1I):

Tabelle 111

Teil.-Koetf,
Ziahl Farbstoff Farbekraft | Diam. _Ql_s._ Ql
. Wasser
1 Brillantcrocein M 1 1
2 Tuchrot 3 G A . 120 54
3 Echtrot . . . . . 120 84
4 Tuchscharlach G, 3192 mx
Diam.0ls. 01

Mansiebt, dass mit der Zunahme desTeilungskoefiizienten - - -~ - - -
agser

die Farbekraft ansteigt.

Solange wir ung beim Versuche, einc dem lebenden Zellkérper
analog sich verhaltende Aussehitttelungsfliissigkeit zu finden, auf die
basischen Farbstoffe und auf die indifferenten Farbkorper vom Typus
des Sudan beschrinkt haben, fanden wir mit der Olsdure unser Aus-
langen. Wir sahen, dass sic den genannten Farbstoffen gegeniiber sich
so verhalt wie die lcbende Param#ciumzelle. Die Analogie versagte
aber vollig, als wir die sauren Farbstoffe in den Kreis unserer Unter-
suchungen zogen. Durch die Vereinigung der Olsiure und des Di-
amylamin ist es uns jedoch gelungen, eine Ausschiittelungsflissigkeit
zu erhalten, die gich nicht bloss hinsichtlich der basischen und in-
differenten Farbstoffe, sondern auch hinsichtlich der sauren Farb-
kérper, also der Gesamtheit der untersuchten Farbstoffe gegeniiber so
verhilt wie der lebende Zellkbrper. Von dicser Mischung gilt nicht
nur der Satz, dass alle von ihr gespeicherten Farbstoffe den lebenden
Zellkérper farben, sondern es gilt auch die Umkehrung: alle Farbstoffe,
die den lebenden Zellkérper firben, werden von dieser Mischung auf-

Pfllger’s Archiv fiir Physiologie. Bd. 179. ' 19
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genommen. Diamylamin-Olsiauremischung und lebender Zell-
koérper decken sich also in ihrem Verhalten Farbstoffen
gegenitber vollkommen. Eine solche Diamylamin-Olsiaure-
mischung stellt somit ein veritables Modell des lebenden
ZellkSrpers in Hinsicht auf seine Farbbarkeit dar.

Wenn unsere Diamylamin-Olsiuremischung als Modell des lebenden
Zellkorpers bezeichnet wird, so ist dies nicht so zu verstehen, als ob
diese Mischung Fettséiure und organische Base in denselben Mengen-
verhiltnissen enthielte wic der lebende Zellkérper des Paramicium,
Maagsgebend fiir die Zusammensctzung unseres Modells waren ledig-
lich Grinde der Zweckmassigkeit, die sich aus der speziellen Versuchs-
anordnung ergeben haben.

Statt unseres Modells hatte auch jede andere Fettsiure und
organische Base in einem beliebigen Verhiltnis enthaltende Olmischung
dazu verwendet werden koénnen, die Farbstoffe nach dem Grade ihrer
Augschiittelbarkeit zu ordnen. Die- einzelnen Farbstoffe whren von
der Mischung in einem anderen Ausmaasse aufgenommen worden, die
Reihenfolge ware dieselbe geblieben. Auch von ciner Fettsiiure und
organische Base in einem anderen Verhiltnis enthaltenden Mischung
wiren die Farbstoffe in derselben Reihenfolge gespeichert worden wie
vom lebenden Zellkorper.

4. In welcher Weise ist der Vorgang der Farbstoffaufnahme
seitens der Diamylamin-Olsauremischung bei der Aus-
schittelung der wisserigen Farbstofflosungenaufzufagsen?

Die Farbstoffaufnahme seitens unseres Modells stellt keinen cin-
heitlich zn beurteilenden Vorgang dar. Bei der Aufnahme der wasser-
unldslichen, in fliissigem Neutralfett leicht 16slichen, indifferenten Farb-
stoffe von der Art der Sudanfarbstoffe —- ihnen schliesst sich das sehr
schwach basische, nur mit starken Siuren Salze bildende Dimethyl-
amidoazobenzol an — spielt weder der Olsaure- noch der Diamylamin-
gehalt unseres Modells cine Rolle. Die genannten Stoffe werden von
jedem flissigen Neutralfett ganz in derselben Weise aufgenommen wie
von unserem Modell. Das letztere verhilt sich also den genannten
Farbstoffen gegeniiber wie ein chemisch indifferentes lipoides Losungs-
mittel.

Anders licgen die Dinge hinsichtlich der basischen Farbstoffe. Von
den Bestandteilen unseres Modells ist es lediglich die Olsiure, die fiir
das Maass der Aufnchmbarkeit basischer Farbstoffe in Betracht kommt.
Dass os sich bei der Aufnahme basischer Farbstoffe durch Olsaure
um die Bildung 6lsauver Farbsalze und Auflosung der letzteren im
Tberschuss des lipoiden Lésungsmittels handein wuss, ist klar. Im
einzelnen ist der Vorgang komplizierter. Die wisserige Losung eines
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basischen Farbsalzes enthalt folgende Lisungsbestandteile: erstens un-
gespaltene Molekille des Farbsalzes, zweitens elektrolytisch dissoziierte
Ione, drittens durch hydrolytische Spaltung entstandene freic Farb-
stoffbase und freic Saurc, viertens Komplexe von Farbsalzmolekiilen.
Von den angefithrten Lésungsbestandteilen der wisserigen Farbsalz-
lésung kommt fiir die Verteilung zwischen wisseriger Phase und Ol-
sdure lediglich die im Wasser im allgemeinen schwer losliche freie
Farbstoffbase in Betracht. Sie wird von der Olsaure unter Bildung
des betreffenden Oleatos aufgenommen. Infolge des gestorten Gleich-
gewichtes zerfallen ungespaltence Farbsalzmolekiile durch hydrolytische
Dissoziation in freic Base und Siure; dadurch wird wieder das Gleich-
gewicht zwischen den einfachen und zusammengesetzten Farbsalz-
molekiilen gestdrt, ein entsprechender Betrag der letzteren muss
dissoziieren usw., bis schliesslich im ganzen System Gleichgewicht
herrscht.

Die sauren Vitalfarbstoffe endlich (Tabelle I: 53-—74) verdanken
ihre Aufnchmbarkeit seitens unseres Modells ausschliesslich dem Ge-
halt des lotztercn an Diamylamin, da die gedachten Farbstoffe weder
von reinem Neutralfett noch von Olsaure aufgenommen werden. Bei
ihrer Aufnahme seitens des Modells kommen analoge Verhdltnisse in
Betracht, wie bei der Aufnahme basischer Farbstoffe, nur dass hier
die Farbsiure es ist, die unter Bildung des betreffenden farbsauren
Diamylaminsalzes von der lipoiden Phase aufgenommen wird.

5. Die Vitaliarbung des Zellkdérpers und die Aufnehmbar-

keit vonFarbstoffendurch die Olsdurc-Diamylaminmischung

— in ihrer Abhingigkeit von der Reaktion der wisserigen
Farbstofflosung.

Zur TUntersuchung gelangten von basischen Farbstoffen Indulin-
scharlach und Acridingelb, von sauren Farbstoffen Brillantorange R
und Tropacolin 000/1. Die Versuche mit den basischen Farbstoffen
wurden folgendermaassen angestellt: Die Flissigkeit mit den Para-
micien wurde in zwei Portionen geteilt und jede Portion auf das Zwanzig- -
fache mit Leitungswasscr verdiinnt, das in dem einen Falle K,CO, im
Verhiltnis von 1 : 3000, im anderen Falle Zitronensiure im Verh#ltnis
von 1 : 6000 enthielt. Die Fiarbiung wurde in der Weise vorgenommen,
dass zwei Teile der Kaliumkarbonat bzw. Zitronensiure enthaltenden
Paramiciensuspension mit einem Teile Farbstofflosung von berechneter
Konzentration vermischt wurden. Zur Herstellung der Farbstofflésung
war destilliertes Wasser verwendet worden. Die Farbung der Tiere
erfolgte also einerscits in ciner alkalischen Ldsung mit cinem Gehalt
von ungefihr 1 : 4500 K,CO;, andererseits in ciner sauren Losung mit
einem Gehalt von ungefshr 1 : 9000 Zitronensiure.

19*
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In welcher Weise der Untorschied in der Reaktion — bei gleich-
bleibender Konzentration des Warbstoffes — den Farbungsvorgang be-
cinflusst, zeigt die nachfolgende Gegeniiberstellung:

Indulinscharlach.
Farbstoffkonzentration 1 : 60000.
Saure Losung. Alkalische Lidsung.

Nach 30 Min. ungefarbt. Naech Sofort intensive Diffusfirbung des
45 Min. hellrote Diffusfirbung des ganzen Zellkdrpers.
ganzen Zellkorpers. Normales Ver-
halten.

Farbstoffkonzentration 1 : 90000.
Tiere dauernd ungefiarbt. Sofort intensive Diffusfarbung des

ganzen Zellkorpers.

Farbstoffkonzentration 1 :300000.
Tiere dauernd ungefarbt. Nach 10 Min. intensive Diffus-
farbung des ganzen Zellkérpers.

Farbstoffkonzentration 1 : 1500000,
Tiere dauernd ungefirbt. Nach 35 Min. hellrote Diffus-
farbung des ganzen Zellkorpers.

Farbstoffkonzentration 1 : 2500000.
Tiere dauvernd ungefarbt. Ticre dauernd ungefarbt,

Wie man sieht, ist der Rinfluss der Reaktion auf den Farbungs-
vorgang ein ganz bedeutender. Wihrend bei saurer Reaktion die
Losung 1 :60000 die farbende Grenzkonzentration, das heisst die
stirkste Verdimnung darstellt, dic noch eine deutlich wahrnehmbare
Farbung des ganzen Zellkdrpers zu bewirken imstande ist, liegt fiir
die alkalische Losung die firbende Grenzkonzentration bei 1 : 1500000.
Eine alkalische Lésung von 1 : 1500000 firbt also den lebenden Zell-
kérper ebenso stark wie eine saure Losung von 1 : 60000. Dic erstere
begitzt algo ein 25mal so starkes Fiarbevermogen.

Acridingelb.
Saure Lésung. Alkalische Lésung.
Farbstoffkonzentration 1 : 18000.

Nach 30 Min. Diffusfarbung des Tdtet sofort unter intensiver Gelb-
Zellkorpers. farbung des Zellkorpers.

Farbstoffkonzentration 1 : 80000.
Nach 60 Min. Diffugfirbung des Sofortige intensive Farbung des
ganzen Zellkorpers. ganzen Zellkérpers.
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Farbstoffkonzentration 1 : 120000.
Tiere dauernd ungefarbt. Sofortige intensive Farbung des
ganzen Zellkdrpers.

Farbstoffkonzentration 1 :1600000.

Tiere dauernd ungefirbt. Nach 12 Min. Diffusfirbung des
ganzen Zellkérpers. Normales Ver-
halten.

Farbstotfkonzentration 1 : 3200000.
Tiere davernd ungefarkt. Tierc dauernd ungefarbt.

Acridingelb zeigt also das analoge Verhalten wie Indulinscharlach.
In saurer Losung ist dic farbende Grenzkonzentration 1 :80000. In
alkalischer Losung ist die farbende Grenzkonzentration 1 :1600000.
Im Vergleich zur alkalischen Losung bedarf also die saurc Losung
zur Brziclung des gleichen Farbungseffektes einer zwanzigfachen Kon-
zentration. :

Der Einfluss der Reaktion des Aussenmedium auf die Farbstoffspeicherung
innerhalb des lebenden Zellkérpers muss in der ndmlichen Weise zum Awus-
" druck kommen, wenn statt der fiarbenden die toxisch wirkende Grengz-
konzentration bestimmt wird.

Die Beziehung zwischen der Giftigkeit wisseriger Losungen basischer
Farbstoffe und der Reaktion der Losung war schon wiederholt der Gegen-
stand von Untersuchungen. v. Prowazek(66) fand, dass die Giftigkeit
gewisser basischer Farbstoffe durch Alkalizusatz gesteigert, durch Sdure-
zusatz herabgesetzt wird. Nach J. Traube (83) wird die Giftigkeit von
Methylenblau, Toluidinblau, Methylgrin und Kristallviolett durch Zusatz
von Kaliumcarbonat erhoht,

Anschliessend an die mitgeteilten Férbungsversuche war fir Indulin-
scharlach und Acridingelb Folgendes festzustellen:

Tabelle 1V.

gf? yye;lfé':&?ﬁ Bei einem Gehalt Bei einem Gehalt
Farbstoff 1g‘su1$g; 1ff'1‘eil von Zitronenséiure | von Kaliumcarbonat
arbsto za . AR
Teilen Wasser 1:9000 1: 4500
Indulinscharlach. 60000 |} Nach45Min. normal. | Nach 5 Min. siimtliche
Nach 115 Min, Tiere tot.

simtlicheTiere
bisaufzweitot.

Indulinscharlach. 90 000 'dauernd normal. | Nach 8 Min. simtliche
Tiere tot.

Indulinscharlach. 450 000 dauernd normal. | Nach 35 Min. 509, der
Tiere tot. Nach 90
Min. bis aut ein Indi-
viduam simtl. Tiere
tot.
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Konzontrati Lo . '
e ettt ] Bei einem Gehalt Bei sinem Gehalt,

Farbstoff lssung. 1 Teil| wvon Zitronensiure | von Xaliumecarbonat
Farbstoff zu 1:9000 1:4500

Teilen Wassor

Indulinscharlach. 900 000 dauernd mormal. |[Nach 120 Min. bis
auf drei Indivi-
duen simtliche

Tiere tot.
Indulinscharlach. | 1500000 dauernd normal. |Tiere dauernd normal.
Acridingelb . . . 18000 [Nach 80 Min. Tiere|Sofortiger Tod simt:

normal. Naech 75| licher Tiere.
Min., simtliche

Tiere tot.
Acridingelb . . . 534000 ]Nach 8 Stunden alle | Nach 4 Min. simtliche
lebend. Mehrzahl] Tiere tot.
normal.
Acridingelb . . . 80000 |Tiere dauerndnormal| Nach 6 Min, sdmtliche
Tiere tot.
Acridingelb . . . 800 000 |Tiere dauerndnormal.| Nach 30 Min, die mei-
sten Tiere hochgradig
pathologisch. Nach
60 Min. fast alle
Tiere tot.
Acridingelb . . .1 1600000 [Tierec dauernd normal]Tiere dauernd normal.

Fine Losung von Indulinscharlach, die Zitronenséiure im Verhiiltnis von
1:9000 cnthilt tétet also Paramiicien bel einer Konzentration von 1:60,000
erst nach zwei Stunden. Eine gleich starke Farbstofflésung mit einem Ge-
halt von Kaliumkarbonat im Verhiltnis von 1:4500 totet die Tiere schon
nach 5 Minuten, Die gleiche Giftigkeit wie die erwihnte saure Losung
1: 60000 cntfaltet eine K,CO,haltige Ldsung schon bei einem Farbstofi-
gehalt von 1:900000. Die K,CO,haltige Farbstoiflosung erweist sich somit
15mal so giftig als die saure Lisung.

Analoge Resultate ergibt Acridingelb. Iine Acridingelbldsung mit einem
Gehalt von 1:9000 Zitronensiiure ttet Paramicien bei einer Konzentration
von 1:18000 nach 75 Minuten; eine K,CO,; im Verhdltnis von 1:4500 ent-
haltende Losung von' der gleichen Farbstoffkonzentration tétet die Tiere
augenblicklich. Bei einem Gehalt von K,COjz; 1:4500 muss die Farbstoff-
konzentration auf mehr als das 45fache herabgesetst werden, um zu einer
ILésung von annihernd gleicher Wirksamkeit zu gelangen, denn selbst die
alkalische T.6sung 1:800 000 erweist sich noch immer etwas giftiger als dic
saure Lidsung 1:18000. Die KyCO, haltige Liosung des basischen Farbstoffes
Acridingelb ist somit mindestens 45mal giftiger als die saure.

Die Versuche mit den sauren Farbstoffen wurden ganz in dersclben
Weise angestellt, nur dass, um den Unterschied in der Reaktion der
sauren und alkalischen Farbstofflésung etwas zu erlishen, zur Her-

stellung der Farbstofflosung, die zur Farbung der Paramicien in alkali-
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scher Losung bestimmt war, Leitungswasser mit einem Gehalt von
R,C0, im Verhdltnis von 1 : 3000 verwendet wurde, wihrend zur Her-
stellung der Farbstofflssung, die zur Farbung der Paramicien in saurer
Lésung dienen sollte, destilliertes Wasser mit einem Gehalt von Zitronen-
saure im Verhaltnis von 1 : 6000 genommen wurde.

Brillantorange R.
Saure Losung. Alkalische Liosung.

Farbstoffkonzentration 1 : 20000.
Nach 60 Min. diffusc Farbung des Nach 60 Min. diffuse Farbung des
ganzen Zellk6rpers. NormalesVer-  ganzen Zellkérpers.
halten.

Farbstoffikonzentration 1 : 25000.
Nach 60 Min. diffuse Féarbung des Nach 75 Min. vollig ungefarbt.
Zellkorpers. ‘ _

Farbstoffkonzentration 1 : 30000.
Nach 60 Min. cinzelne Tiere schwach -~ Tiere dauernd ungefirbt.
gefarbt; die Mehrzahl ungefarbt:

Tropiaolin 000/1.
Saure Losung. Alkalische Lésung.
Farbstoffkonzentration 1 : 4000.
Nach 45 Min. diffuse IFarbung des Nach 60 Min. gerade deutlich er-
ganzen Zellkérpers; normales Ver-  kennbare Farbung des Zellkérpers.
halten. Normales Verhalten.

Farbstoffkonzentration 1 : 6000.
Nach 60 Min. deutliche diffuse Tiere dauernd ungefirbt.
Tarbung des Zellkérpers. ‘

Farbstoffkonzentration 1 : 8000.
Tiere dauernd ungefarbt. Tiere dawernd ungefirbt.

Auch bei den sauren Farbstoffen ist also ein gewisser, wenn auch
wenig crheblicher Einfluss der Reaktion auf den Vorgang der Farbstoff-
aufnahme festzustellen. Er dussert sich in entgegengesetztem Sinne
wie bei den bagischen Farbstoffen. Hier ist es die saure Reaktion,
die die Farbstoffaufnahme begiinstigt, wihrend die alkalische Reaktion
die Farbstoffaufnahme hemmt.

Der Einfluss der Reaktion der wisserigen Farbstoff-
I6sung auf dic Ausschiittelbarkeit der Farbstoffe durch
Diamylamin-Olsdure. «)Basische Farbstoffe. Eine Lésung von
Indulinscharlach in destilliertem Wasser im Verhiltnis von 1 : 4000
wurde in dem einen Falle mit zwei Teilen reinen Leitungswassers, in
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dem andcren Falle mit zwei Teilen Leitungswasser, das Zitronensiure
im Verhiltnis von 1:600 enthielt, verdinnt. Die beiden Losungen,
die den Farbstoff im Verhiiltnis von 1 : 6000 enthiclten, unterschieden
sich also nur dadurch, dass in der einen iberdies Zitronensiure im
Verhiltnis von 1 : 9000 enthalten war. Von den beiden Flussigkeiten
wurden je 15 cem mit 2,5 cem einer Mischung von Olsgure und Mandelsl
im Verhiltnis von 1 :20 ausgeschiittelt. Um genavere Werte zu er-
halten, wurde die kolorimetrische Bestimmung nicht mittels des Sahli-
schen Kolorimeters, sondern mittels des Apparates von Dubosque
vorgenommen. Das Resultat war folgendes: Bei der Losung, die keine

) _. Olsdure-01
Zitronensyure enthielt, betrug der Teﬂungskoeffment—~S—a—13»-~ - = T786;
Wasser

die Raumeinheit der Olsguremischung enthiclt also hach .der Aus-
schitttelung 786mal so viel Indulinscharlach als die Raumeinheit
Wasser. Bei der ritronensiurehaltigen Losung war die Olsiuremischung
nach der Ausschiittelung etwa anndhernd gleich stark gefirbt wie die
wisserige Loésung. Der kolorimetrisch ermittelte 'Teilungsquotient
Q_lsua_u re-Ol war um ein geringeres kleiner als 1. Hier hatte also ein

* Wasser
Zuosatz von Zitronenziure im Verhaltnis von 1 :9000 den Teilungs-
Olsiure-01 .
quotienten SO fast auf den achthundertsten Teil des urspriing-
Wasser

lichen Wertes herabgedriickt,

Analoge Resultate ergab Acridingelb.

Eine Losung des Farbstoffes in destilliertem Waasser im Verhiltnis
von 1 : 2000 wurde einerseits mit zwei Teilen Leitungswasser, anderer-
seits mit zwei Teilen Leitungswasser, das Zitronensiure im Verhiltnis
von 1 : 6000 enthiclt, vermischt. Von den beiden Loésungen wurden je
15 com mit 2,5 cem 1 Olsaure : 20 Mandels! ausgeschiittelt.

Bei der Farbstofflésung, die keine Zitronensiure enthielt, betrug
der Tail . Olssure-O1

er Teilungsquotient Wassor
Zitronensiure enthielt, war nach der Ausschiittelung die Abnahme
der Forbstoffkonzentration in der wisserigen Lésung so gering, dass
sie sich kolorimetrisch nicht nachweisen liess. Da sich bei einer Acridin-
gelblosung von der betrveffenden Konzentration mittels der ange-
wendeten kolorimetrischen Methode eine 159%,ige Farbstoffabnahme
bereits deutlich nachweisen ldsst, s0 muss die Farbstoffabnahme im
gedachten Falle geringer gewesen sein, das heisst der Teilungsquoticnt
O }?a:{qu kann 1 nicht tiberschritten haben. Der Zusatz von Zitronen-
sdure im Verhidltnis von 1 :9000 bewirkte also, dass der Teilungs-

24. Bei der Farhstofflosung, die
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Olsaure- Ol
Wasse:

B) Saure Farbstoffe. Brillantorange R: Von einer Ldsung
des Farbstoffes in destilliertem Wasser im Verhilénis von 1 :2000
wurde einerseits ein Teil mit zwei Teilen relnen Leitungswassers, anderer-
seits ein Teil mit zwei Teilen Leitungswassers, das Zitronensiure im
Verhiltnis von 1 : 8000 enthielt, vermischt. Je 15 cem dieser Lsung
wurden mit 2,5 cem einer Mischung, bestehend aus 1 Diamylamin,
6 Olsiure und 18 Mandelsl ausgeschiittelt. In beiden Fillen betrug

Diam. Ols. 01
der Teilungskoeffizient ———————— = 12.
Wasser

Tropacolin 000/1: 15 cem einer Losung des Farbstoffes in zwei
Teilen Leitungswasser und einem Teil destilliertem Wasser im Ver-
haltnis von 1 :6000, geschiittelt mit 2,5 ccm der cben erwdhnten

) . Diam. Ols. Ol
Diamylamin-Olsture-Olmischung : Teilungsquotient Jam T 9.

Wasser

15 ccm der gleichen Liosung mit einem Zusatz von Zitronensiure
(1 : 9000), geschiittelt mit 2,5 com Diamylamin-Olsdure-Olmischung:
Teilungsquotient ebenfalls = 9.

Der Zusatz von Zitronensiure im Verhiltnis von 1 : 9000 bewirkt
also bei keinem der beiden sauren Farbstoffe einen kolorimetrisch
nachweisbaren Unterschied im Ausschiittelungsresultat. Stirkerer
Saurezusatz steigert allerdings die Aufnahme der Farbstoffe seitens
der Diamylamin-Olsdure-Olmischung ganz erheblich: 15 ccm einer
Losung von Brillantorange R (1 : 6000) in zwei Teilen Leitungswasser
und einem Teil destillierten Wassers mit einem Zusatz von Zitronen-
saure im Verhdltnis von 1 :150, geschiittelt mit 2,5 cem der .
oben genannten Diamylamin-Olsiure-Olmischung: Teilungsquotient

})13111. Ols.-g)} — 60,
Wasser

quotient auf deu 24. Teil seines urspriinglichen Wertes sank.

b) Die Granulumsubstanz als Liésungsmittel fiir Farbstoffe.

Da die vital farbbaren Granula den mitgeteilten Beobachtungen
zufolge die Kongistenz des Paramiicienendoplasmas besitzen, das heisst
fliissig sind, so ldsst sich analog der vitalen Zellkorperfirbung auch
die Granulafirbung als die Verteilung eines Farbstoffes .auf die beiden
miteinander nicht mischbaren fliissigen Medien, das Wasser und die
Granulumsubstanz, auffassen. Dass das Modell der vitalen Zellkorper-
farbung nicht ohne weiteres auch fir die Granulumsubstanz gelten
kann, geht aus der Tatsache hervor, dass eine grosse Zahl von Farb-
stoffen die Granula intensiver farbt als den Zellkérper. Es ergibt sich
somit die Aufgabe, zu untersuchen, worin sich das Losungsvermégen
der Granulumsubstanz von dem des Zellkérpers unterscheidet.
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Wir wihlen als Untersuchungsobjekt die grossen gequollenen Granula
vakuolisierter Paramicien und nehmen zum Ausgangspunkt unserer
Betrachtungen die Hrscheinung, dass die Vitalfarbstoffe in bezug auf
die genannten Cranula zweierlei Verhalten zeigen: Die einen firben
selbst die grossten Granula nicht starker als den Zellkérper, die anderen
farben entweder samtliche Granula oder zum mindesten die grossen
unter ihnen intensiver als den Zellkérper. Untersucht man nun, von
welcher Art die Farbstoffe sind, die die Granula stirker farben als
den ZellkSrper, so zeigt es sich, dass es durchwegs Farbstoffe sind,
deren Ausschitttelbarkeit durch eine Olsiure-Olmischung mit dem Ge-
halt der letzteren an Olsiure zunimmt. J

Dass bei einer Reihe von Farbstoffen, die die Granula stirker
farben als den Zsllkérper, in der Tabelle die Ausschiittelbarkeit durch
reines Ol ebenso als maximal bezeichnet wird wie die durch Olsiure
(Tabelle I: 9—17), darf nicht irremachen. Wird ein Farbstoff aus seiner
wisserigen Losung schon durch Ol soweit aufgenommen, dass die
Losung im Kolorimeterréhrehen ungefirbt erscheint, so ist die Fest-
stellung, ob bei der Ausschitttelung mit einer Olsaure-Olmischung eine
Zunahme der Speicherung seitens der Olphase erfolgt, eben mittels
dieser Methode nicht mehr zu erzielen. Verwendet man jedoch zur
Augschiittelung grossere Mengen von Farbstofflosung als bei unseren
Versuchen, so lisst sich durch den Vergleich der ausgeschiittelten
Losungen feststellen, dass alle die genannten Farbstoffe (Tabelle I:
9—17) von Olsiure stirker aufgenommen werden als von rei-
nem Ol

Die eben gegebene Formulierung entspricht den Tatsachen besser
als etwa der Satz, dass es durchwegs basische Farbstoffe sind, die
die Granula stirker firben als den Zellkérper; denn unter den Farb-
stoffen, die von den Granula stirker gespeichert werden als vom Zell-
korper, finden sich die ausgesprochen sauren Farbstoffe Kchtsiure-
violett 10 B (By) und Saureviolett 4 B extra (By), deren Molekiil
zwei Sulfosiuregruppen enthalt; andererseits farbt der basische Farb-
stoff Dimethylamidoazobenzol die Granula nicht stérker als den Zell-
korper. Zieht man jedoch die Ausschiittelungsversuche zu Rate, so
ergibt sich, dass die genannten sauren Farbstoffe von flissigemn Neutral-
fett auch nicht in Spuren, wobl aber von Olsiure aufgenommen werden;
wahrend Dimethylamidoazobenzol von Olsidure ganz in derselben Weise
aufgenommen wird wie von saurefreiem 01, das heisst als freie Base,
die, wie die Gelbfarbung der Olséure nach der Ausschiittelung beweist,
mit der Olsiure keine Salzbildung eingeht.

Die Erscheinung, dass die Granulumsubstanz nur solche Farb-
stoffe stiarker speichert als der Zellkrper, deren Ausschiittelbarkeit
durch eine Olsdure-Olmischung mit dem Gehalt der letzteren an Ol-
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saure ansteigtl), kann nur darin ihren Grund haben, dass die
Granulumsubstanz an Saure reicher iét als der Zellkorper.

Ein zweiter Unterschied gegeniiber der Farbstoffaufnahme seitens
des Zellkorpers ist der, dass die sauven Vitalfarbstoffe (Tabelle I:
53—74), die den lebenden Zellkorper diffus farben, die grossen Granula
ungefarbt lassen. Es kann dies nur darin begriindet sein, dass die die
Aufnahme der genannten Stoffe seitens des lebenden Zellkérpers be-
dingenden fettloslichen Basen in der Substanz der grossen Granula
nicht vorhanden sind, sei es, dass die in den Lipoiden des normalen
Endoplasmakérnchens etwa anwesenden organischen Basen wihrend
der enormen Vergrdsserung des Kornchens eine derartige Konzen-
- trationsverminderung erfahren, dass ihr Aufnahmevermégen fir die
genannten Stoffe minimal wird, oder dass die gedachten organischen
Basen den Plasmalipoiden normaler Endoplasmakérnchen von vorn-
herein fehlen.

Wir gelangen gsomit zu folgender Auffassung des Losungsvermaogens
der Granulumsubstanz: Gleich dem Zellkérper verhilt sich auch die
Granulumsubstanz Farbstoffen gegenitber wie ein fliissiges Neutral-
fett, das eine gewisse Menge Fettsiure enthilt; jedoch besteht der
Unterschied, dass wir der Granulumsubstanz einen hoheren
Grad an Fettsture zuschreiben miissen als dem Zell-
kérper.

Die Hand in Hand mit der Quellung der Granula cinhergehende
Zunahme ibrer Farbbarkeit itir alle diejenigen Farbstoffe, welche
Granula stirker firben als den Zellkdrper, kann dem Gesagten zufolge
nur darin ihren Grund haben, dass withrend der Quellung des Granulum
in seiner Substanz Verinderungen vor sich gehen, dic zu einer Zu-
nahme der Saure in der Substanz des Granulum fithren.

Zu dem namlichen Resultat, d. i. zu dem Ergebnis, dass es tat-
sichlich der Siuregehalt des Granulum ist, der das charakteristische
Verhalten des letzteren bei der Farbung bedingt, konnten wir noch
auf einem ganz anderen Wege gelangen. Dieser Weg war das Studium
der Vitalfirbung der Nahrungsballen.

c) Die Vitalfirbung der Nahrungsballen.

Wie an anderer Stelle (57) ausfiithrlich dargelegt wurde, lassen sich
die an den Nahrungsvakuolen von Paramicien zu beobachtenden Vor-
ginge in zwei scharf geschiedene Perioden sondern. Das Ereignis,
das dic scharfe Scheidung der beiden Perioden bedingt, ist ein plétz-

1) Dass die Umkehrung des Satzes gilt, lisst sich nicht mit Sicherheit be-
haupten. Chinolinrot und Janusrot firben die Granula nicht merklich stirker
als den Zellkérper, trotzdem sie von Olsiure stirker aufgenommen werden
als von neutralem Ol
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lich in die Nahrungsvakuole erfolgender Flissigkeitserguss, der zu einer
erheblichen Vergrésserung der Vakuole fithrt. Hinsichtlich der in den
beiden Perioden an der Nahrungsvakuole zu beobachtenden Vor-
ginge sei auf dic eben angefithrte Mitteilung verwiesen und hier nur
folgendes Moment hervorgchoben: Die beiden Perioden unterscheiden
sich durch die Reaktion der Nahrungsvakuole, die wihrend der ersten
Poriode sauer, wihrend der zweiten alkalisch ist. Mit Hilfe empfind-
licher Indikatoren lasst sich zeigen, dass nach der Ablésung der Vakuole
vom Schlunde cine saure Reaktion der Vakuolenfliissigkeit beginnt
und sehr bald, wic der positive Ausfall der Reaktion mit Dimethyl-
amidoazobenzol und Kongo beweist, freie Saure in der Nahrungs-
vakuole auftritt. Mit dem Erscheinen des Fliissigkeitscrgusses rings
um den Nahrungsballen, der die zweite Periode einleitet, schlagt die
saure Reaktion plétzlich in cine schwach alkalische um; dic abgesonderte
Flissigkeit reagiert demnach schwach alkalisch. Von da ab behalt die
Nahrungsvakuole ihre schwach alkalische Reaktion bis zum Schlusse bei.

Wie verhalt sich nun die Nahrungsvakuole bei der
Vitalfarbung ! Vermischt man die Flissigkeit, in der Paramicien
sich befinden, mit cinigen Tropfen der entsprechend verdimnten Losung
eines derjenigen Farbstoffe, die das Vermdgen besitzen, Nahrungsballen
vital zu farben, wic zum Beispiel Neutralrot, und beobachtet nun an
einem ruhig haltenden, etwa thigmotaktisch an einem Baktericnballen
haftenden Tier das Verhalten der Nabrungsvakuole, so lisst sich folgendes
feststellen: Solange die Vakuole am Schlunde haftet und noch un-
mittelbar nach ihrer Ablsung ist diec Vakuolenfliissigkeit vollkommen
ungefirbt. Erst einige Sekunden nach der Ablosung vom Schlunde
beginnt eine Rétung der Vakuolenflilssigkeit, dic an Intensitédt immer
mehr zunimmt und ihr Maximum nach erfolgter Nahrungsballenbildung
und Resorption des iberschiissigen Vakuolenwassers erreicht. Die
Farbung betrifft gleichmissig den ganzen Vakuoleninhalt. - Dass es
gich nicht cinfach um einen durch die saure Reaktion bedingten Um-
schlag des in alkalischer Losung schwach gelblichen Farbstoffes in
Fuchsinrot handeln kann, wie seinerzeit von Metschnikoff (55) bei
seinen Untersuchungen iiber intrazellulare Verdauung angenommen
wurde, beweist schon der Umstand, dass der Wirbung eine ganz
kolossale Farbstoffspeicherung zugrunde liegt. Man greift nicht zu
hoch, wenn man dic Xonzentration des Farbstoffes im Nahrungsballen
auf das Vicltausendfache der Konzentration in der umgebenden
Fliissigkeit schatzt. Uberdies zeigen Farbstoffe, deren Nuance von
der Reaktion der Losung unabhingig ist, wic Methylenblaun, Nilblau-
sulfat usw., die gleiche Farbstoffspeicherung. FEs ergibt sich also die
Frage: Worauf berubt die Farbstoffspeicherung in den Nahrungs-
vakuolen ? Verfolgt man die Firbung der Nahrungsvakuole wihrend
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der beiden oben gekennzeichneten Perioden, so zeigt es sich, dass die
Farbung mit dem ersten Auftreten der sauren Reaktion beginnt und
genau so lange andauert wie die saure Reaktion in der Nahrungsvakuole.
Tritt namlich am Beginn der zweiten Periode mit dem Auftreten des
Fliissigkeitsergusses in die Vakuole der plstzliche Umschlag der sauren
Reaktion in eine schwach alkalische ein, dann erfolgt sehr rasch, meist
sogar plétzlich, die Entfirbung der Nahrungsvakuole, und zwar ganz
unabhingig davon, ob der betreffende Farbstoff seinen Farbenton mit
der Reaktion #andert oder nicht. Vom Moment des Verschwindens der
sauren Vakuolenreaktion bleibt die Nahrungsvakuole ungefarbt bis zu
ihrer Ausstossung aus dem Paramicienkorper. Danach kann es
also keinem Zweifel unterliegen, dass die Farbstoff-
speicherung in der Nahrungsvakuole in der sauren Re-
aktion der letzteren ihre Ursache hat.

Mit der Feststellung der Tatsache, dass die Nahrungsvakuole die
betreffenden Farbstoffe nur insolange speichert, als sie sauer reagiert,
erscheint die Frage der Farbstoffspeicherung in den Nahrungsballen
in befriedigender Weise aufgeklirt. Es leuchtet ja ohne weiteres ein,
dass der saure, bei Paramicien sogar freie Siure enthaltende Vakuolen-
inhalt im Vergleich zum Zellkérper des Paramécium und im Vergleich
zur schwach alkalischen oder neutralen Aussenlosung das weitaus
bessere Losungsmittel fir den Farbstoff darstellt. Wahrend die proto-
plasmatische Begrenzung der Vakuole fir basische Farbstoife jeder-
zeit nach beiden Richtungen durchgingig ist, muss ftr die die saure
Reaktion bedingenden H-Ionen die Vakuolenhaut wenigstens zeitweise
undurchgingig sein, sonst kéime es ja gar nicht zur Anreicherung der’
- H-Tonen im Vakuoleninhalt. Dem hohen Teilungskoeffizienten zu-
gunsten des sauren Vakuoleninhaltes entsprechend muss sich also der
Farbstoff in der Nahrungsvakuole in bedeutender Konzentration an-
sammeln. Erfolgt der plétzliche Umschlag der sauren Vakuolen-
reaktion in eine schwach alkalische, dann #ndert sich das Teilungs-
verhiltnis des Farbstoffes zugunsten des Zellkorpers: Die Nahrungs-
vakuole entfirbt sich. Hat man einmal die Ursache der Farbstoff-
speicherung in den Nahrungsballen erkannt, dann macht das Ver-
standnis des ganzen Vorganges der Vitalfarbung der Nahrungsvakuolen
keine Schwierigkeit. So versteht man jetzt, warum die Firbung der
Nahrungsballen beim toten Tier niemals in gleicher Weise gelingt. Beim
Absterben verliert das Protoplasma, also auch die Vakuolenwand, die
Durchlassigkeitsverhiltnisse, die sie im ILeben besass; die in der
Nahrungsvakuole enthaltene Saure diffundiert in die Umgebung, und
damit verschwindet das den Farbstoff speichernde Moment aus den
Nahrungsvakuolen. Aus dem gleichen Grunde entfirben sich vital
gefirbte Nahrungsballen beim Tode des Tieres. '
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d) Analogien zwischen der YVitalfirbung der Nahrungsballen und der
vitalen Granulafirbung.

Ein Umstand, der bei der Vitalfirbung von Paramiicien schr bald
auffallen muss, ist das Bestehen gewisser Analogien zwischen der
Vitalfirbung der Nahrungsballen und der Vitalfirbung der Granula
normaler und vakuolisierter Tiere. In beiden Fallen erfolgt die Farbung
in gehr stark verdinnten Farbstofflosungen; in beiden Fallen ist der
Eintritt der Farbung an den lebenden Zustand der Zelle gebunden usw.
Es fragt sich nun, ob ein ticferer, im Wesen der Sache beruhender
Zusammenhang zwischen den beiden Farbungsvorgingen besteht.

Zur Entscheidung der Frage wurde in der Weise vorgegangen, dass
fiir cine Anzahl von Farbstoffen die stirkste Verdiinnung festgestellt
wurde, die einerseits Granula, andererseits Nahrungsballen firbt,
worauf dann geprift wurde, inwicweit die beiden Reihen tibercin-
stimmen. Ks cmpfahl sich, Farbstoffe der gleichen Nuance zu wihlen,
da bei solchen die Entscheidung, ob das betreffende Gebilde noch
deutlich gefirbt ist, gleichméissiger ausfallt als bei Stoffen, die in ihrem
Farbenton verschieden sind. Die untersuchten Farbstoffe waren: Capri-
blau, Methylenblau, Neumethylenblau und Nilblausulfat. Zur Firbung
der Nahrungsballen wurden normale Paramécien aus der ndmlichen
Kulturflissigkeit verwendet, denen als Nahrung Bakterien zur Ver-
figung standen. Zu 1 cem Paramécien enthaltender Flissigkeit wurden
38 com Leitungswasser und 1 com der berechineten Tarbstofflosung
hinzugefiigt. Die Granulafirbung wurde an vakuolisierten Paramicien
mit sehr grossen, in Vakuolen eingeschlossenen Granula vorgenommen
und lediglich die ¥arbung der grossen Granula beriicksichtigt. Die
Tiere stammten aus demselben Versuchsglas. Hier wurde %% cem der
die Paramicien enthaltenden Flissigkeit mit 38,5 com Leitungswasser
verdiinnt und 1 cem der berechneten Farbstofflosung hinzugefiigt. Die
Prifung des Farbungsresultates erfolgte nach einer Stunde mittels
Leitz Obj. 7 bei Tageslicht und offener Blende. Als Grenzkonzentration
des betreffenden Farbstoffes wurde die maximalste Verdimnung an-
genommen, die noch eine deutlich erkennbare Blaufirbung zu be-
wirken imstande war.

Nachstehend die Resultate:

T I'Starkste Verdinnung, die | Stirkste Verdtnnung, die
noch deutlichehBlau- I‘IDOGh dgutliohe Bla(g-
2 : farbung der Nahrungs- | fdrbung der grossen Gra-
Farbstoff ballen bewirkt. nula bewirkt.
1 Teil Farbstoff in Teilen | 1 Teil Farbstoff in Teilen
Wasser ; ‘W asser

Capriblan . . . . 225 000 1 000 000
Methylenblau. . . 600 000 3000 000
Neumethylenblau . 3000 000 80 600 000
Nilblausulfat . . . 5 50 000 90 000 000
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Wie man sieht, ist die Reihenfolge der Farbstoffe in beiden Farbungs-
reihen die namliche, das heisst je stéarker ein Farbstoff vom Vakuolen-
inhalt aufgenommen wird, um so stirker wird er auch von der Substanz
der Granula ausgeschiittelt. Daraus kann also gefolgert werden, dass
dasselbe Moment, das die Ursache der Farbstoffspeicherung in den
Nahrungsballen bildet, auch bei der Farbstoffspeicherung in den Granula
maassgebend ist. Als Ursache der Farbstoffspeicherung in den Nahrungs-
ballen erkannten wir deren Siurcgehalt. Demnach hinge auch die
Speicherung von Farbstoffen in den Granula mit dem Siuregehalt
der letzteren zusammen. Die vergleichende Untersuchung der Vital-
fairbung dor Nahrungsballen und der vitalen Granulafirbung unter-
stiitzt also die oben entwickelte Theorie, derzufolge sich die Granulum-
substanz bei der Vitalfarbung wie ein lipoides Loésungsmittel verhalt,
das einen gewissen Betrag Fettsiure gelost enthilt.

1V. Die modifizierte Lipoidtheorie.

Unsere Versuche haben ergeben, dass sich der lebende Zellkorper
Farbstoffen gegenitber so verhalt, als ob er ein flissiges Neutralfett
wire, das einen gewissen Betrag fettloslicher Siure und fettloslicher
Base gelost enthélt. Bevor wir nun daran gehen, diese Erkenntnis
bei der Deutung der eingangs beschriebenen Farbungsbilder zu ver-
werten, soll vorerst die Frage erértert werden, inwiefern die Be-
dingungen fiir das postulierte Losungsvermégen im lebenden Zell-
korper tatsichlich realisiert sind. Wir stellen also die Frage: Welche
an dem Aufbau des lebenden Zellkérpers beteiligten Stoffe sind es,
die- das oben definierte Losungsvermogen tatsichlich bedingen ?
Dass von simtlichen Konstituenten des Plasmas hierfiir augschliesslich
dic lipoiden Zellbestandteile in Frage kommen kénnen, bedarf keineg
weiteren Beweises, hingegen fragt es sich: Welches ist die spezielle .
Natur der fiir die Erklirung des firberischen Verhaltens des lebenden
Zellkérpers in Betracht kommenden Lipoide, und zweitens, welches ist
ihre Lokalisation innerhalb der lebenden Zelle ?

Beziiglich beider Punkte macht die Hypothese Overton’s ganz
bestimmte Annahmen. Nach Overton ist die Verteilung der Lipoide
innerhalb der Zelle keine gleichmissige. Seiner Annahme zufolge be-
finden sich die Lipoide hauptsichlich in der Grenzschicht des Plasmas,
und zwar in einem Zustande, der zur Folge hat, dass die mit den Li-
poiden impragnierte Grenzschicht sich wie ein fettartiges Losungsmittel
verhilt. Im Gegensatz hierzu wiren die Lipoide des Zellinnern stark ge-
quollen und daher ausserstande, fettlosliche Verbindungen zu speichern.

Unsere Versuche zeigen, dass die Overton’sche Annahme hin-
sichtlich der Verteilung der Lipoide nicht zutrifft. Bei Anwendung
diffus farbender Stoffe (Sudan, Indulinscharlach, Acridingelb usw.),



302 Kdmund Nirenstein:

wobei das die Beurteilung der Gleichmissigkeit der Farbung stérende
Auftreten von gefirbten Granula wegfallt, lisst sich auf das aller-
deutlichste crkennen, dass der ganze Zellkorper gleichmissig gefirbt
wird. Meist crscheint das Kortikalplasma sogar etwas heller gefarbt
als das Endoplasma. Von ciner stirker gefirbten Grenzmembran ist
niemals auch nur das geringste zu entdecken, und doch kénnte eine
nur einigermaassen intensivere Farbung eincr noch so dimnen Grenz-
schicht bei wechselnder Einstellung des Zellkonturs unméglich der Be-
obachtung entgehen. Wie die gleichmaéssige und selbst fiir die stirksten
optischen Systeme nicht weiter auflosbare Firbung des ganzen Zell-
korpers beweist, ist die Beziehung der Lipoide zu den Konstituenten
des lebenden Zellkérpers eine sehr innige. Sicher ist diese Beobachtung
geeignet, jene immer mehr an Boden gewinnende Anschauung zu
stiitzen, derzufolge die Lipoide im Vercin mit den Eiwcisgkérpern an
dem Aufbau der lebenden Substanz selbst teilnehmen. Dic Verbindung
zwischen Lipoiden und Eiweisskérpern miisste allerdings derartig sein,
dags trotz der Bindung der Lipoide an Eiweiss das charakteristische
Losungsvermogen der ersteren keine Anderung erfihrt.

Wichtiger als die Art der Verteilung der Lipoide erscheint fiir eine
Theorie, welche die Durchlissigkeitsverhaltnisse der. lebenden Zelie aut
das Liosungsvermdgen der Zellipoide bezieht, eine genaue Definition
chen dicses Losungsvermogens. Die Theorie Overton’s bezeichnet
Cholesterin und Lecithin als die Stoffe, deren Anwesenheit in der Grenz-
schicht des Plasmas das auswiihlende Losungsvermégen des letzteren
bedingt. Auf Grund unserer Versuchsergebnisse miissen wir auch in
diesem Punkte Overton widersprechen. Dass Cholesterin der frag-
liche Kérper nicht sein kann, geht daraus hervor, dass Cholesterin, in
organischen Lésungsmitteln gelost, bel Ausschiittolung mit wisserigen
Farbstofflosungen sich vielfach anders verhilt wie der lebende Zell-
kérper bei der Farbung. Nachstchend cinige Beispiele: Der basische
Farbstoff Methylengriin cxtra gelbl. conc. firbt den lebenden Zell-
korper des Paramicium noch in einer Verdinnung von 1 :60000;
schiittelt man die wisserige Lésung des Farbstoffes mit eciner kon-
zentrierten Losung von Cholestrin in Benzol; so bleibt letztere voll-
kommen ungefirbt. Aus einer wisserigen Losung des basischen Farb-
stoffes Methylgriin Xr. 1 setzt sich Cholestrin-Benzol nach der Aus-
schilttclung minimal gefirbt ab; an dieser schr geringen Farbstofi-
aufnahme ist das Cholesterin auf keinen Fall beteiligt, da reines Benzol
bei der Ausschiittclung mit einer wisserigen Losung von Methyl-
grim Kr. 1 dic gleiche Farbstoffmenge aufnimmt. Andererscits farbt
“Methylgriin in der gedachten Konzentration den lebenden Zellkorper
intensiv in diffuser Weise. Ein weiteres Beispiel: Wird eine wisserige
Losung von Neutralrot, die geradeso weit alkalisch gemacht wurde,
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dass ein Umschlag der roten Farbe in gelb erfolgt ist, mit einer Lésung
von Cholestérin in Benzol geschiittelt, so setzt sich die letzterc rein
gelb gefirbt ab. Der lebende Zellkdrper verhalt sich anders; ihn farbt
die  gedachte gelbe Neutralrotlosung rosarot. Ahnlich verhilt sich
Nilblausulfat. Die ganz schwach alkalisch gemachte Lésung des Farb-
stoffes firbt das Cholesterin-Benzol bei der Ausschiittelung rotviolett,
den lcbenden Zeltkorper hingegen blau. Nicht minder zahlreich sind
die Inkongruenzen im Verhalten der sauven Vitalfarbstoffe. Der saure
Farbstoff Tuchscharlach — unter simtlichen untersuchten sauren Farb-
stoffen der bestfarbende saure Vitalfarbstoff, der noch in einer Ver-
diinnung von 1 :40000 Paramicien deutlich diffus firbt — wixd bei
der Ausschitttelung seiner wisserigen Lésung mit Cholesterin-Benzol
von letzterem iiberhaupt nicht aufgenommen. Ebensowenig wird
Orzein, ein lebende Paramicien leicht farbender saurer Farbstoff, von
Cholesterin-Benzol aufgenommen usw.

Schwieriger gestaltet sich die Beantwortung der Frage, inwicfern
die Behauptung, dass das ,,auswihlende Lésungsvermégen* der lebenden
Zelle mit ihrem Lecithingehalt zusammenhingt, in dem Verhalten des
kiuflichen Lecithing Farbstoffen gegeniiber eine Stiitze findet. Durch
Augschiittelunggversuche mit ciner Losung von Lecithin in Benzol ist
die Frage nicht zu entscheiden, da sich das Lecithin-Benzol aus den
wisserigen Farbstofflosungen als tritbe, auch nach Tagen sich nicht
klirende Emulsion absetzt, die eine Entscheidung, ob und inwiewcit
cine Farbstoffaufnahme stattgefunden hat, unméglich macht. Rher
gelangt man zum Ziele, wenn man festes Lecithin in die betreffende
wisserige Farbstotflosung einbringt und die Farbung des in der
wisserigen Lésung aufquellenden Lecithing unter dem Mikroskop be-
obachtet. Hierbei lisst sich folgendes feststellen:

Mit einigen wenigen, gleich zu erwihnenden Ausnahmen stimmt
kiufliches Lecithin in seinem Verhalten Farbstoffen gegeniiber mit
unserem Modell, folglich auch mit dem lebenden Zellkérper ziemlich
vollkommen iitberein. Es entsteht also dic Frage: Sind es die Phos-
phatide des Plasmas, die das charakteristische Verhalten der lebenden
Zelle bet der Vitalfirbung bedingen ?

Bei der Beantwortung der Frage ist zunichst zu beachten, dass
nach allem, was iiber die Aufnahme von Farbstoffen durch Olsiure
und Diamylamin ausgefiibrt wurde, das geschilderte Verhalten des
Lecithing von vornherein zu erwarten war; denn das kiufliche Lecithin
ist ein unreines Prdparat, das infolge teilweiser Zersetzung sowohl
Fettsaure wie organische Base gelost enthilt. Es hat also ungefahr
die Zusammensetzung unseres Modells und muss sich wie dieges ver-
halten. Hs wire aber voreilig, aus dem Verhalten des kiuflichen
Lecithing auf eine analoge Rolle der Phogphatide im lebenden Plasma

Pfliiger’s Archiv fiir Physiologie. Bd. 178, 20
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zu schliessen. Ferner muss daraut hingewiesen werden, dass die Uber-
einstimmung zwischen kiuflichem Lecithin und unserem Modell — also
auch der lebenden Zelle — Farbstoffen gegeniiber zwar eine schr weit-
gehende, aber keine vollstindige ist. So werden die Farbstoffe Guinea-
griin, Patentblan V, Echtgriin extra und einige andere, weder von
unserem Modell noch vom lebenden Zellkérper, wohl aber vom Lecithin
gespeichert, trotzdem sie selbst in die konzentrierteste Diamylamin-
mischung nicht tibergchen.

Wenn wir nun auch das Verhalten der genannten Farbstoffe, das
immerhin cine Ausnahme bildet, nicht zu hoch einschitzen, wenn wir
uns ferner auf den Standpunkt stellen, dags sich die Phosphatide des
lebenden Plasmas — was bei ihrer amphoteren Natur denkbar wire —
Farbstoffen gegeniiber so verhielten wie kéufliches Lecithin, so kiimen
wir bei der Erklirung der vitalen Farbungsphinomene doch nicht zu-
recht, wollten wir bestimmte Lipoide der Zelle fiir das Verbalten des
lebenden Plasmag Farbstoffen gegeniiber verantwortlich machen. Wir
erinnern hier nochmals an die bei den aufquellenden Granula zu be-
obachtende Erscheinung, dass die Tdrbbarkeit der Granula mit zu-
nehmender Quellung ansteigt. Wiirde es sich bei der Granulum-
firbung lediglich um eine Farbung der Phosphatide des Granulum
handeln, dann miisste die Farbbarkeit des Granulum in demselben
Maasse abnehmen, in dem die Quellung zunimmt. Wir sahen, dass
das Gegenteil der Fall ist. Wie oben ausgefithrt wurde, hat die Er-
scheinung darin ihren Grund, dass mit fortschreitender Quellung, offen-
bar infolge Zerfalles lipoider Verbindungen, dis Menge der lipoid-
I6slichen Séure vermehrt wird. Zur Erklirung der angefithrten Farbungs-
erscheinung ist also die Heranzichung des wechselnden Gehaltes des
Subsgtrates an Idslichen Siuren unerlasslich.

Ein Farbungsphinomen, das die Bedeutung des eben angefithrten
Momentes fiir das Verstinduis des vitalen Firbungsvorganges noch
anschaulicher vor Augen fithrt, weil ihm ein durchaus physiclogischer
Vorgang zugrunde liegt, ist das bei Anwendung bestimmter basischer
Farbstoffe zu beobachtende Auftreten eines gefarbten Saumes rings
um die in Bildung begriffene, noch am Schlunde hingende Nahrungs-
vakuole, die nach der Ablésung der Vakuole vom Schlunde sehr rasch
versehwindet., Sich vorzustellen, dass jedesmal uin aie sich bildende
Nahrungsvakuole eine Anhaufung von Lipoiden stattfindet, die nach
der Ablssung der Vakuole vom Schlunde verschwindet, wire absurd;
hingegen erscheint dic’Annahme schr plausibel, dass der betreffende
Plasmabezirk rings um die Vakuole sich durch stiirkeren Ssuregehalt
vor- geiner Umgebung avszeichnet, zumal wenn man bedenkt; dass
unmittelbar nach dem Verschwinden dicser Farbung im Inneren der
Nahrungsvakuole saure Reaktion auftritt.
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Aug den angefithrten Grunden scheint es richtiger, die charakte-
ristischc Farbstoffspeicherung im lebenden Plasma nicht auf be-
gtimmte Lipoide, etwa auf die Phosphatide des Plasmas, zu bezieben,
sondern ganz allgemein auf ein lipoides Losungsmittel, das
infolge seines Gehaltes an Fettshure bzw. fettléslicher
Base jenes spezifische Lésungsvermégen besitzt, das unser
Modell veranschaulicht.

Der Ausdruck , lipoides Losungsmittel ist hierim Sinne J. Bang’s (7)
angewendet, der als Lipoide alle Zellbestandteile bezeichnet, die in
organischen Solventien wie Ather, Chloroform, Benzol I6slich sind. ‘Fiir
das Verstiandnis der Farbstoffspeicherung im Plasma erscheint eine che-
mische Charakterisierung dieses lipoiden Liésungsmittels cbenso ent-
behrlich, als es tiberfliissig ist, hinsichtlich der Natur der im Lipoid
gelosten Fettsiure bzw. organischen Base bestimmte Annahmen zu
machen. Zum Teil mag es sich wohl um die salzbildenden Gruppen von
Phosphatiden handeln, zum Teil aber sicher um fettldsliche, in den
Plasmalipoiden geloste organische Séuren und Basen, deren Natur und
Menge von Zelle zu Zelle und je nach dem funktionellen Zustand der Zelle
auch innerhalb ein und dersclben Zelle wechseln diirfte. Das, worauf
es bei der uns hier interessierenden Frage ankommt, ist die Charakteri-
sierung der besonderen Art des Losungsvermogens des Plasmas bzw.
seiner Lipoide, und dieser gentigt die oben gegebene Definition.

Wiahrend Overton an den Plasmabestandteilen, von denen er das
osmotische Verhalten der lebenden Zelle abhingig sein liess, die Fett-
dhnlichkeit — das Lipoide — hervorhob, zeigten uns unsere Ver-
suche, dass sich das lebende Plasma hinsichtlich seines Losungs-
-vermdgens nicht wie ein indiffercntes Fett verhalt, sondern wie eine
Fettstiure bzw. fettlosliche organische Base, die in einem indifferenten
fettartigen Losungsmittel gelést ist. Fir Overton ist das Losungs-
vermdgen des Plasmag eine einheitliche Grésse; wir haben diese Grésse
gewissermaassen in drei Faktoren zerlegt: in ein Lésungsvermégen
nach Art cines neutralen Fettes, in ein Lésungsvermégen nach Art
einer mit Wasser nicht mischbaren flissigen Fettsiure und schliess-
lich in ein Losungsvermogen nach Art einer mit Wasser nicht misch-
baren fliissigen organischen Base. Eine solche Analyse erleichtert nicht
‘nur das Verstindnis der vitalen Farbungserscheinungen, sondern scheint
mir fir die Beurteilung der Wirkung aller vom lebenden Plasma ge-
speicherten Stoffe von Wichtigkeit zu sein. Denn ob ein vom Plasma
gespeicherter Stoff in dem letzteren wic in einem indifferenten fett-
-artigen Solvens gelst ist, oder ob er die in den Zellipoiden geldsten
‘Biuren absittigt, oder ob er dic basischen Gruppen der Zellipoide mit
‘Beschlag belegt, kann hinsichtlich der Wirkung auf dle lebende Zelle
unmdglich dasselbe bedeuten.

20 *
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Wir gelangen zur folgenden Formulierung der Lipoidtheorie
der Vitalfarbung: Der Vorgang bei der Firbung des lebenden Zell-
korpers ist genau so zu beurteilen wic die Verteilung des betreffenden
Farbstoffes bei der Ausschiittelung seiner wisserigen Losung mit einer
Mischung von Fettsjure und fettloslicher organischer Base. Der
lebende Zellkérper verhalt sich Farbstoffen gegeniiber ge-
nau so, als ob er ein lipoides Lésungsmittel wire, das einen
gewissen Betrag Fettsiure und fettldslicher organischer
Base geldst enthélt. Der Parallelismus zwischen dem Plasma und
einer derartigen Olmischung ist ein vollstindiger: Alle Farbstofte,
die vom lebenden Zellkdrper gespeichert werden, werden
von einer derartigen Olmischung gespeichert, und um-
gekehrt farben alle Farbstoffe, die von der Olmischung bis
zu einem gewissen Betfrage aufgenommen werden, den
lebenden Zellkérper.

Je stirker ein Farbstoff von der Olmischung gespeichert wird, um
so stiarker wird er vom Zellk6rper gespeichert.

Bedingungen, die die Speicherung der Farbstoffe seitens der Ol-
mischung begiinstigen oder erschweren, begiinstigen oder erschweren
in gleichem Maasse die Aufnahme seitens des lebenden Zellkérpers.

Als Vitalfarben sind nur solche Stoffe zu bezeichnen,
die das Plasma selbgt farben.

Dic in der genannten Weise definierte Aufnahmefshigkeit des
lebenden Zellkorpers fir Farbstoffe ist bedingt durch die an seinem
Aufbau beteiligten Lipoide (d. i. die Gesamtheit der in Ather, Alkohol,
Benzol und #hnlichen organischen Solventien loslichen Zellbestand-
teile), die infolge der in ihnen geldsten organischen Sauren und Basen,
vielleicht auch zum Teil infolge der im Molekiil gewisser Lipoide ent-
haltenen sauren bzw. basischen Gruppen das oben definierte ,,Losungs-
vermbgen® besitzen. Die Verteilung der Lipoide im Plasma des lebenden
Zellkdrpers ist eine gleichméssige.

Die vital firbbaren Granula — die bei der vitalen Farbungsreaktion
der Granula sich tingierenden Ké&rner — sind plasmatische Gebilde,
die hinsichtlich ihres Losungsvermogens mit dem lebenden Zellkdrper
iibereinstimmen und sich von letzterem nur insofern unterscheiden,
als ihre Lipoide mehr Shure gelst enthalten.

A. Erklirung der hei Paramiicien beobachteten vitalen Firbungs-
erscheinungen auf Grund der medifizierten Lipoidtheorie.

Die Analyse der an Paramicien zu beobachtenden vitalen Farbungs-
erscheinungen hat zu dem Ergebnis gefiihrt, dass der Gesamtheit der
zu erklirenden Farbungsphinomene Rechnung getragen wird durch
die Formulicrung einer Reihc von Fragen. Die erste dieser Fragen
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lautete: Worauf beruht cs, dass gewisse Farbstoffc bei keiner Kon-
zentration Zellkérper oder Granula firben, wihrend andere Farbstoffe
Zellkérper und Granula firben? Vom Standpunkt unserer Theorie
lautet die Antwort folgendermaassen: Der Zellkérper und die Granulum-
substanz verhalten sich wic cin fettes Ol, das einc gewissc Menge Fetit-
siure bzw. fettlosliche Base enthilt. Es miissen somit simtliche Farb-
stoffe, dic von ciner derartigen Mischung, also unserer Olsiure-
Diamylaminmischung bis zu einem gewissen Grade aufgenommen werden,
vital firben, andererseits darf kein Farbstoff den lebenden Zellkérper
des Paramiaciums farben, der von der Olsaure-Diamylaminmischung gar
nicht aufgenommen wird, oder dessen Aufnahme einen bestimmten
Mindestbetrag nicht erreicht. Wie schon ausgefithvt wurde, und wiec
ein Blick auf die Tabelle T zeigt, trifft dies Verhalten tatséichlich voll-
kommen zu.

Dic zweite Frage lautete: Worauf beruht cs, da.ss von den Vital-
farbstoffen die einen Zellkbrper und Granula gleichmissig, das heisst
die Granula nicht stirker farben als den Zellksrper, wihrend die anderen
die Granula intensiver firben als den Zellkérper? Unserer Theorie
zufolge unterscheidet sich die Granulumsubstanz in Hinsicht auf ihr
Losungsvermogen nur darin vom Zellkérper, dass ihre Lipoide mehr
Fettsiiure gelost enthalten. Es werden somit nur solche Farbstoffe,
deren Ausschiittelbarkeit durch eine Olsgure-Olmischung mit dem
steigenden Gehalt der letztercn an Olsgure zunimmt, die Granula stéirker
firben als den Zellkorper, wihrend alle diejenigen Farbstoffe, deren
- Ausschiittelbarkeit vom Gehalt der Olmischung an Olsiure unabhingig
ist, die Granula niemals stirker firben kénnen als den Zellkérper.
Wir konnten uns in den vorangehenden Abschnitten davon iiberzeugen,
dass theoretische Forderung und Beobachtung vollkommen iiberein-
stimmen.

Die dritte Frage lautetc: Worauf beruht die Erscheinung, dass
unter den Farbstoffen, welche die Granula stirker firben als den Zell-
koérper, einzelne schon die kleinen Granula normaler Tiere weitaus
starker firben als den Zellkérper, wahrend bei anderen Farbkérpern
dieser Kategoric das stirkere Farbevermégen sich erst den grossen
gequollenen Granula vakuolisierter Tiere gegeniiber geltendmacht ?
Antwort: Wihvend der Umwandlung der kleinen Endoplasmakérnchen .
zu den grossen gequollenen Granula erfolgt mit aer Zunahme dor
Quellung — vielleicht die lctztere bedingend — eine Zunahme des
Sauregehaltes der Granulumsubstanz. Je grosser ein Granulum ist,
um so hdher ist sein Siuregehalt, um so stirker wird es also alle die-
jenigen Farbstoffe speichern, deren Ausschiittelbarkeit durch eine Ol-
siure-Olmischung mit dem Gehalt der Mischung an Olsaure steigt
(Granulafarbstoffe, diffus firbende Stoffe vom Typus des Acridingelb.)
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Andererseits ist eg selbstverstindlich, dass fiilr die in Rede stchenden
Farbstotfe die Differenz zwischen der Ausschiittelbarkeit durch die
stirker saure Granulumsubstanz und der Ausschiittelbarkeit durch den
weniger sauren Zellkorper von Farbstoff zu Farbstoff eine andere ist.
Ist diese Differenz klein, dann kann cs geschehen, dass der betreffende
Farbgstoff selbst die grossten Granula nicht merklich stirker firbt als
den Zellkorper. Ist dic gedachte Differenz sehr gross, so tritt das
Verhalten ein, dass bei einer bestimmten Konzentration der Aussen-
losung die. Farbstoffspeichcrung innerhalb der normalen Endoplasma-
kérnchen so gross werden kann, dass es zum gefirbten Hervortreten
der Granula kommt, wihrend der Zellkérper — eben wegen der grossen
Differenz zwischen der Fiarbbarkeit des Zellkrpers und derjenigen
der Granula — ungefirbt bleibt. :

Bei ihrer Wirkung auf Paramicien sind die letztgenannten Stoffe
vor allen andeven Farbkorpern durch die Besonderheit ausgezeichnet,
dass sie eine Farbung des Plasmabezirkes rings um die in Bildung be-
griffene Nahrungsvakuole in der Form eines die Vakuole umsiumenden
Streifens bowirken. Von diesem Plagmabezirk gilt das ndmliche wie
von der Granulumsubstanz: er besitzt einen héheren Siuregehalt als
der tibrige Zellkorper. Es ist daher leicht zu verstehen, warum es nur
die gedachten Farbstoffe sind, die dag evwithnte Férbungsphinomen
bewirken. Nur bei den gedachten Farbstoffen lisst sich die Kon-
zentration der Aussenlésung so treffen, dass bloss der Bezirk um die
sich bildende Nahrungsvakuole gefirbt erscheint, wihrend das tibrige
Plasma ungefirbt bleibt. Bei allen anderen Vitalfarbstoffen missen.
Konzentrationen, dic den gedachten Plasmabezirk férben, das wbrige
Plasma entweder ebenso stark (Typus Sudan) oder nur um weniges
schwacher (Typus Acridingelb) firben als die Region um die in Bildung
begriffene Nahrungsvakuole. Dass in dem letzteren Falle die nur um
ein' geringes intensiver gefirbte sehr dimnne Plasmaschicht um die
Nabrungsvakuole in der Masse der tibrigen ebenfalls gefarbten Plasmas
verschwinden muss, liegt auf der Hand.

Die vierte Frage lautete: Worauf beruht die Farbstoffspeicherung
in den Nahrungsballen? Antwort: Die Speicherung der Farbstoffe in
den Nahrungsvakuolen beruht auf dem Sauregehalt der letzteren. Da
sowohl bei den Nahrungsballen als bei den Granula die Ursache der
Farbstoffspeicherung in dem S#uregehalt der betreffenden Gebilde zu
suchen ist, so muss zwischen der Férbung der Nahrungsballen und der
Granulatirbung ein gewisser Parallelismus bestehen. Wic oben dar-
gelegt wurde, ist eine solche Analogie tatsichlich vorhanden. Anderer-
seits besteht zwischen beiden Gebilden folgender wichtiger Unter-
schied : Bei den Nahrungsballen handelt es sich um die wisserige Lisung
einer starken Siure, bei den Granula hingegen um eine in einem lipoiden
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Lésungsmittel geloste Fettsiure. Eg ist daber zu erwarten, dass in
allen jenen Fillen, in denen sich die wisserige Liésung einer stirkeren
Sture und etwa Olsaure Farbstoffen gegeniiber verschieden verhalten,
dieser Unterschied auch bei der Vitalfdrbung der Paramiciumzelle zum
Ausdruck kommen wird. Dies ist nun tatsichlich der Fall: Aus einer
verdiinnten wisserigen Losung von Indophenol (hergestellt durch Ver-
diinnung einer konzentrierten alkoholischen Losung mit viel Wasser)
wird der Farbstoff durch Olsaure mit dunkelblauer Farbe ausgeschiittelt.
Andererseits wird eine wisserige- Indophenollssung durch Spuren einer
gtarken Saure entfirbt. Bei der Einwirkung einer stark verdimnnten
Indophenollosung auf Paramicien bleiben die Nahrungsballen un-
gefarbt, wahrend sich die Granula dunkelblau firben. Ein zweites
Beispiel: Eine wisserige Losung von Dimethylamidoazobenzol (her:
gestellt durch Verdiinnung eines Tropfens der konzentrierten alkoho-
lischen Losung mit viel Wasser) wird durch Spuren einer starken Sdure
fuchsinrot gefirbt. Durch Olsiure wird cine wisserige Losung von
Dimethylamidoazcbenzol mit gelber Farbe ausgeschiittelt, da lediglich
die gelbe Base von der Olsiurc aufgenommen wird. Dem Reagens-
glasversuch entspricht .das Tierexperiment. Normale Paramicien
werden von einer wasserigen Dimethylamidoazobenzollgsung diffus gelb
gefirbt; handelt es sich um Tiere mit gequollenen Granula, so erscheinen
letztere in dem nimlichen gelben Ton gefirbt. In grésstem Kontragsh
hierzu erscheint die Firbung der Nahrungsballen, die wihrend des
Stadiums der sauren Reaktion cine intensiv fuchsinrote Firbung zeigen.

In solcher Weise ermoglicht es unsere Theorie, fiir die Beurteilung
der mannigfaltigen und anscheinend zusammenhanglosen Erscheinungen
der Vitalfirbung bei Paramicien cinen einheitlichen Gesichts-
punkt zu gewinnen, von welchem aus die betreffenden
Phénomene auf relativ einfache chemisch-physikalische Vor-
ginge reduziert, das heisst wirklich erklirt werden kénnen.

B. Wie verhalten sich die an anderweitigen tierischen Objekten
gewonnenen Erfahrungen iiber Vitalfiirbungen zu den Forderungen
‘der modifizierten Lipoidtheorie?

Die diffuse Firbung der Paramiciumzelle ist meines Erachtens
ebenso das Prototyp einer diffusen Plasmafirbung, wie die vitale Féarbung
der Paramiciumgranula ein typisches und iiberdies sehr instruktives
Beispiel jenes bei allen tierischen Zellen hervorzurufenden Phinomens
darstellt, das im vovstehenden als ,,vitale Farbungsreaktion devr Granula®
bezeichnet wurde. Dicse Behauptungen legen nun allerdings die Pflicht
auf, die bei der Vitalfarbung tierischer Objekte gesammelten Erfahrungen
darauf zu priifen, ob sie mit den Forderungen unsercr Theorie itberein:
stimmen. '
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Da die diffuse Plasmafirbung vorher niemals Gegenstand syste-
matischer Untersuchung war, miissen wir uns darauf beschriinken, zu
konstatieren, dass, soweit Angaben iber diffuse Fiarbung vorliegen,
sie sich durchweg auf Farbstoffe beziehen, mit dencn auch wir diffuse
Farbung erzielt haben. Uber cine diffuse Plasmafirbung mit einem
lipoidunléslichen Farbstoff ist noch nie berichtet worden.

Weitaus geeigneter fir dic Erprobung der allgemeinen Verwendbar-
keit unserer Theorie sind die Erfahrungen, die iiber die vitale Farbungs-
reaktion der Granula vorliegen. Was die Frage nach der Natur der
sich vital firbenden Gebilde betrifft, so geben die an Paramicien
beobachteten Erscheinungen der Auffassung Armnold’s recht, der zu-
folge die vital firbbaren Granula aus kleinsten Kérnchen hervorgehen,
die mit zunehmender Farbstoffspeicherung an Grosse gewinnen und
mit analogen Kornern hiufig zu tropfenartigen Gebilden koufluicren.

Auf viele Einzelheiten der Beobachtungen iiber vitale Granuala-
farbung, die erst im Lichte unserer Theorie verstandlich erscheinen,
versagen wir uns hier einzugehen, nur auf eine Reihe von Er-
scheinungen, die bei den interessanten Untersuchungen Fischel’s
— die grosse Zahl der gepriiften Farbstoffe sowie die minutidse, auf
alle Binzelheiten des Farbungsbildes Bedacht nebmende Art der Untex-
suchung verleiht den Ergebnissen dieser Arbeit cinen besonderen Wert —
zutage trat, sei hier hingewicsen. Unter denm angewandten Farbstoffen
liess sich ein gewisser Gegensatz zwischen dem Methylenlbau und allen
itbrigen Farbstoffen (Noutralrot, Nilblausulfat, Bismarckbraun, Toluidin-
blau) feststellen, so zwar, dass gewisse Zellen resp. ihre Granula von
simtlichen Farbstoffon, die Granula andever Zellen hingegen nur von
den Farbstoffen mit Ausschluss des Methylenblau gefarbt werden.
Ferner zeigte es sich, dass die Zellen, die von Methylenblau geférbt
werden, auch von den fibrigen Farbstoffen leichter gefirbt werden
als die anderen Elemente. Dies Verhalten macht ganz den Eindruck,
als ob sowohl die Granula nach ihrer Farbbarkeit als auch die Farbstoffe
nach ihrem Farbevermogen abgestuft wiren. Unsere Versuche haben
uns gezeigt, dass eine derartige Abstufung tatsichlich besteht, und
worauf sie beruht: bei den Granula auf dem verschicdenen Saure-
gehalt, bei den Farbstoffen auf der verschiedenen Ausschiittelbarkeit
durch unsere Olsiuremischung. Die Granula verschiedener Zellen ver-
halten sich in bezug auf ihre Farbbarkeit so wie die verschieden stark
gequollenen Granula ein und derselben Paramaciumzelle.

Dass granulire Gebilde von morphologisch wohl definiertem Cha-
rakter, wie gewissc Driisengranula, Pigmentkérner usw., sich bei der
Vitalfirbung genau so verhalten wie die cben abgehandelten Granula,
bereitet der Frklirung keine Schwierigkeit. Wenn so heterogené Ge-
bilde wie Nahrungsballen und die bei der vitalen Farbungsreaktion
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sich tingierenden Granula bloss wegen des gemeinsamen Momentes des
Sauregchaltes sich analog verhalten, dann ist es selbstverstindlich,
dass ein gleiches auch fiir die verschiedensten anderen granuliren
Gebilde gelten muss, soforn letztere nur den entsprechenden Saure-
gehalt besitzen. Gerade die Tatsache, dass die in Betracht kommenden
Gebilde, wie Driisengranula, Pigmentkdrner usw., untereinander die
denkbar griosste Verschiedenheit aufweisen, passt sehr gut in den
Rahmen unscrer Theorie, die lediglich in dem Sauregehalt der be-
treffenden Gebilde das fiir die vitale Granulafirbung bestimmende
Moment sieht.

C. Bestehen die der Overton’schen Lipoidtheorie der Vital-
tirbung gemachten Einwiinde auch der modifizierten Lipoidtheorie
gegeniiber zu Recht?

Unter den Einwinden gegen die Lipoidtheorie nimmt die zunichst
zu besprechende Aufnehmbarkeit lipoidunloslicher Saurefarben seitens
gewisser Zellen die wichtigste Stelle ein, ja, sic ist, wie die weiteren
Ausfiihrungen zeigen werden, meines Erachtens der einzige FEin-
wand, der der Lipoidtheorie der Vitalfirbung mit dem Anschein einer
gewigsen Berechtigung entgegengchalten werden kann.
 Eince TFrage, die sich jedem aufdringen muss, ist die folgende:
Woher kommt es, dass die Aufnehmbarkeit lipoidunldslicher Siure-
farbstoffe seitens bestimmter Zellen, die schon vor den Untersuchungen
Overton’s bekannt war, weder den genannten Forscher noch die
Autoren, die ihm gefolgt sind, wie Héber, verhindert hat, die Idec
von dem Zusammenhang zwischen Lipoidloslichkeit und vitalem Firbe-
vermégen zu fassen und weiter zu entwickeln ? Offenbar deshalb nicht,
weil es fiir alle diejenigen Forscher, die sich ihr Urteil iiber Stoff-
wanderungen im Organismus hauptsiichlich auf Grund der Unter-
guchung ticrischer Objekte gebildet hatten, von jeher selbstverstéindlich
war, dass die Vitalfirbung im cigentlichen Sinne und die Speicherung
lipoidunléslicher Siurefarbstoffe in bestimmten Zellen verschieden zu
beurteilende Vorgange darstellen. '

Nach der Auffassung der genannten Autoren handelt es sich im
ersten Falle lediglich um das Resultat osmotischer Vorginge, die sich
ohne aktive Beteiligung des Plasmas abspielen, im zweiten Fallo hin-
gegen um komplizierte dzt. nicht analysierbare Prozesse, die auf cine
vorlgufig nicht erklirbare Titigkeit des Plasmas zuriickgefiihrt werden
missen. Nur fiir die erste Art des Stofftransportes gilt der Zusammen-
hang von Lipoidléslichkeit und Aufnehmbarkeit in die lebende Zelle,
der den Inhalt der Overton’schen Lipoidtheorie ausmacht. Die
beiden eben besprochenen Arten der Stoffaufnahme seitens der lebenden
Zelle werden von Hober in iiberaus treffender Weise folgendermaassen
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charakterisiert: Fir lipoidlosliche Verbindungen ist die lebende Zelle,
und zwar jede Zelle, jederzeit offen: dem Medium, das die Zellen um-
spiilt, zugesetzt, dringen lipoidlésliche Verbindungen in die lebende
Zelle jederzeit ein, ohne dass sich die letztere ihrer erwehren kénnte,
Fiir die lipoidunléslichen Verbindungen ist die lcbende Zelle zuzeiten
geschlossen. Die Ersffnung erfolgt nur unter bestimmten Verhaltnissen
und beruht auf einem bei dem gegenwivtigen Stand unserer Kennt-
nisse nicht analysierbaren Transportvermdgen der lebenden Zelle.
Dieses verschiedene Verhalten der lebenden Zelle bei den beiden Arten
der Stoffaufnahme bezeichnet Hober in sehr zutreffender Weise als
physikalische und physiologische Permeabilitit,

" Gerade die Farbstoffe bieten Beispiele fir jede der angefithrten
Arten von Permeabilitat. Es gibt Farbstoffe — die lipoidloslichen —,
die in jede lebende Zelle eindringen. Mit Neutralrot, Nilblausulfat,
Bismarckbraun usw. ist jede lebende tierische Zelle zu firben. Die
betreffenden Stoffe farben also allgemein vital. Mit lipoidunléslichen
Sgurefarben ist aber nur in ganz bestimmten tierischen Zellen unter
bestimmten Verhaltnissen Farbung zu bewirken.

Kiister und Rubland sind allerdings anderer Meinung. Auf
Grund ihrer Erfahrungen fiber die Aufnahme lipoidunigslicher Saure-
farben in den Zellsaft von Pflanzenzellen glauben sic den Unterschied
in der Art der Aufnahme lipoidlsslicher und lipoidunléslicher Farb-
stoffe sowie itberhaupt die Annahme von zweierlei Arten der Stoff-
aufnahme, also die Unterscheidung einer physikalischen und physio-
logischen Permeabilitit im Sinne Hober’s bestreiten zu miissen. Nach
Ruhland beherrscht dieselbe Gesetzmissigkeit die Aufnahme lipoid-
lslicher und lipoidunléslicher Farbstoffe; der Unterschied lige ledig-
lich in cer Art der Speicherung, die bei den basischen Farbstoffen
auf einer Salzbildung, bei den Siurefarben auf einer Dispersions-
verminderung beruhen soll.

Den Ausfilhrungen Kiister’s und Ruhland’s ist aber folgendes
entgegenzuhalten: Wenn die Autoren die Sache so darstellen, als ob
die Annahme der beiden Arten von Stofftransport lediglich der Lipoid-
theorie zuliebe konstruiert worden wire, so beruht dies auf einer nicht
geniigenden Beriicksichtigung zahlreicher Erfahrungen auf tierphysio-
logischem Gebiet; denn dass zwischen der Aufnahme des Zuckers,
der im osmotischen Experiment in den Muskel nicht eindringt und
unter anderen Bedingungen vom Muskel doch wieder aufgenommen
wird, und der Aufnahme eines indifferenten Narkotikumg, das zu jeder
Zeit und unter allen Verhaltnissen eindringt, ein grundsétzlicher Unter-
schied besteht, ist keine irgendeiner Theorie zuliche erfundene Kon-
struktion, sondern cine Tatsache, von der jede theoretische Erwigung
auszugehen hat. Unseres Erachtens bedeutet die Unterscheidung der
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beiden Arten der Stoffaufnahme im Sinne Overton’s und Héber’s
keine Irrefithrung; wic Kister und Ruhland meinen, sondern einen
Fortschritt, da sie die grundsataliche Verschiedenheit scheinbar gleich-:
artiger Phanomenc hervorhebt und erst dadurch deren Erforschung:
ermoglicht.

Was nun die spezielle Frage betrifft, ob durch die Versuche
Kiister’s und Ruhland’s tatsichlich der Nachweis erbracht wurde,
dass zwischen der Aufnahme lipoidloslicher und lipoidunléslicher Farb-
stoffe- kein . Unterschied besteht, so ist zunichst daran zu crinnern,
dass selbst bei pflanzlichen Objekten die Sache noch immer so steht,
dags lipoidlosliche Farbstoffc allgemein farben, wihrend Siurefarben
viele Elemente, wie Algen und Wurzelzellen von Wasserpflanzen nicht
firben. Noch viel auffallender ist der Uuterschied, wie oben aus-
gefithrt wurde, bei Tieren, bei denen Siurefarben nur von bestimmten
Zellen gespeichert werden, wihrend die lipoidlgslichen Farbstoffe jede
Art von Zellen firben.

Nimmt man noch hinzu, dass die zahlreichen Versuche iiber die
Wirkung der Narkotika, ferner die bei einer so grossen Zahl von Ver-
bindungen angestellten plasmolytischen und sonstigen osmotischen Ex-
perimente ein so grundsitzlich verschiedenes Verhalten der lebenden
Zele lipoidlsslichen und lipoidunloslichen Verbindungen gegeniiber er-
geben haben, so kommt man zum Schlusse, dass der Ausfall der Ver-
suche Kiister’s und Ruhland’s iiber die Aufnahme von Siurefarben
durch Pflanzenzellen ' die genannten Autoren noch keineswegs  be-
rechtigen durfte, iiber die Lipoidtheorie der Vitalfirbung den Stab zu
“brechen.

Was beweisen dlese Versuche ? Nur so viel, dass lipoidunlésliche
Farbstoffc in den Zellsaft von Pflanzenzellen hineingelangen kénnen.
Auf welche Weise sie hineingelangen, dariiber sagen die Versuche nichts
aus. Die Lipoidtheorie behauptet aber im Gegensatz zu Kiister
und Ruhland, dags der Weg, auf dem lipoidunlésliche Farbstoffe in
dic lebende Zelle hineingelangen, von demjenigen lipoidléslicher Stoffe
verschieden ist. Diese Frage ist auf Grund der Kiister’schen Ver-
suche nicht zu entscheiden.

Hingegen lehrten uns die Versuche itber die Farbung des lebenden
Zellkgrpers von Paramicien Tatsachen kennen, denen eine gewisse
Bedeutung fir die Beurteilung des fraglichen Problems nicht ab-
zusprechen ist. Die weitaus meisten unter den Farbstoffen, dic in den
Versuchen Kiister’s und Ruhland’s von den Zellen aufgenommen
wurden, gehdren zu den Farbstoffen, die den Zellkérper der Paramiicien
ungefirbt lassen. Siurefuchsin, Lichtgrin F'S, Orange G, Patentblau V,
Azorubin, Biebrich’scher Scharlach, Guineagrin B usw., durchwegs
Stoffe,. die sich bei den Versuchen Kiister’s und Ruhland’s als
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vital aufnehmbar erwiesen haben, kénnen zur Flissigkeit, in der sich
Paramicien befinden, bis zur Sittigung hinzugefligt werden — die
Tiere bleiben selbst nach tagelangem Aufenthalt in der Lisung voéllig
ungefirbt. Der Einwand, dass die Farbstoffe vielleicht doch eindringen
und nur mangels einer Speicherung unsichtbar bleiben, entfallt hier, da
wir ja bei ungeren Versuchen die Farbstoffaufnahme nicht nach dem
sekundéren Vorgang der Speicherung, sondern nach der Konzentration
- in der lebenden Substanz selbst beurteilen. Wenn der Zellkgrper in
ciner maximal konzentrierten Farbstofflosung ungefirbt bleibt, so ist
chen scine Konzentration im Plasma = 0 oder fast 0. Damit ist die
Frage, ob lipoidigsliche und lipoidunlésliche Stoffe in der gleichen
oder in verschiedener Weise von der lchenden Zelle aufgenommen
werden, auch schon entschieden. Lipoidlssliche Farbstoffe miissen sich
jederzeit ihrem Teilungskoeffizienten zwischen wasseriger Lsung und
Plasmalipoiden entsprechend im Plasma ansammeln. Der ZellkSrper
kann sich ihrer gewisscrmaassen nicht erwchren. Sie sind die eigent-
lichen Vitalfarbstoffe. Lipoidunlésliche Farbstoffe kénnen, wie gerade
auggefithrt wurde, niemals in gleicher Weise ins lebende Protoplasma
cindringen. Wenn sie aber trotzdem, wie in den zahlreichen angefithrten
Beispiclen, innerhalb von Zellen in granuliren Bildungen, im Zell-
saft usw. angetroffen worden, so konnen sie nur auf einem Wege hin-
gelangt sein, der von der Verbreitungsart lipoidlgslicher Stoffe im
Plasma grundverschieden ist. Dieser andere, vorliufig noch unauf-
geklirte Weg ist eben das, was Héber als physiologische Permeabilitéas
bezeichnet, :

Wir wenden uns nun zur Besprechung der iibrigen Einwinde gegen
dic Lipoidtheorie der Vitalfirbung. Wie schon mitgeteilt, war es
Ruhland, der den grossten Teil des Beweismaterials gegen die Lipoid-
theorie der Vitalfirbung gesammelt und in einer Reihe von Abhand-
lungen nachdriicklichst verwertet hat. Die Ruhland’schen Befunde
wurden insgesamt von Hober nachgepriift und teils bestiitigt, teils
aber bestritten. In sciner letzten Verdffentlichung zu diesem Gegen-
stand hat Ruhland (75) alle seine Einwinde in itbersichtlicher Weise
tabellarisch zusammengestellt, wobei er seine ursprimnglichen Angaben
trotz des Widerspruches von Héber fast durchwegs aufrecht erhilt.
Ruhland teilt seine der Lipoidtheorie widersprechenden Befunde in
zwel Gruppen: Die erste umfasst basische Farbstoffe, von denen die
cinen trotz Lipoidunléslichkeit vital firben, wihrend die anderen trotz
leichter Lipoidlgslichkeit in die lebende Zelle nicht eindringen. Die
zweite Gruppe enthiilt saure Farbstoffe, die, obwohl leicht lipoidigslich,
in lebende Zcllen nicht aufgenommen werden. Die drei ersten Spalten
einer jeden der folgenden Tabellen sind der Rubland’schen Arbeit
ontnommen. In der Ruhland’schen Tabelle bedeuten die Zcichen
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-+ sehr leicht, +-+ etwas weniger, -+ wenig lipoidloslich; unter
Permeabilitit bedeuten die Zeichen 0 nicht, 4- schwer und langsam,
+-+ schneller, ++4+ sehr rasch (fast augenblicklich) permeierend.
Die Befunde, die auch nach Héber der Lipoidtheorie widersprechen,
sind in den folgenden Tabellen mit einem * hinter der Bezeichnung
des betreffenden Farbstoffes versehen. Das Fehlen dieses Zeichens
bedeutet also, dass die betreffende Angabe von Haber bestritten wird.
Die beiden letzten Spalten einer jeden Tabelle enthalten die Resultate,
die die Priifung der betreffenden Farbstoffe nach den in ‘dieser Arbeit
entwickelten Grundsétzen ergab. Die Lipoidlaslichkeit der Farbstoffe
wurde nach ihrer Ausschiittelbarkeit durch unsere Olsaure-Diamylamin-
mischung bestimmt, wihrend die Frage des vitalen Féirbevermégens
ausschliesslich. darnach beurteilt wurde, ob der betreffende Farbstoff
den lebenden Zellkérper diffus farbt oder nicht.

Tabelle V.
nach Ruhland nach dem Verfasser

3 , | : :

& Farbstoff e e Teil.-Koeff.| Vitales
N loAbhkeit| shihess |Ols: Diam.| Farbe-

‘ " Wasser |vermégen

1 | Methylgrin KristalleI* . | unlsslich ‘ et 84 +

2 | Methylengrim * ., . . ., ., 5 et 30 +

3 Thionin * . . . . .. .. » b mxm .+

4| NeublauR. . . . . ... N {4 mxm |+

5 | Azophosphin GO. . . . . » } +++ 7,2 +

6 | Malachitgriin . . . . . . » | mxm ‘ +

7 | Bismarckbraun . . . . . . Lt mxm |+

8 | Viktoriablau 4R. . . . . e ‘ 0 mxm |+

9 | Viktoriablau B . . . . . A+ 0 mxm | -+
10 | Nachtblau. . . . . . . . -+ 0 mxm |
11 | Baslerblau BB. . . . . . 4+ { 0 mxm | -+
12 | Baslerblau R . . . . . . ++H+) ! 0 mxm | -+
13 | Rhodamin G. . . . . . . ERNTIE B mxm | 4
14| Diazingrtin . . . . . . . -+ ' + wmxm |+
15 | Viktoriablau R . . . . . +++ + mxm | -+

Tabelle VI.
nach Ruhland nach dem Verfasser
g Farbstotf Lipoid- | Perme- Teil-Koeff.| Vitales
: loslichkeit| abilitat |0 Diam.| Firbe-
Wasser |vermogen
. 1 N

1| Erythrosin B . . . . . . +4+ ' 0(+) >1 ‘ -+

2| Cyanosin . . . .., .. A+ 0 >1 L+

3| Rose bengale . . . . . . ++ P O >1 i +

4 ) Echtrot A *. . . . . .. | 84 \ +

5| Tuchrot 3 GA. . . . . . +++ 0 54 sk

6 | Oxaminmarron . . . . . ++ S0 ? ?

7] Gallein . . .., . ... ++ ‘ 0 0 0

8 | Gallaminblan . . . . . . ++ | 9 0 [ 0
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Basische Farbstofie. Die Farbstoffe 1—7 (Tabelle V) sollen
der Lipoidtheorie ingsofern widersprechen, als sie trotz vitalen Firbe-
vermégens nicht lipoidlgslich sind. Beschriinkt man sich jedoch nicht,
wic es bisher immer geschehen ist, auf die Feststellung der absoluten
Lislichkeit in Cholesterin-Terpentin, sondern crmittelt die fiir die Be-
urteilung des vitalen Farbungsvorganges allein maassgebende relative
Lipoidléslichkeit in der Weise, wie wir es bei unseren Versuchen getan
haben, so zeigh es sich, dass dic Dinge ganz anders liegen. Fiir samt-
liche sieben Farbgtoffe lisst sich feststellen, dass beim Ausschiitteln
ihrer wisserigen Lésung mit unserer Olsiure-Diamylaminmischung der
Teilungskoeffizient sehr stark zugunsten der Olmischung ausfailt.
Thionin, Neublau R, Malachitgriin und Bismarclkbraun werden von
Olsaure so stark gespeichert, dass die Losung nach der Augschiittelung
im 8 mm weiten Reagensglase vollkommen farblos erscheint. Die
Speicherung ist also nach unserer Bezeichnungsweise maximal. Bei
den tibrigen Farbstoffen ist die Speicherung durch Olsiure geringer,
aber selbst bei dem am schwichsten gespeicherten Stoff Azophosphin
noch immer sc stark, dass die Farbstoffkonzentration in der Olsiure
mehr als giebenmal so gross ist wie in der wisserigen Loésung. Threr
weitgchenden Ausschiittelbarkeit durch Olsiure entsprechend, firben
Malachitgriin und Bismarckbraun den Zellkorper lebender Paramicien
schon in sehr stark verdinnter Losung. Fiar Bismarckbraun wurde
als vital farbende Grenzkonzentration 1 : 300000, fir Malachitgriin
1 : 600000 gefunden. Die durch Olsﬁ,ure weniger speicherbaren Farb-
stoffe Methylengriin und Methylgriin firben erst bei stirkeren Kon-
zentrationen, das erstere in einer Lésung von 1 : 60000, das letztere
in einer solchen von 1 :14000. Fir Thionin, Neublau R und Azo-
phosphin liess sich dic vital farbende Grenzkonzentration nicht genau
ermitteln, da die genannten Stoffe, offenbar infolge anhaftender Bei-
mengung, stark giftig wirken. Immerhin liess sich mit Sicherheit fest-
stellen, dass die in Rede stehenden Stoffe den lebenden Zellkorper
farben. Dasg Verhalten der genannten sicben Farbstoffe entspricht also
vollkommen den Yorderungen der Lipoidtheorie.

Die folgenden acht Farbstoffe sollen nach Ruhland der Lipoid-
theorie deshalb widersprechen, weil sie trotz guter Lipoidlsslichkeit
teils (die ersten finf) gar nicht, teils (die letzten drei) schwer in lebende
Zellen eindringen. Diege Angaben wurden schon von Héber bestritten.
Auch unsere Versuche ergaben, dass simtliche der genannten Stoffe
den lebenden Zellkérper farben. Die Farbstoffe Baglerblau wirken stark
toxisch und téten bei langerer Einwirkung die Paramécien schon in
Dosen, die noch keine Vitalfsrbung bewirken. Untersucht man jedoch
die Tiere sehr bald nach Hinzufiigung der entsprechend konzentrierten
Farbstofflosung, so lisst sich ohne Schwicrigkeit konstatieren, dass
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cine Féarbung des lebenden Zellkérpers eintritt. Die Farbstoffe Viktoria-
blau B, 4 R und Nachtblau zcichnen sich durch hohe Farbekraft aus,
da sie alle schon in stark verdiinnter Lésung (iiber 1 : 100000) diffuse
Plasmafarbung bewirken. Thre Fiarbckraft entspricht also vollkommen
der starken Ausschiittelbarkeit durch Olsgure. Rhodamin G gehort in
dic Gruppe der Granulafirber, das heisst bei entsprechender Kon-
zentration der Lésung farbt es nur Granula ohne gleichzeitige Zell-
korperfarbung ; bel Zunahme der Konzentration bewirkt es neben der
Granulafirbung cine diffuse Féarbung des Zellkorpers. Diazingriin ge-
hért zu den Stoffen, die neben einer Granulafirbung stets cine diffuse
Zellkérperfirbung hervorrufen. Viktoriablau R, das von Ruhland
als schwer permeierend bezeichnet wird, gehért zu den stiirkst firbenden
unter den basischen Farbstoffen. Es farbt den lebenden Zellkdrper
noch bei einer Verdimnung von 1 :800000. Scine Ausschiittelbarkeit
durch élsdurehaltiges Ol ist eine cntsprechende: Bs wird schon durch
eine Mischung, die auf acht Teile Ol einen Teil Olséiure enthilt, maximal
gespeichert.

Wir sehen also, dass die von Ruhland behauptete Inkongrucnz
von Lipoidléslichkeit und vitalem Fiarbevermogen auch hinsichtlich
der zuletzt angefithrten acht basischen Farbstoffe nicht besteht. Das
gerade Gegenteil trifft zu. Zwischen der relativen Lipoidloslichkeit
der genannten Stoffe und ihrem vitalen Férbevermégen besteht volliger
Parallelismus. Damit wéren die auf bagische Farbstoffe beziiglichen
Einwinde Ruhland’s widerlegt. i

Saurc Farbstoffe. Als weiteres Argument gegen die Lipeid-
theorie fithrt Ruhland die auf Tabelle VI zusammengestellten saurcn
Farbstoffe an, die trotz guter Lipoiclsslichkeit nicht vital farben sollen.
Ordnet man die betreffenden Farbstoffc nach ihrer relativen Lipoid-
lslichkeit, das heisst nach ibrer Ausschiittelbarkeit durch unsere Ol-
mischung, die 1 Teil Diamylamin auf 24 Teile enthalt, und zwar in
abfallender Reihenfolge, so erhidlt man folgende Serie: Hchtrot A,
Tuchrot 3 GA, Erythrosin, Cyanosin, Rose bengale, Gallein, Gallanin-
blau'). Wie erinnerlich, haben uns unsere Versuche crgeben, dass das
Mindestmaass an Ausschiittelbarkeit, das bei unserer Versuchsanordnung
ein durch Diamylamin aufnchmbarer Farbstoff besitzen muss, um noch
vital zu firben, einer Verteilung entspricht, bei der wisserige und
Olphase ungefahr gleich gefirbt sind. Wendet man diese Regel - auf
unsere Reihe an, dann ergibt sich, dass die Farbstoffe Echtrot A,
Tuchrot 3 GA, Erythrosin, Cyanosin, Rosc bengale vital firben miissen,
da sic nach der Ausschiittelung in der Diamylaminmischung in stirkercr

1) Oxaminmarron konnte ich mir nicht verschatfen. Nach Héber ist
der Farbstoff ganz lipoidunlslich.
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Konzentration vorhanden sind als in der wisserigen Losung, wihrend
die Farbstoffe Gallein und Gallaminblau den lebenden Zellkdrper nicht
zu farben hitten, da nach der Ausschiittelung der gedachten Farbstoffe
diec Diamylaminmischung sich vollkommen ungefirbt absctzt, der
1a,m Olmlschung

Wasser
also = 0ist. Die genannten Farbstoffe zeigen in der Tat das geforderte
Verhalten: Hchtrot A, Tuchrot 3 GA, Erythrosin, Cyanosin, Rose
bengale firben den lebenden Zellkdrper von Paramamen Gallein und
Gallaminblau lassen ihn ungefarbt.

Die Behauptung Ruhlond’s, das Verhalten der angefithrten Saure-
farbstoffe spreche gegen die Lipoidtheorie, ist also ganz unc gar un-
zutreffend. Auch hicr gilt das genaue Gegenteil: Zwischen relativer
Lipoidisslichkeit und vitalem Farbevermégen besteht die von der
Theorie geforderte Ubereinstimmuag. Damit ware auch die zweite
Gruppe der Ruhland’schen Einwinde erledigt.

Wir wenden uns nun zu den von Garmus (32) gegen dic Lipoid-
theorie vorgebrachten Argumente. Von basischen Farbstoffen, die
trots Lipoidunisslichkeit farben sollen, nennt Garmus Thionin, Methyl-
grin und Methylenazur. Die Lipoidloslichkeit- der beiden ersteren
wurde schon besprochen. Auch hingichtlich des Methylenazur lasst
sich feststellen, dass es durch (lsiure maximal gespeichert wird. Das
vital firbende Brillantkresylblau soll nach Garmus nur ganz schwach
lipoidlsslieh sein und Toluidinblau nur in so geringem Maasse, dass es
praktisch als lipoidunldslich bezcichnet werden miisste. Beides ist so
unzutreffend wie nur moglich. Beide Farbstoffe werden von Olsiure
maximal gespeichert. Tuchrot 3 GA soll trotz guter Lipoidléslichkeit
nicht vital farben. Es wurde oben dargelegt, dass der Farbstoff selbst
in ziemlich verdimnte:s Losung den lebenden Zcllkorper farbt.

Wis man sieht, sind die aus der Untersuchung tierischer Objekte
hergeleiteten Argumente gegen die Lipoidtheorie genau so haltlos wie
das bei der Unterauchung pflanzlicher Objekte gesammelte Beweis-
material.

Von simtlichen gegen die Lipoidtheorie der Vicalfarbung
angefilhrten Argumenten bleibt somit nicht ein einziges
iibrig. Bedenkt man, dass dieses Beweismaterial im Laufe von Jahren
zusatmengotragen wurde, so gelangt man zu dem Schlusse, dass kaum
etwas mehr zugunsten der Lipoidtheorie der Vitalfarbung sprechen
kénnte als dies Versagen simtlicher gegen die Lipoidtheorie erhobener
Einwinde.

Fragt man, woher es kommt, dass die angefilhrten Befunde so
lange als Argumente gogen die Lipoidtheoric gelten konnten, so ist
die Antwort folgende: Bei der Priifung des Zusammenhanges zwischen

Teilungskoeffizient - fiir die genannten Verbindungen
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Lipoidlgslichkeit und vitalem Farbevermdgen verfielen die Unter-
sucher in einon zwcifachen Fehler. Der eine betraf die Art der Be-
stimmuag der Lipoidléslichkeit. Ganz abgeschen davon, dass Cholesterin
nicht der in Betracht kommende Kdérper sein konnte, war es unrichtig,
dic absolute Lipoididslichkeit zu bestimmen. Da die Lipoidtheorie
die Voraussetzung macht, dass bei der vitalen Farbung eine Verteilung
des Farbstoffes zwischen dem wisserigen Medium und den Zellipoiden
statthat, so konnte nur aie relative Lipoidl6slichkeit, das heisst das
Teilungsverhalinis zwischen Wasser und Lipoiden, in Frage kommen.
Man muss Hoéber die Gerechtigkeit widerfahren lassen, dass er anf
diesen schwachen Punkt der Methodik hingewiesen hat.

Der zweite, womdoglich noch verhdngnisvollere Fehler war der, dass
die Aufnahme der Farbstoffe ins Plasma nicht direkt durvch Fest-
stellung der Farbung des lebenden Plasmas ermittelt, sondern aus dem
sekundiren Vorgang der Speicherung erschlossen wurde. Bei ticrischen
Zellen war es die Speicherung in den Granula, bei pflanzlichen die
Speicherung im Zellsaft, nach der man das Eindringen oder Nicht-
eindringen eines Farbstoffes beurteilte. Nun haben wir schon bei der
Besprechung, der Granulafirbung gezeigt, dass von den lipoidléslichen
Farbstoffen, die den Ichenden Zellkorper firben, nur diejenigen von
den Granula gespeichect werden, fir die die Loslichkeit mit der Zu-
nahme des Sauregehaltes der Olmischung wichst. Dies sind in erster
Linie die basischen Farbstoffe. Saure oder ‘indifferente oder sogar
einzelne schr schwach basische Farbstoffe (Dimethylamidoazobenzol)
werden von den Granula naturgeméss nicht gespeichert. Vom Zell-
saft der Pflanzenzellen diirfte dhnliches gelten. Wenn es sich nun um
Zellen handelt, die ungecignet sind, einc eventuclle Plasmafirbung
erkennen zu lassen, sel es, dass, dic Plasmaschicht zu diinn oder die
Férbung zu schwach ist — dann wird die Aufnahme eines derartigen
Farbstotfes, der von den Granula bzw. dem Zellsaft nicht gespeichert

- wird, der Wahrnehmung entgehen miissen. Dies war nun in der Tat
oft der Fall, und daher kommt cs, dass auf der Liste des gegen die
Lipoidtheoric gefiilhrten Beweise cine Reihe gut lipoidléslicher, an-
geblich nicht vital firbender saurer Farbkérper figuriert. Anderor-
seits gewohnte man sich, da die diffuse Plasmafirbung niemals Gegen-
‘stand systematischer Untersuchungen war, daran, die vitale Firb-
barkeit fast immer nur nach dem Auftreten gefirbter Granula .oder
nach der Zellsaftfirbung zu beurteilen, das heisst man identifizierte
die Begriffe Vitalfirbung und Granulafirbung bzw. Zellsaftfirbung.
Da es in erster Linie immer nur basische Farbstoffe sind, die von den.
Granula gespcichert werden, so musste dic Mcinung entstehen, dass
der Satz ,basische Farben sind vitale Farben, saurc nicht*, den Tat-
sachen besser entsprechen soll als die Overton’sche Formel. Wir

Pfliiger’s Archiv fiir Physiologie. Bd. 179. 21
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sahen, dass dies micht richtig ist. Hs gibt eine ganze Anzahl vital-
farbender Siurefarbstoffe, die ihre Aufnahme in den lebenden Zell-
karper den in den Plagmalipoiden geldsten organischen Basen zu danken
haben. Das die vitale Farbbarkeit, d. i. die Farbbarkeit des lebenden
Zellkorperplasmas, allein und ausschliesslich bestimmende
Moment ist eben die Lipoidléslichkeit in unserem Sinne,
das heisst die Ausschiittelbarkeit durch eine (Glmischung,
die einen bestimmten Betrag Fettsiure und fettldslicher
Base enthilt.

D. Lassen sich die bei Paramicien zu beobachtenden vitalen
Firbungserscheinungen mit den Forderungen der chemischen
Theorie, bzw. der Adsorptionstheorie in Einklang bringen — mit
anderen Worten: vermag eine der genannten Theorien bei der
Erklirang der gedachten vitalen Firbungsphinomene mit der
modifizierten Lipoidtheerie in Wetthewerb zu treten?

Die vorstehenden Ausfihrungen haben den Beweis erbracht, dass
die modifizierte Lipoidtheorie nicht bloss zu einem vollen Versténdnis
der mannigfaltigen, an der lebenden Infusorienzelle zu beobachtenden
vitalen Farbungserscheinungen fiibrt, sondern auch bei Heranziehung
des gesamten, die Vitalfirbung tierischer Zellen betreffenden Tat-
sachenmaterials einer Prifung auf ihre Eignung zur Erklsrung der
vitalen Farbungsphinomene standhilt. Diese Tatsache kann uns
jedoch nicht der Pflicht entheben, die eingangs angefithrten anderen
Frklirungsversuche der Vitalfsrbung an der Hand unserer Ergebnisse
einer Prifung zu unterziehen.

Beruht die Farbung des lebenden Zellkérpers bzw. des Granulums
auf einer chemischen Verbindung des Farbstoffes mit dem
ZellsafteiweiB bzw., nach der Ansicht M. Heidenhain’s, auf der
Bildung eiweisssaurer Farbsalze ¢ Der Reagensversuch lehrt, dass nur
dann, wenn die zur Albuminlésung zugefiigte Farbstoffmenge sehr ge-
ring ist, die erstere unverindert bleibt; weiterer Zusatz von Farbstoff-
losung bewirkt Fallung. Vergegenwirtigt man sich jedoch das Ver-
halten der betreffenden Farbstoffe bei der Vitalfarbung, so gelangt
man zu dem Schluss, dass es sich keineswegs mit der Wirkung auf
eine Albuminlésung deckt, denn trotzdem die basischen Farbstoffe im
lebenden Zellkérper bis zu einer betrichtlichen, im Granulum sogar
bis zu einer maximalen Konzentration gespeichert werden, bleiben die
betreffenden Gebilde gleichmissig gefsirbt, ohne ihre homogene, durch-
sichtige Beschaffenheit zu verlieren. Von einer Fallung der Farbstoffe
kann keine Rede sein. Einen noch stirkeren Widerspruch zur Theorie
Heidenhain’s bildet das Verhalten der schwachen Farbbasen. Nach
Heidenhain sind nur die Salze der stirkeren Farbbasen befihigt,
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mit Eiweisskorpern in der frither beschriebencn Weise zu veagieren,
keineswegs aber dic schwachen Farbbasen. Als typisches Beispiel
einer solchen fithrt Heidenhain das Dimethylamidoazobenzol an, das
sich mit Eiweisskorpern in keiner Weise vereinigt. In schroffem Wider-
spruch zu diesem nach der Heidenhain’schen Theorie zu erwartenden
Verhalten stehen die tatséichlich an der lebenden Zelle zu beobachtenden
HBrscheinungen: Das Dimethylamidoazobenzol wird niamlich, wie wir,
sahen, von der lebenden Zelle maximal gespeichert. Zwischen sauren
Farbstoffen und Eiweiss findet nach den Beobachtungen Heiden-
hain’s cine chemische Umsetzung erst dann statt, wenn die Farb-
sdure durch Saurczusatz in Freiheit gesetzt wurde. Nun sahen wir
aber, dass gewissc saure Farbstoife — die lipoidlésliehen — den
lebenden Zellkorper dennoch fiarben. Woher es kommt, dass diese
Saurefarben, und zwar auch aus alkalischer Losung vom Iebenden
Zellkérper gespeichert werden, darvauf vermag die Theorie Heiden-
hain’s keine Antwort zu geben.

Beruht die Vitalfirbung des lebenden Zellksrpers bzw. des Granulum
auf ciner Adsorption des Farbstoffes? Die Adsorptionstheorie
der Vitalfsrbung stitzt sich auf zwei Momente, crstens auf die Tat-
sache, dags die Aufnahme von Farbstoffen durch die verschiedensten
Substrate, speziell durch solche tierischer oder pflanzlicher Herkunft,
allgemecin als Adsorptionsvorgang betrachtet wird, zweitens auf den
Umstand, dass die Aufnahme gewisser, den Farbstoffen nahestehender
Verbindungen in die lebende Zelle'in einer Weise erfolgt, die fir Ad-
sorptionsvorgange als charakteristisch gilt.

Ad 1. Die Adsorption der Farbstotfe ist in weitgchendem Maasse
von der Natur des Adsorbens abhingig. Je nachdem es sich um ein
chemisch indifferentes oder differentes Adsorbens handelt und in dem
letztercn Falle je nach dem chemischen Charakter des adsorbierendon
Substrates verliuft die Farbstoffaufnahme qualitativ und quantitativ
verschieden. Unter diesen Umstédnden kann die Frage, ob es sich bei
der Farbstoffspeicherung in der lchenden Zelle um einen Adsorptions-
vorgang handelt, nur in dem Sinne gestellt werden, dass man zu ent-
scheiden sucht, mit welchem der angefithrten Adsorbentien das lebende
Plasma in cine Parallele zu stellen wire. Mit der Adsorption durch
indifferente Substrate ist dic Farbstoffaufnahme secitens der lebenden
Zelle nicht zu vergleichen, da erstere sowohl basische als saure Farben
betrifft, wihrend vom Icbenden Plasma, wie wir sahen, die sauren
Farbstoffe, mit Ausnahme der lipoidldslichen, nicht aufgenommen
werden. Der gleiche Unterschied besteht gegeniiber der Adsorption
durch Substrate von basischem Charakter. Am chesten crinnert die
Farbstoffaufnahme der lebenden Substanz an diejenige saurer Substrate,
da in beiden Fallen samtliche basische Farbstoffe aufgenommen werden,

21*
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doch besteht hier wieder die Differenz, dass Substrate von ausgesprochen
ssurem Charakter, wie Kieselsiure usw., nur die bagischen Farbstoffe
adsorbieren, wihrend das lebende Plasma daneben auch noch die
“lipoidldstichen Siurefarbstoffe aufnimmt. Die Biweisskdrper schliessen
gich in ihrem Verhalten insofern an die indifferenten Substrate an,
als sie ihrem amphoteren Charakter gemiss, sowohl basische als saure
Farbstoffe adsorbieren.

Wie man sieht, ist die Auswahl der von der lebenden Zelle ge-
speicherten Farbstoffe eine derartige, dass sich die Farbstoffaufnahme
durch dag lebende Plasma keiner der genannten Adsorptionen anreihen
Iasst. : '

Dass zwischen der Aufnehmbarkeit in die lebende Zelle und der
Adsorbierbarkeit konstante Beziehungen nicht bestehen, zeigt deutlich
das Verhalten der sauren Farbstoffe. So gehért der saure Farb-
stoff Echtrot A zu den vom lebenden Plosma am stirksten ge-
speicherten sauren Vitalfarbstoffen, da er schon ans relativ ver-
dimnter Losung den lebenden ZellkGrper firbt. Seine Adsorbierbar-
keit ist aber gering. So fand Ruhland (73) bei seinen Versuchen
iiber Kapillardiffusion von Farbstoffen in Fliesspapier, bei denen
er einen Tropfen der betreffenden Lisung auf Fliesspapier sich aus-
breiten liess und das Verbaltnis des Durchmessers des gefarbten
Kreises zu dem des Wassers als Maass der Adsorbierbarkeit no-
tierte, dass dieser Kapillarquotient fiilv Echtrot A 0,86 betragt. An-
dererseits lassen zahlreiche Siuréfarbstoffe, deren Adsorbierbarkeit
eine viel gréssere ist, zum Beispiel Chicagoblau R mit einem Kapillar-
quotient von 0,41, Chicagoblau B mit einem Kapillarquotienten von
0,44, Heliotrop B mit 0,57, Kongoechtblau B mit 0,46, Azoblau
mit 0,64, Benzoazurin mit 0,63 und andere das lebende Plasma vollig
ungefsirbt.

Wie man sieht, stosst der Versuch, die Farbstoffspeicherung im
lebenden Plasma auf Adsorptionsvorginge zurtickzufithren, von vorn-
herein auf uniiberwindliche Hindernisse, gar mnicht zu reden da-
von, dass eine derartige, auf alle Einzelheiten des vitalen Farbungs-
vorganges sich erstreckende Analyse der Farbungsphénomene, wie
sie unsere modifizierte Lipoidtheorie ermdglicht, mittels der An-
nahme von Adsorptionsvorgingen, wenigstens bei dem gegenwirtigen
Stand unserer Kenntnisse von der Adsorption, in keiner Weise durch-
fithrbar ist.

Ad 2. Als Beweis, dass bei der Stoffaufnahme durch die lebende
Zelle Oberflachenkrifte in Betracht kommen, wird vielfach die Er-
scheinung angefithrt, dass die Aufnahme von Alkaloiden in die lebende
Zelle, die nicht anders zu beurteilen wire als diejenige basischer Farb-
stoffe, der Adsorptionsisctherme folgt. Nun wurde von 8. Léwe (51)
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die fiir die Beurteilung der Frage bedeutsame Tatsache festgesbellt,
dass zahlrciche Stoffe, die in die lebende Zelle aufnehmbar sind, darunter
Nikotin und das uns hier besonders intcressierende Methylenblau,
sich zwischen wisseriger Phase und Lipoidphase (in Chloroform ge-
16stes Kephalin oder Cerebrosid bzw. ,,Restlipoide” = Gehirnlipoide
ohne dic beiden vorgenannten Lipoide) nicht dem Henry’schen Ab-
sorptionsgesetz gemiss verteilen, sondern von der Lipoidphase der
Adsorptionsgleichung gemiss aufgenommen werden. Daraus ergibt sich
nun zundchst, dass die der Adsorptionsisotherme folgende Aufnahme
von Alkaloiden in dic lebende Zelle nicht nur keinen Beweis gegen
die Lipoidtheorie als solche bilden kann, sondern im Gegenteil gerade
fiir die Beteiligung von Lipoiden bei der vitalen Stoffaufnahme spricht.
Mit der Overton’schen Auffassung des Verteilungsvorganges stehien
die Loewe’schen Ergebnisse bloss insofern im Widerspruch, als
den lotzteren zufolge dic Zellipoide nicht als Losungsmittel der
vital aufnehmbaren Stoffe, sondern als Adsorbens zu betrachten
wéren.

' Vom Standpunkt unserer Lipoidtheorie entsteht nun die Frage:
Widerspricht der Nachweis einer der Adsorptionsgleichung folgenden
Aufnahme von Alkaloiden in dic lebende Zelle dem Grundgedanken
ungerer Lipoidtheorie, der die Aufnahme von Farbstoffen scitens der
lebenden Zelle in vollige Analogic setzt zur Aufnahme durch unsere
Olséure-Diamylaminmischung, mit anderen Worten: Gilt das durch
die Adsorptionsgleichung definicrte Gleichgewicht auch fiir die Auf-
nalime basischer Farbstoffe durch Olsiure ?

Zur Lntscheldung dieser Frage wurde Methylenblau in 6 Konzentrationen
gegen reine Olsiiure (Acid. olein. purissimum Merck) geschitttelt und die

Y (—- Cy), Cx-Kurve bestimmt. Anschliessend an die fruher mitgeteilten Aus-

schitttelungsversuche sowie an die Firbungsversuche mit lebenden Para-
micien, wurde -eine Methylenblauldsung verwendet, die den Farbstoff in
einer Mischung von zwei Teilen Leitungswasser und einem Teil destillierten
Wassers enthielt. Auch das Mengenverhéltnis von wisseriger Losung und
Olssiure war das gleiche, wie bei den fritheren Versuchen (6:1). An Stelle
des ffir genauere Bestimmungen wenig geeigneten Sahli’schen Kolori-
meters wurde der holorlmeter von Dubose zur Ermittlung der Farbstofi-
konzentration in der wésserigen Losung verwendet. Die mittels des ge-
nannten Apparates ermittelten Werte konnen bis auf 3,5% genau
gelten?),

Nachstehend das Ergebnis:

1) Die Titrationsmethode von Pelet und Garuti konnte nicht in Be.
tracht kominen, da sie sich nach I o e we fitr Konzentrationen, die erheblich
geringer sind als 0,29%,,, als unzulianglich erwies.
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Tabelle VII

Je 12 ceom Methylenblau, gelost in 2
destilliertemm Wasser, in 6 verschiedenen Konzentrationen zwischen 0,034

Teilen Leitungswasser und 1 Teil

und 0,283 g Farbstoff im Liter geschiittelt gegen je 2 ccm Olsiure.

Zohl| & o ¢ ,1; P — 061
berechnet
aus:
1| 0084 | 0170 | 00057 v 076 3,99
9 10056 | 0,276 | 0,0106 b 08 4,49
3 | 0068 | 0329 {00187 [{ (o 4,50
4 {0113 | 0493 | 0,0274 i 0341 443
5 | 0,170 | 0,658 | 0,0548 L 080 3,11
6 | 0283 | 1,020 | 0,1183 3,85

L

a = urspriingliche Konzentration des Methylenblau in der wasscrigen
Phase (Gramm im Liter);

0, = Konzentration des Methylenblau in der Olsiure (Gramm im
Liter) nach Eintritt des Gleichgewichtes.

C, = Konzentration des Methylenblau in der wisserigen Phase (Gramm
im Liter) nach Eintritt des Gleichgewichtes.
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Die graphische Dar-
stellung der Konzentra-
tionsabhingigkeit Iasst er-
kennen, dass gleichen Zu-
wichsen von C, immer
kleineve Zuwéchse von Cy
entgprechen, dass also der

CZ immer klei-
ner wird. Prift man nun,
inwiefern die dargestellte
C,C,-Kurve der durch die

Adsorptionsgleichung €,
1

Quotient

= K(Q,n definierten Iso-
therme entspricht, so fin-

det man folgendes: Setzt man die zusammenhingenden Werte C
und C, der beiden ersten Versuche (Nr. 1 und 2) in die Adgorptions-

1
gleichung ein und 16st die Gleichung nach o auf, so erhilt man fir-

1
- den Wert 0,76. In analoger Weise erhdlt man aus Nr. 2 und 3 fiir

n
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1

- den Wert 0,69, aus Nr. 3 und 4 den Wert 0,58, aus Nr. 4 und 5 den
n

. ‘
Wert 0,41, aus Nr. 5 und 6 den Wert 0,60. Die - -Werte licgen zwischen
n

0,41 und 0,76, stimmen also untereinander gut iberein und liegen
innerhalb der Grenzen, in denen sich der.Exponentialfaktor der Ad-
sorptionsgleichung zu bewegen pflegt. Setzt man den Mittelwert der

. 1
einzelnen gefundenen --Werte = 0,61 in die Adsorptionsgleichung ein,
Son

so erh#lt man fir die untersuchten Konzentrationen die Werte fiir dic
Konstante K, dic cine gute Ubereinstimmung zeigen.

Die Aufnahme des Methylenblau durch Olsiure folgt also der Ad-
sorptionsgleichung. Dazu kommt, dass das Gleichgewicht, wie es fiir
Adsorptionsvorginge als charakteristisch gilt, sich rasch einstellt.

Ob aber der beschriebene Verlauf der C;C,-Kurve tatsichlich einen
zwingenden Beweis dafiir bictet, dass die Verteilung des Farbstoffes
durch dic Wirkung von Oberflichenkriften zustande kommt, ist cine
anderc Frage, die noch erst der Priifung bedarf.

Dass an der Grenzfliche Wasser-Olséiure Oberflichenkrifte in Wirk-
samkeit treten, ist ja zweifellos, fraglich ist bloss, wieweit das end-
giiltige Verteilungsresultat auf ihre Rechnung zu setzen ist. Zuniichst
cergibt sich dic Frage, welche Grenzfliche als adsorbierende Oberfliche
in Betracht kommt. Die Oberflache der cinzelnen bei der Ausschiittelung
entstehonden relativ grossen Olsiuretropfen karnn in bezug auf das
definitive Verteilungsverhdltnis nicht wesentlich in Frage kommen, da
mit dem Verschwinden dieser Oberfliche bei der sehr bald cintretenden
Vercinigung der Tropfen dic Adsorption zuriickgchen miisste. Dies ist
jedoch nicht der Fall. Von einer Adsorption lediglich an der Ober-
flache der einzelnen Olsiurctropfen kann also keine Rede sein. Es
blicbe also nur der Ausweg, die Olsiure sclbst als zweiphasisches System
aufzufassen, das aus einem Dispersionsmittel und einer dispersen Phage
besteht, cine Annshme, die, wenn es sich um chemisch reine Olsdure
oder die sich analog verhaltende Capronsiurc oder sonst irgendeine
mit Wasser nicht mischbare, chemisch reine Fettsivre handelt, sicher-
lich von vornherein auf die gréssten Bedenken stossen muss.

Andererseits haben unsere Ausschiittelungsversuche einc Reihe von
Tatsachon kennen gelebrt, die dafiir sprechen, dass chemische Wir-
kungen zwischen Farbstoff und lipoider Phase dic Hauptrolle bei der
Verteilung spiclen. Es sei daran erinnert, dass viele basische Farbstoffe
dic von Olssure gespeichert werden, von dem in rein physikalischer
Hinsicht der Olsiure nahestehenden flissigen Neutralfett auch nicht
in Spurcn aufgenommen werden, ebenso wic zahlreiche saure Farbstotfe,
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die von Diamylamin gespeichert werden, weder von fliissigem Neutral-
fett noch von Olsiure aufgenommen werden.

Einer einfachen Anreicherung des Farbstoffes an der Grenzfliche
ciner dispersen Olsiurephase kann also die Aufnahme des Methylen-
blau durch Olssure auf keinen Fall entsprechen; meines Erachtens
handelt es sich bei der Ausschiittelung basischer Farbsalze durch Ol-
sgurec um die Aufnahme dev infolge hydrolytischer Spaltung in der
Lésung vorhandenen freien Farbbase, die mit der Olsiure das be-
treffende Oleat bildet, wihrend infolge des gestérten Gleichgewichtes
zwischon freler Farbbase und ungespaltenem Farbsalz ungespaltene
Farbsalzmolekiile zerfallen und freie Farbbase nachliefern, dic wieder
von der Olsdure aufgenommen wird usw. bis zum Eintritt cines Gleich-
gewichtes eincrseits zwischen der von der Olsiure aufgenommenen und
der in der wisserigen Losung verbliebenen freien Farbbase, anderer-
seits zwischen der letzteren und den ungespaltencn Farbsalzmolekiilen.
Ferner ist von einer bestimmten Konzentration der Farbstofflssung
an mit einem Gleichgewicht zwischen einfachen Farbsalzmolckiilen und
Molekiilkomplexen zu rechnen, denn selbst in einer Losung von Methylen-
blau, aas nach Teague und Buxton (80) zu den am wenigsten
kolloidalen Farbstoffen gehért, konnte Pelet-Jolivet (63) bei Be-
leuchtung mittels Sonnenlichtes das Vorhandensein von Submikronen
nachweisen. Dem Massenwirkungsgesetz zufolge bestehen somit folgende
Bezichungen: fiir den Grad der Hydrolyse in baure und freie Farb—

Farbb
bage die Beziehung (jj?;rb C:lez) = K; und fur das Gleichgewicht
s

zwischen einfachen Farbsalzmolekiilen und Molekiilkomplexen dic Be-
(Farbsalz)®
(Farbsalz),
wisserigen Farbstofflosung muss sich also das Verhiltnis zwischen der
durch Hydrolyse cntstandenen freien Farbbase und den ungespaltenen
Farbsalzmolekillen immer mchr zuungunsten der ersteren und das
Verhiltnis zwischen den Molckiilkomplexen des Farbsalzes und den
einfachen Farbgalzmolekiilen immer mehr zuungunsten der letzteren
verschieben. Dermzufolge muss dic Zunahme der Farbgtoffkonzentration

zichung: == K, Mit zunehmender Konzentration der

in der Wasserlgen Losung die Wirkung haben, dass der Quotient (/
2

immeyr kleiner wird, das heisst dass die C,Cy-Kurve sich immer mehr
der Abszissenachse nihert.

Fir das Verstindnis des Verteilungsvorganges basischer Farb-
stoffe zwischen wisseriger Phase und Olsiure wire noch die Kenntnis
erforderlich, in welchem Molekularzustande sich das in der Olsgure
geldste Slsaure Farbsalz befindet. Hieriiber ist jedoch nichts hekannt.
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Wenn die gegebene Darstellung sicher noch in manchen Punkten
der experimentellen Stittze bedarf, so geht zumindest so viel hervor,
dass die der Adsorptionsisotherme folgende Aufnahme von basischen
Farbstoffen durch Olsiure kein zureichender Grund ist, diese Auf-
nahme lediglich als das Resultat der Wirkung von Oberflichenkriften
aufzufassen und die ngherliegende Deutung, dass es sich um das Re-
sultat der chemischen Reaktion zwischen Olsiure und Farbbase handelt,
abzulchnen. '

Zum Schluss noch einige Bemerkungen iiber Ruhland’s Ultra-
filtertheorie. Nach Ruhland ist os ausschliesslich die Dispersitit,
beurteilt nach dem Grade der Diffusion in Gelen, die itiber die Auf-
nehmbarkeit der basischen sowohl wie der sauren Farbstoffe ent-
~ scheidet. Da uns unsere Versuche in die Lage versetzt haben, die
einzelnen Farbstoffe nach ihrem vitalen Farbevermégen zu ordnen,
ergab sich die Moglichkeit, die Beziehung zwischen der vitalen Férbe-
kraft und der Geldiffusion zu untersuchen. Der Vergleich der Werte
fiir die vitale Farbekraft der betreffenden Farbstoffe mit den von
Ruhland fur die Diffusion in 209 igem Gelatinegel angegebenen
Zahlen zeigt, dass von einer Zuordnung der beiden Gréssen nicht die
Rede sein kapn. Nachfolgend einige Beispicle:

Nach Ruhland (73) gchért das Methylenblau zu den best diffusiblen
Farbstoffen. Der Tropfen der Farbstofflosung, der unmittelbar nach
dem Aufsetzen 2,5 mm misst, hat sich nach 2 Stunden innerhalb des
Gels so stark ausgebreitet, dass doer Durchmesser des gefirbten Be-
zirkes nunmehr 9 mm betriagt. Erheblich geringer ist die Diffusibilitit
des Nilblausuifats. Hier betrigt dor Durchmesser des gefsirbten Be-
zirkes unter gleichen Verhdltnissen nach 2 Stunden 6,5 mm. Wie
verhilt sich nun bei den beiden, wegen des itbereinstimmenden Farben-
tones zum Vergleich sehr geeigneten Farbstoffen die vitale Firbe-
kraft ? Ein Blick auf Tabelle IT lehrt, dass das Féarbevermégen des
langsamer im Gel diffundierenden Nilblaasulfat 16mal so stark ist
als das des rascher diffundicrenden Methylenblau.

Noch kragser ist der Widerspruch zur Ultrafiltertheorie in folgendem
Falle: Viktoriablau R gehért nach Ruhland unter den vital farbenden
basischen Farbstoffen zu den im Gel am schwersten beweglichen. Der
Durchmesser des Diffusionsbezirkes betragt nach 2 Stunden bloss
4 mam. In schroffem Wideespruch bierzu steht das starke vitale Farbe-
vermogen. Wie schon erwahnt, farbt Viktoriablau R den lebenden
Zellkérper noch in Verdiinnungen von 1 :800000. Es gehort alse zu
den bestfarbenden basischen Stoffen.

In vélligem Widerspruch zur Ultrafiltertheorie steht auch das Ver-
halten der Farbstoffe Viktoriablau 4 R und B sowie der Farbstoffe
Baslerblau und Nachtblau, Die genannten Stoffe zeigen keine Gel-
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diffugion, farben aber alle’ den lebenden Zellkérper, und zwar schon
aus stark verdiinnten Ldsungen.

Als Verbindungen, die der Ultrafiltertheorie ebenfalls nicht folgen,
sind ferner die an der Spitze der Tabelle I angefithrten indifferenten
Farbstoffe vom Typus des Sudan zu nennen. Die betreffenden Ver-
bindungen sind in Wasser unldslich. Durch Verdinen der kon-
zentrierten alkoholischen Losung mit viel Wasser erhilt man kolloidale
Solutionen, was aber nicht hindert, dass die betreffenden Verbindungen
unter simtlichen Farbstoffen weitaus am stiirksten gespeichert werden
Sudan ITL zum Beigpiel noch aus einer Lésung von 1 :12000000!

Unter den Siurefarbstoffen gehdren Patentblau V, Orange G, Rot-
violett 4 R S, Bosindulin 2 G zu den im Gel diffusibelsten. Fir den
zuletzt genannten Farbstoff betrigt der Durchmesser des gefiirbten
Gelatinebezirkes nach 2 Stunden 6,5 mm, fir die iibrigen 6 mm. Von
den genannten Farbstoffen farbt aber kein einziger den lebenden Zell-
korper der Paramicien. Andererseits zeigt Tuchrot 3 G A gar keine
Geldiffusion, denn es bleibt auf den urspringlichen Tropfenumriss be-
schrankt; nichtsdestoweniger gehért es, wie schon erwdhnt, zu den

" bestfirbenden unter den Siaurefarbstoffen, da es den leberiden Zell-
kérper schon aus ziemlich stark verdinnten Losungen (1 ; 18000) farbt.

Wie man sieht, besteht zwischen dem Verhalten der Farbstoffe
bei der Geldiffusion und ihvem vitalen Farbevermogen — wenigstens
soweit es sich dem lebenden Plasma des Infusorienzellkérpers gegen-
itber #ussert — auch nicht die allermindeste Beziehung.

Y. Uber die Beziehung von chemischer Konstitution und vitalem
Firbevermogen.

Da die Aufnehmbarkeit durch unsere Olsdure-Diamylaminmischung
als dasjenige Moment anerkannt wurde, das ausschliesslich dariiber
entscheidet, ob ein Farbstoff vital zu farben vermag oder nicht, kann
die Beziehung zwischen der chemischen Konstitution eines Farbstoffes
und seiner Fahigkeit, vital zu firben, nur eine mittelbare sein, das
heisst Anderungen der Konstitution eines Farbstoffes kénnen nur in-
sofern das vitale Farbevermdgen beeinflussen, als hierdurch die Auf-
nehmbarkeit durch unser Modell eine Anderung erfihrt.

Dass basische Farbstoffe durch Einfithrung des Schwefelsiurerestes
in ihr Molekil ihr vitales Farbevermdgen verlieren, wurde von
P. Bhrlich (23) schon im Jahre 1887 mitgeteilt und trifft im grossen
und ganzen zu. Im einzelnen bedarf der Satz mancher Einschrinkung.
Die beiden Farbstotfe Echtsiureviolett 10 B (By):

C,H,
ON-CH,C = [CyH, N (CH,)yl,
2 AN AN

SO,Na OH

SG,Na-CH,-CH
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und Siureviolett 4 B extra (By):
H)N-GoH, € — [GoH, NS
(CH,),N-CgH, \—[ gllq"~ \0H2-06H4-803Na.]2
oH
sind Beispiele von Triphenylmethanfarbstoffen, die trotz Eintrittes von
zwei Sulfogruppen in das Farbstoffmolekiil weder ihr vitales Farbe-
vermégen noch die Aufnehmbarkeit durch Olsiure véllig cingebiisst
haben. Allerdings hat der Eintritt der beiden Schwefelsiurcreste so-
wohl dic Farbekraft als dic Ausschiittelbarkeit durch Olsgure ganz
enorm herabgedriickt, (Vital firbende Grenzkonzentration fiir Echt-
saurcviolett 10 B 1 : 400, fiir Siurcviolett 4 B extra 1 : 1000; Teilungs-
kocffizient Q]—S&Erg in beiderr Fillen < 1).
Wasser

Andererseits gibt es eine Anzahl von Farbstoffen, und zwar Mono-
und - Disulfosiuren von Azofarbstoffen, bei denen dic Anwesenheit des
Schwefelsdurerestes wohl zur Folge hat, dags eine nachweisliche Auf-
nehmbarkeit durch Neutralfett cder Olsiure nicht mehr besteht, hin-
gegen bewirkt wird, dass die gedachten Farbstoffe — chben wegen
ibrer Sulfogruppe — vom Diamylamin unserer Mischung aufgenommen
werden und dementsprechend auch vital farben. Nachfolgend einige
Beigpiele:

Aug dem Farbstoff Sudan I: CgH,;-N = N-C,)Hy-OH, der von
fliissigem Neutralfett ,maximal® gespeichert wird und ein hohes vitales
Firbevermiogen besitzt, entsteht durch Substitution eines Naphthalin H
durch dic Sulfogruppe der Kérper CHy N = N-CmHsggH. Das

8
Natriumsalz dieser Verbindung stellt den Farbkérper Brillantorange G (M)
dar. Der Farbstoff wird weder von fliissigem Neutralfett noch von
Olsiure aufgenommen, wohl aber von unserer Diamylaminmischung.

: ., Diam. Olm. .
Teilungskoeffizient e O 8; vital firbende Grenzkonzen-
Wasscr

tration 1 :7500. Bei Substitution eines zweiten H durch die HSO,-
OH

(SO;H),
salz ist der Farbstoff Brillant Ponceau GG (C). Der Eintritt der zweiten
Sulfogruppe driickt die Aufnehmbarkeit durch die Diamylaminmischung

' Diam. Olm.
und das vitale Farbevermdgen herunter : Teilungskoeffizient g
Wasser

etwas grosser als 1; vital firbende Grenzkonzentration 1 : 2500.

~ Ganz die gleichen Beziehungen zcigen dic homologen Xylidin-
derivate: Sudan IT (CHy),CH; N = N-C,H,OH wird von fliissigem
Néutralfett ,,maximal‘‘ gespeichert; vital farbende Grenzkonzentration

Gruppe entsteht dieVerbindung CgH, - N=N-C,oH, IhrNatrium-



330 Edmund Nirenstein:

1:1000000. Das Natriumsalz der Monosulfosure (CH,),CqH, N

=N 'CmHsOH

S0,Na, ist der Farbstoff Brillantorange R (M). Teilungs-

Diam. Olm

koeffizient - — - ——— =12; vital farbende Grenzkouzentration 1 : 15000.
Wasser

Das Natriumsalz der Disulfosiiure (CHy), CoHy'N = N-C,H, OH
¢ (SO,Na),

ist der Farbstoff Ponceau G (BK). ' ellungskocffment - %E_len}‘ > 1;
asser

vital farbende Grenzkonzentration 1 : 3000.
Der Farbstoff Brillanterocein M (C), der letzte in der Reihe der
vital farbenden Siurcfarbstoffe (Tabelle I), hat die Konstitution

CH, N = N'CGH,N = XN -010H40H -« . Teilungskoeffizient
) (S0,Na),.

Diam. Olm. 1 sein vitales Tirb L . f b
1atl 1 - R ) sihs
Wasser ; sein vitales Farbevermdgen 1st sehr gering: or farbt

nur in geséttigter Losung ; das Natriumsalz der entsprechenden Trisulfo-

saure CH, N = N-CH, N = N- 010H30 ist der Farbstoif
(SO3Na), ;
Di Olm.

Erythrin X (B). Tellunoskoefflzlent - %Vm_ o = 0; vitales Férbe-

asse

" vermogen = 0. Der Eintritt der dritten Sulfogruppe hat also die
Aufnehmbarkeit seitens unserer Diamylaminmischung und damit das
vitale Farbevermogen vollig aufgehoben.

Dags bei anderen Agofarbstoffen schon der Eintritt einer zweiten
Sulfogruppe den zuletzt erwihnten Kffekt hat, beweist folgender Fall:
Der Farbstoff Tuchscharlach G (K) hat die Konstitution SOgNa-CgH, N
= N-CgH,N ~= N-CHgOH. Secine Speicherung durch wunsere
Diamylaminmischung ist ,,maximal®; seine vital fiarbende Grenz-
konzentration ist 1 :40000. Der Eintritt ciner zweiten Sulfogruppe
— SO,Na-C.H, N — N-CH, N -= N-CyoH (S)(I){l\
dem Orte der Substitution die Farbkérper Echtscharlach B (K), Crocein-
scharlach 3 B (K) und Biebrich’scher Scharlach. Alle drei Farbkorper
werden von unserer Diamylaminmischung auch nicht in Spuren auf-
genommen und firben bei keiner Konzentration vital.

Die angefithrten Beispiele zeigen, dass die Konstitutionsformel eines
Farbstoffes keinen Aufschluss daritber gibt, ob ein Farbkérper vital
zu farben vermag oder nicht. Von einem Zusammenhang zwischen
chemischer Konstitution und vitalem Firbevermdgen kann nur in dem
Sinne gesprochen werden, dass letzten Endes die chemische Konstitution

liefert je nach
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eines Farbkorpers os ist, von der seine Aufnehmbarkeit durch unsere
Olsaure-Diamylaminmischung abhingt.

Zusammenfassung.

Die lebende Substanz des Zellkorpers von Paramicium caud. ver-
hilt sich Farbstoffen gegeniiber, als ob sic cin fliissiges Neutral-
fett wire, das einen gewissen Betrag Fettsiure und fett-
I6slicher organischer Base enth#lt. Vitales Farbevermogen, d. i.
das Vermégen, den lebenden Zellkrper zu firben und Aufnehmbarkeit
durch ein derartiges, Fettsiure und organische Base enthaltendes
fliissiges Neutralfett (in den Modellversuchen eine Olsiure-Diamylamin-
'Olmischung) sind Begriff, die sich vollig decken: Alle Farbstoffe, dic
von ciner derartigen Mischung bis zu einem gewissen Betrag auf-
genommen werden, farben vital, und jeder Farbstoff, der vital farbt,
wird von der Mischung aufgenommen. Der Parallelismus beschrinkt
sich nicht bloss auf die Auswahl der Farbstoffe, sondern betrifft auch
die quantitativen Verhaltnisse: In je hoherem Maasse ein Farbstoff
von der Mischung aufgenommen wird, um so stiirker ist seine vitale
Farbekraft,

Die in der genannten Weise definierte Aufna,hmetahlgkclt des
lebenden Zellkérpers fiir Farbstoffe ist bedingt durch die an seinem
Aufban beteiligten Lipoide, die infolge der in ihnen gelésten organischen
Saurcn und Basen, vielleicht auch zum Teil infolge der im Molekiil
gewisser Lipoide enthaltenen sauren bzw. basischen Gruppen das oben
definierte ,,Lésungsverméogen besitzen. Dic Verteilung der Lipoide
im Plasma des lebenden Zellkérpers ist eine gleichméssige.

Hinsichtlich der in jeder tierischen Zelle bei der Einwirkung be-
stimmter Farbstoffe gefirbt hervortretenden Granula (im Gegensatz
zu anderen Arten der vitalen Granulafirbung als ,,vitale Farbungs-
reaktion der Granula® bezeichnet) war folgendes festzustellen: Die
Granula sind plasmatische Gebilde. Die Speicherung bestimmter Farb-
stoffe in den Granula beruht darauf, dass die Granulumsubstanz, in
ihrem Losungsvermdgen Farbstoffen gegeniiber mit dem Zellkorper
sonst tibereinstimmend, sich von dem letzteren in dem Punkt unter-
scheidet, dass die an ihrem Aufbau beteiligten Lipoide mehr Fett-
siure gelost enthalten, als dies beim Zellkérper der Fall ist. Diese
Annahme findet unter anderem ecine Stitze in der weitgchenden Uber-
einstimmung, die zwischen der Firbung der Granula und der Auf-
speicherung von Farbstoffen in den Nahrungsvakuolen besteht. Fiir
die letztere wird der Nachweis erbracht, dass es die wihrend einer
bestimmten Verdauungsperiode auftretende saure Reaktiondes Vakuolen-
inhaltes ist, dic die Speicherung der Farbstoffe in der Vakuole bedingt.
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Es ist mir ein Bediirfnis, Herrn Hofrat Prof. Dr. B. Hatschek,
in degsen Ingtitut vorstehende Untersuchungen ausgefithrt wurden,
tiir die weitgehende Forderung meiner Arbeiten an dieser Stelle von
ganzem Herzen zu danken.

Nachtrag wihrend des Druckes.

Wihrend der Drucklegung obenstehender Abhandlung war Prof. W.
v.Moellendortf so freundlich, mich auf seine im Jahre 1918 verdffentlichte
Arbeit (Die Bedeutung von sauren Kolloiden und Lipoiden fur die vitale
Farbstoffbindung in den Zellen. Arch. mikr. Anat., Bd. 90 Abt. ) aufmerk-
sam zu machen, die sich mit den gleichen Fragen befasst, und zu meinen
in obenstehender Abhandlung niedergelegten Anschauungen mehrfach
Stellung nimmt, insoweit diese Anschauungen in der Wiedergabe meines
Vortrages (Verh. Ges. D. Naturforscher u. A. 85 Vers. Wien 1913} bereits
thren Ausdruck gefunden haben.

Hinsichtlich der durch basische Farbstoffe bedingten vitalen Diffus-
farbung kommt auchv. Moellendorif zu dem Schlusse,dass Fiarbevermégen
und Lipoid- bzw. Lezithinloslichkeit dexr Farbstoffe zugeordnete Gréssen
sind. In diesem Punkte kommen sich also unsere Auffassungen selir nahe.

In Hinsicht auf die durch basische Farbstoffe bedingte vitale Granula-
farbung besteht zwischen unseren Anschauungen in folgendem Punkte Uber-
einstimmung: Wir sind beide der Uberzeugung, dass der S#uregehalt des
Granulum es ist, der die Besonderheiten des mit basischen Farbstoffen zu
erzielenden Féarbungsbildes bedingt. Zu dieser Auffassung sind wir auf #hn-
lichen Wegen gelangt. Ausgehend von der Tatsache, dass die von Nieren-
zellen granuldr gespeicherten sauren Farbstoffe, also saure Farbstoffgranula
sich basischen Farbstoffen gegentiber ganz analog verhalten, wie die durch
basische Farbstoffe vital darstellbaren Granula, kommt v. Moelllendorff
zu dem Schlusse, dass es sich auch bei diesen um granulir abgelagerte
saure Substanzen (vermutlich Eiweiss) handelt. Mir hinwiederum hat die
weitgehende Analogie zwischen vitaler Granulafirbung und vitaler Nahrungs-
ballenfiirbung den Weg gewiesen, der zur Losung des Problems der vitalen
Granulafirbung gefthrt hat; liess sich doch fur die Nahrungsballen der
Nachweis erbringen, dass der Siuregehalt der Nahrungsvakuole es ist, der
die vitale Speicherung der basischen Farbstoffe bedingt.

v. Moellendorff vermutet nun, dass die Sture, der die Granula ihr
charakteristisches Verhalten bei der Vitalfirbung mit basischen Farbstoffen
verdanken, innerhalb des Granulum in wisseriger Ldsung vorhanden ist.
Solange sich meine Untersuchungen lediglich auf Paramaecien mit kleinen,
vom Zellk6rper dicht umschlossenen Granula beschrinkten, war auch ich
geneigt, die Bedingungen, unter denen die vitale Nahrungsballenfirbung
erfolgt, ohne weiteres auf die vitale Granulafirbung zu tbertragen, d. h.
auch fir die Granula, ebenso wie es evidenter Weise fir die Nahrungs-
vakuolen gilt, eine wisserige S#ureldsung anzunehmen. Als ich jedoch
meine Untersuchungen auf Paramascien miv gequollenen, in Vakuolen ein-
geschlossenen Granula ausdehnte, also auf Zellen, deren enorm grossen und
iberdies von stets ungefarbt bleibenden Fliissigkeitshofen umgebenen Gra-
nula ihre Fiarbung auch dann erkennen liessen, wenn diese die Zellkérper-
firbung an Intensitit nicht Ubertraf, stiess ich auf Befunde, die mit der
Vorstellung einer wisserigen S#ureldosung innerhalb des Granulum nicht
zu vereinigen waren. Als wichtigsten dieser Befunde hebe ich das Verhalten
der Sudanfarbstoffe hervor. Diese schwach sauren, in Wasser unldslichen,
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" hingegen in Fetten.und Lipoiden leicht loslichen Farbkorper firben schon
in' enorm verdiinnter Losung die Granula genau in der gleichen Weise, wie
den Zellkérper (Fig. 5, B). Die Farbung der Granula durch Sudanfarbstotfe
beweist, dass an dem Aufbau der Granula Lipoide genau so beteiligt sind
wie an dem Aufbau des Zellkorpers. Stellt aber die Granulumsubstanz,
nach ihrem Verhalten Farbstoffen gegeniiber zu urteilen, gleich dem Zell-
kérper ein lipoides System dar, dann erscheint es nicht angingig, zwar
die Speicherung basischer Farbstoffe durch den Zellkérper auf eine lipoide
Stiure oder — was auf dasselbe hinauskommt — auf Lecithin zu beziehen,
fir die Granulumsubstanz hingegen eine in Wagser geldste Sidure an-
zunehmen. Das Verhalten der Granula den typischen Fettiarbstoffen gegen-
iiber zwingt vielmehr zur Annahme, dass es sich auch bei den Granula um
eine in einem lipoiden L&sungsmittel gel6ste Sdure handelt. Dass die Gra-
nula basische Farbstoffe stiirker speichern als der Zellkérper, beruht dem-
nach nicht auf der Anwesenheit einer wasserléslichen Sidure im Granulum,
wie v. Moellendorff annimmt, sondern auf dem relativ hoheren Gehalt
des Granulum an lipoider Siure. Allerdings macht hier v. Moellendorff
den Einwand, dass es basische Farbstoffe gibt, die den Zellkérper diffus
fiirben, die Granula aber ungefsirbt lassen, ein Befund, der tatséichlich gegen
die Annahme einer lipoiden Sdure im Granulum sprechen wiirde. Nun lisst
sich aber bei den kleinen, vom Plasma dicht umschlossenen Granula ge-
wohnlicher Zellen eine Fiarbung begreiflicherweise nur dann erkennen,
wenn sie erheblich intensiver ist als diejenige des Zellkdrpers, anders, wie
schon hervorgehoben, bei den grossen, in Fliissigkeitsvakuolen eingeschlosse-
nen Granula. In der Tat, konnte ich mich an der Hand des genannten
Objektes davon uberzeugen, dass unter 43 basischen Farbstoffen (Tab. I)
41 Farbstoffe — darunter auch die in der Moellendorff’schen Tabelle
als Granula nicht firbend bezeichneten Farbstoffe Saffranin G extra und
Fuchsin Kl. Kr. — die Granula stiirker firben als den Zellkorper, wihrend
nur bei zwei Farbstoffen — Janusrot und Chinolinrot — die Firbung der
Granula nicht merklich stirker war, als diejenige des Zellkorpers. In keinem
Falle aber — und dies ist das Wesentliche — stiess ich auf einen basischen
Farbstoff, der nicht die Granula mindestens so stark gefirbt hitte wie
den Zellkérper. In der Auswahl der basischen Farbstoffe besteht also
zwischen den Granula und dem Zellkérper kein Unterschied. Fs ist klar,
dass dieses Verhalten fiir und nicht gegen die Annahme einer lipoiden Sdure
auch in der Granulumsubstanz spricht.

Fur die Annabme, dass die Granula aus Lipoiden aufgebaute Gebilde
und nicht ,Tropfchen einer wisserigen Loésung® darstellen, spricht nicht
nur das firberische Verhalten, sondern auch die sonst an den Granula zu
beobachtenden Erschemungen ‘Wie sich an den grossen, in Vakuolen ein-
geschlossenen Granula leicht feststellen lisst, bestehen die Granula gleich
dem Infusorienendoplasma aus einer flussigen, mit Wasser nicht mischbaren
und im Verhiltnis zu diesem stirker lichtbrechenden Substanz, die der
Wirkung des umgebenden Wassers ausgesetat in dhnlicher Weise zerstort
wird, wie es bei der als ,Zerfliessung® bekannten Zerstérung des Infusorien-
plasmas der Fall ist.

Angesichts dieser Befunde muss ich bei der Auffassung bleiben, dass
die Granula plasmatische Gebilde darstellen, an deren Aufbau Lipoide be-
teiligt sind, und dass es die in diesen Lipoiden gelésten Sauren sind, die das
charakteristische Verhalten der Granula bei der vitalen Fiirbung mit basischen
Farbstoffen bedingen.

Sehe ich von der differenten Beurteilung ab, die die Frage nach der
Natur der Granula und nach der Art der Grauulumsaure bei v. Moellen-
dorff und mir findet, so kann ich nur feststellen, dass meine Auffassung
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vom Vorgange der Vitalfirbung in den Ergebnissen v. Moellendorffs
eine neue starke Stiitze gefunden hat, die mir um s0 wertvoller erscheint,
als v. Moellendorff ohne Kenntnis meiner Versuche sowohl in der Frage
der vitalen Diffusfarbung als in der Bewertung des S#uregehaltes der
Granula fir das Zustandekommen der vitalen Granulafirbung an ganz
andersartigem Material und mittels anderer Methoden zu den gleichen Grund-
anschauungen gelangt ist.
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Tafelerklirung.

Abb. 1. Vakuolisierte Param#cien mit grossen gequollenen Granula:
A. ungefirbt,
B. nach Einwirkung stark verdiinnter Neutralrotlosung.

Abb. 2. Vakuolisiertes Paramicium, dessen Vakuolen vor der Farbstoff-
wirkung von geformten Bestandteilen vollig frei waren, zeigh kurze Zeit
nach Beginn der Einwirkung einer stark verdtinnten Neutralrotldsung,
seine Vakuolen von gefirbten Granula dicht erfullt.

Abb. 8. Wirkung von Neutralrot auf normale Paramicien. Je nach der
Konzentration der einwirkenden Lésung lassen sich drei Stufen der Farb-
stoffwirkung unterscheiden:

A. Erste Wirkungsstufe. Rings um die am Schlundende hingende
Nahrungsvakuole erscheint ein schmaler roter Streifen als Ausdruck
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einer Firbung des die Nahrungsvakuole begrenzenden Plasma-
bezirkes. Cefirbte Granula fehlen. Zellkérper ungefirbt.

B. Zweite Wirkungsstufe. Gefirbte Granula der Oberfliche der am
Schlunde hangenden Nahrungsvakuole aufsitzend. Sparliche gefiarbte
Granula im Endoplasma hauptsiichlich des hinteren Abschnittes des
Tieres. Zellkorper ungefiirbt. .

C. Dritte Wirkungsstufe. Diffuse Farbung des ganzen Zellkorpers.
Zahlreiche gefirbte Granula im Endoplasma und im Kortikalplasma.
Dichte Anhdufung gefirbter Granula rings um die in Bildung be-
griffene Nahrungsvakuole. Reihenfdrmig angeordnete gefarbte
Kornchen hauptsiichlich an den beiden Enden des Tieres und in der
Peristomgegend.

Abb. 4. Wirkung von Acridingelb:

A. auf normale Paramicien. Diffuse Firbung des ganzen Zellkorpers
ohne Hervortreten gefdrbter Granula.

B. auf vakuolisierte Param#cien mit gequollenen Granula. Die grossen
Granula gefirbt; der Zellkorper ungeftirbt. -

Abb. 5. Wirkung von Sudan III:

A. auf normale Paramicien. Diffuse Farbung des ganzen Zellkdrpers
ohne Hervortreten gefirbter Granula.

B. auf ‘'vakuolisierte Paramicien mit gequollenen Granula. Zellkérper
und Granula gleichmissig geféirbt.
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