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Uber Reduktion basischer Farbstoffe im
lebenden Protoplasma.

Von
Cand. med. Fritz Wankell.

Zu einem immer wertvolleren Untersuchungsmittel bei den
Forschungen iiber die Struktur des Protoplasmas ist im Laufe der
Jahre die Féarbung der lebenden Gewebe und Zellen geworden, eine
Methode, die sich allm#hlich zu einem besonderen Zweig der For-
schung, herangebildet hat. Schon zu Anfang des 19. Jahrhunderts
finden wir vor allem bei den Arbeiten iiber Untersuchungen der
Nahrungsaufnahme bei niederen Tieren Fiitterungsversuche mit Farb-
stoffen verwandt. Aber schon sehr schnell erkannte man, dal die
Fiitterung mit Farbstoffen noch ganz andere Untersuchungsmoglich-
keiten bot; als nur den Weg der Nahrungsstoffe festzustellen. Als
erster wies wohl EHBRLICH auf diese wichtigen Befunde hin, und es
war so der Anlal dazu gegeben, zu untersuchen, wie der Farb-
stoff vom Protoplasma gebunden werde, wie er iiberhaupt aufge-
nommen werde. ,Ist vitale Farbung ein chemischer Vorgang oder
spielen physikalische Gesetze die Hauptrolle?* Das war eine der
viel umstrittenen Fragen. ,Oder kann man iiberhaupt von einer
vitalen Fiarbung sprechen ?“

Heutzutage ist man ja nun tatsichlich zu dem Ergebnis ge-
langt, daB man von einer rein vitalen Farbung sprechen kann, da
es unzweifelhaft viele Farbstoffe gibt, die ohne wesentlich schidigende
Wirkung auf das Protoplasma in dasselbe eindringen. Es sei da-
bei nur an die Befunde ARNOLD’s erinnert, der bei Leukocyten mit
intravital gefarbten Granulis feststellte, dal diese Zellen noch Tusche-
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kOrner durch Phagocytose aufnehmen, was als ein deutliches Kenn-
zeichen der Vitalitit zu betrachten ist.

Heute wissen wir, daBl sowohl basische wie saure Farbstoffe
von lebenden Zellen aufgenommen und unter gewissen Bedingungen
gespeichert werden. Als wesentliche Eigenschaften, die einen Farb-
stoff befihigea, in lebende Zellen einzudringen, sah man (E. OVER-
TON) die Lipoidldslichkeit und (E. KUSTER 1911, W. RUHLAND 1912
u. v. a.) die Teilchengréfie an.

Nach den neueren Avbeiten (W. vON MOELLENDORFF 1918,
. NIRENSTEIN 1918, 1920) erstheint es als sicher, dal die Lipoid-
10slichkeit die Speicherung von Farbstoffen im Cytoplasma be-
giinstigt, dagegen keine Voraussetzung fiir den Farbeintritt in die
Zelle ist. Dieser letztere mul wohl in sehr wesentlichem MaBe von
der TeilchengroBe abhingig sein. Uber dies hinaus miissen aber
noch andere Faktoren zum vollen Verstindnis der Farbstoffwirkung
mit herangezogen werden.

Man kann sich nun den Farbeintritt in das Protoplasma folgen-
dermaflen erkliren: Der Farbstoff dringt durch Adsorption und
darauffolgende Diffusion von allen Seiten gleichm#fBig in das Proto-
plasma ein. PROWAZEK (1903) zeigte dies dadurch, dal er einem
Paramaecium durch Druck das Cytostom heraussprengte und doch
eine normale Granulafirbung mit Neutralrot feststellen konnte.
GERLACH (1859) machte bei seinen Knorpeluntersuchungen die Be-
obachtung, dal} der Farbstoff durch Diffusion in geldster Form durch
die Interzellularsubstanz in die Zellen eindringe.

Beschrinken wir uns in der Betrachtung des weiteren Schick-
sals von Farbstoffen in lebenden Zellen auf das Beispiel der basi-
schen Farbstoffe, mit denen wir unsere unten zu besprechenden
Versuche anstellten, so machten E. NIRENSTEIN (1913, 1919) und
W. voN MOELLENDORFF (1918) unabhingig voneinander eine scharfe
Unterscheidung von vitaler Diffusfirbung und vitaler Granulafdrbung.
Erstere unterscheidet sich von der Diffusfarbung abgestorbener und
absterbender Zellen durch das Freibleiben des Zellkernes und durch
‘den Eintritt in solche Zellen, die noch deutliche LebensiuBerungen
erkennen lassen. Auch ist sie unmittelbar abhingig von einer
mebBbaren Eigenschaft der Farbstoffe, ihrer Loslichkeit in Lezithin
und verwandten Lipoidgemischen.

Die Diffusfirbung geschiadigter und abgestorbener Zellen ist eine lingst

beachtete Erscheinung und wird von W Gross (1911), Marx (1904), L. MicHa-
£L1s (1900) u. v. a. als wertvolles Mittel, pathologische Prozesse zu unter-
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suchen, verwandt. Aber auch vitale Diffusfirbungen sind gelegentlich
(A. Garmus, 1912) beachtet worden. Auch R. HOBEr (1909) legte sich die
Frage vor, warum die Phthaleine wie Eosin, Rose bengale u. a. nicht
granuldr, sondern nur diffus farben. Er glaubt, dafs den Granulis die
Fahigkeit, diese Farbstoffe zu speichern, abgehe.

Fiir die Granulafirbung ist hinwiederum nur die Struktur der
Granula von Bedeutung. Es ist also ausschlaggebend die Fillungs-
kraft des basischen Farbstoffs mit den Substanzen der priformierten
Zellgranula. Fiir praformiert werden diese Granula von den meisten
Autoren gehalten. PROWAZEK (1898) stellt die Granula in Beziehung
zur Verdauung, sie dienen zur Speicherung von Reservestoifen.
WALLENGREN (1902) sucht so die Entfirbung hungernder, vital ge-
farbter Tiere in klarem Wasser zu erklaren, da diese die Granula
als Nahrungsstoffe autbrauchen, und somit durch den Aufbrauch
der Granula eine Zerstérung der Fiarbung hervorgerufen wird.
HirscH (1910) stellt die Behauptung auf, dal die Granula vitale
Gebilde seien, die aus dem Plasma entstinden. ARNOLD (1914)
weist vor -allem iiberall in seinem grofien Werk ,Uber Plasma-
strukturen auf die Ubereinstimmung der Granula bei vitaler Far-
bung und der von ihm beobachteten Glykogenspeicherung hin.
Jedenfalls haben wir es also bei den Granulis mit priformierten
Gebilden zu tun, die nicht als Artefakte, entstanden durch die Farb-
stoffe, zu bezeichnen sind.

Fillungskraft einerseits, Lipoidldslichkeit andererseits wirken
nun bei der Firbung so zusammen, dafl ein Farbstoff, der stark
lipoidloslich ist, aber wenig Fillungskraft besitzt, ein guter Diffus-
tarber ist, ein Farbstoff hingegen, der wenig lipoidldslich ist, aber
starke Fiallungskraft besitzt, ein guter Granulafdrber. Bei einer
Fiarbung, wo Granula- und Diffusfarbung eintreten, ist der Um-
stand bemerkenswert, dal die Diffusfirbung immer spiter eintriti
als die Granulafirbung. Ob sich der Farbstoff infolge der griferen
Adsorptionsfahigkeit der Granula in ihnen anhiuft oder ob andere
Faktoren das Nachfolgen der Diffusfirbung bestimmen, ist fraglich;
wenn die Granula aber iibersittigt sind, wird der Farbstoff in dem
umgebenden Zelleninneren sichtbar. Inwieweit eine Schidigung der
einzelnen Strukturbestandteile dabei stattfindet, mul dahingestellt
bleiben. Es miiten aber alle granuldrfarbenden Farbstoffe, so fern
sie lipoidloslich sind, in der richtigen Konzentration und in der
angemessenen Zeit eine Diffusfirbung ergeben, eine Behauptung,
die durch die neuesten Versuche NIRENSTEIN’s (1919), der 119 Farb-
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stoffe untersuchte, bestitigt wird. Alle granulirfirbenden Farb-
stoffe weisen in seiner Tabelle auch eine Firbung des lebenden
Zellkorpers, also eine Diffustirbung auf.

Um nun festzustellen, ob den einzelnen Farbstoffen eine spezi-
fische Qualitit der Farbung zukommt, ob sie verschieden auf die
einzelnen Zellbestandteile wirken, ging man daran, lebende Zellen
zugleich mit zwei Farbstoffen, also mit einem Farbstoffgemisch, zu
tirben. Zu diesen interessanten Beobachtungen wurde nun meistens
ein Gemisch zweier basischer Farbstoffe, Neutralrot und Methylen-
blau, angewandt. Es sind dies beides granulirfirbende Farbstoffe
und man hitte eigentlich erwarten miissen, dal bei gleichen
Mischungsverhiltnissen eine gleichm#fige Farbung der Granula mit
violetter Farbtonung eintreten wiirde. Aber es stellten sich da
Befunde heraus, die das eine Ubereinstimmende haben, dafl Neu-
tralrot im lebenden Protoplasma schneller sichtbar wird als
Methylenblau.

So fand RuzickaA (1905) bei seinen Untersuchungen, daf sich
das lebende Protoplasma mit Neutralrot farbte, wihrend das tote
Protoplasma reine Methylenblaufirbung annahm. Auch STATKE-
WITSCH beobachtete erst das Auftreten einer Neutralrotfarbung.
Allm#ahlich tauchen dann auch Granula auf, die eine reine Methylen-
blautirbung zeigen. GarmuUs (1912) fand iibereinstimmend damit,
daB Neutralrot wesentlich schneller in die Driisenzellen der Nick-
haut des Frosches gelangt als Methylenblau. Er ist auch der erste
Forscher, der auf die Bedeutung des verschiedenen Zeiteintritts der
Farbung bei den von ihm angewandten Farbstoffen hinweist. Bei
FiscHEL's Versuchen mit Amphibien (1901) sind es bestimmte Zellen,
die immer wieder Methylenblaufirbung annehmen, wihrend Neu-
tralrot nur in den Hautzellen gespeichert wird. MaRrx (1904) fand
bei seinen Untersuchungen Granula, die reine Neutralrotfirbung
zeigten, daneben solche, die wiederum nur Methylenblaufarbung
annahmen, aber dann auch die Ubergangsstufen, also solche, die
violett gefirbt waren. Auch in ArNoLD's Werk ,Uber Plasma-
strukturen® findet man Angaben iiber violette Granulafarben bei
Anwendung eines Gemisches von Methylenblau-Neutralrot z. B. bei
den Blutkorperchen.

All diese Befunde haben zu der Erklirungsmoglichkeit gefiihrt,
daBl die verschiedenen Granula zu den einzelnen Farbstoffen eine
mehr oder weniger bestimmte chemische Affinitdt besitzen. So
sollen nach FISCHEL (1901) zwei verschiedene Granulaarten in den



3 Fritz WARKELL: [122

Zellen vorhanden sein, solche, die nur Neutralrot aufnehmen, andere,
-die hinwiederum nur Methylenblau speichern. Es wire damit aber
noch nicht die violette Mischfdrbung erklirt und vor allem nicht
die verschiedene Zeit, die die beiden Farbstoffe brauchen, um sicht-
bar zu werden.

Zur Erklirung des besagten Verhaltens der Zellen gegen Farb-
stoffgemische bedarf es der eingehenden Beachtung einer Zelleigen-
schaft, die bisher nicht geniigend gewiirdigt worden ist.

Vereinzelt findet man allerdings in der Literatur Angaben iiber
-die Reduktionsfiahigkeit des Protoplasmas auf alle eindringenden
Substanzen. So unternahm PROWAZEK (1902) Versuche mit vitaler
Farbung an Paramaecien, wobei wihrend eines bestimmten
Stadiums des Absterbens der Versuchstiere sich die Entoplasma-
kornchen und die peripheren Pellikulakdrnchen entfirbten. PRro-
wAZEK fithrte dies auf Reduktion des Farbstoffes durch irgend-
welche Substanzen des Protoplasmas zuriick. Es gelang ihm, die
Firbung auf einer bestimmten Stufe des Absterbens vollkommen
zu regenerieren, und zwar durch blofes Erheben des Deckglases,
-¢in Beweis dafiir, daB es sich um Oxydationsvorgidnge in der Zelle
selbst handelt. PENARD (1905) fiihrt bei Amdében die allmahlich
eintretende Farbung mit Methylenblau auf die immer mehr sich
vermindernde Reduktionskraft des Protoplasmas zuriick. Auch
HOBER (1909) weist in seinen Arbeiten auf die leichte Reduzierbar-
keit der schlechten bzw. langsam vitalfirbenden Farbstoffe hin.

Dall das Protoplasma tatsdchlich eine reduzierende Kraft be-
sitzt, beweisen ja einwandfrei neuere Arbeiten auf diesem Gebiete.
So zeigt THUNBERG (1918), daB Methylenblau bei Zusatz von Bern-
steinsdure durch Muskelenzym entfarbt d. h. reduziert wird. Leber,
Lunge, Pankreas, Herzmuskulatur, Niere, Gehirn entfirben ebenfalls,
natiirlich mit den entsprechenden Verschiedenheiten. Indigo-
schwefelsiure wird von den Epithelien der Labyrinthkanile der
«der Niere reduziert. HEFFTER (1908) lehnt jede Fermentwirkung
bei diesem Reduktionsvorgang ab, allein der Sulthydrylwasserstoff
ist der wirksame Bestandteil. Bei der reduzierenden Wirkung ge-
wisser Eiweilkorper ist die Ursache der Reduktion in einer cystein-
artigen Gruppe zu suchen. Methylenblau, Indigoschwefelsiure
werden durch Cystein reduziert, eine Reaktion, die bei Zusatz
eines Katalysators beschleunigt wird.

Alle diese Tatsachen fiihren nun zu dem Schluf}, dafl bei der
vitalen Farbung keinesfalls die Reduktionskraft des Protoplasmas



123] UsBER REDURTION BASISCHER FARBSTOFFE IM LEBENDEN PrororLasma 6

auller acht gelassen werden darf. Wenn man noch einmal Vor-
liegendes kurz zusammenfaBt, so gelangt man zu folgender Uber-
legung: Der Farbstoff dringt diffusiv in das Protoplasma ein, wird
hier von den reduzierenden Substanzen des Protoplasmas ange-
griffen und zerstdrt. Da von auBen immer mehr Farbstoff in die
Zelle eindringt, wird einmal der Zeitpunkt eintreten, wo diese
reduzierenden Substanzen des Protoplasmas erschopft sind. Sie
haben nicht mehr die Kraft, den Farbstoff zu zerstdren, der Farb-
stoff wird sichtbar. Es liegt nun die SchluBifolgerung nahe, dall
ein Farbstoff, der sich chemisch schwerer reduzieren 148t, schneller
firben wird als ein solcher, der HuBerst leicht reduzierbar ist.
Wenn man die Versuchstiere, die vital gefirbt sind, von der Farb-
losung in klares Wasser iibertrigt, tritt natiirlich eine Entfirbung
ein, da die reduzierenden Substanzen, die sich wihrend des Lebens
im Protoplasma immer wieder regenerieren, jetzt, wo dem Farb-
stoffeintritt von aullen eine Grenze gesetzt ist, leicht den noch im
Protoplasma vorhandenen Farbstoff werden reduzieren kdonnen.
WALLENGREN (1902) macht, wie schon erwihnt, diese Beobachtungen
und fiihrt die Entfirbung der hungernden Tiere in klarem Wasser
darauf zuriick, daB diese die Granula als Reservekorper fiir Nalh-
rungsstoffe aufbrauchen. Auch die Entfirbung der Tiere in der
Farblosung selbst, die man vielfach in der Literatur, allerdings
ohne irgendwelche Erklarung, vorfindet, 1aft sich vielleicht auf
diese Weise deuten, dal die ganze Farbstofflosung, in der die Tiere
sich aufhalten, von dem reduzierenden Bestandteil des Protoplas-
mas fiir die Versuchstiere allméhlich unwirksam gemacht wird, dafl
gewissermaBen die ganze Farbstofflosung durch die Versuchstiere
hindurch filtriert wird, da ja das Protoplasma der SiilBwasserprotozoen
eine hohere osmotische Konzentration als das umgebende Wasser
besitzt und infolgedessen ein andauerndes Einstromen von Wasser
stattfindet. Wenn man aber die in der Farbstofflosung farblos ge-
wordenen Versuchstiere in eine frische beliebige Farblosung iiber-
tragt, farben sie sich wieder normal in der jeweils fiir den Farb-
stoff und die Konzentration desselben maBgebenden Zeit.

Vorliegende Untersuchungen versuchen nun den Beweis zu er-
bringen, dal eine groBe Parallelitit herrscht zwischen zeit-
lichem Farbeeintritt des Farbstoffs im Protoplasma bei vitaler Fir-
bung einerseits und zwischen chemischer Reduzierbarkeit des Farb-
stoffs im Reagenzglase andererseits, um damit zu beweisen, daf
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die Schnelligkeit des Farbeintritts tatsdchlich von der Reduzierbar-
keit des Farbstoffs mit abhéngt.

Zu diesem Zwecke wurden zwei Versuchsanordnungen getroffen,
die erste, die die Resultate vitaler Farbung ermittelte, die zweite, die
auf chemischer Grundlage die verschiedene Reduzierbarkeit der an-
gewandten Farbstoffe feststellte.

Fiir die erste Versuchsreihe war vor allem der Zeitpunkt aus-
schlaggebend, wo die Farbe im Protoplasma sichtbar wird, da es
beim Fortschreiten der Firbung schwerer ist, von einem gleich-
wertigen Stand der Farbung zu sprechen. Als Material wurde aus-
nahmslos Paramaecium caudatum verwandt, da sich diese Infusorien
als am leichtesten zu beobachten erwiesen. Vor allem zeigten sie
wiahrend der Versuchsdauer eine grofBie Stetigkeit in ihrem Verhalten
den Farbstoffen gegeniiber. Beobachtungen, die erst auch an Col-
pidien unternommen wurden, mufiten bald aufgegeben werden, da
sich bei diesen Infusorien durch die Grofe und das Alter bedingte
Verschiedenheiten ergaben, die eine Aufstellung genauer Tabellen
mit allzu groBen Schwierigkeiten verkniipft hatte. Wiahrend der
ganzen Versuchsdauer, die sich auf 4 Monate erstreckte, wurden
nur Versuchstiere aus ein und derselben Kultur verwandt. Es
muBten nun vor allem die Verschiedenheiten der Kultur wahrend
dieser ganzen Zeit vollauf beriicksichtigt werden und dazu dienten
tagliche Kontrollversuche.

Die Versuchsanordnung war die denkbar einfachste. Aus der
Paramaecium-Kultur wurde ein ccm Kulturfliissigkeit vermittels einer
Pipette in ein Uhrschilchen gebracht und dann jeweils die Menge
von etwa 10 ccm Farbstofflosung hinzugefiigt. Mit einem Glasstab
wurden dann Tierchen aus dieser Losung auf einen Objekttriger
gebracht und durch leichtes Anpressen des Deckglases und Absaugen
iiberfliilssigen Wassers wurden die Tierchen fast bewegungslos ge-
macht. Hierbei mufite man sich aber vor allem in acht nehmen,
keine Schidigung der Paramaecien durch Druck herbeizufiihren.
Es konnte aber auf diese Art und Weise der Farbenumschlag in
den Nahrungsvakuolen bei Neutralrot von saurer Reaktion zu An-
fang der Verdauung, also roter Farbung, bis zur alkalischen Reak-
tion der Nahrungsvakuole, also stark gelbroter Fiarbung, bei Fort-
schritt der Verdauung beobachtet werden, was immerhin die Unter-
suchung ein und desselben Tieres innerhalb zweier Stunden be-
ansprucht.

Es wurden im ganzen 22 basische Farbstoffe untersucht. Als
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giinstigste Losung stellte sich im Verlauf der Versuche eine 1n/10.000
Losung heraus. Nur bei einigen schwer wasserl6slichen Farbstoffen
ergab sich die Notwendigkeit, stirkere Konzentrationen anzuwenden,
um Diffusfarbung bzw. Granulafirbung zu erhalten. Es wurde
daraut geachtet, dall diese stirker konzentrierten Farblosungen
ebenso intensiv gefirbt waren wie die n/10.000 Losung der anderen
Farbstoffe. So fiithrten Vesuvin 4 BG, Diamantfuchsin, Rosalilin Base
bei n/10.000 Losung nur eine Farbung der Nahrungsvakuolen
herbei.

Von den verwandten 22 basischen Farbstoffen lieferte

die Aktien-Gesellschaft fiir Anilin-Fabrikation,
Berlin: Kristallviolett 6 B Pulver,

die Badische Anilin-und Soda-Fabrik, Ludwigshafen
Rhodamin B extra, S extra, Safranin B extra, Viktoriablau B,
4 RS,

die Hochster Farbwerke: Auramin konz., Malachitgriin
krist. chem. rein, Rhodamin O, Vesuvin 4 BG konz., Methylengriin
extra gelbl. O,

die Farbwerke Durand u. Huguenin A.-G., Basel: Chry-
soidin R,

die Farbenfabriken vorm. Fr. Bayey, Leverkusen: Capri-
blau GON, Diamantfuchsin kl. Krist.,, Methylenblau BB, Methyl-
violett 5 B,

die Firma Kalle u. Co., Biebrich a. Rhein: Rosanilin Base.

Den genannten Firmen sei an dieser Stelle mein bester Dank
tiir die bereitwillige Uberlassung von Proben dieser Farbstoffe zu
meinen Versuchen ausgesprochen.

AuBlerdem wurden von GRUBLER in Leipzig bezogen:

Bismarckbraun, Methylenblau B X, Neutralrot, Nilblausulfat,
Toluidinblau.

Zu Anfang der Versuche wurde die Kultur auf das Genaueste
in jhrem Verhalten Neutralrot gegeniiber gepriift. Es wurden die
Neutralrotlosungen in der Konzentration n/10.000—n/10.000.000 be-
nutzt und der Firbeeintritt und die verschiedenen Stufen der Fiu-
bungen festgestellt. Die Ergebnisse wurden dazu benutzt, um tig-
lich die Paramaecien in ihrem Verhalten gegeniiber Neutralrot zu
priifen, um so eine Richtschnur fiir den Stand der Kultur zu jeder
Zeit zu haben. Die Abweichungen, die sich wihrend der ganzen
Versuchsdauer herausstellten, waren #ulerst gering, so dall der
Stand der Kultur in den ganzen 4 Monaten durchweg als ein gleich-
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miBiger bezeichnet werden konnte. Naekstehend seien die Kontroll-
versuche angefiihrt:

Neutralrot als Kontrollésung.

n/10.000
Erste Spur einer Firbung, d. h. rétlicher Schimmer um die
Nahrungsvakuolen nach 2 Minuten
Mittlere Granulafdrbung nach 10
Starke ” » 24
Starkste Granulafirbung, schwache Diffusfirbung, Absterben
nach . 2 Stunden
n/100.000
Erste Spur einer Fiarbung nach 10 Minuten
Gute Granulafirbung 35
Starke ” ” 70
Nach 24 Stunden stérkste Granulafirbung, noch Leben.
, 48 keine Verdnderung.
n/1.000.000
Erste Spur einer Farbung nach 22 Minuten
Schwache Fiarbung der Nahrungsvakuolen nach 45
Mittlere » » N 90

”
Nach 24 Stunden keine Verinderung, nur eine Firbung der Nahrungs-

vakuolen wird erreicht.
Nach 48 Stunden keine Verinderung.

n/10.000.000

Nach 24 Stunden ganz zarte Farbung der Nahrungsvakuolen.

Nach 48 " keine Veridnderung.

n/100.000.000

Nach 24 Stunden schwach rosa Schimmer in den Niéhrungsvakuolen.
Nach 48 keine Verinderung.

Wie schon oben erwéhnt, lag es mir hauptsichlich daran, genau
das erste Sichtbarwerden der Farbe im Zelleib der Paramaecien
festzustellen, also die erste Spur einer FiArbung iiberhaupt
zu beobachten. Diese erste Spur einer Farbung tritt nun vor allem
in den Nahrungsvakuolen oder in unmittelbarer Umgebung der
Nahrungsvakuolen auf. MalBgebend war ferner auch der Eintritt
einer sichtbaren Diffustdrbung bei den Farbstoffen, die nur diffus
farben. Fiir die Granulafirbung wurde im Verlauf der Versuche
eine mittlere Fidrbung als wichtiger Zeitpunkt herausgegriffen,
wo bei den Versuchstieren eine reine, gut ausgeprigte, moglichst
farbengleichmifige Granulierung vorhanden war.

Nach Art der Fiarbung wurden nun die untersuchten Farbstoffe
in zwel Gruppen eingestellt. Zu der ersten Gruppe wurden die
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Farbstoffe gerechnet, die iiberhaupt Diffusfirbung zeigten, darunter
auch solche, die erst Granulafirung mit darauffolgender Diffus-
firbung aufwiesen. In die zweite Gruppe kamen die Farbstofte,
die die Paramaecien rein granuldr firbten und sogar meistens nach
dem Tode der Versuchstiere nur granulir sichtbar waren. Nilblau-
sulfat, ein Farbstoff, bei dem kurz vor dem Tode der Versuchs-
tiere eine Diffusfarbung des Protoplasmas eintritt, wurde doch zu
Gruppe II der reinen Granulafirber gerechnet, da bei diesen Farb-
stoffen wohl die Diffusfdrbung keine vitale Farbung ist, sondern
auf tiefgreifende Anderungen in der Struktur des Protoplasmas zu-
riickgefiihrt werden muB. Nachstehend sei fiir jede der Gruppen
ein Versuch aus dem Protokoll herausgegriffen :

Gruppe I. Methylviolett 5B. 5. 12. 1919.

1/10.000

Ansetzen des Versuchs 340 Uhr..
Starke Granulafirbung 34t
Starkste Granulafirbung, leichte Diffusfirbung 358

” n gUte ” 41]
Am 6. 12. nur tote Paramaecien bei stirkster Diffusfirbung.

Gruppe II. Nilblausulfat. 20. 11. 1919.

n/10.000

Ansetzen des Versuchs 457 Uhr..
Erste Spur einer Farbung, blauer Anhauch 459
Anschein einer Diffusfirbung 502
Starke Granulafirbung 1o
Leichte Diffusfirbung bei stirkster Granulafirbung 520
Absterben der Tiere 5

Der Tod der Paramaecien wurde an dem Aufhdéren der Proto-
plasmastrémung beobachtet, da ja bekanntlich das Flimmern des.
Flimmerepithels noch zu den postmortalen Erscheinungen gerechnet
werden mub.

Bei den granulafirbenden Farbstoffen sei darauf hingewiesen,
daB es meistenteils den Anschein hat, als ginge der Granulafirbung
eine leichte Diffusfirbung voraus. Es trifft das mit der Ansicht
eines diffusen Eintritts des Farbstoffs ins Protoplasma zusammen,
bevor er an die Granula gebunden wird.

Doch darf man in diesen Fallen die der Granulafirbung voraus-
gehende Diffusfirbung nicht mit der bleibenden Diffusfirbung ver-
gleichen, da die letztere ja. wie erwihnt, immer erst nach der
Granulafirbung auftritt.
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Die Hauptergebnisse der vitalen Farbeversuche seien nun in
folgenden Tabellen zusammengefalt:

Tabelle 1.
Diffusfarber,
Erste Eintritt
Farbstoff n/10.000 Spureiner gglt:fgrlﬁ' einer Dif- | Absterben
Farbung * | fusfiarb.
1) Auramin Y, Min. fehlt 1 Min. 3 Min.
2) Chrysoidin R o ‘ ” 5 25
3) Kristallviolett 6 B Yy 1 Min. | 10 18
4) Rhodamin B extra 1 fehlt 15 —
5) Methylviolett 5B 1 15 Min. | 30 —
6) Rhodamin O 30 fehlt 40 (Entfirb.)
7) Safranin B extra 5 ” 60 24 Std.
8) Capriblau GON 45 50 Min. | 60 —
9) Diamantfuchsin (n/1.000) — fehlt 60 —
10) Rhodamin S extra 5} 20 Min. | 90 , —
11) Rosanilin Base (n/100) — fehlt 24 Std. —
Tabelle II.
Reine Granulafidrber.
Erste Spur | Gute Granu- g
Farbstoff n/10.000 einer Firb. lafarbung Absterben
1) Malachitgriin 2 Min. 4 Min. 6 Min.
2) Nilblausulfat 2 9 20
3) Neutralrot 2 25 2 Std.
4) Viktoriablau 4RS 5 60 ca. 6
5) Viktoriablau B 5 70 —
6) Methylenblau Bx 10 35 —
7) Methylenblau BB 10 60 —
8) Bismarckbraun 15 40 —
9) Methylengriin 15 80 —
10) Toluidinblau 2) 180 ca. 4 Std.
11) Vesuvin 4BG (n/1000) 15 50 —

Wie aus vorstehenden Tabellen ersichtlich ist, zeichnet sich vor
allem unter den Diffusfirbern Auramin durch seine hohe Giftigkeit

gegeniiber Paramaecien aus.

Man konnte da iiberhaupt an einer

rein vitalen Firbung zweifeln, wenn sich derselbe Farbstoff nicht
in schwicheren Konzentrationen, z. B. in n/100.000, fiir Paramaecien
vollkommen unschidlich verhielte. Man kann darin die Paramaecien



129} UsER REDUKTION BASISCHER FARBSTOFFE IM LEBENDEN PROTOPLASMA. 12

tagelang am Leben erhalten, wobei sie eine gut ausgeprigte Diffus-
firbung ihres Protoplasmas aufweisen.

Chrysoidin R ist auch ein reiner Diffusfirber, der allerdings
bei der Konzentration n/10.000 noch ziemliche Giftwirkungen zeigt.
Diese Giftwirkungen kommen bei Paramaecien vor allem in immer
mehr zunehmenden Taumel- und Schlingerbewegungen zum Aus-
druck, was auf eine einseitige Léhmung des Flimmerbesatzes hin-
deutet. Dabei iibersittigen sich die Tiere immer mehr mit Farb-
stoff, so dal man gar keine Struktureinzelheiten mehr unterscheiden
kann, bis schlieflich jegliches Leben erlischt.

Kristallviolett 6 B zeichnet sich durch seine sehr rasch auf-
tretende Granulafirbung aus. Der Zeitunterschied zwischen Ein-
tritt einer Diffusfirbung und Tod ist auch bei diesem Farbstoff ver-
hialtnismifig gering. Aber es gilt hier dasselbe wie fiir Auramin;
denn wendet man schwichere Konzentrationen an, dann bekommt
man eine schone vitale Diffusfirbung neben der Granulafirbung.

Rhodamin B extra und Rhodamin O firben rein diffus. Bei
Rhodamin O war zu beobachten, daB die Paramaecien sich in der
Farbstofflosung selbst bei Anwendung einer n/10.000 Losung voll-
kommen entfirben.

Bei Methylviolett 5 B war die Art der Granulafirbung auf-
fallend. Ganz fein verteilte Granula iibersdten das ganze Proto-
plasma und lieBen sich nur mit stirkster Vergrolerung als
Granula voneinander unterscheiden. Bemerkenswert ist auch noch
der Umstand, daB die Granulatirbung einen stark griinen Anhauch
zZeigte, was fiir eine stark saure Reaktion der Granula sprechen
wiirde, da im Reagenzglase Methylviolett bei Zusatz von konzen-
trierter Salzsdure einen Umschlag des Violett in Griin zeigt.

Safranin B extra zdhlt wiederum zu den reinen Diffusfarbern.
Der Tod der Tiere tritt bei diesem Farbstoff nach 24 Stunden bei
starkster Diffusfirbung ein.

Capriblau GON zeigte neben starker feinverteilter Granula-
firbung nur eine leichte Diffusfirbung, die auch nicht zunahm,
nachdem die Lebenstitigkeit der Paramaecien aufgehort hatte.

Diamantfuchsin ergab in der Konzentration n/10.000 nur eine
schwache Farbung der Nahrungsvakuolen, in der Konzentration
1n/1.000 angewandt, zeigte sich innerhalb 5 Minuten eine starke
Speicherung des Farbstoffs in den Nahrungsvakuolen und erst in
ungefihr 60 Minuten trat daneben eine leichte Diffusfirbung rein
vitalen Charakters ein.

Berichte XXIIT, 1. 9
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Rhodamin S extra ist der einzige Farbstoff unter den Rhoda-
minen, der bei diesen Versuchen eine gut ausgeprigte Granula-
firbung neben der Diffusfirbung zeigte.

Rosanilin Base mulite ebenso wie Diamantfuchsin in starkerer
Konzentration angewandt werden und die Losung n/100 bewirkte
neben stirkster Farbstoffspeicherung in den Nahrungsvakuolen
innerhalb 24 Stunden leichte Diffusfdrbung.

Was von Methylviolett 5 B gesagt wurde, gilt fiir Malachit-
griin in noch verstirktem MafBe. Neben sehr starke Giftigkeit —
in 6 Minuten sind schon simtliche Paramaecien in der Farb-
stofflosung ohne Leben — tritt hier die Granulafirbung in #uBerst
fein verteilter Form auf, so daf nur eine Benutzung der 01 — Im-
mersion zeigte, da man es mit einer rein granuliren Farbung zu
tun hatte.

Bei Nilblausulfat macht sich der Tod der Paramaecien, wie
schon erwihnt, durch eine leichte Diffusfarbung, die neben der
Granulafiarbung einhergeht, bemerkbar. Dafl man es hier mit einer
Schidigung des Protoplasmas zu tun hat, das beweist der Befund,
daB bei Anwendung einer n/100.000 Losung selbst nach 48 Stunden
keine Diffusfarbung vorhanden war, wohl aber allerstirkste Granula~
farbung.

Bei Neutralrot sei nur noch erginzend erwihnt, dall dieser
Farbstoff bei der kleinsten Inanitionserscheinung sofort eine Diffus-
farbung hervorruft.

Die Farbstoffe Viktoriablau 4 RS, Viktoriablau B, Methylenblau
Bx und Methylenblau BB erwiesen sich als reine Granulafirber.
Selbst die toten Paramaecien zeigten nur stidrkste Granulafirbung
ohne irgendwelche Spur einer Diffusfarbung.

Bismarckbraun, ein reiner Granulafirber, hatte dieselbe Eigen-
schaft wie Rhodamin O unter den Diffusfirbern. Die Tiere, die in
den ersten Tagen in der Farbstoffldsung starke Granulafirbung
zeigten, entfirbten sich regelm#fBig innerhalb 8 Tagen und selbst
bei lingerem Verweilen in der Farbstofflosung konnte keine Fir-
bung der Paramaecien mehr festgestellt werden.

Methylengriin und Toluidinblau firben rein granuldr. Diese
beiden Farbstoffe fiihrten eine ganz fein verteilte Granulafarbung
des Protoplasmas herbei, die wihrend der Dauer der Fiarbung iminer
mehr zunahm, ohne daf} irgendwelche Diffusfirbung eintrat.

Bei Vesuvin 4 BG muBite wiederun eine 1n/1.000 Ldsung ange-
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gewandt werden, da eine n/10.000 Lésung nur eine Farbung der
einzelnen Nahrungsvakuolen herbeifiihrte.

Es galt nun in einer zweiten Versuchsgruppe festzustellen, wie
sich die zu den vitalen Farbungsversuchen verwandten Farbstoffe
gegeniiber einer reduzierenden, chemischen Substanz verhalten
wiirden. Ganz unabhingig von den vitalen Fiarbungsversuchen
wurden nach deren Abschlub die 22 basischen Farbstoffe auf ihren
Unterschied in der Schnelligkeit des Reduktionsvorgangs untersucht.
Es wurden an Reduktionsmitteln ausprobiert. Schwefelammon,
Natriumsulfit, Natrinmbisulfit und Natriumhydrosulfit. Als brauch-
bar zu den Versuchen erwies sich aber nur Natriumhydrosulfit, da
die iibrigen Reduktionsmittel sich gegen wenigstens eine Farbstoff-
gruppe unwirksam verhielten, wahrend Natriumhydrosulfit fiir alle
Farbstoffe Reduktionskraft hatte, ausgenommen die nicht zu redu-
zierenden, wie Auramin, Rhodamin B extra und Rhodamin O.

Aus konzentriertem Natriumhydrosulfit in Pulverform wurden
verschiedene Losungen von bestimmtem Prozentgehalt hergestellt.
Da Natriumhydrosulfit an der Luft sehr schnell seine Reduktions-
kraft verliert, wurden einige Tropfen Natronlauge hinzugefiigt, aber
trotzdem wurde zu jeder Versuchsreihe eine frisch hergestellte
Losung benutzt. Von den Farbstoffen wurden wie bei den vitalen
Firbungsversuchen Ldsungen von n/10.000 genommen.

Um nun iiberhaupt erst einen Unterschied in der Reduzierbar-
keit der Farbstoffe festzustellen, wurden Mengen von 10, 20, 30,
50 und 100 ccm der zu untersuchenden Farbstofflosung genommen
und dann festgestellt, wieviel Tropfen einer 5 proz. Natriumhydro-
sulfitlosung notig seien, um eine ginzliche Entfarbung der jeweiligen
Mengen herbeizufithren. Hierbei stellten sich trotz der Grobheit
des Verfahrens schon namhafte Unterschiede heraus. So liellen sich
einzelne Gruppen bestimmen von schwer und leicht zu reduzieren-
den Farbstoffen. Es wurde nun jeweils einre Gruppe von Farbstoffen,
die ungefihr das gleiche Verhalten dem Natriumhydrosulfit gegen-
iiber zeigten, zusammengefalit. Das Reduktionsmittel wurde, um
genaue Resultate zu erhalten, auf eine 1 proz. Losung abgeschwicht
und nach Zusatz einer bestimmten Anzalhl von Tropfen wurde bei
10 cm Farblosung zeitlich der Wiedereintritt der Farbung festge-
stellt. Schwierigkeiten bereitet dies Verfahren dadurch, daB bei
vielen Farblosungen der alte Farbton nach der Reduzierung nicht
in der Intensitit und Tonung wiederkehrt, aber mit Hilfe eines

Kontrollreagenzglases, das jeweils die gleiche Menge einer unredu-
9%
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zierten Farbstofflosung enthielt, gelang es doch, mit der gréfiten
Sicherheit die Unterschiede in der Reduzierbarkeit der einzelnen
Farbstoffe festzustellen. Ein Auszug aus dem Protokoll mége dies
veranschaulichen:

L
Menge der zuge- Zoit .
p punkt | Zeitpunkt
Farbstoff n;10.000 setzten 1% igen des Ver- der Riick-
0 cem Nal‘tﬁrtllu.mfnyudﬁ' suchsbe- kehr der
su Trgi)feﬁ ginns Farbe
1) Nilblausulfat 3 1146 180
2) Y 3 935 330
1) Methylviolett 5B 3 1147 1220
2) 3 236 310
1) Capriblau GON 1 1160 215
2 i 3 419 545
idi 49 h 24 Std.
%g Chrysoidin R i 1%35 kgi%cellrrc;ir%kekehr
1) Kristallviolett 6B 3 1147 130
2) » 3 235 340
1) Neutralrot 1 1167 1230
2) 3 2% 3%

Die Zahlen 1) und 2) bezeichnen die zusammengehdérende Versuchsreihe.

1I.

Ansetzen des Versuchs: 101% Zusatz: 3 Tropfen einer 19;igen
Natriumhydrosulfitlosung.

Farbstoff n/10.000 10 cem | Zeitpunkt der Rick-
1) Viktoriablau 4RS 1116
2) ” B 1140
3) Malachitgrin 1160
4) Rosanilin Base 1210
5) Toluidinblau 1230

Bei den ganz leicht zu reduzierenden Farbstoffen wurde die
Reduktionsfliissigkeit weiter auf 0,5 Proz. abgeschicht, so daf auch
hier die Unterschiede besser hervortraten.

Auf Grund der Versuche lieB sich nun folgende Reihe, an-
fangend mit den schwer zu reduzierenden Farbstoffen, aufstellen :
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1) Auramin 13) Nilblausulfat
Gruppe I { 2) Rhodamin B extra 14) Methylenblau BB
{ 3) Rhodamin O 15) Methylenblau Bx
. Gruppe III { 16) Toluidinblau
4) Rhodamin S extra 17) Rosanilin Base
5) Safranin B extra 18) Methylengriin
6) Viktoriablau 4RS 19) Capriblau GON

7) Neutralrot

Gruppe II ¢ 8) Viktoriablau B 20) Vesuvin 4BG
9) Methylviolett 5B Gruppe 1V {21) Bismarckbraun

10) Malachitgriin 29) Chrysoidin R

11) Diamantfuchsin

12) Kristallviolett 6B

Die ersten drei Farbstoffe Auramin, Rhodamin B extra und
Rhodamin O werden selbst durch Zusatz von konzentriertem Natrium-
hydrosulfit nicht entfdrbt.

Rhodamin S extra 148t sich auch kaum reduzieren. Von diesem
Farbstoff bis Kristallviolett 6 B reicht die Gruppe der schwer zu
reduzierenden Farbstoffe. Eine dritte Gruppe 148t sich von Nilblau-
sulfat bis Cabriblan GON herausgreifen, die Gruppe der leicht zu
reduzierenden Farbstoffe, wihrend die letzten drei Farbstoffe wegen
ihrer auffallend leichten Reduzierbarkeit wieder gesondert zusam-
mengefalt werden miissen. Bei Bismarckbraun und Chrysoidin R
lieB sich selbst bei Zusatz einer &uBerst schwachen Losung Natrium-
hydrosulfit nach 48 Stunden ein Wiedereintritt der Farbe nicht fest-
stellen. Vielleicht handelt es sich bei dieser Farbstoffgruppe —
die drei Farbstoffe gehdren der Gruppe der Azofarbstoffe an — um
eine vollkommene Zerstérung des Farbstoffmolokiils durch das Na-
triumhydrosulfit. Es ist leider nicht gelungen, ein anderes ebenso
auf alle zu diesen Versuchen angewandten Farbstoffe gleichartig
wirkendes Reduktionsmittel zu finden.

Aus den vitalen Farbungsversuchen einerseits und den chemi-
schen Reduzierversuchen andererseits gilt es nun durch Zusammen-
stellung der einzelnen Versuchsergebnisse die Richtigkeit der Be-
hauptung zu beweisen, dall tatsichlich zwischen Reduzierbarkeit
des Farbstoffs und Zeit des Farbungseintritts bei der vitalen Far-
bung eine groBe Ubereinstimmung herrscht. Zu beriicksichtigen ist
dabei noch, wie ja aus der Einleitung hervorgeht, die Lipoidlos-
lichkeit sowie die Diffusibilitit der einzelnen Farbstoffe, um ein
eventuelles Abweichen von der Norm erkliren zu koOnnen. Die
Werte der Farbstoffe fiir Lipoidldslichkeit und Diffusibilitdt wurden
der Arbeit W. vOoN MOELLENDORFF's ,Die Bedeutung von sauren
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Kolloiden und Lipoiden fiir die vitale Farbstoffbindung in den
Zellen“ entnommen. Bei der Aufstellung der Tabellen wurden die
Farbstoffe, die nur diffus firben ohne eine Granulatdrbung im Proto-
plasma hervorzurufen, zusammengefafit gegeniiber den Farbstoffen,
die reine Granulafirbung einerseits, Granula- und Diffusfarbung
andererseits zeigten. Die Farbstoffe sind in der Reihenfolge ihrer
chemischen Reduzierbarkeit aufgezihlt. Es verstehen sich fiir den
zeitlichen Eintritt der Diffusfdrbung bzw. Granulafirbung die Werte
einer LoOsung von n/10.000, ausgenommen die Farbstoffe, bei denen
aus den oben angefiihrten Griinden eine stirkere Konzentration ge-
nommen werden mullte. Erst seien die reinen Diffusfarber an-
gefiihrt :

Tabelle III.
Reine Diffusfarber.

Loslichkeit in 2 %,igem i ions-
Farbstoffe in der Eintritt der Lecithinxylol. K{)onzgen- fDlﬁuil?nS,
Reihenfolge zunehmen-| Diffus- [trationbeiAdsorption aus ortsc rltthm

mm nac

der Reduzierbarkeit firbung |wWasseriger Losung v.d.
! ’ & Konzentration n/10.000 5 Tagen

Auramin 1 Min. n/20.000 42
Rhodamin B extra 15 n/30.000 35
Rhodamin O 40 n/10.000 30
Safranin B extra 60 n/ 4.000 37
Diamantfuchsin 60 n/15.000 28
Rosanilin Base 24 Std. — 23
(Chrysoidin R 5 Min. n/17.500 31)

Die erste Ubersicht iiber Tabelle III zeigt, daB die Resultate
der zwei Versuchsgruppen sich vollkommen decken. Auramin, der
Farbstoff, der sich iiberhaupt nicht durch Natriumhydrosulfit redu-
zieren 1aBt, steht auch mit der Farbungsdauer an der Spitze der
Tabelle. Er firbt in einer Minute, also #uBerst schnell, diffus. Es
scheint allerdings bei der schnellen Firbung die Giftigkeit des
Farbstoffs fiir die Paramaecien ausschlaggebend zu sein. In 2—3
Minuten ist ja in der Farbfliissigkeit kein lebendes Paramaecium
mehr vorhanden und so ist auch wohl der verhiltnism#iBig grofle
Zeitunterschied in der Fidrbungsdauer zu den beiden Rhodamin-
farbstoffen, Rhodamin B extra und Rhodamin O, zu erklaren.

Rhodamin .B extra und Rhodamin O sind ja auch Farbstoife,
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die sich durch Natrinmhydrosulfit nicht reduzieren lassen, sie haben
aber keine schidigende, giftige Wirkung auf Paramaecien, bei Rho-
damin O wurde ja sogar, wie erwihnt, eine Entfirbung der Ver-
suchstiere in der Farblosung beobachtet. Es ist nun selbstverstind-
lich, daf diese Farbstoffe, die keine Schidigung auf das Protoplasma
der Paramaecien ausiiben konnen, auch langsamer firben werden,
da eben durch die Schiadigung des Protoplasmas auch dessen Reduzier-
kraft vermindert wird. Das lange Ausbleiben der Farbung bei Rho-
madin O kann man wohl dadurch erkldren, daB eben dieser Farbstoif
.schon in dieser Konzentration vollkommen unschédlich ist, die
Diffusfarbung also als reiner vitaler Vorgang aufzufassen ist, was
durch die Entfarbung der Paramaecien in der Farbstofflosung hin-
reichend bewiesen wird. Wendet man stirkere Konzentrationen an,
dann tritt eine Entfirbung der Paramaecien in der Versuchslosung
nicht mehr ein; auch findet bei zu starker Konzentration eine
Schidigung des Protoplasmas statt, so daB der Charakter einer rein
vitalen Farbung verloren geht.

Die beiden nichsten Farbstoffe Safranin B extra und Diamant-
fuchsin weisen dieselbe Zeitdauer bis zum Eintritt der Diffusfirbung
auf, sie gehdren auch zu derselben Gruppe von Farbstoffen bei den
Reduktionsversuchen, ndmlich zu der zweiten Gruppe der schwer zu
reuzierenden Farbstoffe.

Rosanilin Base 1afit sich sehr leicht reduzieren und somit ist
auch die lange Dauer bis zum Férbungseintritt, der durchschnittlich
24 Stunden beansprucht, vollkommen erklart.

Ein Farbstoff, der ein vollkommen abweichendes Verhalten zeigt,
ist Chrysoidin R. Am leichtesten reduzierbar von allen untersuchten
Farbstoffen, farbt er doch HuBerst schnell. Es sei hier nochmals
daran erinnert, dafl Chrysoidin R sich bei den Reduktionsversuchen
dadurch auszeichnete, dall selbst nach ein paar Tagen die Farbe
der reduzierten Farbstoffmenge noch nicht zuriickgekehrt war. Es
ist darum wohl anzunehmen, daB Chrysoidin R von dem Reduk-
tionsmittel, das im Protoplasma vorhanden ist, ganz anders ange-
griften wird, als wie es uns das Natriumhydrosulfit zeigt. Das
Protoplasmareduktionsmittel hat auf Chrysoidin R vermutlich lange
nicht die starke Reduktionskraft wie das zu den Versuchen ange-
wandte Natriumhydrosulfit, woraus sich die kurze Zeitdauer von
5 Minuten bis zum Eintritt der Farbung erkliren wiirde.

Das Diffusfdrbungsvermigen der in Tabelle III angefiihrten
Farbstoffe wird bedingt durch die starke Lopoidloslichkeit, die diese
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Farbstoffe aufweisen, nach dem Satz, dall starke Lipoidloslichkeit
eine gute Diffusfdrbung des Protoplasmas bewirkt.

Die Diffusibilitdt der hier verwandten diffusfirbenden Substanzen
kann ebensowenig fiir sich den grofien seitlichen Unterschied des
Farbungseintritts erkldren. Alle Farbstoffe sind recht gut diffusibel,
die relativ geringe Zahl 23 fiir Rosanilin Base beruht zum groften
Teil auf seiner schlechten Wasserloslichkeit, die nur hellgefarbte und
deshalb im Diffusionsversuch schlecht mefBbare Losungen herzustellen
gestattet. Die gute Diffusibilitit ist also zwar eine Vorbedingung
tir das Eindringen der Farbstoffe, kann aber fiir sich nicht als’
MaB fiir die Geschwindigkeit des Firbungseintritts genommen werden.

Man ersieht schon aus diesem Beispiele, dall durch diese drei
Faktoren Lipoidldslichkeit, Diffusibilitit und Reduzierbarkeit die
vitale Farbung zu einem #ullerst komplizierten Vorgang wird, den
klar zu iibersehen erst weiteren Versuchen vorbehalten beiben muf.

Diese Umstédnde sind auch bei der nichsten Tabelle IV zu be-
riicksichtigen. Die Tabelle faBt alle Grahulafirber zusammen,
wiederum in der Reihenfolge ihrer Reduzierbarkeit. Als wichtiger
Zeitpunkt wurde der Eintritt einer Granulafirbung herausgegriffen.
Dabei ist zu bemerken, dafl die erste Spur einer Farbung und Ein-
tritt der Granulafarbung zeitlich so nahe zusammenliegen, dall hier
ein Unterschied nicht gemacht werden konnte. Die vier Farbstoffe
Rhodamin S extra, Methylviolett 5B, Kristallviolett 6B und Capri-
blau GON wurden, obwohl sie auch diffus firben, doch mit in dieser
Tabelle aufgefithrt, da der Diffustdrbung immer erst die Granula-
fairbung vorangeht.

Die zur Gruppe II unter den chemischen Versuchen gehdrenden
Farbstoffe von Rhodamin S extra bis Kristallviolett 6B zeigen eine
Farbungsdauer von 1—5 Minuten. An der Spitze der Tabelle steht
Rhodamin S extra, der Farbstoff, der sich von den Rhodaminen
durch geringe Lipoidldslichkeit auszeichnet. Chemisch betrachtet
weicht ja Rhodamin S extra sowieso vollkommen von den anderen
Rhodaminen ab. Es bewirkt der Zusatz von Natronlauge zu
Rhodamin S extra Entfirbung und Niederschlag der Farbbase,
withrend Natronlauge zu Rhodamin B oder Rhodamin O zugesetzt,
keine Veridnderung hervorruft. Bei den vitalen Farbungsversuchen
zeigt sich das abweichende Verbalten darin, daf mit Rhodamin S
extra immer erst eine Granulatirbung des Protoplasmas der Para-
maecien erzielt wurde; in der geringen Lipoidloslichkeit wire vor
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allem der Grund zu suchen, dalB einer Granulafdirbung nichts im
Wege steht.

Viktoriablau 4RS und auch Viktoriablau B farben rein granu-
lar. Man muB aber daran denken, daB die Gruppe der Viktoria-
blaufarbstoffe sehr grob - dispers ist und daher auch eine sehr
schlechte Loslichkeit zeigt, so dall man daraus und aus der relativ
geringen Lipoidldslichkeit das Ausbleiben einer Diffusfirbung er-
klaren kann.

Tabelle IV.

Granulafiarber.

s s o0 .
Farbstoffe in der Eintritt der %225%?;‘;?1;? %{ﬁ’éfgﬁ lefusu:)nsr
Reihenfolge zunehmen-| Granula- [trationbeiAdsorption aus fortschritt in
der Reduzierbarkeit. farbung. | Wasseriger Losung v.d.| mm nach

Konzentration n/10.000 | 5 Tagen.
Rhodamin S extra 5 Min n/40.000 34 (20)
Viktoriablau 4RS 5 1n/40.000 7
Neutralrot 2 n/50.000 22 (8)
Viktoriablau B 5 n/ 3.000 3
Methylviolett 5B 5 n/10.000 27
Malachitgriin 2 n/10.000 38 (15)
Kristallviolett 6B 1 n/10.000 25
Nilblausulfat 8§—9 n/50.000 17
Methylenblau BB 10 Spur 38 (17)
Methylenblau Bx 10 » 28
Toluidinblau 20 n/25.000 24 (13)
Methylengriin 15 Spur 32
Capriblau GON 45 n/50.000 40
Vesuvin 4BG (n/1.000) 15 n/30.000 —
Bismarckbraun 15 Spur 40 (13)

Anmerkung: Die eingeklammerten Zahlen in Spalte 4 bedeuten die
Zone dunkelster Farbung.

Die Reduzierbarkeit ist bei beiden Farbstoffen die gleiche und
demnach auch die Zeitdauer, die sie bis zum Eintritt einer Farbung
des Protoplasmas benotigen.

Neutralrot pafit sich auch diesen Gesetzen an. Eine Diffus-
firbung konnte nur bei Schidigung des Protoplasmas der Para-
maecien, sei es durch Hunger oder durch Druck des Deckglases
hervorgerufen, festgestellt werden.

Methylviolett 5B zeigt neben der Granulafirbung auch eine
spiter eintretende leichte Diffusfirbung, die nach dem Tode der
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Paramaecien sehr intensiv wird. In den Rahmen dieser Unter-
suchungen fiigt es sich vollkommen ein.

Die beiden letzten Farbstoffe dieser Gruppe, Malachitgriin und
Kristallviolett 6B =zeigen durch ihre verhiltnismifig schnelle
Farbungszeit ein etwas abweichendes Verhalten, aber die Schuellig-
keit der Farbung liegt bei diesen beiden Farbstoffen zweifellos in
ihrer Giftigkeit gegeniiber Paramaecien begriindet. Fiihrt doch
Kristallviolett 6B den Tod der Paramaecien schon in 18 Minuten
herbei und Malachitgriin sogar in 6 Minuten.

Nilblausulfat, als erster Farbstoff der Gruppe III der chemischen
Reduzierversuche, zeigt trotz seiner noch ziemlich giftigen Wirkung
— nach 20 Minuten ist kein lebendes Paramaecium mehr in der
Versuchslosung — eben wegen seiner leichten Reduzierbarkeit eine
lange Dauer bis zum Eintritt einer Granulafirbung.

Methylenblau BB und Methylenblau Bx verhalten sich in ihrer
Reduzierbarkeit durch Natriumhydrosulfit vollkommen gleich, voll-
kommen gleich auch in ihrer Farbungszeit. Bei dem weiteren
Fortschritt der Farbung zeigt sich allerdings ein namhafter Unter-
schied. Denn eine gut ausgeprigte Granulafirbung bedarf bei
Methylenblau Bx nur einer Zeit von 35 Minuten, wihrend Methylen-
blau BB fast die doppelte Zeit, nimlich 60 Minuten, beansprucht.
Es ist schwer zu sagen, ob hier die etwas geringere Diffusibilitit
der Methylenblau Bx die Speicherung beglinstigt.

Toluidinblau und Methylengriin, Vesuvin 4BG und Bismarck-
braun, die am Schlull der Tabelle stehen, sich also sehr leicht redu-
zieren lassen, zeigen dieselbe Farbungsdauer von 15—20 Minuten.

Worauf die lange Dauer des Eintritts der Farbung bei Capriblau
GON zuriickzufiihren ist, konnte nicht ermittelt werden. Bei den
Reduktionsversuchen und auch bei den vitalen Firbungsversuchen
steht es in den Tabellen jedenfalls mit an letzter Stelle, und es mag
die kleine Abweichung vielleicht an der durch Alter herabgesetzten
Farbekraft des zu den Versuchen verwendeten Capriblau gelegen
haben.

Zum vollen Verstindnis und zu einer Lokalisation der Reduk-
tionswirkung fithrt nun erst der Vergleich der Ergebnisse mit den
Diffusfdrbern einer-, den Granulafirbern andererseits. Die Diffus-
farber, Farbstoffe also, die mit den Zellgranulis nicht in Beziehung
treten, werden durchschnittlich erst nach erheblich ldngerer Zeit im
Protoplasma sichtbar als die Granulafirber. Bei letzteren schwanken
«ie Zahlen zwischen 1 Minute und 45 Minuten, trotzdem gerade die
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Mehrzahl dieser Farbstoffe sehr leicht reduzierbar ist: Umgekehrt
fallt die lange Dauer bis zum Farbungseintritt bei den Diffusfirbern
auf, zu denen gerade die sehr schwer oder gar nicht durch Natrium-
hydrosulfit angreifbaren Farbstoffe gehdren. Aus diesen Tatsachen
ist der SchluBl gerechtfertigt, dal die an sich leicht reduzierbaren
»Oranulafarbstoffe nur im intergranuléiren Protoplasma einer wesent-
lichen Reduktionswirkung unterliegen, wiahrend sie an den Granulis
verankert vor der Zerstorungskraft des Protoplasmas viel besser
geschiitzt sind. Die diffusfirbenden Substanzen dagegen sind der
Reduktionskraft des Protoplasmas in allen Teilen ausgesetzt, und
es dauert aus diesem Grunde bei ihnen sehr viel linger, bis ge-
niigend unreduzierter Farbstoff angereichert ist, um einen sichtbaren
Farbungseffekt zu erzeugen. M.a. W.: Die Reduktionskraft
ist eineEigenschaft desintergranulidrenCytoplasmas,
nicht der Granula.

Vorliegende Versuche zeigen jedenfalls mft Sicherheit, dall
tatsichlich die Reduktionskraft des Protoplasmas bei der vitalen
Farbung eine grofBe Rolle spielt. Die in das Zellinnere eindringenden
Farbstoffe werden also von diéser reduzierenden Substanz des
Protoplasmas angegriffen, und dieser Vorgang findet solange statt,
bis entweder durch Schidigung des Protoplasmas auch diese Lebens-
tatigkeit aufhort oder die Menge des eindringenden Farbstoffs zu
grof} wird, als daB sie in jihrer Gesamtheit reduziert werden konnte.
Der Farbstoff wird sichtbar.

Was fiir die Farbstoffe gilt, diirfte allgemein fiir jede ins Zell-
innere eindringende Substanz gelten, so daB also das lebende Proto-
plasma in sich einen selbstdndigen Schutz besitzt, der einmal durch
Sauerstoffentziehung aus den eindringenden Substanzen sein Sauer-
stoffbediirfnis decken kann, ein andermal aber auch infolge seiner
allgemeinen Reduktionswirkung zu einem wirklich wirksamen Schutz
gegen Gifte, wenigstens bis zu einer gewissen Grenze wird. Unter
giinstigen Verhdltnissen zeigt sich ja diese reduzierende Kraft so
groB, und so Dbestindig, dal man voh einem Immunwerden des
lebenden Protoplasmas gegeniiber eindringenden Substanzen sprechen
konnte. Es gewohnen sich so nach den Unsuchungen von NEUSCHLOSS
(1920) Paramaecien an Methylenblau, Trypanblau und Fuchsin, denn
nach vorsichtiger Behandlung verlieren diese Farbstoffe ihre Giftig-
keit bis zu einem gewissen Grade, d. h., die Paramaecien werden
resistenter, und diese Resistenz ist nur darauf zuriickzufiihren, daf die
Organismen den Farbstoff in héherem Mafle zu zerstéren vermdogen.
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Nach meinen Befunden, die entsprechende Angaben aus der
Literatur bestitigen, wird die Resistenz der Paramaecien manchen
Farbstoffen gegeniiber sogar so grof, daB die Paramaecien sich in
der Farbstofflosung selbst vollkommen entfirben. Es wird gewisser-
mafen die ganze Farbstofflosung durch die Organismen hindurch-
filtriert, eine Eigenschaft des Farbstoffs zerstort, die fiir die Farbung
von Wichtigkeit ist, so daf der Farbstoff nicht mehr imstande ist,
im Protoplasma sichtbar zu werden. Am deutlichsten zeigte sich
dies bei Bismarckbrau. Am 6. Tage nach Ansetzen des Versuchs
waren samtliche Paramaecien in der Farbstofflosung vollkommen
tarblos, obwohl die Farbstofflosung noch den alten Farbton zeigte,
den sie beim Ansetzen des Versuchs gehabt hatte. Es lag nun
nahe, die farblos gewordenen Tiere in eine frische Farbstofflisung
hineinzubringen. So wurde am 14. Versuchstage ein Teil der Tiere
in eine frische Farbstofflosung von Bismarckbraun und ein anderer
Teil in eine Neutralrotlosung gebracht. Da zeigte es sich nun, daf
man von einer vollkommenen Immunitit der Paramaecien Bismarck-
braun gegeniiber nicht sprechen konnte, da sowohl bei Bismarck-
braun als auch bei Neutralrot eine Granulafirbung in der jeweils fiir
den Farbstoff angemessenen Zeit auftrat; nur konnte nebenher noch
eine leichte Diffusfrbung des Protoplasmas beobachtet werden, die
aber wohl auf den Umstand zuriickzufiihren ist, dall das Protoplasma
wegen des Hungerzustandes der Paramaecien lange nicht mehr so
lebenskriftic war und darum schon gewisse Inationserscheinungen
zeigte.

Es seien nun noch einige Versuche angefiihrt, die mit einem
Farbengemisch vorgenommen wurden. Sollte die Behauptung zu-
treffen, daB Reduzierbarkeit und Eintritt einer Farbung in einem
festen Abhangigkeitsverhialtnis zueinander stehen, dann war es klar,
daB dies vor allem sich dann zeigen miilite, wenn man zwei Farb-
stoffe verschiedener Farbung und verschiedener Reduzierbarkeit,
in gleichem Verhdltnis gemischt, als Versuchslosung benutzte. Es
wurde eine Mischung von Neutralrot und Methylenblau in 1n/10.000.
Losung 1:1 hergestellt und da zeigte sich denn, daB trotz des
gleichen Mengenverhiltnisses keine violette Mischfirbung auftritt,
sondern daB zuerst die Granula eine reine Neutralrotfatbung zeigen.
Erst spiter, zu der Zeit, wo nach Tabelle II Methylenblau im Proto-
plasma sichtbar wird, tritt eine violette Mischfirbung in manchen
Granulis auf. Es kommt dann ein Stadium der Farbung, wo neben
rein roten Granulis auch rein blaue vorbhanden sind, wihrend mit
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dem Absterben der Paramaecien die Methylenblaufarbung immer
mehr zunimmt. Die toten Paramaecien sind durchwegs blau gefarbt.

Es ist daraus ersichtlich, daB Neutralrot wegen seiner schlechten
Reduzierbarkeit schneller firbt, aber ferner auch, dal mit dem
Fortschritt der Farbung das Neutralrot von dem Methylenblau ver-
dringt wird. Es ist da zu beriicksichtigen, das Methylenblau eine
grofere Fallungskraft besitzt als Neutralrot, und man kann sich die
Verdrangung des Neutralrots in manchen Granulis so vorstellen,
daf} diejenigen Zellgranula, die am wenigsten saure Bestandteile in
sich haben, nicht mehr die Kraft haben werden, das Neutralrot in
Bindung zu halten. Methylenblau dagegen wird dank seiner starkeren
Fallungskraft noch imstande sein, eine Bindung mit diesen Granulis
einzugehen. Da nun die ganzen sauren Bestandteile der Granula
durch das Neutralrot in ihrer Bindungskraft allmihlich immer mehr
geschwicht werden, so ist es klar, daB das Methylenblau, das mit
diesen Granula noch eine Bindung eingehen kann, immer das Uber-
gewicht bei der Farbung gewinnen wird.

Weitere Versuche wurden noch mit einem Gemisch von Auramin
und Methylenblau 1:1 unternommen. Die Paramaecien starben,
wie vorauszusagen war, bei stirkster reiner Auramin-Diffusfirbung
innerhalb 2—3 Minuten ab. Die Methylenblaufirbung kam gar nicht
zum Ausdruck.

Diese letzten Versuche mit dem Farbstoffgemischen zweier
Farben bringen vor allen Dingen einen klaren Beweis dafiir, daf
tatsachlich die Reduzierbarkeit des Farbstoffes bei dessen Eintritt
in das Protoplasma ein Faktor in der vitalen Farbung ist, der bei
keinem Versuche unberiicksichtigt gelassen werden sollte.

Zum SchluB} der Arbeit méchte ich Herrn Prof. von MOELLENDORFT,
der mir die Anleitung zu dieser Arbeit gab und somit die Durch-
filhrung ermoglichte, und der mir jeder Zeit mit Rat und Tat zur
Seite stand, meinen allerbesten aufrichtigsten, Dank aussprechen.

Zusammenfassung.

1. Das lebende Protoplasma besitzt und bildet in sich chemische
Substanzen, die auf alle eindringenden Stoffe reduzierend wirken,

2. Es herrscht eine groBe Parallelitit zwischen zeitlichem Farbe-
eintritt der Farbstoffe im Protoplasma bei vitaler Farbung
einerseits und zwischen chemischer Reduzierbarkeit der Farb-
stoffe im Reagenzglase andererseits.
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3. Dadurch wird bewiesen, daB die Schnelligkeit des Farbstoft-
eintritts in_das Protoplasma mit von der chemischen Redu-
zierbarkeit des Farbstoffes abhingt.

4, Die Reduzierbarkeit des Farbstoffs durch das Protoplasma ist
somit ein wichtiger Faktor bei der vitalen Firbung neben

Diffusibilitit und Lipoidloslichkeit.

Der Farbstoff dringt diffusiv in das Protoplasma ein und wird
dort von den reduzierenden Substanzen des’ Protoplasmas ange-
griffen und zerstort. Da nun ein chemisch leicht zu reduzierender
Farbstoff auch im Protoplasma leicht entfarbt wird, dauert es bei
diesem Farbstoff linger, bis dals er im Protoplasma sichtbar wird,
als bei einem solchen, der chemisch schwer zu reduzieren ist. Ein
schwer zu reduzierender Farbstoff firbt schnell intravital, ein
leicht zu reduzierender dagegen langsam.

5. Die Reduktionskraft ist eine Eigenschaft des intergranuliren

Cytoplasmas, nicht der Granula.

Dies ergibt sich aus einer Zusammenstellung der Werte fir
die Zeitdauer dis zum Eintritt einer Farbung bei Diffusfichern
einerseits und Granulafirbern andererseits. Die Diffusfirber be-
anspruchen eine wesentlich lingere Zeit, bis dals sie im Proto-
plasma sichtbar werden. Die Granulafarber sind in den Granulis
von den reduzierenden Substanzen des Protoplasmas geschiitzt,
was bei den Diffusfirbern, die nur im Cytoplasma gespeichert
sind, nicht der Fall ist.

6. Durch die Reduktionskraft, die das Protoplasma besitzt, hat
es wahrend des Lebens die Moglichkeit:
a) sein Sauerstoffbediirfnis teilweise durch die eindringenden
Substanzen zu decken.
b) einen selbstindigen Schutz gegen eindringende Gifte und
sonstige schidliche Stoffe auszuiiben.
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